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Resumen: El objetivo del estudio consisti6 en evaluar la
efectividad del extracto etandlico de hojas de neem en el control
biolégico dela etapa larvaria de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). Se recolectaron y clasificaron por
tamaiio las larvas de S. frugiperda. Se prepard un extracto de hojas
de neem mediante secado, molienda y extraccién con etanol al
90%. Se identificaron cualitativamente metabolitos secundarios y
se cuantificé la azadiractina mediante HPLC-UV, construyendo
una curva de calibracién. Las larvas se expusicron i vitro a
diferentes concentraciones del extracto (0 %, 25 %, S0 %, 75 %,
100 %) en un disefio de bloques completamente al azar con cuatro
repeticiones. Se registrd la mortalidad larval secuencialmente y los
datos sc analizaron con ANOVA y prucba de LSD Fisher. El
tamizaje fitoquimico del extracto de neem reveld la presencia de
triterpenos/esteroles, alcaloides, flavonoides/antocianinas y
fenoles. El andlisis por HPLC-UV cuantificé la azadiractina, con
una curva de calibracién de alta linealidad (R*=0.99). La
caracterizacién morfoldgica de larvas de S. frugiperda mostré
rasgos distintivos bajo estercomicroscopio. Los ensayos de
mortalidad demostraron que el extracto de neem es efectivo
contra las larvas, especialmente en los primeros estadios. El
ANOVA indicé diferencias significativas en la mortalidad entre
los tratamientos con neem y el control, sin diferencias
significativas entre las concentraciones de 25 % a 100 %. El
extracto de neem, rico en compuestos bioactivos y con
azadiractina confirmada, demostré ser efectivo para controlar S.
frugiperda, incluso a bajas concentraciones, resaltando su

potencial como biopesticida.

Palabras clave: Compuesto bioactivo; estadio larvario;
fitoquimico; lepidéptero; maiz; plaga.

Abstract: The objective of this study was to evaluate the
effectiveness of an ethanolic extract of neem leaves in the biological
control of the larval stage of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). S. frugiperda larvae were collected and
size sorted. A neem leaf extract was prepared by drying, grinding,
and extraction with 90% ethanol. Secondary metabolites were
qualitatively identified, and azadirachtin was quantified by
HPLC-UV, and a calibration curve was constructed. Larvae were
exposed in vitro to different concentrations of the extract (0 %, 25
%, 50 %, 75 %, 100 %) in a completely randomized block design
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with four replicates. Larval mortality was recorded sequentially,
and data were analyzed using ANOVA and Fisher's LSD test.
Phytochemical screening of the neem extvact revealed rhe presence
of triterpenes/sterols, alkaloids, flavonoids/anthocyanins, and
phenols. HPLC-UV analysis quantified azadirachtin, with a
highly linear calibration curve (R’=0.99). Morphological
charvacterization of larval S. frugiperda showed distinctive features
under stereomicroscopy. Mortality assays demonstrated that neem
extract is ¢ffective against lavvae, especially in the early instars.
ANOVA indicated significant differences in mortality between
neem treatments and the contvol, with no significant differences
between concentrations ranging from 25% to 100%. Neem extract,
rich in bioactive compounds and with confirmed azadirachtin,
proved effective in controlling S. frugiperda, even at low
concentrations, highlighting its potential as a biopesticide.

Keywrods:  Bioactive compound; larval stage; phytochemical;
lepidopteran; corn; pest.
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Introduccién

El neem (Azadirachta indica) (A. Juss) es un arbol originario de la India, conocido por sus multiples aplicaciones
en la medicina tradicional, la agricultura y el control de plagas (Herrera et al., 2023; Martinez-Gonzélez et al.,
2023). Su extracto ha sido objeto de estudio por sus propiedades insecticidas y fitosanitarias, lo que lo convierte
en un candidato prometedor para el control biolégico de diversas plagas agricolas (Barcelé-Lépez et al., 2024).
Este arbol es valorado, no solo por su capacidad para controlar plagas, sino también por sus beneficios ecolégicos,
como la reduccién de la contaminacién ambiental actuando como un sumidero de carbono y ayudando a
purificar el aire (Rios, 2024).

Spodoprera frugiperda (J. E Smith), cominmente conocida como el gusano cogollero, es una de las plagas mds
destructivas en los cultivos de maiz y otros cultivos econémicos (Avila-Martinez et al., 2023). Su capacidad de
adaptacién y resistencia a pesticidas convencionales ha generado la necesidad de explorar métodos alternativos
de control (Valencia et al., 2024). En este contexto, el uso de extractos de plantas, como el de neem, se presenta
como una estrategia eficaz y sostenible para el manejo de esta plaga (Tulashie et al., 2021).

Los estudios han demostrado que el extracto etandlico de hojas de neem contiene compuestos bioactivos, como
la azadiractina, que poseen propiedades insecticidas y antifeedantes (Gil et al., 2022). Estos compuestos acttian
sobre el sistema hormonal de los insectos, interfiriendo en su desarrollo y reproduccién (Gualtieri et al., 2004).
Asi, la aplicacién de este extracto podria no solo reducir la poblacién de larvas de S. frugiperda, sino también
limitar el uso de quimicos sintéticos que pueden afectar la salud humana y el medio ambiente (Sosa-Castafieda
etal., 2019).

Ademis, la investigacién sobre el uso de extractos vegetales en el control de plagas ha cobrado relevancia en el
contexto de la agricultura sostenible (Lépez-Rodriguez et al., 2023). A medida que aumenta la preocupacién
por los efectos negativos de los pesticidas quimicos en la biodiversidad y la salud publica, se busca alternativas
mds seguras y efectivas (Zepeda-Jazo, 2018). El neem, con sus propiedades naturales, se posiciona como una
opcién viable para integrar en programas de manejo integrado de plagas (Diaz & Ortiz, 2005).

La eficacia del extracto etandlico de hojas de neem como control biolégico depende de varios factores,
incluyendo la concentracién del extracto, la forma de aplicacién y las condiciones ambientales (Fong Lores et
al., 2014). Esto resalta la importancia de realizar estudios sistemdticos para determinar las condiciones éptimas
que maximicen su efectividad (Villa-Martinez et al., 2015). Asimismo, el conocimiento tradicional sobre el uso
de plantas medicinales y sus extractos en el control de plagas puede ser un aliado valioso en la investigacién
cientifica (Saldafa et al., 2024).

Por otro lado, la resistencia de S. frugiperda a diferentes estrategias de control ha llevado a la incorporacién de
enfoques innovadores que combinan la biologfa y la ecologfa del insecto (Rodriguez-Soto et al., 2018). El estudio
del comportamiento y la fisiologia del gusano cogollero en respuesta a los extractos de neem podria ofrecer una
comprensién més profunda de su potencial como herramienta de control (Morales et al., 2010). Esto podria
abrir nuevas vias para el desarrollo de estrategias de manejo mas efectivas y adaptadas a las condiciones locales.
Finalmente, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar la efectividad del extracto etandlico de hojas
de neem en el control bioldgico de la etapa larvaria de S. frugiperda. Se espera que los resultados no solo validen
la utilizacién del neem como un bioplaguicida, sino que también contribuyan a una mayor comprensién de su
papel en la agricultura sostenible y en la conservacién del ecosistema.

Materiales y Métodos

Lugar de estudio
La experimentacién iz vitro se realiz6 en el laboratorio de biologfa de la Facultad de Ciencias Agrarias de la

Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, Ecuador. La captura de la S. frugiperda se efectué en un cultivo
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de maiz dentro de la localidad (2°15'9.54" S, 80°47'4.44" O) bajo un sistema de manejo convencional sin haber
aplicado aun insecticidas.

Captura de S. frugiperda

Se realiz6 por captura manual y recoleccién directa en el cultivo, inspeccionando cogollos y hojas en plantas en
etapa vegetativa, y en plantas en etapa reproductiva (llenado de grano) fueron inspeccionadas las mazorcas. Las
larvas capturadas fueron ubicadas en envases plésticos permitiendo el ingreso de aire, se suministré hojas tiernas
como alimento durante su traslado hasta el laboratorio para su caracterizacién morfolégica y distribucién de los
tratamientos.

Las larvas de gusano cogollero capturadas pasaron por un periodo de cuarentena y aclimatacién de 3 dias en
condiciones controladas a (2542 °C, 70+10% HR, 14 horas luz) en recipientes estériles con dieta a base de
cogollos tiernos de plantas de maiz. Esto permitié eliminar individuos no apropiados para el experimento. Las
larvas capturadas fueron clasificadas segtin su tamarfo, estableciendo cuatro categorfas: 24 estadio larva (5-7
mm), 3¢ estadio larva (8-10 mm), 4® estadio larva (11-15 mm) y 5% estadio larva (>16 mm), para el
establecimiento de los tratamientos se introdujeron cuatro larvas por cada envase plastico de capacidad 500 mL,
dentro de esta se metié como cebo y alimento pedazos de choclo tierno sumergido en los tratamientos que se
cambiaban a diario.

Preparacion del extracto de Neem

Para obtener el extracto a partir de hojas del arbol de neem (Azadirachta indica) se siguieron las
recomendaciones de Vera et al. (2024) y Vera-Rodriguez et al. (2025), el proceso inicié con la recoleccién y
desecacion de las hojas. Una vez recolectadas las hojas sanas, se limpiaron con agua destilada para eliminar
cualquier impureza superficial. Posteriormente, estas hojas limpias se extendieron para su secado a temperatura
ambiente en un lugar oscuro y con buena ventilacién, durante aproximadamente 72 horas. Para acelerar la
eliminacién de la humedad residual y asegurar un secado completo, las hojas pre-secadas se introdujeron en un
desecador de alimentos a una temperatura controlada de 45 °C durante un periodo de 24 horas.

Las hojas de neem completamente secas, deshidratadas a 105 °C hasta peso constante, se sometieron a la
molienda en un molino de laboratorio CT 293 Cyclotec, hasta obtener un polvo fino y homogéneo. Para la
extraccién de los compuestos bioactivos se pesé una cantidad de 20 gramos del polvo de neem, que se coloc en
un matraz Erlenmeyer y se afadié un solvente de extraccién (etanol al 90 %), en una proporcién 10:1 (v/p). Esta
mezcla se mantuvo en agitacién constante durante un periodo de 48 horas a una temperatura de 25 °C,
utilizando un agitador orbital-incubadora para asegurar una extraccién eficiente y uniforme.

Finalmente, para separar el extracto liquido del residuo s6lido, se realizé la filtracidn del extracto con la ayuda
de un papel filtro Whatman No. 1 y utilizando un embudo de decantacién. El liquido filtrado, que contiene los
compuestos extraidos de las hojas de neem, se almacené en frascos oscuros, herméticos y conservados a una
temperatura entre 4y 8 °C.

Determinacién de metabolitos secundarios en el extracto de neem

Para la identificacién de metabolitos secundarios se llevd a cabo mediante diversas pruebas cualitativas, segun
Vera et al. (2024) y Vera-Rodriguez et al. (2025). El andlisis de Liebermann-Burchard se fundamenté en la
adicién de una gota de 4acido sulftrico a 1 mL de anhidrido acético frio, que se incorporé a 10 mg del extracto
seco previamente solubilizado en cloroformo. La existencia de triterpenos o esteroles se establecié mediante la
inspeccion de las variaciones cromdticas que ocurrian en un lapso de 60 minutos.

Por otro lado, los anélisis de Mayer y Wagner emplearon la incorporacién de 3 gotas de sus respectivos reactivos
por cada mililitro de extracto, y la presencia de alcaloides se manifestd a través de la creacién de un sedimento
blanco en el caso del reactivo de Mayer y rojo pardo con el reactivo de Wagner. La prueba de Shinoda, por su
parte, implicé la adicidén de limaduras de magnesio y 3 gotas de acido clorhidrico concentrado a 1 mL de extracto,



Vera-Rodriguez, José Humberto; Garcia-Mata, Byron Eduardo; Rios-Catota, Daicy...

revelando la presencia de flavonoides por el aumento en la intensidad de un color naranja acompanado de
efervescencia.

La deteccién de fenoles se realizé mediante la incorporacién de 2 gotas de cloruro férrico al extracto, lo cual se
evidencié por la aparicién de una pigmentacién verde oscura intensa.

Determinacion de Azadiractina por Cromatografia de Alta Resolucién con Deteccion Ultravioleta (HPLC UY)
La determinacién de azadiractina se efectuo bajo la metodologfa propuesta por Esparza-Diaz et al., (2010). El
extracto se filtré para eliminar particulas sélidas y se concentré mediante evaporacién para aumentar la
sensibilidad. Paralelamente, se prepar6 una solucién estandar de azadiractina con pureza conocida en el mismo
solvente de extraccién, asegurando su concentracién dentro del rango lineal del método HPLC Thermo
Scientific (DIONEX UltiMate 3000). Para el andlisis, se empled una columna C18 de fase reversa con una fase
mévil de agua y acetonitrilo en gradiente, ajustando el flujo para un tiempo de retencién éptimo y manteniendo
la temperatura constante. La muestra y el estandar se inyectaron separadamente en el HPLC, y la elucién se
monitore con un detector UV a 214 nm. Finalmente, se generd una curva de calibracién a partir del estdndar,
y el drea del pico de la azadiractina en la muestra se comparé con esta curva para determinar su concentracion.

Curva de calibracion y cilculos de azadiractina

Se prepararon una serie de soluciones estdndar de azadiractina con concentraciones trazables y precisamente
conocidas dentro del rango dinamico lineal del sistema HPLC, especificamente a 1050 ppm, 525 ppm, 262,5
ppm y 131,25 ppm. Cada solucién estandar se inyect$ por triplicado en el sistema HPLC equipado con un
detector UV operando a la longitud de onda de maxima absorbancia de la azadiractina (Amax~214nm). Se
registraron las dreas de los picos cromatograficos correspondientes a la azadiractina para cada inyeccién. Los
valores promedio de las dreas de pico obtenidos para cada concentracién estidndar se tabularon (Tabla 1) y se
utilizaron para construir una curva de calibracién, graficando el area del pico en funcién de la concentracién del
estandar. La linealidad de la curva se evalué mediante el coeficiente de correlacién (R?) y el andlisis de residuos.

Tabla 1. Datos para la construccién de la curva estandar / Table 1. Data for the construction of the standard curve

N.lvel de Concentraciéon ppm Absorbancia
calibracién
1 1050 1258632,5
2 325 62534875
3 262,5 298512
4 131,25 155523,75

Establecimiento de los tratamientos y disefio experimental

El porcentaje de mortalidad se evalué secuencialmente hasta que uno de los tratamientos alcanzé el 100 %, que
en nuestro caso se dio a los 7 dias. Se establecieron los siguientes tratamientos por ingestion (cebos) con extracto
de neem hasta dosis crénicas: T1 (Control), T2 (25 %), T3 (50 %), T4 (75 %) y TS5 (100 %). El experimento se
condujo utilizando un disefio de bloques completamente al azar (DBCA) con cuatro replicas por tratamiento.
Los datos de mortalidad fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y, en caso de significancia, se
aplicé una prueba de comparacién de medias de LSD Fisher con un nivel de significancia de =0.05. Los anilisis
estadisticos se realizaron utilizando el software Infostat versién 2020.

Resultados y Discusién

Tamizaje fitoquimico del extracto de hojas de Neem
La Tabla 2 presenta los resultados del tamizaje quimico realizado al extracto de hojas de neem para la deteccién
de diversos compuestos bioactivos.
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Tabla 2. Tamizaje quimico del extracto de hojas de neem. / Table 2. Chemical screening of neem leaf extract.

Compuesto bioactivo Técnica de referencia Resultado
Triterpenos/Esteroles Reactivo Lieberrmann-Burchard  Positivo
Reactivo Mayer Positivo
Alcaloides Reactivo Wagner Positivo
Reactivo Dragendorff Positivo
Flavonoides/Antocianinas  Prueba Shinoda Positivo
Fenoles Cloruro férrico Positivo

La presencia de triterpenos/esteroles, alcaloides, flavonoides/antocianinas y fenoles en el extracto de hojas de
neem sugiere una rica composicién quimica con potencial para el control de plagas agricolas, incluyendo .
frugiperda. Los triterpenoides, especialmente la azadiractina, son constituyentes clave del neem con una potente
actividad insecticida. La azadiractina acttia como un regulador del crecimiento de insectos, inhibiendo procesos
esenciales como la muda, la alimentacién y la reproduccién en varias especies de plagas, incluyendo el gusano
cogollero del maiz (8. frugiperda) (Gonzélez-Maldonado et al., 2015).

Estudios han corroborado la eficacia de los extractos de neem ricos en azadiractina en la reduccién del dafio
foliar causado por las larvas de S. frugiperda y en la alteracién de su desarrollo (Esparza-Diaz et al., 2010). Por
otro lado, los alcaloides, aunque menos investigados en el neem en comparacién con los triterpenoides, también
podrian contribuir a su actividad insecticida (Lores et al., 2014). Se sabe que ciertos alcaloides presentes en otras
plantas ejercen efectos toxicos, antialimentarios o de disrupcién del sistema nervioso en insectos, la presencia de
alcaloides en el extracto de hojas de neem sugiere un potencial adicional para el control de plagas.

Los flavonoides y los fenoles, ademds de sus reconocidas propiedades antioxidantes, también han demostrado
poseer actividad insecticida y antialimentaria contra diversas plagas (Lores et al., 2014). Estos compuestos
pueden interferir con la fisiologia de los insectos, afectar su digestién o actuar como repelentes. En el caso
especifico de S. frugiperda, algunas investigaciones han indicado que ciertos flavonoides pueden disminuir la
supervivencia y el crecimiento larval (Nava-Pérez et al., 2012). Asimismo, los compuestos fenélicos pueden

contribuir a los mecanismos de defensa de las plantas contra los herbivoros a través de diversas vias (Barros-Rios
etal,2011).

Presencia de azadiractina por HPLC-UV
La figura 1 muestra una gréfica de calibracién para la azadiractina, donde se relaciona la Absorbancia (en el ¢je
vertical) con la Concentracién en ppm (partes por millén, en el ¢je horizontal).
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Figura 1. Curva patrén de azadiractina / Figure 1. Azadirachtin standard curve

El analisis de la curva de calibracién obtenida mediante HPLC-UV para la cuantificacién de azadiractina reveld
un coeficiente de determinacién (R?) de 0.99, lo que estadisticamente indica una correlacién lineal perfecta entre
las concentraciones del estindar de azadiractina y las reas de los picos cromatograficos correspondientes. Este valor
de R? sugiere una excelente linealidad del método dentro del rango de concentraciones evaluado, lo que implica
una alta predictibilidad y robustez de la respuesta instrumental en relacién con la concentracién del analito,
validando asi la precisién y exactitud del método analitico empleado para la determinacién de azadiractina. Esta
linealidad perfecta es crucial para la cuantificacién precisa, ya que permite una extrapolaciéon confiable de la
concentracién del analito en la muestra a partir de su respuesta instrumental (Amaya Vesga et al,, 2023).

Caracterizacion morfoldgica de S. frugiperda

La figura 2 muestra la caracterizacién y clasificacion de los estadios larvarios de la S. frugiperda capturados.

O 1 2

Figura 2. Clasificacién de los estadios larvarios de la S. frugiperda capturados /
Figure 2. Classification of captured S. frugiperda larval stages

Bajo el estereomicroscopio, la larva de S. frugiperda exhibe una segmentacién corporal conspicua, con setas
dorsales prominentes y una cdpsula cefélica bien definida. Se observa un patrdén caracteristico en la cabeza,
incluyendo la linea ecdisial y suturas adfrontales que forman una "Y" invertida, un rasgo clave para la
identificacién larval. La presencia de pindculos y su disposicion, especialmente los cuatro puntos negros en forma
de cuadrado en el octavo segmento abdominal, son también notables a esta magnificacién. La nitidez y la
capacidad de visualizacién tridimensional del estereomicroscopio son cruciales para apreciar los patrones de
setas, la ornamentacidn cuticular y las marcas distintivas como la "Y" cefélica y los puntos abdominales, caracteres
morfoldgicos esenciales para la taxonomia y el manejo de esta plaga (N4jera-Miramontes et al., 2016).
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Mortalidad de S. frugiperda bajo el efecto del extracto de Neem

El porcentaje de mortalidad del gusano cogollero en diferentes categorias de tamafio larval (5-7 mm, 8-10 mm,
11-15 mm, >16 mm) para cada uno de los tratamientos con extracto de hoja de neem alcanzada a los 7 dias de
iniciado el tratamiento, se muestra en la figura 3.
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Figure 3. Mortality of S. frugiperda under the effect of neem leaf extract
E.E.: 7,61 T1 (Control), T2 (25 %), T3 (50 %), T4 (75 %) y TS (100 %)

La figura confirma la efectividad del extracto de hoja de neem en el control de la mortalidad del gusano cogollero,
especialmente en las larvas mds jévenes. Las diferentes concentraciones probadas muestran una efectividad
similar, lo que podria implicar que concentraciones mas bajas podrian ser suficientes para lograr un control
significativo, al menos en las primeras etapas larvales. Esta observacion es consistente con la literatura que indica
que los insectos en sus primeros estadios larvales suelen ser mas vulnerables a los efectos de los insecticidas
botdnicos debido a su menor tamafno y menor desarrollo de mecanismos de desintoxicacién (Devine et al.,
2008). Por lo tanto, el monitoreo temprano de las infestaciones y la aplicacién oportuna de extracto de neem
podrian optimizar su eficacia en el manejo integrado de plagas del gusano cogollero.

El andlisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas en el porcentaje de mortalidad entre los
diferentes tratamientos con extracto de hoja de neem. Las medias de mortalidad para los tratamientos TS5
(100%), T4 (75%), T3 (50%) y T2 (25%) no son significativamente diferentes entre si, es decir las
concentraciones de extracto de neem del 25% al 100% producen niveles de mortalidad estadisticamente
similares en las condiciones de este experimento. Mientras que, la media de mortalidad para el tratamiento T1
(Control) alcanzé un porcentaje de mortalidad muy bajo y consistentemente inferior al de los otros tratamientos
en todas las categorfas de tamafio de las larvas, siendo asi, para las larvas de (5-7 mm) alcanzo un porcentaje de
mortalidad por debajo del 5%, llegando a disminuir incluso mas, cercana a 0% para las demds categorias de larvas,
indicando una diferencia significativa (p > 0.05) segun la prueba de LSD de Fisher.

Este hallazgo concuerda con la presencia de azadiractina determinada por HPLC-UV en las muestras de neen y
estudios previos que han documentado las propiedades insecticidas del neem, son atribuidas principalmente a la
azadiractina, un tetranortriterpenoide (familia de los triterpenoides) que interfiere con el sistema hormonal de
los insectos, afectando su alimentacién, crecimiento y reproduccién (Esparza-Diaz et al., 2010). La alta
mortalidad observada en las larvas tratadas con neem, independientemente de la concentracién (dentro del
rango estudiado), subraya el potencial de este biopesticida como una alternativa viable a los insecticidas
sintéticos en el manejo de S. frugiperda.
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Conclusiones

El tamizaje fitoquimico revel6 una rica composicién del extracto de neem con triterpenos/esteroles, alcaloides,
flavonoides/antocianinas y fenoles, sugiriendo potencial para el control de plagas. La presencia de azadiractina
se confirmé con alta confiabilidad (R* = 0,99) mediante HPLC-UYV, validando el método de cuantificacién. La
identificacién morfolégica de S. frugiperda fue precisa gracias a la observacién de rasgos distintivos bajo
estereomicroscopio.

El analisis experimental demostré que el extracto de hoja de neem es efectivo para aumentar la mortalidad del
gusano cogollero en comparacidn con el tratamiento control, dentro de las concentraciones probadas (25 % al
100 %). Esto indica que incluso concentraciones bajas del extracto podrian ser suficientes para controlar la plaga,
lo que subraya su potencial como biopesticida.
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