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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue evaluar el efecto antialimentario y la toxicidad de los extractos de Azadirachta indica, Piper auritum y
Petiveria alliacea en larvas de Spodoptera exigua en condiciones de laboratorio y en un cultivo organico de tomate uva var. Santa a
campo abierto. El trabajo se realizé con los extractos hexanico y metandlico de semillas de A. indica y hojas de P. auritumy de P. alliacea
aplicados en diferentes concentraciones en larvas 4to estadio de S. exigua. Las variables que se evaluaron fueron Indice de disuasién
alimentaria (FDI), indice de supresion alimentaria (FSI), Porcentaje de mortalidad y CL,,. El mayor efecto disuasivo alimentario se en-
contré en el extracto metandlico de Azadirachta indica, seguido por el de P. auritum, y el menor efecto en el extracto de Palliacea. Los
porcentajes de mortalidad para A. indica, P. auritum y P. alliacea fueron 38.88, 28.8 y 21.22 %, respectivamente; la misma tendencia
que en condiciones de laboratorio, se encontré en campo. La CL,, mostré que el extracto metandlico de A. indica fue el mas toxico (4.03
ppm), y le siguié en efectividad el de P. auritum (42.08 ppm). En campo, la CL, de los extractos metandlico de A. indica, P. auritum'y P.

alliaceae fueron 9.61, 21.21 y 104.1 ppm, respectivamente.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Azadirachta indica, disuasion alimentaria, extractos, Piper auritum, Petiveria alliacea, toxicidad.

ENTOMOTOXIC PROPERTIES OF PLANT EXTRACTS OF Azadirachta indica, Piper auritum and

Petiveria alliacea FOR THE CONTROL OF Spodoptera exigua Hiibner

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the antifeedant effect and toxicity of Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea ex-
tracts on Spodoptera exigua larvae under laboratory conditions and in an open-field crop of organically-grown grape tomatoes var. Santa.
The work was carried out with hexane and methanol extracts of A. indica seeds and P. auritum and P. alliacea leaves applied in different
concentrations against 4'"-stage S. exigua larvae. The variables evaluated were feeding deterrence index (FDI), feeding suppression in-
dex (FSI), mortality rate and LC, . The strongest feeding deterrent effect was found in the methanol extract of Azadirachta indica, followed
in descending order by that of P. auritum and P. alliacea. The mortality rates for A. indica, P. auritum and P. alliacea were 38.88, 28.8 and
21.22 %, respectively, under laboratory conditions; the same trend was found in the field. The LC,, showed that the methanol extract of A.
indica was the most potent (4.03 ppm), followed in effectiveness by that of P. auritum (42.08 ppm). In the field, the LC,; of the methanol
extracts of A. indica, P. auritum and P. alliaceae were 9.61, 21.21 and 104.1 ppm, respectively.
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de insecticidas sintéticos para
evitar las pérdidas econémicas en la produccion de algunos
cultivos por el ataque de insectos plaga ha provocado la
contaminacion del planeta (Zapata et al., 2009), asi como,
un aumento de la resistencia de las plagas (Lagunes y
Villanueva, 1999); tal es el caso de Spodoptera spp. (Meagher
etal., 2008). El gusano soldado (Spodoptera exigua Hiibner)
es una plaga que afecta a aproximadamente 130 cultivos
horticolas de 30 familias diferentes (Merkx-Jacques et al.,
2008; Saeed et al., 2009), entre ellos el tomate (Liburd et al.,
2000), lo que repercute en considerables dafios econémicos
(Merkx-Jacques et al., 2008).

Una alternativa para el control de plagas, sin afectar
al medio ambiente y evitar el desarrollo de la resistencia,
puede ser el uso de extractos vegetales biodegradables
(Regnault-Roger et al., 2004). Recientemente, el estudio
de la actividad insecticida de los extractos vegetales y
fitoquimicos se ha intensificado debido a la demanda
de alimentos organicos (De Souza et al., 2009) y a las
exigencias actuales de la defensa fitosanitaria de los
productos horticolas (Regnault-Roger et al., 2004).

Laactividadtoxicaylaeficaciadeextractosvegetalesen
las plagas han contribuido a la identificacion de metabolitos
secundarios con actividad insecticida. Los diversos efectos
biolégicos de fitoquimicos han llevado a reevaluar sus
diferentes funciones en las plantas, especialmente en el
contexto de las interacciones ecoldgicas y en el desarrollo
de mecanismos de defensa contra insectos (Wink, 2003).
Sin embargo, muchos metabolitos secundarios, como
insecticidas o disuasorios alimentarios, aun se encuentran
en estudio (Ulrichs et al., 2008).

Algunos ingredientes activos se han identificado en
las familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiatae
y Piperaceae (Regnault-Roger et al., 2004; Ulrichs et al.,
2008; De Souza et al., 2009), Annonaceae, Cannellaceae,
Labiateae, Meliaceae, Mimosaceae, Rutaceae,Sapindaceae,
Solanaceae (Zabel et al., 2002; Gonzalez Coloma et al.,
2005; Ybarra et al., 2005; Isman et al., 2006), Fabaceae
(Garcia-Mateos et al., 2004).

Por ejemplo, Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae)
llamada comunmente ajillo o hierba del zorrillo por su
olor caracteristico, debido a la presencia de compuestos
de azufre (De Souza et al, 1990), es endémica de
México, de las islas del Caribe, de Centroamérica y de
Sudamérica. Es una de las plantas medicinales mas
usadas en América Latina; se encuentra descrita su
actividad insecticida, acaricida y bactericida (Benavides et
al., 2001). Scott et al. (2008), sefialan que el género Piper,
representado por 700 especies, en particular P. auritum
Kunth (Piperaceae), conocida como hoja santa o acuyo,
es una especie aromatica originaria de México y distribuida
hasta Colombia; tiene propiedades insecticidas, repelentes
y antialimentarias por la presencia de aceites esenciales
(metabolitos volatiles) y las conocidas piperamidas (Olivero-

INTRODUCTION

The indiscriminate use of synthetic insecticides to
avoid economic losses in the production of some crops
due to pest insect attack has resulted in the pollution
of the planet (Zapata et al., 2009) and increased pest
resistance(Lagunes and Villanueva, 1999), as in the case
of Spodoptera spp. (Meagher et al., 2008). The armyworm
(Spodoptera exigua Hibner) is a plague that affects about
130 horticultural crops of 30 different families (Merkx-
Jacques et al., 2008; Saeed et al., 2009), including tomato
(Liburd et al., 2000), which results in considerable econom-
ic damage (Merkx-Jacques et al., 2008).

One possible alternative for pest control, without af-
fecting the environment and avoiding the development of
resistance, may be the use of biodegradable plant extracts
(Regnault-Roger et al., 2004). Recently, the study of the in-
secticidal activity of plant extracts and phytochemicals has
increased due to the demand for organic food (De Souza
et al., 2009) and to current phytosanitary requirements for
horticultural products (Regnault-Roger et al., 2004).

The toxic activity and effectiveness of plant extracts
against pests have contributed to the identification of sec-
ondary metabolites with insecticidal activity. The various bi-
ological effects of phytochemicals have led toreevaluating
their different functions in plants, especially in the context
of ecological interactions and the development of defense
mechanisms against insects (Wink, 2003). However, many
secondary metabolites, such as insecticides or feeding de-
terrents, are still under study (Ulrichs et al., 2008).

Some active ingredients have been identified in the
families Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiatae and
Piperaceae (Regnault-Roger et al., 2004; Ulrichs et al.,
2008; De Souza et al., 2009), Annonaceae, Cannellaceae,
Labiateae, Meliaceae, Mimosaceae, Rutaceae, Sapinda-
ceae, Solanaceea (Zabel et al., 2002; Gonzalez-Coloma et
al., 2005; Ybarra et al., 2005; Isman et al., 2006) Fabaceae
(Garcia-Mateos et al., 2004).

For example, Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae),
commonly known as garlic or skunk weed for its charac-
teristic odor, which is due to the presence of sulfur com-
pounds (De Souza et al., 1990), is endemic to Mexico, the
Caribbean islands, and Central and South America. One of
the most widely used medicinal plants in Latin America, its
insecticidal, acaricidal and bacterial activity have been pre-
viously reported (Benavides et al., 2001). Scott et al. (2008)
note that the genus Piperencompasses 700 species, includ-
ing P. auritum Kunth (Piperaceae), which is known as hoja
santa (holy leaf) or acuyo, and which is an aromatic species
native to Mexico that is now found as far away as Colum-
bia; it has insecticidal, repellent and antifeedant properties
due to the presence of essential oils (volatile metabolites)
and the known piperamides (Olivero-Verbel et al., 2009).
Azadirachtin is the main active ingredient in Azadirachta
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Verbel et al., 2009). Azadiractina es el principal ingrediente
activo de Azadirachta indica (A. Juss., Meliaceae), y
sus derivados, del tipo limonoide, son responsables de
diversas propiedades fisioldgicas (inhibidor de crecimiento,
repelente, actividad insecticida y antialimentaria) en
diferentes familias de insectos (Pavela et al., 2009).

El estudio de la actividad antialimentaria y/o
insecticida de extractos vegetales en diversas especies del
género Spodoptera se encuentra documentado (Ulrichs
et al., 2008; De Souza et al., 2009). Sin embargo, no se
ha estudiado en S. exigua la actividad insecticida de las
especies de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria
alliacea. En el presente estudio se evaluaron el efecto téxico
y la actividad antialimentaria de los extractos hexanico y
metandlico de A. indica, P. auritum y P. alliacea en larvas
de 4® estadio de S. exigua en laboratorio y en un cultivo
organico de tomate uva var. Santa a campo abierto, con la
finalidad de encontrar una alternativa para el control de la
plaga que afecta el rendimiento de este cultivo organico,
sin contaminar el medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta del material vegetal

Las hojas de P. auritum fueron recolectadas al azar
de varios ejemplares en el mes de febrero de 2010 en el
municipio de Actopan, Veracruz. México, situado a 19° 30’
LN y 96° 37’ LO a 311 m de altitud, con un clima tropical
calido Awo(w)(i")gw™", donde la temperatura varia de 21.1
a 27.3 °C y hay una precipitaciéon media anual de 860.1
mm (Garcia, 1988). Las semillas de A. indica (neem)
fueron recolectadas en el mes de marzo del mismo afio
en el poblado La Brecha, municipio de Guasave, Sinaloa,
México, situado a 25° 22" LN y 108° 25’ LO a una altitud de
15 m, donde el clima es seco, muy calido y calido BS(h’),
la temperatura varia de 18.5 a 29.9 °C y su precipitacion
media anual es de 392.8 mm (Garcia, 1988). Las hojas de P.
alliacea fueron recolectadas en el mes de junio de 2009 en
el municipio de Rodriguez Clara, Veracruz, México, situado
a 17° 59 LN y 03° 43’ LO a una altitud de 16 m, con un
clima calido subhumedo con lluvias en verano Aw2(w)(i )w"’,
la temperatura promedio varia de 21.5 a 27.8 °C, y hay una
precipitacion media anual de 1,500 mm (Garcia, 1988).

Preparacion de extractos vegetales

La hoja secay molida (500 g) de P, alliaceay P. auritum
separadamente se maceré en hexano (2 x 1000 ml) durante
24 h (rendimiento: 0.40 y 0.19 %, respectivamente). El
mismo procedimiento se siguié para preparar el extracto
hexanico con 400 g de semilla seca y molida de A. indica
(rendimiento: 10.20 %). Posteriormente, cada extracto se
filtrd y se concentro a presion reducida en un rotaevaporador
Bulchi para eliminar el disolvente. Para la preparacion del
extracto metandlico, se colocé separadamente el material
vegetal seco y molido de cada especie en un equipo
soxhlet por 48 h. La eliminacién del disolvente se realizd
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indica (A. Juss., Meliaceae), and its limonoid derivatives
are responsible for various physiological properties (growth
inhibitor, repellent, insecticidal and antifeedant activity) in
different insect families (Pavela et al., 2009).

The study of the antifeedant and/or insecticidal activ-
ity of plant extracts against various species of the genus
Spodoptera has been documented (Ulrichs et al., 2008; De
Souza et al., 2009). However, the insecticidal activity of the
species Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria al-
liacea against S. exigua has not been studied. This study
evaluated the toxic effect and antifeedant activity of hexane
and methanol extracts of A. indica, P. auritum and P. allia-
cea on 4"-stage S. exigua larvae in the laboratory and on a
field crop of organically-grown grape tomatoes var. Santa,
in order to find an alternative method to control this pest
that affects the yield of this organic crop, without polluting
the environment.

MATERIALS AND METHODS
Collection of plant material

The P. auritum leaves were collected at random from
several specimens in February 2010 in the municipality of
Actopan, Veracruz, Mexico, located at 19° 30° NL and 96°
37’ WL at an altitude of 311 m, with a warm tropical climate
Awo(w)(i")gw”’, where the temperature varies from 21.1 to
27.3 °C and there is an average annual rainfall of 860.1 mm
(Garcia, 1988). The A. indica (neem) seeds were collected in
March of that year in the town of La Brecha, municipality of
Guasave, Sinaloa, Mexico, situated at 25° 22" NL and 108°
25" WL at an altitude of 15 m, where the climate is dry, very
warm and warm BS(h’), the temperature varies from 18.5
to 29.9 °C and average annual rainfall is 392.8 m (Garcia,
1988). The P. alliacea leaves were collected in June 2009
in the municipality of Rodriguez Clara, Veracruz, Mexico, lo-
cated at 17° 59' NL and 03° 43’ WL at an altitude of 16 m,
with a warm subhumid climate with summer rains Aw2(w)(i")
w’’, an average temperature of between 21.5to 27.8 °C, and
average annual rainfall of 1,500 m (Garcia, 1988).

Preparation of plant extracts

Thedried and ground leaves (500 g) of P. alliacea
and P. auritum were separately macerated in hexane (2
x 1000 ml) for 24 h (yield: 0.40 and 0.19 %, respectively).
The same procedure was followed to prepare the hex-
ane extract with 400 g of dried, ground A. indica seeds
(yield: 10.20 %). Subsequently, each extract was filtered
and concentrated under reduced pressure in a Blichiroto
evaporator to remove the solvent. For the preparation of
the methanol extract, the dried and ground plant mate-
rial of each species was placed separately in a soxhlet
extractor for 48 h. Solvent removal was performed under
vacuum. Yields obtained from A. indica, P. auritum and P.
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a vacio. Los rendimientos obtenidos de los extractos de A.
indica, P. auritum 'y P. alliacea fueron 4.91, 0.83 y 4.64 %,
respectivamente. Las concentraciones (1, 5, y 10 %) para
las pruebas en laboratorio (actividad antialimentaria, % de
mortalidad y CL,)) y 5, 10y 15 % para las evaluaciones (%
de mortalidad y CL,,) en campo se prepararon a partir de
los extractos organicos.

Cria de Spodoptera exigua

Las poblaciones de larvas y huevos colectados
en cultivos de maiz y algodén del campo experimental
del CIMMYT, campus Estado de México, en 1997, se
establecieron bajo condiciones ambientales controladas
(26 = 2 °C de temperatura, 65 £ 5 % de HR y fotoperiodo de
16:8 h [luz:oscuridad]). Para las pruebas antialimentarias
y de toxicidad en laboratorio y en campo se usé una
poblacion de larvas del 4 estadio de S. exigua.

Actividad antialimentaria

Pruebas con posibilidades de eleccion de
alimento. En una caja Petri (unidad experimental:UE) de 9
cm de diametro se colocé una base de papel filtro himedo
con agua destilada y en la superficie se ubicaron dos discos
foliares de lechuga de 3 cm de diametro, previamente
pesados. Uno de los discos fue asperjado por ambos lados
de la hoja (haz y envés) con 600 ul de cada concentracion
por extracto, y el segundo disco fue rociado con la misma
cantidad de agua destilada.

Sobre los discos foliares se colocaron dos larvas
de S. exigua, previamente pesadas y en abstinencia de
alimento por 5 h. Las cajas Petri fueron cubiertas por una
malla de tela organza, se mantuvieron a una temperatura
de 24 + 2°C, 63 £ 5 % de HR y un fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad). Después de 72 h, las larvas se retiraron
de los discos foliares y se pesaron para obtener su peso
final. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento,
incluyendo el testigo.

Las variables a evaluar fueron: indice de disuasiéon
alimentaria (FDI) = 100 [(C-T) / (C+T)]; donde: T = Peso de
disco tratado con extracto, C = Peso de disco sin extracto.
indice de supresion alimentaria (FSI) = 100 [(Cv-(C+T) /
Cv]; donde: T = Peso de disco tratado con extracto, Cv =
Variable control (peso de disco sin extracto), C = Peso de
disco del tratamiento control (Zapata et al., 2009).

Evaluacién de toxicidad en laboratorio

Pruebas sin posibilidades de eleccién de alimento.
Para la adaptacién de las larvas durante 24 h, se colocaron
tres larvas de 4% estadio de S. exigua en tres discos foliares
(3 cm de diametro) de lechuga sin extracto por cada caja
Petri de cristal (9 cm diametro). Después del tiempo de
adaptacion de las larvas, se registré el peso de cada una.
Posteriormente, en cada caja Petri se colocaron tres larvas
sobre tres nuevos discos foliares de lechuga (3 cm de
diametro), cada uno previamente rociado por ambos lados
(haz 'y envés) con 800 pl de extracto por concentracion (1, 5

alliacea extracts were 4.91, 0.83 and 4.64 %, respectively.
The concentrations (1, 5 and 10 %) for the laboratory tests
(antifeedant activity, mortality rate and LC,;) and those (5,
10 and 15 %) for the field trials (mortality rate and LC)
were prepared from the organic extracts.

Rearing of Spodoptera exigua

The larval populations and eggs collected in maize
and cotton crops at the CIMMYT (Spanish acronym for
the International Maize and Wheat Improvement Center)
experimental field, State of Mexico campus, in 1997, were
established under controlled environmental conditions (26
+ 2 °C of temperature, 65 + 5 % of RH and a photoperiod of
16:8 h [light: dark]). For the antifeedant and toxicity testing
in laboratory and field conditions, a population of 4"-stage
S. exigua larvae was used.

Antifeedant Activity

Choice tests. In a 9-cm-diameter Petri dish (experi-
mental unit: EU), filter paper wetted with distilled water was
installed as the base, and two lettuce leaf discs, both pre-
weighed and 3 cm in diameter, were placed on the surface.
One of the discs was sprayed on both sides of the leaf (top
and bottom) with 600 pl of each concentration per extract,
and the second disc was sprayed with the same amount of
distilled water.

Two S. exigua larvae, pre-weighed and starved for
5 h beforehand, were placed on the leaf discs. The Petri
dishes were covered by an organza fabric mesh, kept at
a temperature of 24 + 2 °C, 63 + 5 % of RH and a pho-
toperiod of 16:8 (light: dark). After 72 h, the larvae were
removed from the leaf discs and weighed to obtain their
final weight. There were five replicates per treatment, in-
cluding the control.

The variables assessed were: feeding deterrence in-
dex (FDI) = 100 [(C-T) / (C+T)], where: T = Weight of ex-
tract-treated disc, C = Weight of disc without extract. Feed-
ing suppression index (FSI) = 100 [(Cv-(C+T) / Cv], where:
T= Weight of extract-treated disc, Cv = Control variable
(weight of disc without extract), C = Weight of control treat-
ment disc (Zapata et al., 2009).

Laboratory evaluation of toxicity

No-choice tests.For adaptation purposes, three 4t"-
stage S. exigua larvae were placed for 24 h in three let-
tuce leaf discs (3 cm in diameter) without extract per glass
Petri dish (9 cm in diameter). After the adaptation time, the
weight of each larva was recorded. Subsequently, in each
Petri dish three larvae were placed on three new lettuce
leaf discs (3 cm in diameter), each pre-sprayed on both
sides (top and bottom) with 800 pl of extract per concentra-
tion (1, 5 and 10 %). There were five replicates per concen-
tration of each extract, including the control.
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y 10 %). Se realizaron cinco repeticiones por concentracion
de cada extracto, incluyendo el testigo.

Las lecturas del numero de larvas vivas y muertas
se hicieron cada 24 h durante cinco dias. Las condiciones
del bioensayo fueron: temperatura ambiente promedio
de 19 £ 2 °C, 60 £ 5 % de HR y fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad). Las variables que se evaluaron fueron:
porcentaje de mortalidad y concentracion letal media (CL, )
para los extractos hexanico y metandlico de cada especie.

Evaluacion de toxicidad en campo

El establecimiento del cultivo de tomate uva var.
Santa (Solanum lycopersicum Mill) se llevé a cabo bajo
sistema de produccion a campo abierto en el Rancho Los
Hoyos, ubicado en el km. 91 de la carretera internacional
Obregén-Guaymas, 7.6 km al norte, municipio de
Empalme, Sonora, México, ubicado a 27° 55’ LN y 110°
48 LO. La zona de cultivo presenta un clima seco muy
célido del tipo BW (h’) w (e), una temperatura media
maxima de 18 a 34 °C, con una precipitacion anual de
320 mm. Los tipos de suelos identificados en el area del
cultivo son: litosol, regosol y yermosol.

Manejo del cultivo

La siembra de las semillas de tomate se inici6 en
charolas de polietileno; se utilizé6 como sustrato peat moss
marca TBK'y vermiculita (2:1). Alos 35 dias de la siembra,
las plantulas fueron trasplantadas a campo abierto. La
mezcla de fertilizante que se aplicé fue 0.4 —0—-5 (N, P, K),
disolviendo 78 kg de nitrato de sodio y 288 kg de sulfato de
potasio en 3,000 L de agua. El fertirriego se realizd cada
tercer dia. En cada surco se sembraron las plantas de
tomate uva con una separacion de 55 cm entre plantas y
la distancia entre surcos fue de 1.2 m, obteniéndose una
densidad de cuatro plantas por m2.

Infestacion del cultivo

Se seleccionaron aleatoriamente 30 plantas (unidades
experimentales) de una altura de 45 a 50 cm en la etapa
fenoldgica de ramificacion de tomate uva, después de
cuatro semanas del trasplante. Se colocaron 15 larvas
(4to. estadio) por planta durante 24 h para su adaptacion.
Las plantas se aislaron mediante jaulas entomoldgicas
elaboradas con tela de organza blanca de 70 cm de largo
por 50 cm de diametro, sujetas por las estacas del tutoreo y
el amarre de la planta. Después de 24 h de la infestacion se
realizaron tres aplicaciones cada 30 min unicamente por la
mafana con la aspersion de 35 ml por cada concentracion
de los extractos metandlicos de Palliacea, P. auritum 'y
A. indica. Las condiciones de la prueba biolégica fueron:
temperatura ambiente promedio de 26 + 2 °C, 55 + 5 % de
HRy fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad). Las lecturas del
numero de larvas vivas y muertas se realizaron tres horas
después de la aplicacién para cuantificar el descenso de
la poblacion. A las plantas seleccionadas se les asignaron
los tratamientos de acuerdo con un disefio completamente
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Observations of the number of live and dead larvae
were made and recorded every 24 h for five days. The bio-
assay conditions were: average ambienttemperature of 19
12 °C, 60 + 5 % of RH and photoperiod of 16:8 (light: dark).
The variables assessed were: mortality rate and median le-
thal concentration (LC, ) for hexane and methanol extracts
of each species.

Field evaluation of toxicity

The establishment of the grape tomato var. Santa
(Solanum lycopersicum Mill) crop was carried out under an
open-field production system at Rancho Los Hoyos, locat-
ed at km. 91 of the Obregdén-Guaymas international high-
way, 7.6 km north of the municipality of Empalme, Sonora,
Mexico, located at 27° 55° NL and 110° 48 WL. The crop
area has a very warm, dry climate of type BW (h") w (e),with
an average maximum temperature of 18 to 34 °C and an-
nual rainfall of 320 mm. Soil types identified in the crop area
are: lithosol, regosol and yermosol.

Crop management

The tomato seeds were sown inpolyethylene trays,
with TBK-brand peat moss and vermiculite used as sub-
strate (2:1). At 35 days after sowing, the seedlings were
transplanted into the open field. The fertilizer mixture ap-
plied was 0.4 — 0 — 5 (N, P, K), dissolving 78 kg of sodium
nitrate and 288 kg of potassium sulfate in 3,000 L of water.
Fertigation was performed every other day. In each row, the
grape tomato seedlings were planted 55 cm apart and with
1.2 m row spacing, giving a density of four plants per m2.

Crop infestation

Four weeks after transplantation, 30 grape tomato
plants (experimental units), 45 to 50 cm in height, in the
phenological stage of branching were randomly selected.
Fifteen larvae (4" stage) were placed per plant for 24 h for
adaptation. The plants were isolated using entomological
cages made with white organza fabric, 70 cm long by 50
cm in diameter, fastened by the tutoring stakes and the
plant tyings. After 24 h of infestation, three applications
were made every 30 min inthe morning only, spraying 35
ml of each concentration of the P. alliacea, P. auritum and
A. indica methanol extracts. The biological test conditions
were: average ambient temperature of 26 + 2 °C, 55 + 5
% of RH and photoperiod of 12:12 h (light: dark). Obser-
vations of the number of live and dead larvae were made
and recorded every three hours after application for quan-
tifying the decrease in the population. The selected plants
were assigned treatments according to a completely ran-
domized design. There were three replicates per concen-
tration of each extract; the control was water + Tween 20
at 1 % v/v. The variables evaluated were: mortality rate
and median lethal concentration (LC,;) for the methanol
extract of each species.
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al azar. Se realizaron tres repeticiones por concentracion
de cada extracto; el control fue agua + Tween 20 al 0.1
% vlv. Las variables que se evaluaron fueron: porcentaje
de mortalidad y concentracion letal media (CL,)) para el
extracto metandlico de cada especie.

Analisis fitoquimico

Con lafinalidad de asociar el efecto téxico con el tipo de
metabolito secundario (alcaloides, fendlicos y terpenoides)
presente en cada extracto, se realizd un andlisis fitoquimico
de los extractos hexanico y metandlico de cada especie.
La identificacion se realizd por cromatografia en capa fina
aplicando 1 pl de cada extracto en cromatoplacas de gel
de silice 60 F254 (Merck). Para la deteccion de flavonoides
se empled como eluyente una mezcla de butanol: acido
acético: agua en una proporcion de 40:10:50 % v/v; los
agentes cromogénicos fueron 2-aminoethildifenilborinato y
polietilenglicol 4000; los componentes se visualizaron a una
longitud de onda de 365 nm. Para la deteccion de alcaloides
se us6 como eluyente metanol:diclorometano (8:2 % v/v), y
el agente cromogénico fue el reactivo de Dragendorff. Para
la identificacion de terpenoides se utilizd una mezcla de
tolueno:acetato de etilo (93:7 % v/v); el agente cromogénico
empleado fue vainillina al 1 % en etanol y acido sulfarico al
10 % en etanol (Wagner y Bladt, 1996).

Analisis estadistico

Se realizdé un Analisis de Varianza (ANOVA) y de
comparaciéon de medias LSD Fisher (P<0.05) mediante
el programa Statistical Analysis System (SAS) version
9.0. Las tasas de mortalidad fueron corregidas mediante
la férmula de Abbott (Abbott, 1925), y después fueron
analizadas mediante el analisis Probit (Finney, 1971).
El Analisis estadistico Probit permitio calcular la

Concentracion Letal Media (CL ;).

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antialimentaria

Los resultados de la actividad antialimentaria en S.
exigua que ocasionaron los extractos de A. indica, P. auritum
y P. alliacea se muestran en el Cuadro 1. No se encontraron
diferencias significativas de la disuasion del extracto
hexanico (P<0.608) entre las tres especies vegetales
(Cuadro 1). Tampoco se encontré variacion estadistica del
peso final del alimento en relacion con el testigo (Cuadro
1), lo que permitié inferir que hubo consumo del alimento,
con excepcion de la concentracion menor (1 %) del extracto
hexanico de P, alliaceae. Asimismo, el peso final de S. exigua
a las 48 h fue significativamente igual en los tratamientos del
extracto hexanico de P. alliacea con el testigo; solamente en
aquellas que fueron alimentadas con A. indica y P. auritum
hubo diferencias con menor peso (Cuadro 1).

Phytochemical analysis

In order to associate the toxic effect with the type of
secondary metabolite (alkaloids, phenolics and terpenoids)
present in each extract, phytochemical analysis of the hex-
ane and methanol extracts of each species was carried out.
Identification was performed by thin layer chromatography
by applying 1 pl of each extract on silica gel 60 F254 chro-
matoplates (Merck). For detection of flavonoids, a mixture
of butanol: acetic acid: water at a ratio of 40:10:50 % v/v
was used as eluent; the chromogenic agents were 2-ami-
noethyl diphenylborinate and polyethylene glycol 4000; the
components were visualized with a wavelength of 365 nm.
For detection of alkaloids, methanol: dichloromethane (8:2
v/v) was used as eluent, and the chromogenic agent was
Dragendorff’'s reagent. For identification of terpenoids, a
mixture of toluene: ethyl acetate (93:7 % v/v) was used; the
chromogenic agent used was 1 % vanillin in ethanol and 10
% sulfuric acid in ethanol (Wagner and Bladt, 1996).

Statistical analysis

An Analysis of Variance (ANOVA) and Fisher’s LSD
test (P<0.05) were performed using Statistical Analysis
System (SAS) software program version 9.0. Mortality
rates were corrected by Abbott’'s formula (Abbott, 1925),
and then analyzed by Probit analysis (Finney, 1971). The
Probit statistical analysis allowed calculating the Median
Lethal Concentration (LC,).

RESULTS AND DISCUSSION
Antifeedant activity

The results of the antifeedant activity in S. exigua
caused by the A. indica, P. auritum and P. alliacea extracts
are shown in Table 1. No significant differences were found
in the deterrence effect of the hexane extract (P<0.608)
among the three plant species (Table 1). Nor was there
any statistical variation in the final food weight in relation
to the control (Table 1), which allowed inferring that there
was food consumption, except for the lowest concentration
(1 %) of the hexane extract of P. alliaceae. Also, the final
weight of S. exigua at 48 h was, significantly, the same in
the P. alliacea hexane extract treatments and the control;
only in those fed A. indica and P. auritum were there differ-
ences in terms of lower weight (Table 1).

Antifeedant substances are classified as repellents
(they repel the insect without contact), suppressants (they
suppress intake after contact) and deterrents (they deter
the insect from intake after having tasted them) (Sengonca
et al., 2006). Based on these definitions and according to
the behavior of the larvae, the FSI was significantly lower
in the larvae treated with the A. indica hexane extract than
with the P. auritum and P. alliacea extracts.
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CUADRO 1. Comparaciéon de medias de los indices de disuasion alimentaria y supresion en Spodoptera exigua por efecto de los extractos
organicos de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria alliacea.

FDI Fsl DPL DPD
Especie Con.
o) hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
1 560a 573ab  9524a 77.05 bc 0.024a 0035a  0432b 0.532 abc
Petiveria alliacea 5 826a 6.45ab  8337ab 59.88c  0.023ab 0.017b  0509ab  0.501c
10 341a 517b  8319ab 7558bc  0.024a  0016b  0.537a 0.599 a
1 398a 549ab  8850a 7654bc  0014cd 0024ab  0504ab  0.580 ab
Piper auritum 5 432a 579ab  8751a 8252ab  0014cd 0022ab  0499ab  0.533 abc
10 458a 7.41ab  8022ab 7555bc  0.014cd 0.020b  0509ab  0.571ab
1 667a 439b  70.62bc 77.83bc  0.012d  0.021ab  0459ab  0.558 abc
Az‘;,'g;ig”ta 5 768a 975ab  6437c 97.18a  0016cd 0.024ab  0474ab  0.575ab
10 691a 10.88a  6414c 7423bc  0.018bc 0.019b  0493ab  0.592a
Control - ; 0.023ab 0022ab  0.543a 0.523 be
DHMS 5.60 5.42 1531  19.23 0.0055  0.0088 0.0995 0.0668

FDI: indice de disuasion alimentaria; FSI: indice de supresién alimentaria; DPL: Diferencia peso de larva; DPD: Diferencia peso del disco; Hex: Extracto hexanico; MeOH: Extracto metandlico. Medias
con igual letra por columnas son iguales a una P<0.05. DHMS = Diferencia Honesta Minima Significativa.

TABLE 1. Comparison of feeding deterrence and suppression index means in Spodoptera exigua as a result of organic extracts of Azadira-
chta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea.

FDI Fsl LWD DWD
Con.
Species .
(%) Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
1  569a 573ab 9524a 77.05 bc 0024a  0035a 0.432b 0.532 abc
Petiveria alliace 5 8.26 a 6.45 ab 83.37ab 59.88c 0.023 ab 0.017 b 0.509 ab 0.501c
10  341a  517b 83.19ab 7558bc  0.024a  0.016b 0.537a 0.599 a
1 398a 549ab  8850a 7654bc  0.014cd 0024ab  0504ab  0.580 ab
Piper auritum 5 432a 579ab 8751a 8252ab  0014cd 0022ab  0499ab  0.533abc
10 458a 741ab  8022ab 7555bc  0014cd 0.020b 0509ab  0.571ab
1 667a  439b  7062bc 77.83bc  0.012d  0.021ab  0459ab  0.558 abc
Az";',f";riighta 5 768a 975ab 6437c 97.18a  0016cd 0024ab  0474ab  0575ab
10 691a 1088a  6414c 7423bc  0018bc  0.019b 0493ab  0.592a
Control - - ; - 0023ab 0022ab  0543a 0.523 bc
HSD 5.60 5.42 15.31 19.23 00055  0.0088 0.0995 0.0668

FDI: Feeding deterrence index; FSI: Feeding suppression index; LWD: Larva weight difference; DWD: Disc weight difference; Hex: Hexane extract; MeOH: Methanol extract. Means with the same letter
in columns are equal at P<0.05. HSD = Honest Significant Difference.
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Las sustancias antialimentarias se clasifican como
repelentes (repelen al insecto sin establecer contacto),
supresivas (suprimen la ingesta después del contacto) y
disuasivas (disuaden al insecto de ingerirlas después de
haberlas degustado) (Sengonca et al., 2006). Con base en
estas definiciones y de acuerdo al comportamiento de las
larvas, la FSI fue significativamente menor en las larvas
tratadas con el extracto hexanico de A. indica que con los
extractos de P. auritum y P. alliacea.

El extracto metandlico de las tres especies ocasiond
un efecto de disuasion positivo en comparacion con el
extracto hexanico. Se observaron diferencias estadisticas
en el FDI (P<0.265) entre los extractos metandlicos de las
tres especies (Cuadro 1). El mayor efecto disuasivo de
la alimentacion en larvas de S. exigua se encontré en la
concentracion mas alta (10 %) del extracto de A. indica , y
el menor efecto en la concentracion mas baja de A. indica
(1 %) y en la mayor (10 %) de P. alliacea. Rossetti et al.
(2008) describen un elevado efecto diasuasivo del extracto
del fruto de M. azeradach en Spodoptera eridania a las
concentraciones de 2 y 10 % y moderado en la concentracion
intermedia (5 %). Los mecanismos quimicos de la actividad
antialimentaria en insectos plaga aun son poco claros
(Harmatha y Nawrot, 2002) para explicar estos resultados.
En el Cuadro 1 se presentan las variaciones de los pesos
del alimento (DPD) y de la larva (DPL) para cada tratamiento
del extracto metandlico. Estadisticamente, los resultados
muestran que no hubo consumo de alimento en la mayoria
de los tratamientos; solamente las larvas que lo consumieron
fueron las del control.

Es importante sefalar que no hubo diferencia
estadistica del FSI en la mayoria de los tratamientos del
extracto metandlico de las tres especies; solamente el
tratamiento del extracto metandlico de A. indica ocasiond
mayor supresion desde la concentracion mas baja que un
efecto antialimentario en comparacion con los extractos
de P. alliacea y P. auritum, lo que permitio inferir un efecto
toxico en la especie. Al respecto, Regnault-Roger et al.
(2004) mencionan que la mayor parte de los metabolitos
con actividad antialimentaria en insectos plaga provocan
otras propiedades bioldgicas (e. g. actividad insecticida,
alteraciones hormonales).

Toxicidad en laboratorio y en campo

El porcentaje de mortalidad que se observé en larvas
de S. exigua 4* estadio al ser tratadas con el extracto
hexanico en condiciones de laboratorio, mostré diferencias
estadisticas significativas (P<0.0003) en las tres especies.
El mayor efecto se manifest6é en las concentraciones mas
altas (10 %) de A. indica, P. auritumy P. alliacea en relacion
con el control (Figura 1).

El extracto metandlico resultdé ser mas téxico que el
hexanico. La concentracion mas alta (10 %) del extracto
metandlico de A. indica ocasioné el mayor porcentaje
de mortalidad; en P. auritum se encontré un efecto de

The methanol extract of the three species caused a
positive deterrent effect compared to the hexane extract.
Statistical differences were observed in the FDI (P<0.265)
among the methanol extracts of the three species (Table 1).
The greatest feeding deterrent effect in the S. exigua larvae
was found in the highest concentration (10 %) of the A.
indica extract, and the least effect in the lowest concentra-
tion of A. indica (1 %) and in the highest (10 %) of P. allia-
cea. Rossetti et al. (2008) describe a high dissuasive effect
of fruit extract of M. azeradach on Spodoptera endania at
concentrations of 2 and 10 % and moderate with the inter-
mediate concentration (5 %). The chemical mechanisms of
antifeedant activity in pest insects are still not clear enough
(Harmatha and Nawrot, 2002) to explain these results. Ta-
ble 1 shows the variations in the food and larva weights for
each methanol extract treatment. Statistically, the results
show that there was no food consumption in most treat-
ments; only the larvae used in the control consumed it.

Importantly, there was no statistical difference in the
FSI in most of the methanol extract treatments of the three
species; only the A. indica methanol extract treatment
caused greater suppression from the lowest concentration
as an antifeedant effect in comparison with the P. alliacea
and P. auritum extracts, which allowed inferring a toxic ef-
fect on the species. In this regard, Regnault-Roger et al.
(2004) mention that most metabolites with antifeedant ac-
tivity in pest insects also cause other biological properties
(e.g. insecticidal activity, hormonal changes).

Laboratory and field toxicity

The mortality rate observed in 4'"-stage S. exigua larvae
when treated with the hexane extract under laboratory con-
ditions showed significant statistical differences (P<0.0003)
in the three species. The greatest effect occurred with the
highest concentrations (10 %) of A. indica, P. auritum and P.
alliacea in relation to the control (Figure 1).

The methanol extract was more toxic than the hex-
ane one. The highest concentration (10 %) of the A. in-
dica methanol extract caused the highest mortality rate;
in Pauritum, there was an intermediate mortality effect
compared to the two other species (Figure 2). It has been
widely documented that A. indica produces multiple effects,
both antifeedent and toxic (Batabyal et al., 2009), which
is consistent with the results found in this study; however,
for the species P. auritum and P. alliacea, no studies were
found that report toxic effects in S. exigua.

Because the hexane extract of the three species re-
sulted in low toxicity (Figure 1), only the methanol extract
was evaluated in the field experiment; it caused a less toxic
effect in the field (Figure 3) than under laboratory condi-
tions (Figure 2) despite the application of higher concentra-
tions, which coincides with the findings reported by Garcia-
Mateos et al. (2007). Once again the A. indica methanol

Propiedades entomotoxicas...



mortalidad intermedio en relacion a las dos especies
(Figura 2). Se encuentra ampliamente documentado que
A. indica produce efectos multiples tanto antialimentarios
como toxicos (Batabyal et al., 2009), lo cual es congruente
con los resultados encontrados en el presente estudio; sin
embargo, para las especies P. auritum y P. alliacea no se
encontraron descritos los efectos toxicos en S. exigua.

Debido a que el extracto hexanico de las tres especies
ocasiono baja toxicidad (Figura 1), Unicamente se evalué
en campo el extracto metandlico; éste ocasiond un efecto
téxico menor en campo (Figura 3) que en condiciones
de laboratorio (Figura 2) a pesar de la aplicacion de
concentraciones mas elevadas, lo cual coincide con lo
reportado por Garcia—Mateos et al. (2007). Nuevamente el
extracto metandlico de A. indica fue el que ocasion6 mayor
porcentaje de mortalidad en larvas de S. exigua, en campo,
en segundo lugar P. auritum, y finalmente P. alliacea (Figura
3). Lewis y Van Endmen (1986) sefalan que los ensayos
realizados con insectos en campo pueden confirmar los
resultados obtenidos en el laboratorio, aunque estos ultimos
no pueden ser extrapolados a los realizados en campo o
invernadero debido a diversos factores como la alteracion
de las sustancias por factores ambientales, asi como a la
adaptacion del insecto al uso de sustratos artificiales en
el laboratorio. Sin embargo, Regnault-Roger et al. (2004)
mencionan que la composicién de los extractos crudos es
temporalmente estable; esto representa una ventaja para
el control de insectos plagas.

50 +

Mortalidad (%)
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extract caused the highest S. exigua larval mortality rate
in the field, followed in descending order by P. auritum and
P. alliacea (Figure 3). Lewis and Van Endmen (1986) point
out that trials conducted with insects in the field can confirm
the results obtained in the laboratory, although the latter
cannot be extrapolated to the field or greenhouse due to
various factors such as the alteration of substances by en-
vironmental factors, as well as the adaptation of the insect
to the use of artificial substrates in the laboratory. However,
Regnault-Roger et al. (2004) mention that the composition
of crude extracts is temporarily stable, which represents an
advantage for the control of pest insects.

Table 2 shows the LC obtained in laboratory and field
conditions. The A. indica hexane and methanol extracts
were the most potent, followed in effectiveness by the P,
auritum extracts which killed half the S. exigua population.
In the field, the methanol extract caused a toxic effect less
than that found in the laboratory.

The comparison of means analysis showed lower
mortality in S. exigua from the hexane extract (X =21.48b)
compared with the methanol extract ( X = 37.77a), possibly
due to: 1) the less polar nature (lipophilic), 2) the different
chemical composition of the hexane and methanol extracts,
3) the different metabolites of each species, and 4) the con-

centration of the various extract components.

ab

Petivena alliacea

Piper auritum

5 | 10

Azadirachta indica

Concentracion (%)

FIGURA 1. Toxicidad de los extractos hexanicos de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria alliacea en condiciones de laboratorio en
Spodoptera exigua. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas a una P<0.05.
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FIGURE 1. Toxicity of the Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea hexane extracts in Spodoptera exigua under laboratory
conditions. Treatments with the same letter are not significantly different at P<0.05.
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FIGURA 2. Toxicidad del extracto metanélico de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria alliacea en Spodoptera exigua en condiciones
de laboratorio. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas a una P<0.05.

Mortality rate (%)
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FIGURE 2. Toxicity of the Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea methanol extracts in Spodoptera exigua under laboratory
conditions. Treatments with the same letter are not significantly different at P<0.05.
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FIGURA 3. Toxicidad del extracto metanodlico de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria alliacea en Spodoptera exigua en campo. Tra-
tamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas a una P<0.05.
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FIGURE 3. Toxicity of the Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea methanol extracts in Spodoptera exigua in the field.
Treatments with the same letter are not significantly different at P<0.05.

En el Cuadro 2 se muestra la CL,, obtenida en
laboratorio y en campo. Los extractos hexanico vy
metandlico de A. indica fueron los mas toxicos; le siguieron
en efectividad los extractos de P. auritum para matar a la
mitad de la poblacion de S. exigua. En campo, el extracto
metandlico ocasiond un efecto tdéxico menor al que se
encontro en el laboratorio.

El analisis de comparacién de medias mostrd baja
mortalidad en S. exigua por el extracto hexanico ( X = 21.48b)

comparada con el extracto metandlico ( X = 37.77a), debido
posiblemente a: 1) la naturaleza menos polar (lipofilica), 2)
la diferente composicién quimica de los extractos hexanico y
metandlico; 3) los diferentes metabolitos de cada especie, y 4)
la concentracién de los diferentes componentes del extracto.

The phytochemical analysis allowed the qualitative
detection of several terpenoids in the A. indica methanol
extract (Table 3); azadirachtin is the predominant triter-
penoid in the species and which confers its insecticidal
properties (Pavela et al., 2009). In P. auritum, terpenoids
were detected in the hexane extract due to the presence
of volatile oils, which explains its moderate toxicity; in the
methanol extract, flavonoids and alkaloids were identified,
as reported in P. auritum by Harmatha and Nawrot (2002),
Castaneda et al. (2007) and Olvero-Verbel et al. (2009),
but Scott et al. (2008) associate the insecticidal activity with
the presence of piperamides, which explains the toxicity
detected in this study. On the other hand, the presence of
alkaloids, flavonoids and terpenoids in P. alliacea has been
reported (Bezerra et al., 2005). This study only found evi-
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El  analisis fitoquimico  permiti6  detectar
cualitativamente la presencia de varios terpenoides en el
extracto metandlico de A. indica (Cuadro 3); azadiractina
es el triterpenoide predominante en la especie y el que
confiere las propiedades insecticidas (Pavela et al., 2009).
En P auritum se detectaron terpenoides en el extracto
hexanico debido a la presencia de aceites volatiles, lo que
explica la moderada toxicidad; en el extracto metandlico
se identificaron flavonoides y alcaloides, como lo reportan
en P. auritum Harmatha y Nawrot (2002), Castafieda et
al. (2007) y Olivero-Verbel et al. (2009); pero Scott et
al. (2008) asocian la actividad insecticida a la presencia
de piperamidas, lo que explica la toxicidad detectada en
este estudio. Por otro lado, se menciona la presencia
de alcaloides, flavonoides y terpenoides en P. alliacea
(Bezerra et al., 2005); en el presente estudio sélo se
observaron evidencias de flavonoides y alcaloides,
pero las propiedades insecticidas descritas se deben
a la presencia de compuestos derivados de azufre,
metabolitos no estudiados en el presente estudio (Kubec
et al., 2002; 2003).

dence of flavonoids and alkaloids, but the insecticidal prop-
erties described are due to the presence of sulfur-derived
compounds, metabolites which were not examined in this
study (Kubec et al., 2002; 2003).

Regnault-Roger et al. (2004) note that the mortality
of pest insects depends directly on the extract concen-
tration and exposure time, but the mixture of compounds
in an extract can present a potentiation. De Souza et al.
(2009) mention that the presence of various metabolites in
an extract causes a synergistic effect, which increases the
activity and decreases resistance problems. Therefore, the
toxicity of an extract will be greater than that of an isolated
metabolite, as indicated by Garcia-Mateos et al. (2004).
This allowed inferring that the observed differences in the
toxic effect of the species A. indica, P. auritum and P. allia-
cea are due to the different chemical nature of metabolites
present in each extract; however, the study of these spe-
cies should be continued in order to extract other active
ingredients with other polar solvents.

CUADRO 2. Concentracion letal media de los extractos hexanico y metandlico de Azadirachta indica, Piper auritum y Petiveria alliacea en

Spodoptera exigua.

Laboratorio Campo
CL,, CL,,
Especie Extracto Limites fiduciales X2 Limites fiduciales  X?
(ppm) (ppm)
Hexanico 15.18 12.79-17.56 0.13 - - -
Azadirachta indica
Metandlico 4.03 2.61-5.45 0.08 9.61 7.86-11.35 0.03
Hexanico 113.48 107.81-119.14 0.42 - - -
Piper auritum
Metandlico 42.08 38.63-45.52 0.19 21.21 19.09-23.32 0.03
Hexanico 143.48 136.71-150.24 0.41 - - -
Petiveria alliacea
Metandlico 140.27 133.43-147.10 0.50 104.1 100.12-108.07 0.26

(-) = Extracto no evaluado.

TABLE 2. Median lethal concentration of hexane and methanol extracts of Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria alliacea in Spo-

doptera exigua.

Laboratory Field
LC,, LC,,
Species Extract Fiducial limits X2 Fiducial limits X2
(ppm) (ppm)
Hexanico 15.18 12.79-17.56 0.13 - - -
Azadirachta indica
Metandlico 4.03 2.61-5.45 0.08 9.61 7.86-11.35 0.03
Hexanico 113.48 107.81-119.14 0.42 - - -
Piper auritum )
Metandlico 42.08 38.63-45.52 0.19 21.21 19.09-23.32 0.03
Hexanico 143.48 136.71-150.24 0.41 - - -
Petiveria alliacea
Metandlico 140.27 133.43-147.10 0.50 104.1 100.12-108.07 0.26

(-) = Extract not evaluated.
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CUADRO 3. Tipo de metabolito secundario identificado en los extractos hexanico y metanélico de Azadirachta indica, Piper auritumy Peti-

veria alliacea.

Flavonoides

Terpenoides

Alcaloides

Especie Referencia
Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
Isman, 1997
Azadirachta indica nd nd nd +++ nd nd Pavela et al., 2009
Castafieda et al., 2007; Olivero-
Piper auritum nd ++ ++ nd nd + Verbel et al., 2009; Harmatha y
Nawrot, 2002
Bezerra et al., 2005.
Petiveria alliacea nd + nd nd nd +

Hex = extracto hexanico; MeOH = extracto metandlico. (+) = afirmativo; nd = no detectado

TABLE 3. Type of secondary metabolite identified in the hexane and methanol extracts of Azadirachta indica, Piper auritum and Petiveria

alliacea.

. Flavonoids Terpenoids Alkaloids
Species Reference
Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
Isman, 1997
Azadirachta indica nd nd nd +++ nd nd Pavela et al., 2009
Castafeda et al., 2007; Olivero-
Piper auritum nd ++ ++ nd nd + Verbel et al., 2009; Harmatha y
Nawrot, 2002
Bezerra et al., 2005.
Petiveria alliacea nd + nd nd nd +

Hex = hexane extract; MeOH = methanol extract. (+) = yes; nd = not detected

Regnault-Roger et al. (2004) sefalan que la
mortalidad de insectos plaga depende directamente de la
concentracion del extracto y del tiempo de exposicion; pero
la mezcla de compuestos en un extracto puede presentar
una potenciacion. De Souza et al. (2009) mencionan que la
presencia de varios metabolitos en un extracto causan un
efecto sinérgico, lo que incrementa la actividad y disminuye
problemas de resistencia. Por lo tanto, la toxicidad de un
extracto sera mayor a la de un metabolito aislado, como lo
sefialan Garcia-Mateos et al. (2004); esto permiti6 inferir
que las diferencias del efecto tdxico que se observaron en
las especies A. indica, P. auritum y P. alliacea se deben a
la diferente naturaleza quimica de metabolitos presentes
en cada extracto; pero no debe descartarse el estudio de
estas especies para extraer otros principios activos con
disolventes de otra polaridad.

En el presente estudio se encontr6 que son
marcadas las diferencias que existen entre las variaciones
de toxicidad por especie y por el tipo de extracto. De
Souza et al. (2009) evaluaron extractos de diferente
polaridad de varias especies de Asteraceae en larvas de
Spodoptera frugiperda, donde encontraron una variacion
de la mortalidad de 8.7 a 87.0 %. También se observo
que existe una respuesta diferencial del insecto receptor

This study found marked differences in toxicity levels
by species and type of extract. De Souza et al. (2009) as-
sessed different-polarity extracts of several species of As-
teracea on Spodoptera frugiperda larvae, finding a varia-
tion in mortality from 8.7 to 87.7 %. It was also observed
that there is a differential response by the receptor insect
to the different polarity and chemical composition of the
extracts. It should be noted that these are the first stud-
ies conducted with P. auritum and P. alliacea on S. exigua
larvae in laboratory and field conditions. Evaluating the ef-
ficiency of previously-unstudied plant extracts on S. exigua
larvae contributes to the search for natural insecticides, es-
pecially in regards to those plant species that have been
little studied or those which are on the point of extinction
(Regnault-Roger et al., 2004).

CONCLUSIONS

The methanol extract was more potent (mortality rate
and LC,)) than the hexane extract of the species A. indica,
P. auritum and P. alliacea. The A. indica methanol extract
caused greater mortality in S. exigua than P. auritum, and
the least effect was found in the P, alliacea extract. No signifi-
cant differences in the FDI of the hexane extract of the three
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a la diferente polaridad y composicion quimica de los
extractos. Cabe mencionar que estos son los primeros
estudios que se realizan con P. auritum y P. alliacea
en larvas de S. exigua en condiciones de laboratorio
y en campo. Evaluar la eficiencia de los extractos de
plantas no estudiadas en larvas de S. exigua, permite
contribuir a la busqueda de insecticidas naturales, sobre
todo en aquellas especies vegetales que han sido poco
estudiadas o aquellas que se encuentran a punto de
extincion (Regnault-Roger et al., 2004).

CONCLUSIONES

El extracto metandlico fue mas toxico (porcentaje
de mortalidad y CL,)) que el extracto hexanico de las
especies A. indica, P. auritum y P. alliacea. El extracto
metandlico de A. indica causo el porcentaje de mortalidad
mayor en S. exigua que P. auritum, y el menor efecto se
encontré en el extracto de P. alliacea. No se encontraron
diferencias significativas del FDI del extracto hexanico de
las tres especies vegetales. El extracto metandlico de las
tres especies ocasiond un efecto de disuasién positivo en
comparacién con el extracto hexanico. En condiciones de
laboratorio se encontré un efecto téxico de los extractos
mayor en S. exigua que en un cultivo de tomate uva var.
Santa infestado con la plaga a campo abierto.
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