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.  INTRODUCCION

El “maiz”’, Zea mays L., es un cultivo que esta diseminado en todo el
ambito nacional, ocupando el 14% del area cultivada. Es un componente
basico de la alimentacion humana y animal (Valdiviezo y Nufiez, 1989). La
actividad agricola en la region Lambayeque depende principalmente de cinco
cultivos, entre los que se encuentra el maiz (INEI, 2010); sin embargo, las
plagas de insectos son el mayor obstaculo para incrementar la productividad
de este cultivo. Las pérdidas provocadas por las plagas y el costo de los
insecticidas para combatirlas suponen para los agricultores un gasto anual de

5 mil millones de ddlares (Angulo, 2004).

La plaga principal de esta graminea es conocida como “cogollero del
maiz” Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera; Noctuidae), especie
polifitéfaga con amplia distribucion geografica, que prefiere hojas y brotes
tiernos de maiz, especialmente los cogollos (Sosa, 2002). Herrera (1979) la
reporta atacando durante toda la etapa del crecimiento inicial de la planta,
pudiendo reducir la produccién hasta en 40%. Esta plaga también ataca otros
cultivos como arroz, algodon, sorgo, trigo, avena, cafa de azlcar, pastos,
ajonjoli, soya, tabaco, plantas horticolas, ciprés, papa, berenjena, crisantemo,
y mucho mas (Gallego 1946, Vélez 1997).



El método de control comunmente utilizado es el uso de sustancias
quimicas, que desequilibran los ecosistemas, destruyen los organismos
benéficos y permiten que la plaga desarrolle poblaciones resistentes a los
insecticidas por lo que es necesario aumentar su aplicacion y dosis,
incrementando los costos de produccion (Valicente y Cruz, 1991). Ademas, el
uso de estos potentes productos causa el surgimiento de nuevas especies
plagas y representa para los animales salvajes, domésticos, aves, peces y aln
para el mismo hombre, un peligro mortal (Castro, 2008). La principal causa de
estos problemas son las “dioxinas”, sustancias quimicas toxicas que son
subproductos que se originan al fabricar, utilizar y verter cloro o productos
guimicos derivados del cloro como plaguicidas (Allsopp, 1994) que debido a su
alta actividad biologica y su persistencia en el ambiente, puede causar efectos
adversos a la salud humana y al ambiente (Benerjee 1999, Maroni et al. 1999).

Desde hace varios afos, diversas plagas se estan combatiendo
mediante otros meétodos y los productores estan substituyendo a los
insecticidas por alternativas mas ventajosas, como el Manejo Integrado de
Plagas (MIP). La reduccion de las poblaciones plaga, como los insectos del
maiz, requiere un manejo integrado de plagas con fundamento ecologico
(Nufnez, 2008), en donde los extractos de plantas podrian constituir un método
adecuado, aplicando las normas de Buenas Practicas Agricolas (Fuertes et al.,
2010).

El uso de los extractos vegetales en el control de plagas agricolas era
una practica ancestral ampliamente utilizada, hasta la aparicion de plaguicidas
sintéticos, pero problemas como la contaminacion vy la resistencia por parte de
los insectos han hecho que hoy en dia vuelvan a ser tomados en cuenta por
ser de potencial ayuda para el control de insectos (Soberon, 2004; Weinziere &
Henn, 1992). Con el fin de encontrar otra alternativa a los insecticidas
sintéticos aplicados en el cultivo del maiz, usando sustancias inocuas que
permitan un manejo integrado de plagas con fundamento ecolégico, se hace
necesario incentivar e incrementar la busqueda de insecticidas naturales

basados en los productos derivados de las plantas como los extractos y los



aceites esenciales que poseen metabolitos secundarios con propiedades
insecticidas, demostrando asi su utilidad en el sector agrario.

Los extractos de la Familia Meliaceae son estudiados para el uso contra
una amplia variedad de insectos (Allan et al. 2002; Schmutterer, 1990). Dentro
de las Meliaceas, Melia azedarach L. contiene compuestos que actian como
repelente, insecticida e inhibidor de la alimentacion y crecimiento; motivo por el
cual, en el presente trabajo de investigacién, se analizé la actividad
antialimentaria y efecto téxico del extracto vegetal de Melia azedarach L.
sobre larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith). En tal
sentido, Melia azedarach L. sintetiza limonoides triterpenoides (Akhtar et al,
2008) con propiedades antialimentarias y biocidas, y ante la necesidad de
contar con nuevas alternativas en el control de insectos plagas y

enfermedades en el sector agricola.

Por lo expuesto, se planted la siguiente investigacion, teniendo como

objetivos:

- Desarrollar una nueva metodologia de crianza de Spodoptera
frugiperda (Smith) con dieta artificial, en laboratorio.

- Evaluar el efecto antialimentario del extracto vegetal de Melia
azedarach L. sobre el consumo de hojas de maiz utilizando diferentes
bioensayos.

- Medir el efecto toxico de los extractos vegetales de Melia azedarach L.
sobre larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith)

segun la concentracion utilizada.



ll.  ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Cultivo de Zea mays L. "maiz" y su importancia

El maiz, Zea mays L., es un cultivo originario del continente
americano, especificamente de Meéxico, Centroamérica y Sudameérica
(Llanos, 1994). Es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen y debido a sus grandes bondades y multitud de usos se ha
convertido en el cultivo mas importante entre los cereales a nivel mundial
por su produccion (795.935.000 de toneladas, en la temporada 2009-
2010, superando al trigo y al arroz), de las cuales el 90% corresponden a
maiz amarillo y el 10% restante a maiz blanco. Ocupa el segundo lugar
en area de siembra, con alrededor de 140.000.000 de has, se siembra
en 135 paises y se comercializan en el mercado internacional mas de 90
millones de toneladas (CIMMYT, 2012). Es el Unico cereal que puede ser
usado como alimento en distintas etapas del desarrollo de la planta. Es
previsible que la demanda de maiz como alimento humano y animal
crezca en las proximas décadas en los paises en desarrollo a una tasa

mayor que la del trigo o del arroz (Byerlee & Saad, 1993).



En el Perd, su cultivo esta extendido (18 % del area cultivada) y
se emplea tanto en dieta humana como en alimentacién animal (FAO,
2009). En el afio 2009, la produccion nacional fue de 1,26 millones de
toneladas, la cual se ha incrementado en 2% comparado con el afio
2008 que fue de 1,21 millones de toneladas, cabe mencionar que los
departamentos que aumentaron su produccién fueron Ica, Huanuco,
Lambayeque entre otros. En estos Ultimos ocho afios, la produccion ha
mostrado una tasa de crecimiento de 3% promedio anual, siendo los
meses de Febrero a Junio los de mayor produccion principalmente en
los departamentos de Lambayeque, La Libertad, Lima, San Martin,
Ancash, Piura, Cajamarca, y Loreto, que concentran el 83,46% de la
produccion total. La region de Lambayeque aumenté su rendimiento
entre 5 a 15%; en el afio 2009, superando las 5 t/ha. (Ministerio de
Agricultura, 2012).

2.2. Principales plagas del maiz

El maiz es afectado por un conjunto de especies, tanto animales
como vegetales, que son consideradas plagas de mayor o menor
importancia, y que pueden diferenciarse a grandes rasgos en: plagas
animales (vertebrados, artropodos, nematodos), malezas (gramineas,
latifoliadas) y enfermedades (bacterias, hongos virus, mico plasmas,
etc.) (Guerra, H. y Clavijo, J. 1993).

Dentro del orden Lepidoptera familia Noctuidae, se encuentra el
gusano trozador Agrotis ipsilon Hufnagel, el gusano elotero
Helicoverpa zea Boddie y la plaga principal, el gusano cogollero
Spodoptera frugiperda (Smith). También se puede encontrar trips
Caliotrips phaseoli Hood y Frankliniella spp.; pulgén del cogollo
Rhopalosiphum maidis Fitch, la arafia roja Tetranychus urticae.
Koch, la chicharrita del maiz Dalbulus maidis (De Long y Wolcott),
Dalbulus elimatus Ball, la gallina ciega Phyllophaga sp., el gusano de
alambre Elateridae sp. y Melanotus sp. (SIA-HUARAL 2004).



2.3. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith); Lepidoptera, Noctuidae.

El gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda Smith)
Lepidoptera: Noctuidae fue descrito por primera vez por J.E. Smith en el
afio 1852 y se han considerado algunas modificaciones posteriores a su
clasificacion, finalmente se ubicé dentro del género Spodoptera. Dentro
de éste se pueden encontrar algunas especies como: Spodoptera
dolichos F., Spodoptera eridiana Cramer, Spodoptera exigua
Hubner, Spodoptera latifascia Walker, Spodoptera ornithogalli
Guenee, Spodoptera praefica Grote, Spodoptera pulchella Herrich-
Schaffer, Spodoptera cosmioides Walker y Spodoptera frugiperda
Smith, ocasionando severos dafios, y puede provocar pérdidas que van
desde un 20 % hasta la pérdida total del cultivo desde las primeras
etapas del desarrollo de la planta e incluso cuando este se encuentra en

épocas de floracion (Del Rincon et al., 2006).

Spodoptera frugiperda Smith ataca a 20 especies de
gramineas, 8 leguminosas y 30 especies de otras familias. Es la principal
plaga del follaje tanto en el maiz como en el sorgo, pudiendo causar la
muerte de la planta en su primera etapa de desarrollo, la larva puede
atacar tanto la mazorca como la panoja. Estudios realizados reportan
gue esta plaga puede reducir la produccion de maiz, hasta en un 60 %.
También se ha determinado que cuando se produce un dafio foliar del
40 %, se ocasiona una pérdida de hasta 250 kilogramos por hectarea
(kg/Ha) de maiz y con el 30 % se disminuye 200 kg/Ha (Gonzales,
2004).

Con respecto a la biologia de Spodoptera frugiperda Smith, los
huevos de esta especie son de color blanco amarillento y mide
aproximadamente 0.5 milimetro (mm) de diametro, los huevos son
colocados en masas, formadas por capas cubiertas por una secrecion y
escamas de las hembras (Labrador, 2001). La larva totalmente
desarrollada, mide aproximadamente 35 mm de longitud, presentando
una coloracion bastante variable, existiendo larvas de color verde olivo, y

otras gris oscuro a negro, el cuerpo esta formado por trece segmentos
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con numerosas setas, la cabeza es de color gris oscuro, con una sutura
frontal muy visible en forma de Y invertida y un escudo detras de la
cabeza, de color marrén oscuro (Chavez, 2000). Las larvas pasan por 6
0 7 instares 0o mudas, siendo de mayor importancia para tomar las
medidas de control los tres primeros. A partir del tercer instar se
introducen en el cogollo, haciendo perforaciones que son apreciados
cuando la hoja se abre o desenvuelve (Angulo, J. 2000). La pupa es
tipica de insectos de la familia Noctuidae, del tipo obteta, con 18 mm de
longitud, de color marrén caoba, y el térax y abdomen visibles. Los
adultos presentan dimorfismo sexual; el macho tiene cabeza pequefia,
ojos prominentes, antenas filiformes y abdomen pubescentes de color
ceniza, siendo el térax mas oscuro que el abdomen, las alas anteriores
son de color pardo oscuro, presentando una franja conspicua en el borde
externo, al compararla con el macho, la hembra presenta cabeza
pequefia, 0jos conspicuos y térax y abdomen pubescentes de color
ceniza, siendo el torax de color mas oscuro; las alas anteriores son

grisaceas y presentan franjas menos conspicuas (Labrador, 2001).

El dafio provocado en el cultivo de maiz puede presentarse desde
una semana después de la germinacion hasta cuando el grano formado,
pasa de estado lechoso a seco. En plantas de 4 o mas hojas, el gusano
cogollero permanece escondido en el cogollo comiendo los tejidos
tiernos y formando agujeros de diferentes tamafos y formas. En la etapa
de formacién de flor causa dafio en el grano y también en la flor
masculina disminuyendo el contenido del polen. Cuando el gusano esta
pequefio raspa las hojas y causa un dafio llamado “ventanilla”. A medida
que crece come mas y se comporta como cortador, tierrero o como
elotero. Cuando hay mucha poblacion de gusano cogollero puede actuar
como langosta medidora, comiendo las hojas del maiz dejando
unicamente la vena central de las hojas. Ademas de las hojas dafiadas,
un sintoma tipico de la presencia del insecto es la excreta fresca que

deja sobre el cogollo de la planta (Trabanino, R. 2001).



Por su importancia Spodoptera frugiperda (Smith) es objeto de
estudio en numerosos laboratorios por lo cual mantener
experimentalmente poblaciones es un aspecto fundamental al momento
de realizar investigaciones sobre sus enemigos naturales, pruebas de
resistencia con nuevas moléculas insecticidas, asi como en el desarrollo
de estudios biotecnoldgicos. Asi, el uso de dietas artificiales provee una
fuente de alimento facil de manejar, eliminAndose de esta manera el
problema de trabajar con la planta huésped o con partes de la misma
dejando de lado los riesgos de contaminacion con Entomopatégenos
gue esto supone. Para la cria experimental de S. frugiperda se emplean
varias dietas artificiales; la mayor parte de estas son elaboradas
teniendo como base harinas de poroto, soja, maiz, alfalfa, germen de
trigo, entre otros, adicionadas con distintos complejos vitaminico e
importantes cantidades de agar (Burton, 1967, 1989; Perkins, 1979;
Osores et. al, 1982; Singh, 1985; Burton & Perkins, 1989; Valverde et al,
1995).

2.4. Insecticidas botanicos

Las plantas presentan gran diversidad quimica como
consecuencia del proceso evolutivo que ha llevado a la seleccién de
especies con mejores defensas contra el atague microbiano o la
predacion de insectos y animales (Ducrot, 2005). Algunas plantas
proveen fuentes naturales de pesticidas botanicos, que son materiales
insecticidas selectivos y biodegradables, caracteristicas deseadas para
los productos quimicos necesarios para el manejo de las pestes (Marjie,
1994). Segun Dale y Egg, citado por Gomero (2000), en el Pert hay mas
de 300 especies de plantas inventariadas entre, nativas e importadas,

potencialmente Utiles contra insectos plagas.

Estos productos naturales o metabolitos secundarios (sustancias
de bajo peso molecular) son los componentes finales del metabolismo
de las plantas, que son normalmente no esenciales para el proceso
metabdlico basico de éstas. Entre estos se encuentran terpenos,

lignanos, alcaloides, esteroides y &cidos grasos, entre otros (Ducrot,
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2005). Se les usa en productos farmacéuticos y alimenticios, como
colorantes y bioplaguicidas, entre otros, siendo sus caracteristicas
especificas, su baja concentracion en tejidos vegetales, distribucion
restringida dentro del reino botanico y su alta especificidad en cuanto a
presencia y actividad biolégica (Hoss, 2000).

Las plantas y sus derivados han mostrado efectos controladores
contra 4caros, roedores, neméatodos, bacterias, virus, hongos e insectos
(Grainge & Ahmed, 1988). Especies de plantas como ajo (Allium
sativum), aji (Capsicum frutecens), higuerilla (Ricinus comunis), nim
(Azadirachta indica) y paraiso (Melia azedarach L.) son materia prima
de varios insecticidas comerciales (Rodriguez & Nieto, 1997). Muchas
familias de plantas como las Myrtaceae, Asteraceae y Piperaceae son
bien conocidas por tener principios como los terpenoides y grupos de
amidas que tienen efecto antialimentario, repelente e insecticida que
inhibe el desarrollo y el crecimiento de muchos insectos del orden
Lepidoptera (Srivastava et al., 2000). En cuanto a su distribucién, los
metabolitos secundarios pueden estar presentes en todas las partes de
la planta, pero son mas frecuentes en los érganos que estan en una
etapa de intenso desarrollo, como las yemas o los brotes de las ramas,
las hojas y las raices, y a veces en cortezas, tallos y semillas (Valencia,
1995).

En la evaluacion de la mortalidad de larvas del IV estadio de
Anopheles sp. mediante el extracto etandlico de las semillas de A.
cherimolia y A. muricata. Los mayores porcentajes de mortalidad
fueron 100 % a 24 horas de exposicion, observandose un mayor efecto
toxico larvario a favor de A. muricata sobre A. cherimolia en 4,58 % de
mortalidad (Bobadilla et al., 2002). Mas adelante evaluaron los efectos
de la aplicacion de molido de hojas de ricino (Ricinus communis)
mezclados con harina de maiz sobre larvas de la «polilla de las harinas»,
donde la concentracién al 15 % presenté una mortalidad de 100 %
(Collavino et al., 2006) Mientras que en la evaluacion de la actividad

insecticida en ninfas de IV y V estadio de Rhodnius pallescens,



Rhodnius prolixus y Rhodnius colombiensis, con extractos
hidroalcohdlicos de hojas de Solanum macranthum, a diferentes
concentraciones, la maxima actividad insecticida se presenté pasadas
24 h y utilizando concentraciones inferiores a 0,3 mg/ml (Hernandez et
al.,, 2010). Por otro lado, las especies Agave americana (maguey),
Cissampelos grandifolia (legia) y Hura crepitans (catahua) han
brindado resultados aceptables en las pruebas de laboratorio, llamando
especialmente la atencion por estar dotadas de una significativa
actividad insecticida que ocasiona una merma en las poblaciones de los
fitofagos del algodonero, y que supera al extracto acuoso de
Lonchocarpus nicou (barbasco), primigenio en la linea de las especies
biocidas (Fuertes et al., 2010).

Tres familias de plantas que llaman la atencion como fuentes
prometedoras de compuestos insecticidas son: Annonaceae,
Solanaceae y Meliaceae. Estas familias han sido seleccionados para ser
estudiados por las siguientes razones: 1) poseen los diferentes grupos
guimicos para el control de insectos, 2) son las familias comunes en los
tropicos y se cultivan en varias regiones; 3) hay investigaciones que han
mostrado actividad biolégica contra los insectos y se destacan como las
plantas potenciales para su uso en los tropicos (Orozco et al., 2006). La
familia Meliaceae contiene cerca de 1.400 especies (Nakatani, 2001),
algunos de los cuales se destacan por tener caracteristicas insecticidas,
debido al hecho de que contienen limonoides triterpenoides (Akhtar et al,
2008). Este grupo de compuestos ha conducido un gran interés debido a
su alta actividad sobre el comportamiento y fisiologia de varias especies
de insectos fitéfagos (Lopez et al., 1998). Azadiractina es el compuesto
gue ha mostrado los mejores resultados, causando la mortalidad, la
actividad anti-alimentacion y la disuasion en las plagas agricolas
importantes tales como: Spodoptera littoralis Boisd, Schistocerca
gregaria Dallas, Spodoptera gregaria Forskal, entre otros (Mordue y
Nisbet, 2000).
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Ademas de azadiractina, hay otros triterpenoides como salanine,
meliantrol y nimbina, considerados como los mas importantes, ya que
han demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de los insectos
de plagas de importancia agricola y tanto la salud humana (Schmutterer,
1990). Esa es la razén por la que se utiliza para la produccion de
insecticidas comerciales tales como Margosan-O®, Neem Gold ®,
Neemark ®, Azatin ®, entre otros (Isman, 2006). Debido a la continua
actividad biolégica que se muestra azadiractina en un gran namero de
insectos, la busqueda de nuevas limonoides con propiedades
insecticidas de otros miembros de la familia Meliaceae comenzado. Las
plantas como la Melia azedarach L. y algunas especies del género
Trichilia han resaltado (Akhtar et al., 2008). Melia azedarach L.,
contiene limonoides con propiedades similares a las de A. indica, con los
siguientes compuestos: Meliantrol, melianol, meliacin, meliacarpin
(Nakatani, 2001), azaderachine (Chun et al, 1994) y meliartenin
(Carpinella et al, 2002). Meliartenin, que cuenta con un efecto contrario a
la alimentacion, se destaca entre estos metabolitos analizados en
diversos insectos (Carpinella et al, 2002; Gajmer et al, 2002; Valladares
et al, 2003; Leite et al, 2006; Coria et al, 2008; Parra- Henao et al,
2007).La actividad anti-alimentacion de este compuesto muestra que a
dosis de 0,8 a 27,6 g/cm? causar un efecto inhibidor de méas de 75 %y
un efecto moderado de 50 a 75 % para la mayoria de las especies

tratadas (Carpinella et al, 2002; Carpinella et al., 2003).

Los derivados de meliaceas han sido evaluadas en muchos
grupos de insectos de importancia agricola que incluyen insectos
masticadores tales como Spodoptera litura y Tuta absoluta (Juan et al,
2000; Wheeler & Isman, 2001; Goncalves y Vendramim, 2007), insectos
chupadores de savia como Myzus persicae , Bemisia tabaci y Aphis
gossypii (Fournier & Brodeur, 2000 ; Abou et al, 2001; Khalequzzaman
y Nahar, 2008), y almacenados semillas insectos como Tribolium
confusum y Sitophilus zeamais (Del Tio et al, 1996; Silva et al. , 2003).
Muchos tipos de disolventes se han utilizado para extraer limonoides,

tales como: metanol (Abou et al, 2001), agua (Aliero, 2003; Garcia et al,
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2006), acetona (Carrizo et al, 2006), etanol (Coria et al, 2008) y hexano.
Los extractos obtenidos a partir de plantas meliaceas se han disuelto
principalmente con agua (Garcia et al, 2006).

Otro aspecto importante a destacar, al menos para A. indica, es
el hecho de que hay varias investigaciones en las que no ha habido
ningun efecto perjudicial grabados sobre fauna benéfica, ya sea en las
abejas o los enemigos naturales de las plagas. Por lo tanto, A. indica
puede ser usado como parte de los sistemas de manejo integrado de
plagas, debido al impacto negativo nulo en los polinizadores de los
cultivos o depredadores de plagas de insectos (lannacone y Lamas,
2002; lannacone y Lamas, 2003).

2.4.1. Antecedentes de la actividad de extractos vegetales de Melia
azedarach L. en el control de insectos

Dentro de la familia Meliaceae, dos especies son investigadas,
estas son Azadirachta indica A. Juss («neem») y Melia
azedarach L. («paraiso»), de las cuales se han aislado metabolitos
secundarios del tipo limonoide con efectos negativos sobre insectos
y otros artropodos (Kraus et al., 1987; Schmutterer, 1990; Carpinella
et al., 2003); especies de los oOrdenes Lepiddptera, Coleoptera,
Diptera, Isoptera, Phthiraptera y Hemiptera han sido estudiadas
para evaluar la actividad de extractos crudos e ingrediente activo de
M. azedarach (Dilawari et al., 1994; Schmutterer, 1995; Valladares
et al.,, 1997, 1999; Brunherotto & Vendramim, 2001; Carpinella et
al., 2003, 2007).

Los experimentos con obtencion de extractos a partir de distintas
estructuras del «paraiso» mostraron accion antialimentaria sobre
larvas de Spodoptera exigua (Hubner) Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith) Spodoptera eridania (Cramer) y Spodoptera littoralis
(Boisd); ademas de una reduccion en la utilizacion del alimento en
larvas de la Ultima especie e ingredientes activos aislados de Melia

azedarach L. también produjeron efectos disuasivos de Ila
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alimentacién en S. litura (Fabricius) (Macleod et al., 1990; Gomero
& Hoss, 1994; Del Tio et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Carpinella
et al., 2003).

En bioensayos, los extractos de Melia azedarach L. (paraiso)
afectan negativamente la alimentacion, el desarrollo y supervivencia
de numerosas especies de insectos, se probaron los extractos
acuosos de los frutos maduros de hojas amarillas de esta planta
contra Spodoptera eridania encontrando que el extracto elimino el
100% de las larvas tratadas sin que ninguna de ellas llegara a
pupar, se observo que los extractos de fruto y hoja senescente de
M. azedarach afectaron la alimentacion de las larvas de
Spodoptera eridania, pero los efectos fueron diferentes segun la
dosis utilizada y el ensayo efectuado (Rossetti, 2008).
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

lIl. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material botanico

Estuvo constituido por hojas de la planta el Paraiso (Melia
azedarach L.) procedentes de la recoleccion manual en los

alrededores del campus de la UNPRG.
Material biolégico

El material biologico estuvo constituido por huevos y larvas del
tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith) obtenidas de la

crianza artificial realizada en el laboratorio.
Poblacién y muestra de estudio

Se consider6 como poblacion a las larvas de Spodoptera
frugiperda (Smith) obtenidas de la crianza en laboratorio a partir de
las larvas colectadas en maiz cultivado de campos del distrito Reque,
provincia de Chiclayo, en la Regién Lambayeque. Los bioensayos se

realizaron con 160 larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda
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(Smith) como muestra, esta cifra fue calculada segun los individuos

necesarios para la realizacion de cada bioensayo.

3.2. Métodos

3.2.1.

3.2.2.

Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

El trabajo de investigacion fue aplicado y experimental y para
contrastar la hipétesis se utilizo el Disefio en Bloque Completamente al
Azar (DBCA).

Lugar de muestreo

Durante abril — junio de 2013 se recolectaron 130 larvas de
Spodoptera frugiperda (Smith) de diferentes estadios en 7 campos
comerciales de maiz (quince a veinte larvas por campo) del distrito de
Reque de Lambayeque (Figura 1); la posicion de los puntos de
muestreo (Tabla 1) se determind con un GPS GARMIN e Trex Vista
HCx. El distrito de Reque esta entre los 20 de la provincia de Chiclayo.
Reque tiene una superficie de 47,03 Km? y se ubica entre los paralelos
6°52°00” latitud sur y 79°49°27” longitud oeste, presentando un clima
célido, templado y seco, cuya temperatura oscila entre 19 y 22 °C,
llegando hasta los 33 °C en verano (Municipalidad Distrital de Reque,
2013).
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Figura 1. Ubicacion geografica de la zona de muestreo en el distrito de
Reque, provincia de Chiclayo, Region Lambayeque. Abril-Junio

2013 (http://maps.google.com.pe/maps?hl=es&tab=ll).
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Tabla 1. Posicion de los campos de Zea mays L. “maiz” donde se
realizo el muestreo de larvas de Spodoptera frugiperda (Smith)
abril - junio de 2013

;?Egra Distrito  Punto Posicion (UTM) -=17M msnm
1 Reque 003 0579717 9240533 23
2 Reque 004 (gr9553 9240462 25
3 Reque 005 og5r9008 9240215 24
4 Reque 006 0629153 9239660 25
5 Reque 015 0631753 9241701 88
6 Reque 016 0631825 9241960 46
7 Reque 018 44

0632014 9242083




3.2.3. Colecta en campo y acondicionamiento en laboratorio

Para la crianza de Spodoptera frugiperda (Smith) en laboratorio

se empled la metodologia de crianza descrita por Chacén (2009), a

la cual se le realizaron algunas modificaciones determinadas en una

crianza piloto:

a)

b)

Colecta en campo: Se realizaron colectas manuales de larvas
en diferentes estadios de Spodoptera frugiperda (Smith) en
plantaciones de maiz de Reque, en los campos comerciales de
maiz seleccionados se realizO un reconocimiento visual para
identificar preliminarmente el “dafio fresco”, para lo cual se revisé
la udltima hoja en el cogollo de las plantas de maiz,
especificamente sobre aquellas plantas que presentaron en las
hojas apicales signos de defoliacion, corte y restos de
excrementos del gusano plaga (Figura 2). A continuacion, se
colectaron treinta y cinco larvas por campo.Durante los 35 dias

gue durd el muestreo se recolectaron 213 larvas.

Acondicionamiento de larvas: Las larvas colectadas se
transfirieron a una microjaula plastica rectangular en la que
previamente se colocaron hojas tiernas de maiz que sirvieron de
alimento a las larvas colectadas, pudiendo ser transportadas

vivas desde el campo hasta el laboratorio (Figura 3).

En los ambientes del Centro de Altos Estudios en Biotecnologia-
UNPRG, las larvas colectadas fueron identificadas segun la
morfologia dada por Chacén (2009), Iluego fueron
individualizadas y acondicionadas en unidades de crianza que
consistieron en envases de plastico de 500 cc a los que se
cubri6 con gasa para posteriormente asegurar con una liga.
Estos frascos funcionaron como microjaulas de desarrollo larval;
en ellas se introdujo pedacitos de hojas tiernas de maiz que
sirvieron de alimento a las larvas durante su primer estadio larval

y que fueron cambiadas todos los dias hasta que las larvas
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Figura 2. Planta de Zea mays L. “maiz” en campos de cultivo de

Reque con presencia del gusano plaga.

Figura 3. Las larvas colectadas en microjaula plastica para transporte

del campo al laboratorio.
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d)

llegaron al segundo estadio y se instalaron en un ambiente de
crianza del laboratorio (Figura 4).

Acondicionamiento de pupas: Una vez formadas, las pupas
fueron sexadas; se les desinfecto con una solucion de lejia 0.1%
por espacio de 30 segundos (Figura 5), se trasladaron a envases
conteniendo algodén humedecido cubiertos con gasa sujetadas
con liga, donde se observaron diariamente para controlar su

humedad (Figura 6).

Manejo de adultos: Una vez que las larvas de Spodoptera
frugiperda (Smith) alcanzaron la fase de pupa, se prepararon
jaulas cuadradas de apareamiento a partir de estructuras de
esquinas de madera y con paredes cubiertas por organza, estas

jaulas fueron de 50 cm por lado (Figura 7).

Las paredes del interior de las jaulas se forraron con papel bulky
plegado en forma de acordeon con la finalidad de dar comodidad
a las mariposas y aumentar el area de oviposicién, en el interior
de las jaulas se colocaron unas macetas/bolsa para cultivar de
20 cm de diametro en la base por 25 cm de altura con maiz en
fase de crecimiento lento (Figura 8), para favorecer la oviposicion
de las hembras sobre las hojas de maiz y en la superficie de la
tierra de cultivo de las macetas se colocaron las pupas sexadas
(Figuras 9 y 10) a punto de eclosionar, aproximadamente en una
relacion de hembras y machos 6:5. Los adultos fueron
alimentados diariamente con una solucion de miel de abeja 10%
y agua destilada esterilizada, embebida en algodén en pequefios
recipientes de plastico, dentro de los ponederos. Una vez
culminado si ciclo de vida se extraian para su identificacion
(Figuras 11).
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Figura 4. Unidades de crianza de Spodoptera frugiperda (Smith) en el

Centro de Altos Estudios en Biotecnologia- Lambayeque.

Figura 5. Desinfeccion de pupas de Spodoptera frugiperda

(Smith) con una solucion de lejia.
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Figura 6. Pupas de Spodoptera frugiperda (Smith) en envases

con algodén humedecido para control de humedad.

Figura 7. Jaula de apareamiento Spodoptera frugiperda (Smith).
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Figura 8. Macetas/bolsa con maiz en el interior de las jaulas de

apareamiento.

Figura 9. ldentificacién y sexaje de pupas de Spodoptera frugiperda

(Smith) con el apoyo de un estereoscopio.
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Figura 10. Pupas sexadas a punto de eclosionar en macetas

dentro de la jaula de apareamiento.

Hembra

Figura 11. Identificacion de adultos de Spodoptera frugiperda (Smith).
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3.2.4. Obtencion de larvas del tercer estadio de Spodoptera

frugiperda (Smith)

Los huevos se acondicionaron en envases de plastico de 500 cc y
sobre su base se colocaron hojas de maiz. Luego se cubrieron con
gasa sujetada con ligas y fueron rotulados con la fecha de postura
hasta la eclosion de las larvas (Figura 12). Las larvas se alimentaron
durante el resto de su desarrollo con la dieta artificial descrita por
Murda (2003) con modificaciones determinadas por la autora en una
crianza piloto (Figura 13). La dieta fue envasada y se mantuvo en
refrigeracion para su posterior utilizacién durante la crianza artificial
cambiando el alimento a las larvas de manera interidaria (Figura
14).

Las unidades de crianza fueron colocadas en un estante en el
Laboratorio de Crianza de Entomopatogenos del Laboratorio de
Altos Estudios en Biotecnologia de la UNPRG, la crianza se realiz6
entre Mayo y Agosto de 2013, con una temperatura minima de 21

°C y una maxima de 30 °C y una humedad relativa de 68 %.

- Determinacion del estadio larval de Spodoptera frugiperda

(Smith) para desarrollo de bioensayos.

Para la determinacion de estadios larvales de Spodoptera
frugiperda (Smith) se tomaron los parametros establecidos por
Villa Castorena (2004).

Las larvas se pasaron individualmente a una caja Petri para ser
observadas al estereoscopio intercalando dias para detectar los
cambios de las mudas de las larvas, cuando el desprendimiento
de la cuticula ocurria se midio el ancho de la cabeza utilizando un

papel milimetrado (Figura 15).
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Figura 12. Eclosién de larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) en

unidades de crianza.

Figura 13. Preparacion de la dieta artificial de Murua (2003)

para Spodoptera frugiperda (Smith) modificada.

26



Figura 14. Lava de Spodoptera frugiperda (Smith) alimentandose de

dieta artificial.

Figura 15. Observacion al estereoscopio de larvas de Spodoptera

frugiperda (Smith).
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ESTADIO

Rangos del ancho de la cabeza (mm)
de las larvas de Spodoptera frugiperda
(Smith) Villa Castorena (2004).

0.64

>0.64a1.14

>1.14a1.72

>1.72 a 2.38

V-VII

>2.38

Después de la instalacidn las larvas se distribuyeron en bloques

de acuerdo al estadio en que se encontraban. Se utilizaron las

larvas en estadio Ill para la realizacion de los bioensayos

3.2.5. Obtencidn de discos foliares para los bioensayos

Con una mezcla de tierra de cultivo y musgo en proporcion 1:1 se

sembraron semillas de maiz duro amarillo, Zea mays L.

(Poaceae), usando envases de plastico de 10 cm de diametro en

la base por 12 cm de altura como macetas para cultivar; en el

invernadero del Centro de Altos Estudios en Biotecnologia-

UNPRG (Figura 16).

Las plantas de maiz obtenidas se utilizaron para la obtenciéon de

los discos foliares necesarios para los bioensayos (Figura 17).
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Figura 16. Zea mays L. “maiz” amarillo duro, sembrado en el invernadero

del Centro de Altos Estudios en Biotecnologia de la UNPRG.

= 58 e —ol/ e v i :

wRnec nan mnio 4 PREFARA

Figura 17. Hojas de Zea mays L. “maiz” amarillo duro para la

realizacion de los bioensayos.
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3.2.6. Preparacién de extractos vegetales

a) Acondicionamiento del Material Vegetal para la preparacion de
los Extractos: Se realiz la colecta de hojas de Melia azedarach L,
de plantas establecidas en el campus de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo (Figura 18).

b) Preparacién de los Extractos Acuosos Crudos

Para la preparacion de los extractos se empled el método de
maceracion modificado descrito por Osuna (2005):

Las hojas de Melia azedarach L. fueron lavadas y pesadas. Se
utilizaron 150/250/350 gramos de hojas frescas por litro de agua
destilada esterilizada. Las hojas se machacaron y se dejaron
remojando en agua destilada esterilizada durante 24 horas (Figuras
19 y 20). Estas mezclas se la almacenaron por separado en frascos
de vidrio herméticamente cerrados de color oscuro (Figura 21).
Pasadas las horas de maceracion los extractos acuosos fueron

filtrados y se envasaron para luego ser utilizados.
3.2.7. Bioensayos:

Para la evaluacion del efecto antialimentario del extracto de Melia
azedarach sobre el consumo de hojas de maiz por Spodoptera

frugiperda (Smith)
3.2.7.1. Ensayos de preferencia

Para determinar el efecto antialimentario de los extractos se
emplearon pruebas de eleccién (Rossetti, 2008).Se utilizaron larvas
de S. frugiperda (Smith) del tercer estadio (L3) las cuales fueron

dejadas sin alimentacién durante 4 horas antes del bioensayo.
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Figura 18. Colecta de hojas de Melia azedarach L. de las plantas

establecidas en el campus de la UNPRG.

Figura 19. Lavado de hojas de Melia azedarach L.
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Figura 20. Machacado de hojas de Melia azedarach L.

Figura 21. Maceracion de hojas de Melia azedarach L.

machacadas por 24 horas en frascos ambar.
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Luego se colocaron individualmente dentro de cajas de Petri con
fondo de agar al 2% (adaptado de Zegarra, 2010). Se colocé una
larva por placa de Petri con dos semicirculos de hoja de maiz (2,5
cm de radio), uno rociado (ambas caras) con 0,25 ml de extracto
(150, 250, 350 g/l) y otro con igual cantidad de solvente (agua
destilada) (Valladares et al., 1997) (Figura 22).

Los semicirculos con los extractos a estudiar fueron los discos
tratados = T, y los restantes con igual cantidad de solvente (agua
destilada) fueron los discos control = C, finalmente se sellaron las

cajas con parafilm (Figura 23).

Asi, los tratamientos en los ENSAYOS DE PREFERENCIA
estuvieron constituidos por un testigo (agua destilada esterilizada) y
los extractos de Melia azedarach L. en tres dosis diferentes:

T,= 150 g/l
T,=250 g/l
T,=350 g/l

Se realizaron 25 repeticiones por concentracion del extracto.
Luego de 24 horas, se estableci6 el porcentaje de area consumida
(estimando visualmente mediante el uso de papel milimetrado) y
se calculo el indice de inhibicion alimentaria (IIA) se calculd

mediante la ecuacion (Hassanali & Bentley, 1987):

T
(IIA%) = [(1 - ?) X 100]
Siendo:

T = consumo promedio de discos foliares tratados con extracto.

C = consumo promedio de discos foliares en los controles.
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Semicirculo de maiz
rociado con agua
destilada (C).

Semicirculo de  maiz
rociado con extracto (T).

Larva de Spodoptera
frugiperda (Smith),
estadio IlI.

Figura 22. Pruebas de eleccion para determinar el efecto antialimentario de
los extractos de Melia azedarach L.

Larva de Spodoptera
frugiperda (Smith),
estadio IIl.

Figura 23. Semicirculos control y tratamiento en cajas Petri con larva de

Spodoptera frugiperda (Smith) para ensayos de preferencia.
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Bioensayos para la evaluacion del efecto antialimentario y téxico del
extracto de Melia azedarach L. sobre larvas del tercer estadio de
Spodoptera frugiperda (Smith)

3.2.7.2. Ensayos sin posibilidad de eleccién
Para estudiar los efectos antialimentarios y toxicos de los
extractos, se alimentaron las larvas con circulos de maiz (5 cm
diametro) rociados con 0,6 ml de cada concentracion de extracto

(placas tratamiento = T) o con agua como control (placas testigo=
C) (Figura 24).

Los discos de maiz fueron renovados cada 24 horas,
registrandose la mortalidad larval, el porcentaje de alimento
consumido (estimacion visual) y también el peso de las larvas, del

alimento entregado y de las excretas (Figuras 25 y 26).

Asi, los tratamientos en los ENSAYOS SIN POSIBILIDAD DE
ELECCION estuvieron constituidos por un testigo (agua), los
extractos de Melia azedarach L. en tres dosis diferentes y un

testigo quimico (Larvin):

To= Testigo

T.= 150 g/l

T,= 250 g/l

Ts=350 g/l

T4= Larvin (THICARB) Formulacion: 375 g/l

Se coloc6 1 larva por placa de Petri y se realizaron 15

repeticiones para cada concentracion y tipo de extracto.

Ademas, 10 larvas fueron totalmente privadas de alimento para

establecer la mortalidad por ayuno (Figura 27).
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Placas con Agar 2%.

Circulo de maiz rociado con
extractos de Melia azedarach L.

Figura 24. Ensayos sin posibilidad de eleccion

P~

Figura 25. Peso de la hoja de maiz previo a la realizacion

de los bioensayos para ensayos nutricionales.
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Balanza

Microjaula  rectangular  con
Larvas de Spodoptera
frugiperda (Smith), estadio IlI.

Circulos
de maiz.

Placas con
4 Agar 2%.
Agua destilada Extractos de Melia
esterilizada (C). azedarach L. (T).

Figura 26. Bioensayos para la evaluacion del efecto antialimentario y

toxico del extracto de Melia azedarach L.

Figura 27. Larvas privadas de alimento.
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3.2.7.3. Ensayos nutricionales

Con los datos obtenidos en los ENSAYOS SIN POSIBILIDAD DE
ELECCION se calcularon los siguientes indices nutricionales
(Fagoonee, 1984):

- Tasa relativa de crecimiento

(Pr —P)
(TRCP) =

Doénde:
Pr = peso final de las larvas (mg)

P, = peso de las larvas al inicio del experimento

Ps = media geométrica del peso larval calculada como: /(P; X Pg)

T = periodo de tiempo

- Tasa relativa de consumo

(TRCO) = (PG—XT)

Doénde:

| = alimento ingerido (mg) calculado como:

peso inicial de la hoja (mg) X porcentaje ingerido (estimado visualmente)
100
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- Eficiencia de conversion del alimento ingerido

Pp—P
(ECI) =(FI—’)>< 100

- Eficiencia de conversion del alimento digerido

(ECD) = % % 100
Donde:
H = peso de las heces (mg).
- Digestibilidad aproximada
(DA) = u _1 ) 100
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IV. RESULTADOS

Los resultados se presentan segun los objetivos planteados en la presente

investigacion:

4.1. Nueva metodologia de crianza de Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) con dieta artificial en condiciones de

laboratorio.

Se defini6 una nueva metodologia de crianza para Spodoptera
frugiperda (Smith) con dieta artificial en condiciones de laboratorio
basada en los trabajos previos de Gutiérrez (2002), Murua (2003), Villa
Castorena (2004) y Chacdén (2009).

Se establecio un pie de cria de Spodoptera frugiperda (Smith) con 213
larvas recolectadas en los cultivos de maiz de Reque, se observo una
mortalidad larvaria natural por causas no identificadas de 15 larvas y 19

pupas, registrandose asi una mortalidad natural total de 16%.

Los 179 individuos de la primera generacion se desarrollaron hasta
adultos, con los cuales se inicié la segunda generacion. En la segunda
generacion, con la modificacion de la dieta artificial (Murtda, 2013) se

redujo la mortalidad a un 14,5% (21 larvas). Y en la tercera generacién el
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porcentaje de mortalidad bajo a un 3,2% (7 larvas), tal como se puede

observar en la Figura 28. De las 7 larvas muertas, cinco resultaron

negruzcas (Figura 29) y necrosadas y dos de ellas fueron infectadas por

el hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana (Figura 30).

Mortalidad de Individuos por generacién
18
16 -
%) 14 -
Q
g 12
T 10 -
o
g %]
6 u
4 u
2 u I
0 |
Primera Segunda Tercera
Generaciéon Generacion Generacion

Figura 28. Porcentaje de mortalidad de los ejemplares de
Spodoptera frugiperda criados en el Centro de Altos

Estudios en Biotecnologia.
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Figura 29. Larva de Spodoptera frugiperda (Smith) necrosada.

Figura 30. Larva de Spodoptera frugiperda (Smith) atacada por el hongo

entomopatdégeno Beauveria bassiana.
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Para optimizar la crianza masiva de Spodoptera frugiperda (Smith), se
modificé la dieta artificial descrita por Murta (2003), tal como se presenta
en la tabla 2. Estas modificaciones se realizaron debido a que la primera
vez que se preparO esta dieta, se utilizd levadura de cerveza en polvo,
una menor cantidad de agente gelificante y el grano de arroz entero; sin
embargo, la consistencia no era lo suficientemente firme para la
construccién de galerias por la larva y al contrario, producia exceso de
humedad en las unidades de crianza, lo cual favorecia la aparicion de
hongos que disminuian la probabilidad de supervivencia de las larvas.
Para resolver este problema, se optd por la utilizacién de levadura de
cerveza granulada y la modificacion de la cantidad de agente gelificante
(30 g); ademas, del aumento de acido ascorbico (30 g). Estos cambios
mejoraron las condiciones de la dieta, al mantener un alto contenido de
agua en la mezcla nutritiva semisoélida en donde los insectos se alojaban y
alimentaban, ademas de evitar el colapso de las galerias que creaba
Spodoptera frugiperda (Smith). Con estas modificaciones y debido a la
firmeza que presento la dieta, se observo el mejor crecimiento de las
larvas, que les permiti6 completar su ciclo de vida y dejar una mayor

descendencia fértil.
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Tabla 2. Composicién de la dieta artificial utilizada para la cria de

Spodoptera frugiperda (modificada de Murua, 2003).

Descripcion Cantidad
Arroz molido* 800 g
Fécula de maiz 8049
Solidos Germen de trigo 1409
Levadura de cerveza granulada* 120 g
Agar-agar 30 g*
o Acido ascorbico 30 g*
Vitaminas y _
Nipagin 2,79
conservantes . _
Acido sorbico 539
o Formaldehido 40% 7 mi
Liquidos '
Agua destilada 25I*

(*): Modificacién en los tipos de ingredientes y cantidades utilizadas para elaborar aproximadamente 1

kg de dieta artificial.

La temperatura promedio del laboratorio de del Centro de Altos Estudios
en Biotecnologia, donde se desarroll6 la crianza de Spodoptera
frugiperda (Smith) fue 24°C. Asimismo, se presenta la tabla 3, donde

se observa la duracion en dias para cada uno de los estados de

desarrollo del ciclo biolégico de esta especie.



Tabla 3. Duracion de cada estado de desarrollo de Spodoptera
frugiperda (Smith) a 24°C.

Estados de desarrollo Duracién en

Spodoptera frugiperda dias
Huevo 3-5
Larva 22-25
Pupa 9-12
Adulto 10-13

4.2. Evaluacion del efecto antialimentario de los extractos vegetales de
Melia azedarach L. sobre el consumo de hojas de maiz utilizando

bioensayos de preferencia.

Los resultados de la evaluacion del efecto antialimentario de los extractos
vegetales de Melia azedarach L. sobre el consumo de hojas de maiz
utilizando bioensayos de preferencia se presentan en la tabla 4. Los
indices de Inhibicion Antialimentaria (11A%) se obtuvieron, de acuerdo al
porcentaje de consumo de las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith)
y permitieron calcular el porcentaje de inhibicion de ingesta en cada

concentracion (Figura 31).

Los extractos de Melia azedarach L. mostraron actividad disuasiva de la
alimentacion sobre larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) (Tabla 5).
Donde se observa que el consumo de hojas tratadas con las diferentes
concentraciones de extracto fue significativamente menor respecto a las
placas control, registrandose para las concentraciones mas altas (250 g/l
y 350 g/l) valores de 1A% superiores al 50%. En las pruebas en las que
se utilizo extracto de hoja en la concentracion 150 g/l (T,) sélo se observo

una reduccion del consumo del 33,8%.
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Placas Petri de Ensayos
de Preferencia tras 24
horas.

C= Control
T= Tratamiento

Consumo de area foliar por larvas de Spodoptera
frugiperda (Smith) en Ensayos de Preferencia.

Estimacién visual del
area foliar consumida
con ayuda de papel
milimetrado.

Figura 31. Ensayos de Preferencia para la evaluacion del efecto antialimentario.
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Tabla 4. Porcentaje (%) de consumo foliar de los semicirculos de maiz por
larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) durante los Ensayos de

Preferencia en tres diferentes concentraciones (24 horas).

T,: 150 g/l To,: 250 g/l Ts: 350 g/l
PLACA

%C %T %C %T %C %T
1 4.9 0,9 97,4 2 13,8 3,9
2 32,5 2,7 45,2 7,8 75 21
3 2,7 1,3 45 3,2 0,6 14,2
4 4 2,3 3,2 15 17,5 1,3
5 7,5 41,3 35,9 8,7 47,8 15
6 16 8,9 55 1 53,8 26,2
7 0,4 2,3 62,5 2,9 77,1 42,2
8 11,5 0,3 60 12,5 13,5 15,7
9 4 10,9 97,5 10,2 28,7 2
10 20,9 11,1 19,3 5,7 30,2 12,5
11 4 1,6 75,2 2,3 10,5 2,7
12 17,5 2,4 34,6 0,9 8,6 0,5
13 18,1 1,2 72 22,5 5,4 1,3
14 5,5 7 3,4 1,3 30,2 12,5
15 15 3,3 47,5 5,4 2,4 1,1
16 40 7 37,7 2,6 5,4 2,1
17 0,3 5,6 89,6 0,8 8,1 1,8
18 0,11 0,1 27,5 0,5 30 3,7
19 2,5 13,3 16,2 2,1 6,8 0,3
20 26,5 2,3 79,4 1,6 21,8 2,3
21 4 2,3 35,9 5,7 47,8 15
22 7,5 41,3 55 1,5 53,8 26,2
23 16 8,9 62,5 2,9 77,1 42,2
24 0,4 2,3 84,9 2,5 13,5 15,7
25 11,5 0,3 97,5 10,2 28,7 2

C: Porcentaje (%) de consumo foliar de los semicirculos de maiz tratados con agua destilada esterilizada.
T: Porcentaje (%) de consumo foliar de los semicirculos de maiz tratados con las concentraciones de

extracto de Melia azedarach
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Tabla 5. indices de Inhibicion Antialimentaria (11A%) obtenidos en los

Ensayos de Preferencia empleando diferentes concentraciones

de extracto de hojas de Melia azedarach L. sobre larvas de

Spodoptera frugiperda (Smith). Promedios (+ error estandar)

de 25 réplicas por concentracion.

Concentracién Tratamiento Control A (%)*
T1: 150 g/l 2,4 0,100 33,8
T, 250 g/l 2,6 <0,0001 91,2
Ts: 350 g/l 3,9 <0,0001 60,0

2 IIA(%): Indice de inhibicion alimentaria = [(1-T / C) x 100] siendo «T» el consumo promedio de alimento

tratado con los extractos y «C» el consumo promedio de alimento en los controles.

® Consumo significativamente menor en sustrato tratado con extracto (p <0.05), Wilcoxon de comparacion

por pares.

100
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m 150 g/|
m 250 g/|
m 350 g/l

Figura 32. Valores de los indices de Inhibicién Antialimentaria (I1A%)

obtenidos en los Ensayos de Preferencia empleando tres

diferentes concentraciones de extracto de hojas de Melia

azedarach L. sobre larvas de Spodoptera frugiperda (Smith).
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4.3.

En la figura 32 se observa que las concentraciones de mayor actividad
antialimentaria fueron T, (250 g/l) y T3 (350 g/l), ya que en las dos se

registré una diferencia significativa frente al consumo del control.

Medicion del efecto téxico de los extractos vegetales de Melia
azedarach L. sobre larvas del tercer estadio de Spodoptera
frugiperda (Smith) utilizando ensayos sin posibilidad de eleccidn.

Los resultados de la medicién del efecto toxico de los extractos vegetales
de Melia azedarach L. sobre larvas del tercer estadio de Spodoptera
frugiperda (Smith) utilizando ensayos sin posibilidad de eleccion se

presentan de acuerdo a los siguientes parametros evaluados:

4.3.1. Evaluacion del consumo diario (en % de area foliar) por las
larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) durante los 25 dias
de duraciéon de los ensayos:

La evaluacion del porcentaje diario de consumo por las larvas de
Spodoptera frugiperda (Smith) durante los 25 dias que duraron
los ensayos se presentan en la Figura 33. En esta figura, se
observa que la cantidad de alimento ingerido por las larvas de
Spodoptera frugiperda (Smith) difirié6 segun las concentraciones

del extracto de Melia azedarach L.

A partir del segundo dia de experimentacion, los extractos en sus
tres concentraciones redujeron la ingesta de las larvas en relaciéon
a lo observado en los controles, en los que solo se utiliz6 agua
destilada (To); sin embargo, la reduccibn mas significativa se
observo con los tratamientos T, (250g/l) y T3 (350g/1). Las larvas
de los tratamientos T, y Tj ingirieron cantidades de alimento
similares a las larvas del tratamiento Larvin (T,4), registrandose en
estos dos Ultimos tratamientos porcentajes de consumo
significativamente menores con respecto al tratamiento T, (150

g/l) a partir del cuarto y segundo dia respectivamente.
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A lo largo del estudio (Figura 33) también se observé que los
porcentajes de alimento consumido mostraron una relacion
negativa con relacion a la concentracion del extracto, alcanzando
los siguientes valores minimos y maximos de consumo (%), en el
siguiente orden: Ty (testigo: agua destilada) 69,9% (dia 2) y 88,9%
(dia 16); T1 (150g/1) 36,4% (dia 3) y 55,7% (dia 12); T, (250g/)
11,5% (dia 11) y 17,3% (dia 3); T3 (3509/1) 5,3% (dia 6) y 10,4%
(dia 3) y para Larvin (375g/l) 12,6% (dia 3) y 16,6% (dia 4).

Asimismo, el consumo promedio acumulado (% de area foliar) por
las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) alimentadas con
diferentes concentraciones de extracto hojas de Melia azedarach
L. y Larvin en los 25 dias de duracion de los Ensayos se
presentan en la Figura 34, donde se observan las diferencias
significativas en los tratamientos T, (250g/l) y T3z (350g/l) con
respecto al control, habiendo disminuido el consumo foliar en el
tratamiento T, en un 67,6% y en T3 en un 74,5%; mientras que en
el tratamiento Larvin (T4) el porcentaje de consumo promedio
acumulado solo disminuyé en un 66.8% con respecto al testigo T.
Por otro lado, las larvas de T; (150g/l) que consumieron el
alimento roceado con la menor concentracion del extracto no

registraron diferencias significativas con respecto al control.

Las larvas control y las que se alimentaron con extracto en
concentracion 150g/l (T;) puparon y emergieron el 100% de los
adultos al dia 25 y 17 respectivamente. En T, con una
concentracion de extracto de hojas de 250g/l, puparon el 7,5% de
las larvas pero no se obtuvieron adultos, mientras que en los
tratamientos T3 y Larvin la mortalidad al 100% se observé al

sétimo y quinto dia correspondientemente.
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Figura 33. Consumo diario (en % de area foliar) por las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) alimentadas con
diferentes concentraciones de extracto hojas de Melia azedarach y Larvin durante los 25 dias de duracion de

los ensayos. P: Dia en que las larvas comenzaron a pupar.
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Figura 34. Consumo promedio acumulado (% de area foliar) de larvas de Spodoptera frugiperda (Smith)
alimentadas con diferentes concentraciones de extracto hojas de Melia azedarach L. y Larvin durante los

25 dias de duracion de los Ensayos.



4.3.2. Evaluacion del porcentaje de mortalidad de larvas durante los
25 dias de duracién de los ensayos:

Los porcentajes de la mortalidad acumulada de las larvas de
Spodoptera frugiperda (Smith) durante los 25 dias de duracién
de los ensayos se presentan en la Figura 35.

Se registraron diferencias con todas las concentraciones del
extracto de Melia azedarach L.; sin embargo, las diferencias mas
significativas se observaron en la mortalidad producida por los
tratamientos T3 y Larvin, quienes causaron la mortalidad total al

quinto dia.

Las concentraciones T; y T, ocasionaron porcentajes de
mortalidad que difirieron significativamente del control (< 0,001), a
partir del dia 9 y 15 respectivamente; asimismo, ninguna larva
sobrevivio después del dia 17 para los extractos de Melia
azedarach L. y Larvin. Las larvas en el T; (150g/l) alcanzaron el
100% de mortalidad el dia 17, mientras que para T, (350g/L)

ocurrio el dia 14.

Las larvas privadas de alimento alcanzaron el 100% de mortalidad
al quinto dia de comenzados los ensayos, superando
minimamente la mortalidad acumulada con respecto T3 (350g/l) y

Larvin.
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Figura 35. Mortalidad acumulada (porcentaje) de larvas de Spodoptera frugiperda alimentadas con diferentes
concentraciones de extracto de hojas de Melia azedarach L. y Larvin durante los 25 dias de duracion

del bioensayos.



4.3.3. Evaluacién de los indices nutricionales obtenidos durante los
25 dias de duracion de los ensayos:

Los datos tomados durante los ensayos sin posibilidad de
eleccion sirvieron para obtener los resultados de los indices
nutricionales a través las formulas descritas en la metodologia
(Fagoonee, 1984). En la Tabla 6 se presentan estos resultados,
donde se observan los indices nutricionales en tasas y

porcentajes.

La tasa relativa de crecimiento (TRCr) fue superior en el
tratamiento control con respecto a las registradas para todas las
concentraciones de los extractos de Melia azedarach L. y Larvin;
pero solo significativamente superior a T, (0,14), T3 (0,11) y Larvin
(0,04).

Con respecto a las tasas relativas de consumo (TRCo), estas
fueron significativamente inferiores solo en los tratamientos T;
(0,12) y T, (0,11) con respecto al control (12,11) mientras que con
el resto de tratamientos no se encontraron diferencias

significativas.

Por otro lado, la eficiencia de conversion del alimento ingerido
(ECI) se vio afectada significativamente cuando se utilizd el
extracto T, (1.39); sin embargo, con respecto a la eficiencia de
conversion del alimento digerido (ECD) la diferencia mas
significativa se registré con T3 (1.68), porcentaje muy distante al
obtenido en el control (10.84). En la digestibilidad aproximada
(DA) no se observan diferencias significativas, aunque los
porcentajes fueron ligeramente superiores en los tratamientos con
las concentraciones de extractos mas altas y con el tratamiento

Larvin.
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Larva muerta, consumo foliar y excretas en placa de
ensayos sin posibilidad de eleccién.

Estimacion visual del &rea foliar consumida (%) en

ensayos sin p03|b|I|dad de eleccion. Larva muerta extraida para registrar su peso.

Figura 36. Datos tomados en Ensayos de Preferencia para la evaluacion de los indices nutricionales.
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Tabla 6. indices nutricionales (en tasas y porcentajes) obtenidos durante los 25 dias de duracion de

los ensayos. Cada valor corresponde al promedio de 15 réplicas (zerror estandar).

Tratamiento Concentracion TRCr* TRCo* ECI* ECD® DA*
(mg/mg/d) (mg/mg/d) % % %
To A
o Agua - 1,64° 12,11* 8,04 10,84  76,56°
destilada
Ti Melia a b ab a
aredarach 150 g/l 0,58 012" 4,45 5,58 81,93
T2 Melia 250 g/l 0,14 0,11° 1,39° 901 86,297
azedarach
Ta: Melia 350 g/l 0,11° 3,04 421  1,68° 6574
azedarach
T, : Larvin 375 gl 0,04" 1,60 3,47° 7.42% 94,302

* TRCr: Tasa relativa de crecimiento, TRCo: Tasa relativa de consumo, ECI: Eficiencia de conversién del alimento ingerido, ECD: Eficiencia
de conversion del alimento digerido, DA: Digestibilidad aproximada.

**Medias seguidas por la misma letra, dentro de cada columna, indican que no hay diferencia significativa (p <0.05, Test de Tukey).



V. DISCUSION

Al analizar los resultados expuestos anteriormente se aprecia que
durante el desarrollo de esta nueva metodologia de crianza de Spodoptera
frugiperda (Smith) se logré disminuir la mortalidad cambiando algunos
ingredientes de la dieta artificial establecida por Murta (2003) logrando una

crianza con mejores resultados.

La mortalidad por causas naturales durante el desarrollo de la
investigacion, disminuyd tras la incorporacion de la dieta artificial a la
crianza, conforme pasaban las generaciones de 16 % a 14,5 % y en la
tercera generacion 3,2 % (Figura 28), reportdndose una mortalidad menor
gue la registrada en trabajos previos donde el menor porcentaje de
mortalidad fue 21,11 % (Chacon, 2009) y 15% (Montes, 2008). La
mortalidad en nuestra investigacion disminuyd ante la mejora de la dieta
artificial y los procesos de crianza, en las siguientes generaciones se
identific6 a Beauveria bassiana, una especie con conocida actividad
biocontroladora que suele presentarse durante la crianza artificial del
cogollero, proveniente en su mayoria de los mismos campos de cultivo
donde fueron colectadas, como se determiné en estudios previos (Herrera,
2005; Chacon, 2009).
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La dieta artificial se incorpor6 para fomentar la cria masiva del
cogollero dado que el uso de hojas de maiz como alimento durante los dos
primeros estadios en cada generacion favorecid un alto porcentaje de
mortalidad de las larvas recién eclosionadas, debido a que las hojas de
maiz se deshidrataban facilmente y se dificultaba su ingesta por parte de los
insectos; por tal razén, las hojas tenian que ser cambiadas a diario
disminuyendo la facilidad del método de crianza (Montes, 2008). Es asi, que
en la dieta artificial de Murta (2003), rica en carbohidratos vy
nutricionalmente superior a la crianza basada en hojas de maiz, se mantuvo
la cantidad recomendada de formaldehido y &cido so6rbico como
preservantes y se le adicioné un mayor porcentaje de acido ascorbico
(Tabla 2), dado que la vitamina C es esencial para muchos fitofagos, pues
actua como estimulante alimenticio, en la esclerotizacion de la cuticula, en
otras reacciones defensivas como antioxidante (Carrillo, 1980; Cohen,
2004). La modificacion en el peso de agar agar como agente gelificante
evito que los componentes mas densos precipiten o que los menos densos
floten, manteniendo asi las condiciones adecuadas para prevenir las
reacciones que pueden darse entre los ingredientes y algunos gelificantes
como proteinas, pectinas y otros carbohidratos, que son nutrientes
utilizados por muchos investigadores en las crianzas artificiales de insectos
(Mihm, 1984; Chaudhury & Alvarez, 1999; Chacon, 2009).

Al aplicar la dieta artificial con las modificaciones descritas se
demostré que el desarrollo 6ptimo de la crianza de Spodoptera frugiperda
(Smith) bajo condiciones de laboratorio esta seriamente correlacionado con
el tipo de alimentacion que reciben los insectos durante su desarrollo
biologico y la temperatura promedio diaria bajo la cual se desarrolla el pie
de cria; es asi, que el ciclo de vida de esta especie mantuvo los parametros
registrados en otras investigaciones. Estos trabajos previos también
concluyeron que el desarrollo embrionario de la especie puede tardar en
promedio 6 dias a 20°C y 2 dias a 30°C (Heinrichs & col., 2000) debido a
gue las bajas temperaturas favorecen la disminucién de la actividad
enzimatica de los procesos fisioldégicos delos insectos, mientras que al

incrementarla temperatura, se favorece la actividad metabdlica de estos y
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por ende, se reduce su ciclo de vida, siempre que se encuentre bien
alimentado (Mihm, 1984; Carrillo, 1980; Chacén, 2009), por esta razon a
24°C la duracion del ciclo de vida de Spodoptera frugiperda (Smith) en la

crianza de la presente investigacién fue menor (Tabla 3).

En el presente trabajo el promedio de duracion en la etapa de
larva del cogollero fue 23,5 dias. Lo cual resulta favorable si el objetivo es
probar el potencial controlador de algun entomopatégeno sobre
Spodoptera frugiperda (Smith), ya que provee un menor espacio de
tiempo, siendo el estado larval, uno de los estadios preferidos por algunos
enemigos naturales (Mihn, 1984; Badii y Abreu, 2006) corroborandose la
reduccion del tiempo de crianza con la utilizacién de una dieta artificial que
mostraron estudios previos con el cogollero del maiz donde se reporté que
al alimentar las larvas de esta especie con una dieta artificial, la eclosion de
los huevos ocurria entre dos y cuatro dias con temperaturas que oscilaban
entre 22°C y 30°C, las pupas tardan alrededor de siete u ocho dias si se
encuentran entre 22 y 30°C, mientras que los adultos tienen una longevidad
promedio de 7 dias a 25°C (Banegas, 1989).

Los extractos de Melia azedarach L. afectaron la alimentacion de
las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith), corroborandose
observaciones anteriores de otros autores (Koul & Isman, 1991) donde la
concentracion de un extracto y la manera en que se administraron jugaron

un rol importante en la determinacion del tipo de respuesta.

Los ensayos de preferencia realizados en la presente
investigacion, resultaron eficaces para determinar la actividad deterrente del
extracto de Melia azedarach L. (valores de IllIA: T;=33,8%, T,=91,2% vy
T3=60%) (Tala 5), de manera similar a investigaciones anteriores donde los
metabolitos fueron efectivos al aplicarse sobre tejido vegetal al contrario de
cuando los extractos fueron mezclados en la dieta artificial, inactivando

estos compuestos (Schoonhoven, 1982).

En las pruebas de eleccién los extractos T, (250 g/l) y T3 (350 g/l)

generaron un efecto disuasivo moderado y fuerte sobre la alimentacion del
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cogollero, registrdndose indices de inhibicion alimentaria altos segun
Hassanali & Bentley (1987) que consideran IIA «altos» cuando los valores
superan el 75% y «moderados» cuando se encuentran entre 50 y 75%
(Figura 32). Estos resultados coinciden con los obtenidos para otras
especies del mismo género tales como Spodoptera eridania (Rossetti,
2008), Spodoptera exigua (Del Tio, et al., 1996) y Spodoptera frugiperda
(Carpinella et al., 2003), que no consumieron el alimento tratado con
diferentes concentraciones de extracto de fruto de Melia azedarach L. Al
contrario, la concentracion de T; (150 g/l) inhibi6 s6lo en un 33.8% la
alimentacién de larvas de Spodoptera frugiperda (Smith), sin registrar
diferencias significativas entre %T y %C (valor de IIA 33.8, p 0,100) lo cual
coincide con experiencias previas en las que al utilizar igual tipo de extracto
en una baja concentracion sobre larvas de Spodoptera ornitothogalli
(Guenée) obtuvieron un 1A% del 40% (Valladares et al., 2003).

Los resultados del porcentaje de inhibicién de ingesta obtenidos
en este estudio son comparables con otros resultados reportados en la
literatura, los cuales sefialan una alta actividad antialimentaria (valores de
[IA superiores al 95%) de los extractos de Melia azedarach L. sobre la
especie Spodoptera eridania (valores de IIA menores al 30%) (Rossetti,
2008) y una baja actividad de extractos de la Familia Meliaceae
(Azadirachta indica A. Juss.) sobre Spodoptera littoralis (Zegarra, 2010).
La diferencia del efecto deterrente entre estos dos tipos de investigaciones
es explicada por las metodologias usadas por los respectivos
investigadores, comprobando que los extractos obtenidos de hojas
senescentes tienen mayor actividad antialimentaria que los extractos de
frutos maduros (Rossetti, 2008); mientras que las dosis utilizadas juegan un
papel fundamental en los resultados obtenidos, evidenciando que depende

de las concentraciones un mayor efecto deterrente (Zegarra, 2010).

Tras realizar la Prueba de Wilcoxon de comparacion por pares, el
extracto que presentd un valor de 11A% mas alto fue el extracto del
tratamiento T, (250g/1), obteniendo las diferencias mas significativas entre el

%T y % C (valor de I1A 91,2; p <0,05), estos resultados se explican porque
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Melia azedarach L., contiene limonoides con propiedades disuasivas de la
alimentacién, compuestos encontrados en investigaciones que anteceden
este trabajo, como: Meliantrol, melianol, meliacin, meliacarpin (Nakatani,
2001), azaderachine (Chun et al, 1994) y meliartenin (Carpinella et al,
2002), de los cuales también se ha reportado que producen efectos
antialimetarios (Simmonds & al.; 2004); ademas de la presencia de
azadiractina, un terpeno de estructura compleja (Jones et al., 1989) aislado
de Azadirachta indica y de Melia azedarach (Schmutterer, 1995).De tal
manera, la preparacion del extracto de hojas Melia azedarach L. y su
aplicacion sobre las larvas de tercer estadio de Spodoptera frugiperda
(Smith) permiti6 la bioactividad por sinergismo entre estos diferentes
metabolitos secundarios que actuan al mismo tiempo, disminuyendo asi la
probabilidad de desarrollar resistencia a alguno de estos compuestos si los

utilizabamos por separado (Valladares et al, 2003 y Isman, 2006).

Asimismo, los extractos de hoja de Melia azedarach L. de T,y T3
inhibieron significativamente la alimentacion de Spodoptera frugiperda
(Smith), mejorando los indices de IIA encontrados en investigaciones en las
cuales las larvas de varias especies de lepidopteros como Spodoptera
littoralis, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa zea,
Helicoverpa armigera y Mamestra brassicae, son suceptibles en menor
proporcion a los extractos de esta Meliaceae (Blaney et al., 1990;
Smutterer, 1990; Ascher, 1993). Corroborando la obtencién de mejores
resultados en la utilizacion de extractos de hojas que de otras partes de la
planta como semillas (valores de IIA <50%) y en menor proporcion que la

obtenida con extracto (valores de IIA >95%) de fruto (Rossetti, 2008).

El efecto antialimentario de los extractos de Melia azedarach L.
sobre las larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith) fue
corroborado en los ensayos sin posibilidad de eleccion, registrdndose una
marcada reducciéon de la ingesta del porcentaje de maiz, donde las larvas
no tuvieron posibilidad de optar por un alimento distinto al que tenian. Las
larvas cuyo alimento fue tratado con los extractos mas concentrados de

Melia azedarach L. redujeron el consumo en un alto porcentaje respecto a
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los controles. En el tratamiento T, la reduccion fue de un 67,6% y en T3 un
74,5% (Figura 33). Una disminucion de la ingesta en menor grado (52%) ha
sido registrada para larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) frente a
extractos de fruto procesados en un Soxhlet con etanol al 5% (Hernandez &
Vendramim, 1998) y usando extracto de hojas senescentes obtenidos por el
mismo método al 5% y 10% redujeron el consumo en un 75% respecto a los
controles (Rossetti, 2008). Gomero & Hoss (1994) observaron que las
larvas de Spodoptera eridania consumieron un 50% mas cuando se empled
extracto de hojas de Melia azedarach L. (5%), respecto al de semilla con la
misma dosis. Sin embargo, al utilizar la menor concentracion se presentaron
diferencias entre los extractos: el de hojas senescentes redujo la ingesta en
un 40% respecto al control, mientras que el extracto de fruto no afecto el

consumo, contrastando con lo observado en las pruebas de eleccion.

Resultados semejantes fueron observados por Macleod et al.
(1990), que utilizaron dos ingredientes activos aislados de Melia
azedarach L. (Meliatoxin A2 y Meliatoxin B1), los cuales inhibieron la
alimentacion cuando las larvas de Spodoptera litura tuvieron posibilidad de
elegir; sin embargo, en pruebas sin esta opcién Meliatoxin B1 no redujo la
ingesta. Otros extractos demostraron también mayor actividad
antialimentaria sobre Spodoptera littoralis, cuando las orugas tuvieron
acceso al control respecto a ensayos sin posibilidad de eleccién (Sadek,
2003).

La mortalidad de las orugas tratadas con extracto de Melia
azedarach L. se increment6 gradualmente segun la concentracion del
extracto, alcanzando el 100% entre los dias 6 para T3, dia 14 para T, y dia
17 para T (Figura 61). Mientras tanto, al quinto dia murieron la totalidad de
las larvas ayunadas, tiempo similar al reportado en larvas sin alimento en
trabajos previos (Rossetti, 2008). Esto sugiere que aun las pequefias
cantidades de alimento consumidas, contribuyeron a la supervivencia de las
larvas y el efecto téxico no seria inmediato para todas las concentraciones,
a excepcion del Tz, Los valores de mortalidad se ubicaron dentro de los

rangos obtenidos por otros investigadores que trabajaron con diferentes
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especies de lepidépteros (Breuer & De Loof, 1998; Brunheroto &
Vendramim, 2001). La mortalidad pueden ser causados por los metabolitos
presentes en Melia azedarach L., que contiene lignanos con propiedades
insecticidas como pinoresinol bis-epi-pinorresinol, hemicetal y diacide
(Nakatani, 2001).

La actividad antialimentaria, registrada en los dos tipos de
pruebas, puede haber sido la causa directa del bajo peso y la gradual
mortalidad de las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith). Los indices
nutricionales permitieron observar que los extractos de Melia azedarach L.
también redujeron la utilizacion del alimento ingerido, lo que afecta al

crecimiento y la supervivencia de las larvas.

La marcada reduccion de la ingesta generada por los extractos
ocasiond una minima ganancia de peso, como fue observado para otras
especies de Spodoptera empleando extractos vegetales (Hernandez &
Vendramim, 1998; Schmidt et al., 1997) o sus principios activos (Isman,
1993; Martinez & Van Emden, 1999).

Las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith) que consumieron
alimento tratado con extracto T; de concentracion 150 g/l, reportaron que
sus parametros nutricionales fueron ligeramente afectados. Esto podria
deberse a que insectos Spodoptera frugiperda (Smith), estan expuestos a
un rango de aleloquimicos producidos por las plantas hospedadoras a las
cuales afectan, y cuentan con una serie de mecanismos para degradar y
desactivar estas sustancias toxicas, como el sistema enzimatico microsomal
oxidasa de funciénmixta (MFO) (Qui et al., 2003). Scriber (1981) observé en
orugas de Spodoptera eridania, una rapida induccion del sistema MFO
después de estar expuestas a varios aleloquimicos, lo que le confiere alta
capacidad para detoxificar y alimentarse de una amplia variedad de plantas.
Las larvas serian, entonces, capaces de detectar el extracto de hoja de
concentracion 150 g/l y evitarlo en pruebas de eleccién, mientras que al no
tener posibilidad de elegir, ingieren el alimento con extracto y a través de
sus mecanismos de detoxificacién podrian digerirlo y crecer normalmente;

sin embargo, este proceso de autoproteccién se veria dificultado cuando
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las concentraciones del extracto aumentan, causando el efecto toxico que

se registro en las concentraciones superiores a 250 g/l.

La comparacion de los indices nutricionales permiten determinar
si la actividad antialimentaria ocasionada por algun aleloquimico presente
en el extracto es debida a su efecto disuasorio o0 si es consecuencia de un
modo de accion toxico (Gols et al., 1996). Las larvas de Spodoptera
frugiperda (Smith) presentaron tasas relativas de consumo (TRCo)
menores que los controles. La TRCo en los extractos con menor
concentracion (T, y T) con respecto a los controles disminuy6 en un 99%,
en Tz en un 72% y con respecto a Larvin la reduccion fue de 87% con
respecto a los controles (Tabla 6). De igual forma, las larvas presentaron
una disminucion del 65-98% de las tasas relativas de crecimiento (TRCr) y
del 17-47% en la eficiencia de utilizacion del alimento ingerido (ECI) y hasta
del 83% en la utlizacion del alimento digerido (ECD). Similares
declinaciones en estos indices fueron registradas para otras larvas de
Lepidoptera al tratar el alimento con extracto de fruto, hojas o semilla de
Melia azedarach L. (Schmidt et al., 1997; Nathan, 2006; Nathan & Sehoon,
2006). Una caida en las ECI y ECD indica que mayor cantidad del alimento
ingerido y digerido es metabolizado para energia, y menor cantidad es
convertido en biomasa (Wheeler & Isman, 2001; Sadek, 2003). El desvio de
la energia hacia otras rutas metabdlicas, como las implicadas en la
detoxificacion de aleloquimicos presentes en Melia azedarach L., puede
ser la causa de la disminucion en las eficiencias (Koul & Isman, 1991;
Hernandez & Vendramim, 1998). Dicha disminucion ocasiona la inhibicién
del crecimiento larval y es considerada por varios autores como un efecto
toxico cronico (Wheeler & Isman, 2001; Sadek, 2003). La actividad
antialimentaria no siempre esta acompafiada por una reduccién en la
eficiencia de conversion del alimento ingerido, por ejemplo, extractos de
fruto de Melia azedarach L. al 5% afectaron las TRCo y TRCr en larvas de
Spodoptera frugiperda (Smith) sin que se afectara la eficiencia de

conversion (Hernandez & Vendramim, 1998).
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La digestibilidad aproximada, fue el anico indice nutricional que no
fue afectado por los extractos utilizados. Nathan & Sehoon (2006)
registraron un incremento en la DA de otro lepidoptero al aumentar la dosis
de extracto. Este efecto ha sido atribuido a la mayor retencion del alimento
en el intestino del insecto, permitiendo un aumento de la digestion vy
absorcion de nutrientes (Koul & Isman, 1991). Contrariamente a los
resultados aqui obtenidos, Nathan (2006) utilizando extracto de semilla de
Melia azedarach L., observo una reduccién de la digestibilidad larval y de la
actividad de enzimas intestinales. La disminucion de DA se ha relacionado
con dafios ocasionados por los extractos sobre células epiteliales y musculo
liso del intestino medio, lo que puede disminuir la absorcién y digestion del
alimento, y afectar su transporte en el intestino (Schmidt et al., 1997).
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VI. CONCLUSIONES

1. La dieta artificial de Muria (2013) modificada en la presente

investigacion, fue efectiva para disminuir la duracion el ciclo de vida y la
mortalidad (3,2%) de Spodoptera frugiperda (Smith) en la crianza en

laboratorio.

. En los ensayos con posibilidad de elecciones se evidencio la actividad
antialimentaria de los extractos de Melia azedarach L. aplicados sobre
larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith), y se
observo que el extracto del tratamiento T, (250 g/l) fue significativamente
mas eficaz respecto al resto de concentraciones (11A%=91,2%) con

respecto a su actividad deterrente.

. Se demostrd la accion toxica de los extractos de Melia azedarach L.

sobre larvas del tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith),
resultando el extracto T3 (350 g/l) el que presentdé mayor toxicidad
(mortalidad al 100% en 6 dias) con respecto a las otras concentraciones
de extracto y no evidencio diferencia significativa con respecto a la
toxicidad del insecticida Larvin (375 g/l) (mortalidad al 100% en 5 dias)

normalmente usado para esta plaga.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Realizar estudios fitoquimicos de las especies de Melia encontradas en
la regidn, las cuales ya han sido estudiadas en otros paises mostrando

diferentes usos.

. Realizar aplicaciones en condiciones de campo y evaluar el efecto sobre

los insectos benéficos.

. Realizar pruebas de efecto antialimentario y toxico en distintos ordenes y

familias de insectos tanto plagas como benéficos.

. Estudiar otras especies de plantas con potencial biocida.
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VIIl. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 con el objetivo de
desarrollar una nueva metodologia de crianza de Spodoptera frugiperda
(Smith) con dieta artificial, y determinar la actividad antialimentaria y el
efecto toxico del extracto vegetal de Melia azedarach L. sobre larvas del
tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith) en condiciones de
laboratorio, como una alternativa a los insecticidas quimicos que causan
contaminacién ambiental. El pie de cria se obtuvo de larvas procedentes
de campos agricolas del distrito de Reque (6°52’00” latitud sur y 79°49'27”
longitud oeste), de la Regién Lambayeque, criadas en laboratorio con una
dieta artificial de Murda (2003) modificada en el presente trabajo. Se
recolectaron hojas de Melia azedarach L. en el campus de la UNPRG y
se prepararon los extractos por maceracion (24 horas) con agua destilada
esterilizada. Las concentraciones evaluadas fueron de 150 g/l, 250 g/l y
350 g/l ademas de contar con un testigo quimico (Larvin). El uso de la
dieta artificial modificada fue efectiva para criar en laboratorio al gusano
cogollero del maiz presentando en la tercera generacion un porcentaje de
sobrevivencia del 96,8%. Comparando la actividad antialimentaria, el
extracto T, de concentracion 250 g/l fue mas eficaz respecto al resto de
concentraciones (IIA%= 91,2%).El extracto T3 (350 g/l) presentdé mayor
toxicidad reportando mortalidad al 100% al sexto dia de los bioensayos y
disminuyendo significativamente los indices nutricionales en comparacion
con el tratamiento control (TRCr=0,11; TRC0=3,04; ECI=4,21; ECD=1,68
y DA=65,71); ademas de no presentar diferencias significativas con
respecto a Larvin. Se desarroll6 una metodologia eficaz para la crianza de
Spodoptera frugiperda (Smith) en laboratorio; ademas, se demostro la
actividad antialimentaria y toxica los extractos de Melia azedarach L.
sobre las larvas de tercer estadio de Spodoptera frugiperda (Smith) y
posibilidad de utilizarlos como herramientas para el Manejo Integrado de

Plagas (MIP) para el maiz.
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