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Resumen. El presente trabajo se desarrollo con el objetivo de evaluar el efecto insecticida del extracto etanélico de semillas de Neem (Azadirachta
indica A. Juss) sobre ninfas de la chinche de los pastos Collaria scenica Stal. Para eso, se elabor6 un extracto a partir de frutos inmaduros de Neem
mediante rotaevaporacion. El extracto fue diluido en tres concentraciones de ppm que corresponden a los tratamientos. Por medio de cromatografias
en capa delgada se determind la presencia de Azaridactina. Se realizé un experimento DCA de 4 tratamientos y 5 repeticiones que incluyo las tres
concentraciones del extracto y un control. En cada repeticion se usaron 15 ninfas, colocadas aleatoriamente en cajas plasticas herméticas con alimento
y la concentracion correspondiente. Diariamente se realizé una aplicacion del extracto y se registré porcentaje de mortalidad, nimero de exuvias y
ntmero de individuos que llegaron al estado adulto en cada tratamiento. Los resultados fueron analizados con prueba Kruskal-wallis y Games-Howell
para cada variable. Las tres concentraciones del extracto de semillas de Neem presentaron un efecto negativo sobre el desarrollo de las chinches. El
tratamiento mas concentrado (250 ppm) fue el més eficaz presentando una mortalidad del 97%, menor niimero de exuvias y menor nimero adultos
al final del ensayo.

Palabras-clave: Azaridactina; Chinche de los pastos; Control alternativo; Extracto botanico; Insecticida natural.

Insecticide Effect of Neem (Azadirachta indica A. Juss) Seed Extract against
Collaria scenica Stal (Hemiptera: Miridae)

Abstract. This work was developed with the objetive to evaluate the insecticidal effect of the Neem (Azadirachta indica A. Juss) seeds against grass
bug nymphs Collaria scenica Stal. For that, an extract was prepared from green fruits of Neem by rotaevaporacion. The extract was diluted in three
ppm concentrations corresponding to treatments. Using thin-layer chromatography we identified the presence of Azaridactina. DCA essay was carried
out with 4 treatments and 5 repetitions that included the three extract concentrations and a control. In each repetition were used 15 nymphs, randomly
placed in plastic boxes with food and the corresponding concentration. Every day an extract application was made and recorded mortality percentage,
number of exuviae and number of individuals who came to adulthood in each treatment. The results were analyzed using Kruskal-Wallis and Games-
Howell for each variable. The three concentrations of Neem seed extract had a negative effect on the development of the bugs. The more concentrated
treatment (250 ppm) was the most effective, showing a 97% mortality, fewer exuvias and and fewer adults in the end of the experiment.

Keywords: Alternative control; Azadiractine; Botanical extract; Grass bug; Natural insecticide.

antes como Collaria columbiensis, es un Hemiptero de la

familia Miridae que ocurre sobre las gramineas cultivadas
y no cultivadas en sus diferentes estados de desarrollo, lo que
facilita su reproducciéon y sobrevivencia durante todo el afio
(Martinez & BarrETO 1998). Es un insecto chupador que se
alimenta de la savia que extrae de las hojas provocando manchas
cloroéticas que disminuyen el area fotosintética de las plantas
(MARTINEZ & BARRETO 1998; ESTRADA 2002).

La chinche de los pastos Collaria scenica (Stal), conocida

La chinche de los pastos ha sido reportada en varias regiones de
Argentina, Uruguay, Colombia y Brasil. Segiin CarrEssI (1999)
y FERREIRA (2001) en este tltimo pais estd distribuida en siete
estados del sur donde es una plaga potencial en cultivos de trigo
en la region de los cerrados, bien como arroz avena y pastizales.
Otras especies del genero Collaria tienen amplia distribucion en el
continente Americano y son consideradas plagas de importancia
econémica en algunas gramineas especialmente en forrajeras
(MEtLo et al. 2004; BARBOZA 2009).

En las regiones ganaderas andinas, C. scenica se ha convertido
en la mayor plaga limitante para el desarrollo de la ganaderia

lechera, debido a que ataca agresivamente la graminea forrajera
Pennisetum clandestinum Hochst. ex Chiov. conocida como
pasto Kikuyo (MArTiNEz & BARRETO 1998; BARBOZA 2009). Esta
especie de pasto importada de Africa Oriental cubre 250.000
hectéreas en Colombia que representan el 80% del area dedicada
a la ganaderia lechera y constituye la principal fuente de forraje
de los valles andinos de clima frio (GaLinpo et al. 2001; ESTRADA
2002). El dafio causado por la chinche reduce la disponibilidad
de biomasa forrajera hasta en un 25% (Martinez & Barreto1998)
reduciendo también las utilidades (GaLivpo et al. 2001). Segin
Martinez y Barreto (1998) puede ocasionar una reduccion en
la produccion de leche que varia entre 0.5L y 5L/vaca/dia y
una disminucién en la capacidad de carga de hasta 2 unidades
animales/fanegada (DuarTe et al. 1998; MARTINEZ & BARRETO

1998).

El desconocimiento de la plaga por parte de los productores
ha conllevado al uso indiscriminado de una amplia gama de
insecticidas resultado en problemas de intoxicaciéon para los
animales, en la produccion y en el medio ambiente (MoRrALES &
RODRIGUEZ 2004; BARBOZA 2009). Con la reincidencia de la plaga
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poco tiempo después de las aspersiones los ganaderos varian las
dosisylas frecuencias de fumigacion generado ademés resistencia
por parte de la chinche.

Por lo anterior se hace necesario desarrollar herramientas
agroecologicas amigables con el ambiente y capaces de controlar
la plaga sin ocasionar problemas mayores a futuro. Una
alternativa estd dada por el uso de extractos de origen vegetal
como una nueva herramienta recurrente (MoRrENO et al. 2000).

El arbol de Neem (Azadirachta indica A. Juss) produce
un compuesto insecticida natural y biodegradable llamado
azadiractina, el cual se concentra en las semillas de los frutos
inmadurosypuedeserextraido facilmente con solventes organicos
(HerMEL et al. 1987; JounsoN et al. 1996). El poder insecticida
de la azadiractina se ha confirmado en 500 especies de insectos
plaga y su baja toxicidad en campo para vertebrados e insectos
benéfico (parasitoides, abejas y depredadores) ha sido remarcada
(ScuMUTTERER & SINGH 2002; MORGAN et al. 2009). La azadiractina
y los otros limonoides de las semillas de Neem inhiben la enzima
que cataliza el Gltimo paso del proceso que convierte a la ecdisoma
en la hormona activa 20-hydroxyecdysona (MrircHELL et al. 1997).
Entre sus efectos se destacan la inhibicion del apareamiento y
comunicacion sexual, impedimento de la ovoposicién y eclosion
de huevos, esterilidad en adultos, bloqueo de los pasos de mudas
necesarias para entrar a la siguiente etapa del desarrollo, efecto
anti-alimentario y el bloqueo de la sintesis de quitina (KooLmaN et
al. 1998; MorDUE et al. 2005).

Los efectos producidos por A. indica sobre los insectos hacen de
esta planta una interesante alternativa para el control de plagas
agricolas. Asi, el objetivo de esta investigacion fue evaluar por
primera vez el efecto insecticida del extracto etanélico de semillas
de Neem (A. indica) sobre individuos juveniles de C. scenica,
registrando el efecto de diferentes concentraciones del extracto
sobre el desarrollo de las chinches juveniles.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material vegetal y obtencion del extracto.
La colecta del material vegetal se realiz6 en el Municipio de
Girardot, Departamento de Cundinamarca, Colombia. Se
colect6 1kg de frutos con epicarpio color verde-palido debido a
que este estado fenoldgico es la etapa en que mayor contenido
de azadiractina se acumula en la semilla (HermEL et al. 1987;
JounsoN et al. 1996). En el laboratorio de investigacion
Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana, el material
vegetal fue descortezado y despulpado manualmente para liberar
las semillas, las cuales fueron deshidratadas por 120h al medio
ambiente y por 72h a una temperatura controlada de 40°C en
horno de secado. Posteriormente, 200g de semilla triturada se
mezclaron y agitaron magnéticamente en 1000mL de etanol por
24h. Lamezcla se filtro y la fraccion polar se someti6 a extraccion
hasta agotamiento total en un rotavapor (Buchi R-114, Suiza) con
presion de vacio entre 180 y 7ombar, a una temperatura de 40°C.
El extracto polar se almacené en un frasco de vidrio ambar bajo
sombray refrigeracion. Se tom6 1ml de extracto, se calent6 a bafio
maria sobre un vidrio de reloj hasta que se solidifico y se pesé en
balanza analitica para cuantificar su concentracién (mg/mL). A
partir de la concentracion calculada, se realizaron tres diluciones
en partes por millon ppm (50ppm, 150ppm y 250ppm) en agua
destilada y desmineralizada (pH 7), equivalentes a cada uno de los
tratamientos del bioensayo (Tabla 1). Se adoptd la metodologia
propuesta por MoreNo et al. (2000) y cada dilucién se deposito
en frascos de vidrio con atomizador bajo refrigeracion.

Cromatografias en capa delgada (C.C.D) del extracto.
Se realizaron dos cromatografias en capa delgada para
determinar y calcular el R, (relacién frentes) aproximado para
la azadiractina en dos sistemas de diferente polaridad. Como
sistema de fase movil se utiliz6 una mezcla de diclorometano-
acetona (9:1) y diclorometano-metanol (19:1); y como fase

( Montero et al. )

estacionaria silica gel de 0,25mm de grosor sobre una placa de
vidrio. Ambas cromatografias se sometieron en cada uno de los
sistemas en cdmaras de cromatografia convencional. El revelado
cromatografico se obtuvo con luz UV a una longitud de onda corta
(254nm), seguida de aspersion con vainillina y calentamiento a
80°C para aumentar la resolucion (coloracion).

Tabla 1. Concentraciones en partes por millon (ppm) del extracto
etandlico de semillas de Neem equivalentes a los tratamientos.

Volumen (mL) de

Tratamiento i G extracto diluido en 1000
en ppm mL de agua destilada
T1 50 0.069
T2 150 0.2
T3 250 0.35
T4 0 ()

Colecta de insectos y bioensayo. El experimento se llevo
a cabo en el Laboratorio de Control Bioldgico de la Pontificia
Universidad Javeriana con especimenes de C. scenica colectados
en pastizales de P. clandestinum en el municipio de Guacheta
(Cundinamarca, Colombia) 05°23’11”N — 73°41’24. Se mantuvo
una colonia de chinches en casa de malla de 120cm x 8ocm x
50cm, donde se ubicaron dos materas plasticas rectangulares de
50cm X 20cm X 15 cm con P. clandestinum. Esto fue realizado
con el objetivo de establecer una cria de la chinche y utilizar en
los bioensayos los descendientes de los individuos colectados en
campo.

Se elabor6 un ensayo DCA con los tres tratamientos
experimentales de diferentes concentraciones del extracto y un
control (T1: 50ppm, T2: 150ppm, T3: 250ppm, T4: oppm), con
5 repeticiones cada uno. Cada repeticién consistio en 15 ninfas
escogidas al azar y depositadas con pasto fresco en una caja
hermética plastica de1secm x 20cm x 10cm, para un total de 75
ninfas por tratamiento. No se utilizaron adultos ya que el efecto de
la azaridactina es mas evidente en ninfas debido a que interviene
directamente en el proceso de ecdisis y son los estadios juveniles
los que ocasionan el mayor dafio al cultivo. Los tratamientos
fueron aplicados con ayuda de un aspersor manual previamente
calibrado cada 24 horas durante 10 dias. Diariamente se cambio
el pasto deteriorado y se registr6 el nimero de individuos
muertos, el nimero de exuvias y el nimero de chinches que
llegaron al estadio adulto en cada tratamiento. Los datos fueron
analizados estadisticamente por medio del Software SPSS
Statistic 17.0 con pruebas de Kruskal-Wallis para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos. Finalmente se
realizaron pruebas post hoc Games-Howell para determinar la
concentraciéon més eficaz.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extracto e identificacion de azadiractina. El extracto
presentd una coloraciéon café-verdosa de apariencia muy
viscosa y de un fuerte olor similar al del ajo, concordando con
lo obtenido por RajraL (2005) y Siiva et al. (2007). El revelado
cromatografico demostrd que la azadiractina se pudo identificar
en ambos sistemas de fase movil de diferente polaridad. La
azadiractina al reaccionar con los croméforos de la vainillina
revela una coloracién café-rojiza cambiando a morado y su R,
es de 0.3 en sistema de fase movil diclorometano-acetona (9:1)
y 0.52 en diclorometano-metanol (19:1), segin el protocolo
adoptado (Tabla 2).

A pesar de que no se usaron placas de silica gel de Merck (250
um) para cromatografia en capa delgada y los frutos empleados
en el estudio difirieron en estado de madurez a los usados por
RaJPAL (2005), los valores obtenidos son muy proximos.

Mortalidad. Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (y2= 45.511, n=4, P=0.00, gl=3); la prueba Post hoc
Games-Howell determind que el testigo fue el significativamente
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Tabla 2. Comparacioén de valores de R, para la azadiractina obtenidos e calculados por RajraL (2005).

C EntomoBrasilis 5(2) )

Sistema de fase moévil Valor R obtenido Valor R_calculado por RaspAL (2005)
Diclorometano-acetona (9:1) 0.28 0.30
Diclorometano-metanol (19:1). 0.51 0.52
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Figura 1. Efecto del extracto de semillas de Neem en concentraciones 50 ppm (T1), 150ppm (T2), 250ppm (T3) y 0 ppm (T4) sobre C. scenica durante
10 dias. A. Porcentaje de mortalidad. B. Nimero de exuvias registradas. C. Porcentaje de ninfas que alcanzaron la adultez.
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diferente (F = 11.881, n=4, P=0.01) debido a que present6 una
mortalidad inferior al 10% al final del ensayo mientras que en
los tratamientos experimentales fue superior al 85% (Figura 1A).
Los primeros registros se obtuvieron 24h después de la primera
aplicacion y la mortalidad se incremento progresivamente cada
dia en todos los tratamientos que empleaban el extracto. El
mayor valor de mortalidad se registro en el tratamiento T3 (97%)
a los 10 dias, sin embargo se observo que las 3 concentraciones
proporcionan un control eficaz del insecto.

Efecto sobre el desarrollo de ninfas. La produccion de
exuvias fue diferente entre los tratamientos (32 = 12.667, n=4, P=
0.005, gl=3). El mayor promedio de exuvias fue encontrado en el
T4 (Figura 1B), de acuerdo con la prueba Post hoc (F= 8.675, n=
4, P=0.01). Este fue el tratamiento significativamente diferente
y registré un promedio de 26 exuvias a los 10 dias del ensayo.
Los tratamientos T2 y T3 presentaron en promedio la mitad
de lo encontrado en el T4. Adicionalmente, en los tratamientos
del extracto se observaron anomalias en el proceso de ecdisis
de algunas ninfas las cuales murieron en el proceso de muda.
Estos datos sugieren que el extracto de semillas de Neem pudo
haber actuado como un inhibidor del desarrollo. El nimero de
ninfas que alcanzaron la adultez también fue diferente entre los
tratamientos (32 = 14.937, n=4, P= 0.002, gl=3) obteniendo en
el T4 el mayor porcentaje (73.3%). El tratamiento T3 presento
el menor promedio de adultos con una diferencia del 48% con
respecto al testigo (Figura 1C).

Este trabajo indica por primera vez en la literatura que la
azadiractina contenida en el extracto de semillas de Neem
a concentraciones entre 50ppm y 250ppm resulta tener un
importante efecto insecticida sobre la chinche de los pastos. El
tratamiento T3, que presentaba la mayor concentracion, resultd
serel maseficaz, presentandola mayor mortalidad, menor niimero
de exuvias y adultos; sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos experimentales reafirmando
la eficacia de la azadiractina sobre C. scenica. El extracto parece
actuar como inhibidor del desarrollo de las ninfas reduciendo la
ecdisis hasta en un 50% y causando alteraciones como mudas
incompletas que terminan ocasionando la muerte del insecto
antes que este pueda completar su desarrollo y reproducirse.
La mortalidad registrada fue superior a lo obtenido con otros
productos de bajo impacto ecoldgico evaluados por Martinez
y Barreto (1998) y a lo obtenido por AtenHORTUA et al. (1996) al
tratar las chinches de los pastos con extractos de Ryania speciosa
Vahl (flacourtiaceae) y Piper grandis Kunth (piperaceae). Efectos
similares sobre el desarrollo y la mortalidad de ninfas (100% a los
10 dias) de Diaphorina citri Kuwayama (Homoptera: Psyllidae) y
larvas del Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae)
tratadas con azadiractina fueron reportados por WEATHERSBEEN &
Mckenzi (2005) y LianG et al. (2003) respectivamente. La accion
bioquimica de la azadiractina y sus efectos contra diferentes
plagas de insectos son profundizados en MorpuUE et al. (2005) y
en MoraaN et al. (2009), sin embargo no se encontré informacion
de trabajos con especies del género Collaria tratadas con
azadiractina.

Segun los resultados obtenidos extracto de semillas Neem podria
ser utilizado para prevenir los brotes de adultos de la plaga
y obtener un mejor control sobre las poblaciones locales de la
chinche de los pastos, sin embargo para afirmar esto es necesario
seguir realizando trabajos de investigacion, particularmente a
nivel de campo.

Adicionalmente, es importante mencionar que durante las
colectas de las chinches en campo se evidenci6 en los pastizales
fumigados una baja incidencia de enemigos naturales de la
chinche como la arafita Alpeida variabilis Keyserling (Aranae:
Araneidae) y la mariquita Eriopsis conexa conexa Germar
(Coleoptera: Coccinelidae) registrados por Garcia et al. (1997),
MARTINEZ & BARRETO (1998) y FLOREZ et al. (2004), mientras que
las chinches parecen perdurar o reaparecer al poco tiempo de las
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aplicaciones quimicas.
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