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RESUMEN

Se evaluo el efecto insecticida de extractos etandlicos de Neem (Azadirachta indica
A. Juss), Tabaco (Nicotiana tabacum L), Anisote (Piper aduncum L.), Azahar de
la india (Murraya paniculata) y Hierba mora (Solanum nigrum L.) sobre el gusano
cogollero Spodotera frugiperda S. (Lepidoptera: Noctuidae), en condiciones de
laboratorio. Se caracterizé el efecto de cuatro concentraciones de dichos extractos
sobre la mortalidad de larvas y la emergencia de los adultos del insecto. Se evaluaron
cinco tratamientos (extractos alcohodlicos) mas el testigo constituido por acetona. Se
evaluaron 4 dosis con concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 ppm. Se realizé una
sola aplicacién topica de 5 microlitros de la dosis respectiva para cada larva del tercer
instar, utilizando 20 larvas por repeticion. Se utilizé un arreglo factorial 5x2, bajo un
disefio en bloques al azar, con dos factores: los cinco extractos mas el testigo y las
cuatro concentraciones indicadas anteriormente para cada uno de los tratamientos.
No hubo diferencias significativas entre tratamientos a nivel de mortalidad larval,
caso contrario, en cuanto a emergencia de adultos, donde los tratamientos de Neem
(45 %) y Anisote (43,75 %), se diferenciaron estadisticamente de la Hierba mora
(68,75 %). Estos resultados indican el potencial uso del anisote y del Neem, para
disminuir la emergencia de adultos en el campo.

Palabras clave: cogollero del maiz, insecticida organico vegetal, Neem

ABSTRACT

The insecticidal effect of ethanolic extracts of Neem (Azadirachta indica A. Juss),
Tobacco (Nicotiana tabacum L.), Anisote (Piper aduncum L.), Indian orange blossom
(Murraya paniculata) and Nightshade (Solanum nigrum L.) was evaluated on the
fall armyworm Spodotera frugiperda S. (Lepidoptera: Noctuidae), under laboratory
conditions. The effect of four concentrations of said extracts on the mortality of larvae
and the emergence of the adults of the insect was characterized. Five treatments
(alcoholic extracts) were evaluated plus the control constituted by acetone. 4 doses
were evaluated with concentrations of 250, 500, 750 and 1000 ppm. A single topical
application of 5 microliters of the respective dose was made for each larva of the
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third instar, using 20 larvae per repetition. A 5x2 factorial arrangement was used,
under a random block design, with two factors: the five extracts plus the control
and the four concentrations indicated above for each of the treatments. There were
no significant differences between treatments at the level of larval mortality, but
there were significant differences in terms of adult emergence, where Neem (45
%) and Anisote (43.75 %) treatments were statistically different from Nightshade
(68.75 %). These results indicate the potential use of anisote and Neem to reduce the

emergence of adults in the field.

Key words: armyworm, vegetal organic insecticide, Neem

INTRODUCCION

El uso de plaguicidas sintéticos en la
agricultura ha sido la forma mas utilizada
para la proteccion de los cultivos debido a
la rapidez con que actuan, la eficiencia, facil
adquisicion y transporte, ademas de su largo
periodo de accidn. Los productos sintéticos
destinados a controlar plagas y enfermedades
en los vegetales han tenido una incidencia muy
marcada en el incremento de la produccién
agricola (lannacone & Lamas, 2003); sin
embargo, esta eficacia en el control de plagas
ha provocado serios dafios a la agricultura: la
resistenciade los organismos a los plaguicidas.
(Anaya, 2003); la extincion de depredadores y
parasitoides naturales, y de los polinizadores
que forman parte del ecosistema (Freemark &
Boutin 1995) y el cambio de status de plagas
consideradas ocasionales o de baja incidencia,
a plagas importantes causantes de dafos
significativos en el cultivo por el aumento de
su resistencia a los insecticidas (Hernandez et
al., 2018).

Los Insecticidas vegetales son derivados
0 extraidos directamente de plantas vy
corresponden principalmente a mecanismos
de defensa frente a posibles dafios por
insectos. Existe evidencia que los principios
activos, se acumulan de distinta forma en una
planta. El momento en que se encuentre la
planta respecto a su ciclo de vida influyen en
la cantidad de principios activos que contenga
(Huerta, 2002).

Con el fin de, identificar nuevos productos
fitotoxicos es importante realizar bioensayos
con moléculas quimicas de diversas especies
de plantas y para ello es necesario el
conocimiento de los compuestos presentes
en ellas, lo cual se logra mediante el analisis

de extracto de diferente polaridad obtenidos a
partir de distintos tejidos y drganos (Reigosa
et al.,, 2002).

Elextractovegetaleselresultadodeconcentrar
las sustancias activas y/o sustancias puras de
una planta, donde se suele utilizar un vehiculo
comoeletanol, parasuobtencion. Losextractos
son utilizados en la industria farmacéutica y
cosmetologia, pero son dificiles de identificar,
pueden contaminarse por el desarrollo de
microorganismos, requiere de tiempo y de
muchos pasos de filtracién (Verbionat, 2008).

El gusano cogollero del maiz, Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
es una de las plagas de mayor importancia en
el cultivo del maiz. Lei et al. (2020), sefalan
que, este insecto presenta alta fecundidad,
adaptabilidad y polifagia, atacando cultivos
de importancia econdmica como el maiz, la
soja y el sorgo, siendo una plaga grave en la
mayor parte de América del Norte y del Sur.
Recientemente se introdujo en Africa, Asia y
Oceania, donde ahora amenaza los cultivos en
mas de 110 paises. En China, S. frugiperda se
encontré por primera vez en la provincia de
Yunnan en 2018, siendo una grave amenaza
para su produccion agricola.

S. frugiperda tiene un ciclo de vida de huevo (de
3abdias)5a6estados larvales diferenciables
entre si (de 14 a 21 dias); pupa (de 9 a 13 dias)
y adulto (King & Saunders, 1984). Este insecto
puede causar dafios en cualquier estadio del
cultivo, dependiendo de la fecha de siembra 'y
region; actuando como cortadora en los inicios
del cultivo, como defoliadora dafiando el
cogollo en etapas vegetativas, incluso daflando
el tallo como barrenadora en condiciones
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de sequia atacando la espiga en estadios
reproductivos (MRI; IRAC-ARGENTINA, 2019).

Dos de las especies vegetales mas utilizadas
como insecticida vegetal es el Neem
(Azadirachta indica A. Juss) cuyo componente,
la azaridactina, es uno de los mas estudiados
y considerado como fitotéxico de amplio
espectro, bajo efecto residual, sin toxicidad
para los humanos y medio ambiente (Garcia
et al., 2017); y el tabaco (Nicotiana tabacum
L), contiene nicotina, que altera el sistema
nervioso de los insectos conllevando a paro
respiratorio y muerte (Manrique et al., 2017).

Otras especies vegetales con propiedades
insecticidas son el Anisote (Piper aduncum L.)
planta medicinal con usos antihemorragicos
(Aguirre et al, 2014). El compuesto mas
significativo de las plantas del género Piper
es la piperamida piperina, que constituye el
principio picante activo de la pimienta negra
(Piper nigrum L.) y fitoquimicos como cromenos,
fenilpropanoides, lignanos y neolignanos,
alcaloides, y varios compuestos de origen
biosintético mixto (Kato et al., 2007); el Azahar
de la india (Murraya paniculata L.) Jack)
presenta alcaloides, flavanoides, carotenoides,
cumarinas y aceites esenciales (Rout et al.,
2007) y la Hierba mora (Solanum nigrum
L.), cuyos componentes activos saponinas,
solaninas, y solanigrina, tienen un mayor
efecto como repelente que como insecticida o
antialimentario (Lizarazo et al., 2008).

Debido a que, el gusano cogollero, la principal
plagaque afectael cultivodel maiz, laaplicacién
de los extractos vegetales, elaborados con
plantas o partes de ellas se presenta como una
alternativa ecoldégicamente viable para reducir
las poblaciones del insecto y disminuir las
pérdidas en este cultivo. En atencién a ello, esta
investigacion se condujo para evaluar in vitro
la sobrevivencia larval y capacidad insecticida
de cinco extractos etandlicos a base de
Neem (Azadirachta indica), Tabaco (Nicotiana
tabacum), Anisote (Piper aduncum), Azar de
la india (Murraya paniculata) y Hierba mora
(Solanum nigrum) sobre el gusano cogollero
del maiz (S. frugiperda)

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en las instalaciones de los
laboratorios de Bacteriologia y Entomologia del
edifico 2 del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP) del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricola (INIA), Las coordenadas
del lugar son: Latitud de 10° 17'logitud de
672 36' y altitud de 48 m s.n.m. Ubicado en el
Area Universitaria en Maracay, estado Aragua,
Venezuela.

Los materiales evaluados fueron: Neem
(Azadirachta indica A. Juss), Tabaco (Nicotiana
tabacum L), Anisote (Piper aduncum L.), azahar
de la india (Murraya paniculata (L.) Jack.); hierba
mora (Solanum nigrum L.).

El Neem y el Azahar de la India fueron
colectados en el Campo Experimental del INIA-
CENIAP, Maracay, estado Aragua; el tabaco en
Montalban, estado Carabobo; la hierba mora en
las inmediaciones de la Universidad Central de
Venezuela, Facultad de Agronomia, Maracay; y el
Anisote en Ocumare de la costa, estado Aragua.
Se usaron las hojas hasta tener una mezcla
completa. Las colectas se realizaron durante el
periodo de agosto-septiembre del afio 20089.

El material vegetal colectado se caracterizo
por tener hojas bien desarrolladas, libres de
manchas y perforaciones por insectos. Fueron
secadas en umbraculo, sobre mesones de
concreto a temperatura ambiente (44 + 2 °C, 36
% * HR) durante 7 a 10 dias.

Se pesaron 500 gr de cada material vegetal,
trituradoy pulverizado conayudadeunalicuadora
marca Oster, con el fin de, obtener trozos del
material de tamafio homogéneo. Posteriormente
se procedid a la inmersién del material vegetal
en etanol al 98 %, hasta completar la capacidad
disponible del envase, se dejd reposar la mezcla
durante siete dias en oscuridad con el objeto de
gue el etanol extrajera los metabolitos solubles
presente en cada especie vegetal. En la Tabla 1,
se indican las especies utilizadas para extraer
los extractos etandlicos.
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Tabla 1l

Especies de plantas, peso del material seco y volumen de alcohol
utilizados para la obtencidn de los extractos en el ensayo

Nombre comun de

Nombre cientifico

Peso material Volumen de alcohol

planta seco (gr) usado (L)

Neem (Azadirachta indica A. 500 3500
Juss),

Azahar de la india (Murraya paniculata (L.) 500 3500
Jack

Tabaco (Nicotiana tabacum L 500 3480

Anisote (Piper aduncum L.), 500 3500

Hierba mora (Solanum nigrum L.). 500 3500

Paralaobtencionde los extractos etandlicos de
las diferentes especies vegetales se siguid el
protocolo propuesto por Marcano & Hasegawa
(2002). Siguiendo este método, se realizaron
los siguientes pasos: 1.- Se dejé macerar por
un periodo de 48 a 72 h en un lugar fresco y
oscuro; 2.- Se filtré a través de cuatro capas
de gasas, para la extraccion del soluto; 3.- EL
Filtrado fue llevado a rotoevaporador (marca
Yamato modelo BM 200) a temperatura de 50
°C y 100 rpm durante 40-45 min. dependiendo
del material vegetal y 4.- El material
obtenido se conservé en frascos estériles de
color ambar, previamente etiquetados, para
su conservacion bajo refrigeraciéon a una
temperatura de 4°C, hasta el momento que se
realizd el ensayo.

Para la obtencién de crias del insecto, se
colectaron larvas de cogollero en plantaciones
de maiz con suficiente material para la
emergencia de adultos, los cuales se colocaron
aparte en envases de vidrio de boca ancha con
una capacidad de 3,750 L, donde previamente
se colocd una toalla de papel absorbente
como sitio de ovoposicion y reposo.

Estos frascos fueron colocados en un estante
oscuro y se le colocd una esponja de algoddn
en agua de azucar al 1 %, la cual permitié que
los adultos se alimentaran, luego se taparon
los frascos con servilletas, sujetas con una
banda eldstica de goma.

Los huevos depositados en el papel absorbente
se retiraron del frasco cada dos dias para asi
obtener las larvas. El papel contenido con las
posturas se cortd en secciones tratando de

quitarle el maximo del papel, colocandose
en frascos con su respectiva dieta artificial
y se tapd con una toalla absorbente sujeta
mediante una goma eldstica. Al cabo de tres
dias aproximadamente, se observd la eclosién
de las larvas. Separandose las larvas del
segundo instar, para evitar el canibalismo
entre las misma. Posteriormente, se ubicd
cada espécimen en envases plasticos, marca
selva, transparente con unacapacidad de 25 ml
con sus respectivas tapas plastica, colocando
su respectiva dieta artificial, el trozo de dieta
con 1m? para evitar incremento de la humedad
dentro del recipiente.

La cria de S. frugiperda se llevé a cabo,
segun lo propuesto por Garcia (1982). La
dieta estuvo compuesta por los siguientes
ingredientes: 400 g de caraotas blancas, 60
g de levadura, 6 g de &cido ascdrbico, 4 g de
metil-p-hidroxibenzoato (diluidos en 10 ml de
alcohol puro), 2 g de acido sérbico, 4 ml de
formol, 500 ml de agua, 500 ml de agua para
el agar, 30 g de agar. El procedimiento fue el
siguiente:

Se cocinaron las caraotas hasta que se
ablandaran, luego se colocaron los 500 ml
de agua en el homogeneizador y se afiadieron
todos los ingredientes, menos el agar y las
caraotas, posteriormente, se homogeneizd
por 30 segundos. Luego, se afadieron las
caraotas y se homogeneizd primero por un
minuto y después, por 30 segundos. En otro
recipiente se calentaron los 500 ml de agua
hasta una temperatura de 80 °C, en donde
se afadié lentamente el agar removiendo
constantemente; una vez disuelto el agar, se
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ahadio a la mezcla anterior y se homogeneiz6
por un minuto. La mezcla fue vertida en una
bandeja para su enfriamiento a temperatura
ambiente. Una vez atemperada la dieta, ya en
estado solido, se cortd en cubos de 0,8 mmy
se colocaron con las larvas en los envases.

El experimento se realizd, por medio de un
disefio factorial 5x2 en bloques al azar con 5
tratamientos (extractos de plantas) y 5 niveles
(dosis) correspondientes a b0: 1000 ppm, bl:
750 ppm, b2: 500 ppm, b3: 250 ppm y b4: O
ppm (testigo con acetona). Para los bloques
se considero, el efecto de las mediciones en
el tiempo (3 dias), ya que las observaciones se
obtienen de la medicién del numero de larvas
muertas a las 24 h (un dia), 48 h (2 dias) y 72
h (3 dias), y se mantuvieron en observacion
hasta llegar a la fase adulta, en condiciones

Tabla 2

de laboratorio a temperatura de 28 £ 2 °C, HR
75+ 5%y Fotoperiodo 12:12.

En el pronoto de cada larva del cuarto
al quinto instar se aplicd una dosis de 5
microlitros de manera tdpica, con la respectiva
concentracioén. La unidad experimental fue de
20 larvas, para un total de 500 larvas usadas
en el experimento.

Las observaciones se realizaron a las 24,
48 y 72 h, posterior a la aplicacion de los
tratamientos, para el registro de larvas
muertas.  Posteriormente, se llevd el
seguimiento de las larvas que sobrevivieron y
continuaran su desarrollo hasta la emergencia
de los adultos para su contabilizacion. Los
factores y niveles de extractos etandlicos
considerados se muestran en la Tabla 2.

Factores y niveles de extractos etandlicos

Factor Niveles

Factor Niveles

A: Extracto ao: Extracto de Azahar de la India

B: Dosis  bp: 1000 ppm

a;: Extracto de Neem bi: 750 ppm
a: Extracto de Hierba Mora b2: 500 ppm
a3: Extracto de Tabaco bs: 250 ppm
as4: Extracto de Anisote bs: 0 ppm

Se empled un Analisis de Varianza (Anova),
para un arreglo factorial con bloques al azar
con nivel de significancia de 5 %. No se realizd
la correccidn y/o evaluacion de la mortalidad
en base a los diferentes extractos promulgada
por Abbot, ya que su aplicacion se realiza
cuando la mortalidad en el testigo es de un
5al 20 % (Saume, 1992) y en el ensayo se
obtuvo un 0 % de mortalidad en el testigo.
Se efectuaron pruebas de normalidad vy
homocedasticidad de varianzas por medio del
programa estadistico SAS (Statistical Analysis
System), para caracterizar los supuestos y
como resultado del mismo se procesaron los

datos en el programa Statistix 8.0 y se realizd
la prueba de Kruskal-Wallis para datos no
paramétricos y las pruebas de medias para
las variables concentracidn y tiempo entre las
especies vegetales.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3, se presentan los promedios
de larvas vivas a las 24, 48 y 72 h, después
de aplicados los tratamientos. Aunque hubo
alta sobrevivencia larval, se pudo observar
menor promedio de larvas vivas a las 72 h.
Con respecto a las 48 y 72 h, hubo diferencias
significativas en cuanto al promedio de larvas.
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Tabla 3

Promedios de larvas vivas totales a las 24, 48 y
72 h después de aplicados los tratamientos

Tiempo Larvas
24 99,282
48 98,812
72 96,67°

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

En la Tabla 4, se observan los porcentajes
de larvas vivas a las 72 h de aplicados los
tratamientos en las diferentes dosis utilizadas.
Los valores de sobrevivencia larval fueron
altos en todos los tratamientos utilizados.

Tabla 4

Esto indica el bajo efecto agudo para causar
la mortalidad de larvas por dichos extractos.
El extracto de tabaco presentd la menor
sobrevivencia larval (19,17) diferente del resto
de los tratamientos.

Porcentaje de larvas vivas por tratamiento a las

72 h de aplicacion

Tratamientos Larvas vivas %
Testigo
100?

Neem 100*
Anisote 99,58*
Azahar 98,33

Hierba Mora 97,10%
Tabaco 95.83°

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

Bardn & Angulo (2003), refiere que, al mezclar
hojas secas de tabaco con aguay vinagre, para
luego ser asperjado al cultivo de maiz en h
de la mafiana o en la tarde se observdo como
resultado del 90 al 100 % de mortalidad en
larvas de Spodoptera.

Romero (2015), obtuvo valores de mortalidad
elevados (55-92.5 %) utilizando extractos
etandlicos de Lantana cdmara para el control
de moscas blancas al conducir investigaciones
en condiciones de laboratorio.

En nuestro caso, habria que considerar una
probable disminucién de la susceptibilidad
de esta seleccion de las poblaciones de S.

frugiperda a los insecticidas, en virtud que las
larvas fueron colectadas de una zona de alto
uso de agroquimicos y la edad de las larvas
(cuarto al quinto instar) lo que pudo hacerlas
menos susceptibles a los productos utilizados.
Garcia et al. (2012), sefiala que utilizaron 1 uL
por dosis de insecticida, pero en larvas del
tercer instar.

En la Tabla 5, se aprecia un minimo efecto
en la baja toxicidad aguda de los mismos
para causar la mortalidad de las larvas. El
extracto de Hierba mora presentd diferencias
significativas con relacion al resto de los
tratamientos a las 72 h después de aplicacién
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Tabla 5

Mortalidad de larvas vivas por tratamiento a las

24,48y 72h
Tiempos
Larvas 24 48 7
Testigo 100? 100? 100°
Neem 100* 100* 100*
Anisote 100* 100* 98,75%
Azahar 100? 98,75% 96,25%
Hierba mora 100? 98,75% 92,50
Tabaco 96, 25 96,00% 95,00

Letras distintas indican diferencias significati vas (p < 0,05)

En la Figura 1, se observa el nimero de
adultos emergidos por tratamiento aplicado
en cada una de las dosis respectivas. Se
aprecia la tendencia general que a mayor
dosis del extracto menor nimero de adultos

emergidos, a excepcion de hierba mora, el cual
fue el tratamiento con el menor efecto toxico
en cuanto a emergencia de los individuos
evaluados.

N. Adultos emergidos

18

16

14

12

10

2

Azahar Neem

H1000ppm

Hierba Mora

#750ppm

Tabaco Anisote

E500ppm 250 ppm

Figura 1. Ndmero de adultos emergidos de S. frugiperda (Smith) en funcién de la accion de los extractos

etandlicos de cinco especies botanicas en laboratorio.

Molina (2001), sefiala que el extracto de Neem
cuyo ingrediente activo es la azadirachtina,
presenta un efecto insecticida sobre estados
inmaduros (larvas, ninfas y pupas) de algunos
insectos plaga (lepidopteros, afidios, mosca
blanca y acaros).
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Figura 2. Porcentaje de emergencia de adultos de Spodoptera frugiperda (Smith) en
funcidn de la accién de los extractos etandlicos de cinco especies botdnicas. T: 28 £

2 °C,HR: 75+ 5 %, fotoperiodo 12:12.

En la Figura 2, se presentan los porcentajes de
emergencia de adultos de S. frugiperda para
cada uno de los tratamientos aplicados. Se
apreciacomo los tratamientos que presentaron
una menor emergencia de adultos fueron los
tratamientos a base de Neem y Anisote, cuyos
valores se diferenciaron estadisticamente
de la Hierba mora, que presentd el mayor
porcentaje de emergencia de adultos.

Estos resultados de mortalidad contrastan con
lo observado en las larvas, donde los valores
de sobrevivencia fueron elevados al observar
los tratamientos con base de extractos de
Neem y Anisote.

Estos valores porcentuales de emergencia
de adultos nos permiten inferir que los
mencionados  extractos, aplicados para
controlar larvas de S. frugiperda podrian
presentar un efecto negativo en la emergencia
de poblaciones de este insecto a largo plazo
inhibiendo su metamorfosis e impidiendo la
emergencia de los adultos.

Los extractos de Neem vy cariaquito han
resultado exitosos en el caso de A.gossypii,
como sefala Montero et al. (2017), donde la
mortalidad acumulada en funcion del tiempo
tiende a aumentar a medida que se utilizan
mayores concentraciones de los extractos
evaluados y en el caso del Neem y Cariaquito,

se obtuvieron valores de mortalidad del 98 y
100 %. Locual confirman la posible utilidad del
extracto Neem para controlar las poblaciones
de S. frugiperda en siembra de maiz.

CONCLUSIONES

* No se detecto efecto insecticida de los
extractos evaluados en larvas del gusano
cogollero, en funcidn de las concentraciones y
fase larval utilizadas en el ensayo.

+ Los extractos etandlicos evaluados,
mostraron efecto insecticida al disminuir la
emergencia de adultos del insecto. Se pueden
considerar como promisorios en este aspecto,
los extractos etandlicos de hojas de Neem
y Anisote, para disminuir la emergencia de
adultos.

+ Se aprecio la tendencia general que, a mayor
dosis del extracto aplicado menor nimero de
adultos emergidos, a excepcién de hierba mora,
el cual fue el tratamiento con el menor efecto
toxico en las concentraciones utilizadas.
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