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RESUMEN

El presente trabajo de investigacibn se desarrollé en el Centro de Agricultura
Protegida de la Facultad de Agronomia, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn,
ubicado en el Campus de Ciencias Agropecuarias en el Municipio de Escobedo del
Estado de Nuevo Ledn con el objetivo de evaluar el efecto insecticida de extractos de
neem (Azadirachta indica A. Juss.) sobre adultos de mosca blanca (Bemisia tabaci
Genn.) en el cultivo de tomate en invernadero. El experimento consistié en el
establecimiento de cuatro tratamientos (T1, testigo; T2, extracto de semilla de neem;
T3, extracto foliar de neem; T4, Sivanto prime) para el control de adultos de mosca
blanca, en plantas de tomate tipo cherry. Los insectos se introdujeron de manera
asistida en una jaula entomoldgica por cada planta. De acuerdo a un disefo
completamente al azar, cada tratamiento tuvo cinco repeticiones, evaluando la
mortalidad de mosca blanca. Las diferencias en porcentaje de mortalidad entre los
tratamientos se estudiaron con un ANVA y una comparacién de medias (Tukey); el
ANVA indicé diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05). Los resultados
demostraron el efecto insecticida de los tratamientos sobre B. tabaci en el siguiente
orden: T4 (Sivanto prime), T2 (Extracto de Semilla de neem), T3 (Extracto foliar de

neem) y T1 (Testigo).

Palabras claves: Efecto insecticida, invernadero, jaulas entomoldgicas.
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ABSTRACT

This work was developed at the Facultad de Agronomia of the Universidad Autonoma
de Nuevo Ledn, in order to evaluate the insecticidal effect of neem extracts on adults
of B. tabaci in tomato crop cherry type under greenhouse conditions. Four treatments
were evaluated (T1 control, T2 neem seed extract, T3 neem leaf extract and T4
Sivanto prime) for control of B. Tabaci adults. Treatments were assigned according to
a completely randomized design with five replications, using an entomological cage
with a tomato plant as experimental unit. Data of adult mortality were taken in each
cage. The analysis of variance for mortality indicated a significant difference between
treatments. The results showed adulticide effect of B. tabaci in the following order: T4

(Sivanto prime), T2 (neem seed extract), T3 (neem leaf extract) and T1 (control).

Key words: Insecticidal effect, greenhouse, entomological cages.
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1. INTRODUCCION

Desde la década de 1960, el uso de plaguicidas sintéticos ha jugado un papel
importante en el aumento de la produccién agricola en el mundo. El aumento en el
uso de pesticidas tiene el potencial de afectar negativamente a los agricultores, los
consumidores y el medio ambiente. Ademas, la demanda de los consumidores de
productos agricolas sin buen manejo, alienta a los agricultores a utilizar mayores

insecticidas sintéticos (Silva et al., 2013).

La implementacion de agroquimicos ha sido mudultiple y variado en la agricultura,
consumiendo el 85% de la produccidon mundial (Ramirez y Lacasafna, 2001). En
convenios internacionales, como el de Estocolmo, celebrado en el ano 2001, se ha
buscado eliminar o restringir los agentes contaminantes persistentes, como los
organoclorados, denominados de interés prioritario y urgente. Por lo anterior, es
necesario desarrollar herramientas agroecoldgicas capaces de controlar plagas y
enfermedades en las plantas, sin ocasionar mayores problemas en un futuro a corto,
mediano y largo plazo. Una alternativa viable y factible, es el uso de extractos de
origen vegetal o también conocidos como biorracionales, los cuales cuentan con
efectos plaguicidas hacia insectos fit6fagos, que son enemigos naturales en los

sistemas de cultivo en la produccién agricola mundial (Rausell et al., 2000).
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Diferentes aceites esenciales y extractos de plantas han sido reconocidos como
excelentes ovicidas de la familia Culicidae (Govindarajan et al., 2011), larvicidas
(Amer y Mehlhorn, 2006), adulticidas (Govindarajan y Sivakumar, 2012), inhibidores
de crecimiento y/o reproduccién (Rajkumar y Jebanesan, 2005), repelentes de
adultos (Amer y Mehlhorn, 2006) y supresores de oviposicidén (Elango et al., 2009). El
uso de extractos vegetales y aceites esenciales para el MIP (Manejo Integral de
Plagas) representan una de las alternativas mas prometedoras para explorar nuevas
soluciones ecoldgicas contra insectos plaga en los diferentes sistemas de produccion
de hortalizas.
Productos y subproductos del arbol de neem (Azadirachta indica A. Juss.), se han
implementado con frecuencia, como alternativa a los plaguicidas sintéticos, debido a
su accion insecticida, antialimentarios del insecto y los efectos reguladores del
crecimiento. Por otra parte, las nuevas formulaciones de materiales ecoldgicos se
desarrollan continuamente y por lo tanto, tienen que ser evaluados para conocer con
certeza su eficacia y persistencia en el control de plagas.
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 benéficos
(parasitoides, abejas y depredadores) ha sido remarcada (Morgan, 2009), esto ha
permitido considerar al arbol de neem, como un elemento indispensable en el aporte

de efectos insecticidas en las nuevas formulaciones agroecolégicas a nivel mundial.



1.1.Hipodtesis

Los extractos de neem, tienen efecto insecticida en adultos de mosca blanca en el

cultivo de tomate, por lo tanto son una alternativa de control viable en invernadero,

que puede sustituir el uso de agroquimicos.

1.2.Objetivo

Evaluar el efecto insecticida de los extractos de neem sobre adultos de mosca blanca

en el cultivo de tomate de invernadero.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1.Mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.)

2.1.1. Taxonomia

Bemisia tabaci Genn. fue clasificada taxonémicamente por Gennadius en 1889 vy
posteriormente fue descrita por vez primera en Espana como plaga ocasional en
algunos cultivos horticolas (Gomez, 1943). La clasificacién entomoldgica se describe
a continuacion:

Tipo: Insecto

Nombre Cientifico: Bemisia tabaci

Reino: Animalia

Division: Arthrépoda

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera

Familia: Aleyrodidae

Género: Bemisia

Especie: tabaci

Nombres comunes: Mosca blanca



2.1.2. Ciclo de vida

La mosca blanca se caracteriza por tener una metamorfosis incompleta, pasando por
tres etapas: huevo, cuatro estadios ninfales y adulto. El ciclo de vida de Bemisia
tabaci estd muy influenciado por factores abidticos como la temperatura, la humedad
relativa y el fotoperiodo, asi como las caracteristicas de su hospedante, por lo que la
literatura al respecto es muy variable. Los huevos de Bemisia tabaci, son colocados
individualmente o en grupos en el envés de las hojas. La eclosion puede presentarse
entre 5-10 dias después (Ulloa, 2005).

La fecundidad es de 100 a 300 huevos y varia dependiendo de las condiciones
ambientales. La ninfa presenta cuatro estadios (3-6, 3, 2 y 2-4 dias de duracion
respectivamente), de los cuales solo es movil el primero; se alimentan unicamente en
el envés de las hojas.

El adulto mide 1-2 mm de longitud y es blanco. El ciclo de vida bajo condiciones
optimas (en el tropico) generalmente dura menos de tres semanas y es afectado por
las condiciones ambientales (temperatura y precipitacion), ademas del tipo de
hospedante.

Los adultos de la estacién seca tienen una longevidad de 10-15 dias, siendo las
hembras las que generalmente viven mas tiempo. La proporcibn de sexo
generalmente es 1:1, aunque las hembras infantilizadas colocan huevos de los

cuales eclosionan solamente machos (Ulloa, 2005).



2.1.3. Ecologia y comportamiento

La mosca blanca pertenece a la familia Aleyrodidae, siendo considerada en diversas
localidades del mundo desde 1926 hasta 1981 como una plaga esporadica y
secundaria; sin embargo, en los ultimos afos se convirtid en una plaga y vector de
algunos virus importantes. Las razones para este cambio de status no han sido
determinadas todavia, pero podrian ser: las modificaciones en las practicas
agricolas, la expansion del monocultivo bajo irrigacion, el uso excesivo de pesticidas,
la creacidn de resistencia a los insecticidas y el intercambio mundial de plantas y
productos vegetales (Valarezo et al, 2008).

El conocimiento de la etologia (capacidad de vuelo, horas de actividad, seleccion de
hospedantes y aspectos sensoriales) de Bemisia tabaci es un elemento clave para su
manejo. Bemisia tabaci no es un volador eficiente, y cominmente se desplaza a
menos de 50 cm del suelo (Ulloa, 2005).

En sus poblaciones normalmente coexisten dos morfos o tipos de insectos en
relacion con la dinamica del vuelo, uno migratorio y otro de vuelos triviales. El
desplazamiento del primero, depende principalmente de corrientes de vientos a
grandes alturas, las cuales son aprovechadas por el insecto para colonizar campos
lejanos, hasta 7 km desde su punto de origen, temprano por la manana. En cambio,

los vuelos cortos son continuos durante el dia (Ulloa, 2005).



214. Historia e importancia

La mosca blanca es originaria del sur de Asia, algunos autores consideran que del
medio oriente, especificamente de India y Pakistan, encontrandose distribuida
actualmente en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Su habitat
se extiende alrededor del planeta, entre 30° Latitud Norte y los 30° Latitud Sur
(Rodriguez y Morales, 2007).

En América latina, la mosca blanca empez6 a convertirse en una plaga de
importancia econdmica a partir de la década de los 70°s como consecuencia del uso
intensivo de algunos agroquimicos que fueron utilizados en campos agricolas
después de la segunda guerra mundial en cultivos comerciales como el algodon

(Rodriguez y Morales, 2007).

2.1.5. Perspectiva agronémica

Reconocida por investigadores y agricultores a fines del siglo XIX, la mosca blanca
ha sido una limitante en la agricultura mundial desde 1970; inicialmente en cultivos
horticolas bajo invernaderos (Roman, 2008). Es un insecto plaga, dificil de controlar,
debido a su alta tasa de reproduccién y su amplio rango de hospederos, se puede
encontrar en algunos cultivos de importancia agricola como tomate, chile, melén,
sandia, pepino, calabaza, frijol, camote y algodén, pero también en algunas malezas
de hoja ancha, constituyéndose como una de las plagas de mayor importancia

agricola en los paises tropicales y subtropicales (Lastres, 2007). Bemisia tabaci
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(Homéptera, Aleyrodidae) es mucho mas importante como vector de virus de tipo
persistente (begomovirus) que como chupador. Sin embargo, la ocurrencia de
inodculo de virus en hospederos alternos, el hecho de que el virus puede permanecer
en el vector de por vida y la incidencia de virosis en determinadas zonas dictan la

pauta sobre su importancia como vector (Lastres, 2007).

El control de esta plaga se ha dificultado ampliamente, debido a que las poblaciones
del insecto desarrollan resistencia genética a los insecticidas de manera muy rapida,
por lo que los insecticidas se tornan ineficientes en periodos muy cortos. La
combinacién de diferentes métodos de manejo para controlar la plaga, es la mejor

alternativa para un buen control de mosca blanca.

La implementacién de cultivos horticolas bajo invernaderos como el tomate (Solanum
lycopersicum L.) surge como una alternativa para la diversificacion de cultivos
rentables muy necesaria en las zonas agricolas, sin embargo, los problemas que
generan en el ataque de insectos plagas a las cosecha, provocan pérdidas
considerables en el rendimiento, es por ello indispensable considerar alternativas
ecoldgicas para el control de insectos perjudiciales de los cultivos agricolas como la

mosca blanca (Bolafos, 1998).



2.1.6. Danos

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo altamente susceptible al ataque de
insectos y enfermedades. Una de las plagas que mas dafo causa actualmente al
tomate es la mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.).

Los métodos de control existentes no han podido combatir eficientemente la mosca
blanca, por lo que se estan investigando alternativas para controlar esta plaga. La
mosca blanca aparece en el cultivo de tomate en la época seca, especialmente en
las siembras bajo riego. Es un transmisor importante de virus en tomate y muchos
cultivos.

Las moscas blancas, en especial B. tabaci se caracteriza por causar dos tipos de
danos, los cuales se describen a continuacion:

Danos directos: Al insertar el estilete en el tejido vegetal, succionar la sabia e
inyectar sustancias fitotéxicas a la planta; pero también por la transmision de
Geminivirus causante de la virosis, el cual es capaz de devastar por completo una
area determinada de cultivo, donde las etapas mas criticas son las primeras
semanas después de la germinacién. Bemisia tabaci, es sin duda la especie de
mayor importancia entre las moscas blancas porque ataca mas de 200 cultivos;
transmite mas de 150 virus (Geminivirus) y tiene la capacidad de desarrollar biotipos
muy agresivos, capaces de producir grandes pérdidas econdmicas al reducir los
rendimientos, afectar la calidad de la cosecha y aumentar los costos de produccién
(Jiménez et al., 2011).

Danos indirectos: Dentro de los danos indirectos estan la produccién de fumagina y

principalmente la transmisién de virus del genero BGMV. La fumagina se refiere a
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excreciones azucaradas (melaza) sobre las cuales se desarrollan hongos de micelio
negro pertenecientes a varios géneros, incluyendo especies de Cladosporium y
Capnodium. La fumagina interfiere con el proceso fotosintético de las plantas

repercutiendo negativamente sobre el rendimiento (Morales et al., 2006).

2.2. Neem (Azadirachta indica A. Juss.) como Plaguicida

Estudios en laboratorio e invernadero en algodon demostraron que extractos
acuosos de semillas de neem (Azadirachta indica A. Juss.) causaron una
disminucion en la oviposicion y en la viabilidad de los huevos de mosca blanca;
ademas se prolong6 el periodo ninfa 1 y hubo repelencia de adultos (Coudriet et al.,

1985).

Morales et al., (2006), senalan que el arbol de neem es originario del sudeste
asiatico cuyas hojas y semillas se utilizan para control de plagas. El extracto de neem
actua como inhibidor del desarrollo. Todas las partes del arbol de neem contienen
quimicos naturales que se utilizan como insecticida, sin embargo, es la semilla la que
contiene mayor cantidad fitoquimicos que se extraen para fabricar insecticidas,
Fernandez, (2009). El efecto insecticida lo da una sustancia que se llama
azadiractina que inhibe la alimentacién del insecto y no deja desarrollar su estado

larvario, interrumpiendo la ecdisis.
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Mecanismo de accidn:
- Inhibe la accién de la colinesterasa, ataca al sistema nervioso central del
insecto.
- Inhibe el proceso ya que bloquea la informacidén del tritocerebro al aparato
bucal.
- Inhibe a la hormona de la ecdisis por lo cual impide el crecimiento de los

insectos de los estados inmaduros por lo que no se produce la muda.

Pérez (2002), manifiesta que el neem contiene ciertas sustancias que lo hacen
actuar como si fuera una cortisona, alterando el comportamiento, o los procesos
vitales de los insectos. Uno de los efectos mas importantes de la azadiractina es que
interfiere en la metamorfosis de los insectos, evitando que se desarrollen en
crisélidas, y por tanto, mueren sin producir una nueva generacion. En los insectos
inmaduros inhiben la formacion de la quitina. La azadiractina interfiere, en la
reproduccidén en estado adulto, otra sustancia que contiene el neem es la salanina,

cuyo mecanismo de accion es de ser repelente.

La mosca blanca tiene la capacidad de adquirir resistencia a los insecticidas
rapidamente debido a la dinamica de su reproduccién y variabilidad genética, por lo
que se debe hacer un uso adecuado de los productos quimicos para evitar estos
problemas, siguiendo las dosis recomendadas por los investigadores, haciendo una
correcta rotacion de materiales, tomando en cuenta el modo y sitio de accién de cada

producto.
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A pesar de que muchos isomeros de azadirachtina, Aza-A hasta Aza-K, han sido
reportados en la literatura, azadirachtina-A es la forma mas importante y es utilizada
como un estandar para la expresion de la actividad de los extractos de neem y sus

formulaciones (Kaushik, 2002).

2.2.1. Neem en la agricultura

En los EE.UU., los estudios realizados por la Academia Nacional de Ciencias, el
Consejo de Defensa de los Recursos Naturales, y otros, concluyeron que los
agricultores podrian sustituir hasta el 50% de sus plaguicidas con alternativas no
toxicas y de venta directa y no controlada sin afectar el rendimiento del cultivo

(Chaudhry, 1993).

Actualmente, la tendencia de incrementar gradualmente las leyes y
reglamentaciones para el registro de insecticidas nuevos esta propiciando una
reduccion en el mercado de dichos materiales, por lo que se requiere analizar e

implementar medios mas inocuos y ecoldgicos para el combate de las enfermedades

y plagas.

Actualmente, los productos a base de neem, comercializados, tienen un uso
amplio en la horticultura pero encierran ademas un gran potencial para su uso

comercial en el cultivo de tomate. Los extractos a base de neem son inocuos para
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aves, mamiferos e insectos beneficiosos. La azadiractina contenida en los extractos
de neem, tiene la capacidad de afectar a mas de 200 tipos de plagas de insectos, asi

como también algunas especies de acaros y de nematodos.

2.3.Produccion de Tomate Bajo Invernadero en Nuevo Leén

La produccion de cultivos horticolas en México ha cambiado en las ultimas
décadas, debido a que la tendencia marca un incremento en la producciéon en
invernaderos y casas sombras comparada con la que se realiza en campo abierto,
principalmente en los cultivos de tomate, pimiento y pepino. Los cultivos que se
producen bajo agricultura protegida son de mayor calidad que los que se producen
en campo abierto, por lo que la mayor calidad en los productos ha incrementado las
exportaciones, principalmente a Estados Unidos y Canada. Estas exportaciones han
contribuido a que el sector agroalimentario sea la tercera actividad de mayor
exportaciéon en México. La actividad agricola en invernadero se ha incrementado
considerablemente en las ultimas dos décadas, de tal manera que actualmente

México ocupa el séptimo lugar en cuanto a superficie de agricultura protegida.

En el Estado de Nuevo Ledn, también se ha incrementado la actividad
horticola bajo condiciones protegidas, principalmente en el Sur del Estado en los
municipios de Aramberri y Galeana en donde se instalaron dos tecnoparques con 30
y 40 has en cada uno de ellos, ademas en esos municipios se han instalado
invernaderos de alta tecnologia como son Green Valley, Invernaderos La Fortuna e

Invernaderos Valle Alto. Estas unidades de agricultura protegida han generado una
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gran cantidad de mano de obra, lo que ha mejorado las condiciones
socioeconémicas de una de las zonas mas deprimidas econémicamente en el Estado

de Nuevo Leodn.

2.4.Método de Extraccion Soxhlet.

La extraccion Soxhlet, es una herramienta muy utilizada con fines de
preparacion, en el cual el analito es concentrado en una matriz la cual puede estar
mezclada o separada de sustancias interferentes particulares. Extraccion con
solventes de muestras solidas, comunmente conocidas como extraccion solido-
liquido (también conocidos como lixiviacidbn en una terminologia mas correcta de

fisicoquimica).

En el método Soxhlet convencional, la muestra es colocada en un porta dedal
y durante la operacién es gradualmente llenado con solvente nuevo condensado
desde un matraz de destilacion. Cuando el liquido alcanza un nivel de sobre flujo, un
sifon aspira el contenido total de la porta dedal y lo descarga de nuevo en el matraz
de destilacion. Esta operaciéon es repetida hasta que se completa la extraccion (De

Castro y Ayuso, 2000).



15
2.5.High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) para la identificacion

de compuestos quimicos.

HPLC es una técnica utilizada en el analisis quimico para separar, identificar y
cuantificar cada componente en una mezcla. Se basa en el bombeo de un solvente
liquido presurizado que contiene la mezcla a través de una columna llena con un
material adsorbente solido. Cada componente en la muestra interacciona ligeramente
diferente con el material adsorbente, causando diferentes rangos de flujo para los
diferentes componentes y permite la separacién de los componentes a medida que

fluyen hacia afuera de la columna (Karger, 1997).

La cromatografia puede ser descrita como un proceso de transferencia de masa el
cual implica adsorcién. El esquema de un instrumento HPLC tipicamente incluye un
desgasificador, muestreador, bombas y un detector. El muestreador lleva la mezcla
de muestra dentro de la corriente de fase movil la cual la lleva hacia dentro de la
columna. La bomba entrega el flujo deseado, asi como la composicién deseada, de
la fase mévil a través de la columna. El detector genera una sefal proporcional a la
cantidad del componente de la muestra emergiendo desde la columna, por lo tanto,
permite el analisis cuantitativo de los componentes de la muestra. Un
microprocesador digital y un software de control permiten el funcionamiento del

instrumento HPLC y proporcionan datos para el analisis (Xiang et al., 2006).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Localizacion del Experimento

La investigacién fue realizada en un invernadero de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledén, Campus Ciencias
Agropecuarias, ubicada en General Escobedo, N. L. Este municipio se localiza en las
coordenadas geograficas de 25° 47" 5.98” L. N. y 100° 17°12.12” L. O., a una altura
de 481 msnm. El clima de Escobedo es Bs, temperatura de 18° C — 24°C y una

precipitacion de 300 a 600 mm (Figura 1).

Figura 1. Invernadero del Centro de Agricultura Protegida, FA — UANL.



17
3.2.Cosecha de Neem en el Campus Marin, N. L de la Facultad de Agronomia,

UANL.

La cosecha de frutos de neem se realiz6 en el mes de agosto del afio 2015 en
el Campus Marin de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leédn (Figura 2), localizado a 25° 51°31” N, 100° 01°20” O, con una altitud de
403 msnm. El clima en la regién es extremoso, con régimen de lluvias en agosto y
septiembre; la precipitaciéon media anual es de 528 mm; los meses mas calurosos
son julio y agosto; la temperatura media anual es de 22 °C; la temperatura maxima

es de 40 °C y la minima es de 4 °C (CONAGUA, 2015).

Figura 2. Frutos (derecha) y semillas (izquierda) de Neem (Azadirachta indica A.
Juss.), cosecha 2015.



18

3.3.Elaboracién y Analisis de Extractos de Neem

En éste trabajo se implementaron dos metodologias diferentes para extraer
aceite de neem a partir de semillas. El primer método fue asistido por ultrasonido y el
segundo fue el Método Sohxlet, para la extraccién de aceite de neem. También se

elabord un extracto acuoso de hojas frescas de neem.

3.3.1. Extraccion acuosa de Neem

Para la realizacibn de este proceso se recolectaron las hojas de Neem
(Azadirachta indica A. Juss.), los foliolos fueron separados del raquis de la hoja

manualmente y se pesaron 100 g del material fresco.

La extraccion se llevo a cabo mediante un método solido-liquido manteniendo una
relacion de 1:8 (p/v) de hoja y agua destilada, respectivamente. En un recipiente se
coloco el agua y se mantuvo en una plancha de calentamiento hasta llegar a una
temperatura de 95°C y posteriormente se sumergieron las hojas verdes de neem por
un lapso de 5 min. La extraccién fue filtrada a través de papel filtro Whatman nimero
1, y posteriormente se depositdé en un frasco de vidrio ambar y se almacené en

refrigeracion hasta su utilizacién.
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3.3.2. Extraccion de Neem asistida por ultrasonido

Para la extraccidon por ultrasonido se implementd la metodologia descrita por
Marciano de Paula et al. (2015). El proceso inicié con la limpieza de la semilla de
neem, posteriormente las semillas se colocaron en una charola dentro de una estufa
de secado a una temperatura de 55°C por un lapso de 24 h. Se tomaron muestras de
40 g de almendra de semilla de neem y se molieron manualmente con ayuda de un

mortero.

La semilla molida fue colocada en un matraz Erlenmeyer con 200 mL de etanol
al 96 % y fue colocado en un bafo ultrasénico Aquasonic de VWR Scientifics
Products (40 kHz) equipado con control digital de tiempo y temperatura, en donde se
aplicaron 35 khz y una temperatura de 28°C por un lapso de 2 h. Posteriormente la
muestra fue filtrada utilizando papel Whatman namero 1.

La recuperacién del aceite se llevd a cabo en un rotaevaporador modelo VV2000-OB
de la marca Caframo, utilizando vacio, se colocé la muestra en un matraz el cual se
puso en contacto con agua a temperatura de 78 °C y a 30 rpm, se encendié la
bomba de vacio y se dejé que el proceso se llevara a cabo por 1 h. El aceite fue
recuperado con una pipeta y depositado en un vial Eppendorf. Para estandarizar la
prueba se realizaron diez corridas, en donde se promediaron las cantidades de

extracto final (Cuadro 1).

Para el célculo final de los rendimientos en dicho trabajo se implement6 la

siguiente formula:



Rendimiento= (M2/M1)*100

En donde:

M2 = Masa final

M1 = Masa inicial
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Cuadro 1. Volumenes de aceite de neem obtenidos a partir del Equipo de Ultrasonido

Proceso de Extraccion, Marciano de Paula et al. (2015)

Lectura de Ultrasonido

Neem (g) Sobrante Sobrante | Volumen (mL) | Cantidad de
Muestra Etanol (mL)
M1 Sélido (g) Liquido (mL) M2 aceite (mL)
1 40 200 37.3 136 1.40 3.5
2 40 200 37.9 132 1.30 3.25
3 40 200 39.5 134 1.40 3.5
4 40 200 39.4 132 1.50 3.75
5 40 200 38.4 135 1.20 3
6 40 200 38.7 130 1.10 2.75
7 40 200 38.9 134 1.20 3
8 40 200 37.4 134 1.40 3.5
9 40 200 38.9 133 1.40 3.5
10 40 200 39.1 136 1.30 3.25
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3.3.3. Extraccion de Aceite de Neem mediante Equipo Soxhlet

Para la extraccion de aceite de semilla de neem se utiliz6 etanol como solvente
organico y un equipo Soxhlet marca Kimax Usa (Whatman) siguiendo el
procedimiento de acuerdo a lo sefialado por Romero y Vargas (2005).

El proceso inicié con la limpieza de la semilla de neem, se procedi6 a retirar las
cubiertas de la semilla hasta que quedé la almendra limpia; se colocaron en una
charola dentro de una estufa de secado a una temperatura de 55°C por un lapso de
24 h. Se tomaron muestras de 10 g de semilla seca se trituraron en un mortero hasta
obtener una harina. La muestra se coloc6 en dedales de celulosa para continuar con
el proceso. Se armd el equipo de extraccion Soxhlet y se coloco el dedal.

Se colocaron 250 ml de Alcohol etilico absoluto (solvente) en un matraz bola, este se
incorporé al equipo Soxhlet, y se llevo a cabo la recirculacion del solvente, mediante
el calor proporcionado por una plancha de calentamiento de la marca Cimarec,

manteniendo una temperatura de ebullicion de 78°C.

La extraccion se llevé a cabo por un lapso de 2 h y finalmente se recolecté la
muestra y se puso en refrigeracién hasta la posterior evaporacién del solvente. Para
la evaporacion del solvente se utiliz6 un rotaevaporador modelo VV2000-OB de la
marca Caframo (Figura 3); La muestra se colocd en un matraz el cual se puso en
contacto con agua a temperatura de 78 °C y se puso a girar a 30 rpm, se encendié la

bomba de vacio y se dej6 que el proceso se llevara a cabo por un lapso de 1 h.
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El aceite fue recuperado del matraz utilizando una pipeta, se deposité en un vial
Eppendorf, se midié y pesd el aceite y se llevd a refrigeracién hasta su aplicacion.
Posteriormente se toma lectura de los volumenes arrojados (Cuadro 2).
Para el calculo final de los rendimientos en dicho trabajo se implemento la siguiente
ecuacion:
Rendimiento= (M2/M1)*100
En donde:
M2 = Masa final
M1 = Masa inicial

Cuadro 2. Volumenes de aceite de neem obtenido mediante el Equipo Soxhlet

Proceso de Extraccion, Romero y Vargas (2005) Resultado
Soxhlet

Muestra Neem (g) Etanol (mL) Sobrante Sobrante Volumen (mL)
M1 Sélido (g) Liquido (mL) M2
1 10 250 7.9 230 2.3
2 10 250 7.8 236 2.4
3 10 250 8.3 232 2.3
4 10 250 8.3 230 2.6
5 10 250 8.9 232 2.9
6 10 250 9.4 236 2.8
7 10 250 9.4 234 2.7
8 10 250 9.3 233 2.3
9 10 250 8.7 235 2.2
10 10 250 7.8 236 2.9
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Figura 3. Equipo de rotaevaporacion Modelo VV2000-OB CAFRAMO

3.3.4 Analisis de Extractos mediante HPLC

Las muestras se trabajaron en el Laboratorio de Macroalgas del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de Baja California,

ubicado en Ensenada, B. C.

Las muestras del extracto de hoja y semilla de neem se sometieron al andlisis de
azadiractina utilizando un equipo de HPLC. Ambas muestras se colocaron en
refrigeracion y protegidas de la luz hasta el momento de su andlisis. Para la
identificacidon del compuesto, se utilizd un estandar de azadiractina marca Sigma-
Aldrich. El agua, acetonitrilo y metanol, todos grado HPLC (Fermont) fueron filtrados

a través de filtros de fibra de vidrio de 0.45 um. La solucién estandar de azadiractina
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(1000 pg mL") se preparé disolviendo 5 mg del compuesto en 5 mL de metanol
grado HPLC. La curva de calibracién se preparé haciendo diluciones en un rango de
los 0 a 100 mg L™ y fueron almacenados a -20 °C y protegidos de la luz en viales
ambar.

Para el andlisis de las muestras se siguié el método propuesto por Kaushik (2002).
La separacion de los compuestos se realizé en un cromatédgrafo (HPLC) Alginet 1200
series, equipado con un auto-muestreador, bomba cuaternaria, capacidad de regular
la temperatura de la columna (30°C), un detector de arreglo de diodos (214 nm) y
una columna Agilent Eclipse C18 de 250 X 4.3 mm para la separaciéon de los
compuestos. Se inyectaron 100 uL de muestra. La fase mévil fue una mezcla de
agua 70% y acetonitrilo 30% con un flujo de 1 mL min™". El tiempo de analisis fue de

30 minutos, garantizando la separacion de los compuestos.

3.4.Material Vegetal

Para éste experimento se implemento el hibrido Sweet Hearts de SAKATA,
debido a que es un tomate tipo uva lider, es de color rojo brillante, tiene un sabor
excelente, vida util y resistencia al agrietamiento, lo cual ha sido del gusto de los
agricultores de la region Norte de la Republica Mexicana. Es una planta
indeterminada que tiene buen vigor y produce rendimientos iniciales impresionantes
con conjuntos continuos y grupos completos de frutos muy firmes de excelente

calidad. Sweet Hearts se adapta bien a campo abierto y a la agricultura protegida.
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3.5.. Produccion de Plantula

La produccién de plantula de tomate tipo cherry, se realiz6 en el Campo
Experimental del Centro de Agricultura Protegida (CAP) de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Auténoma de Nuevo Leédn, ubicado en la carretera a Laredo, ex

Hacienda el Canada, Escobedo, Nuevo Leén, México (Figura 4).

Figura 4. Plantas de tomate cherry en charola de poliestireno

La siembra se realizé el dia 17 de marzo del 2016 en una charola de poliestireno de
200 cavidades, utilizando turba de musgo (peat moss) de COSMO-PEAT como
sustrato de germinacién y las plantulas se mantuvieron bajo humedad adecuada por

un periodo de 40 dias antes de su trasplante.
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3.6.Establecimiento del cultivo

El trasplante se realiz6 en un surco, con una distancia entre plantas de 0.5 m,
en un invernadero israeli tipo sierra el dia 26 de abril, aplicando al cepellén, bajo
inmersién, una soluciéon antifungica a base de Propamocarb clorhidrato: Propil 3-
(dimetilamino) propilcarbamato-hidrocloruro al 64% (PREVICUR N) del laboratorio
BAYER y Carbendazim: Metilbenzimidazol-2-ilcarbamato al 43% (CARBENDASAL
500 F) de QUIMICA LUCAVA. Las plantulas se trasplantaron en suelo y se aplicaron

las practicas culturales tradicionales para tomate en invernadero (Figura 5).

Figura 5. Establecimiento de plantas de tomate tipo cherry.
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3.7 Establecimiento de Jaulas Entomoldgicas

Para el experimento se construyeron jaulas entomolégicas de 0.18 m?®
elaboradas a base de madera, cubiertas con malla antiafidos de forma tensada para
evitar la infestacion de insectos ajenos al experimento y ademas para contener el

nuamero exacto de moscas introducidas (Figura 6).

Figura 6. Vista superior de la planta cubierta con Jaula Entomolégica
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3.7.Tratamientos

El experimento se estableci6 con cuatro tratamientos: T1, Testigo, T2, Extracto
de semilla de neem, T3, Extracto foliar de neem, T4, Sivanto Prime (Flupyradifurone),
con cinco repeticiones cada uno, los cuales fueron asignados completamente al azar
a las jaulas entomoldgicas, las cuales fueron infestadas con 500 adultos de mosca

blanca (Figura 7).
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Figura 7.- Distribucién de tratamientos bajo invernadero
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3.8.Variables Evaluadas

Las variables que se midieron fueron numero de adultos muertos en piso,
numero de adultos muertos en tallo, nUmero de adultos muertos en hojas basales (1-
5), nimero de adultos muertos en hojas apicales (6-10) y numero de adultos

muertos en jaula (Figura 8).

Figura 8. Conteo de adultos muertos después de los tratamientos

Los tratamientos fueron aplicados con ayuda de un aspersor manual
previamente calibrado, en una sola aplicacion y se monitore6 diariamente durante
siete dias y al dia séptimo se hizo el conteo total. Los datos del nUmero de moscas
muertas en cada una de las posiciones de la planta, en el piso y en la jaula fueron
transformado utilizando la raiz cuadrada del numero. Posteriormente se realizé un

analisis de varianza con el modelo del disefio completamente al azar y en los casos
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en donde se encontrd diferencia significativa, las medias fueron comparadas
utilizando la prueba de Tukey (a = 0.05). Los andlisis estadisticos fueron realizados

utilizando el Software SPSS Statistic.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de HPLC para Extractos de Neem

El contenido de azadiractina en semillas de neem se ha determinado utilizando
diversos métodos. Algunos investigadores como Ermel et al. (1984), utilizaron la
cromatografia de capa fina en extractos de semillas de neem, Johnson y Morgan
(1997), asi como, Ambrosino et al. (1999), han reportado el uso de la cromatografia
de fluido supercritico para la determinacién (cualitativa y cuantitativa) de azadiractina
en extractos crudos de semillas de neem; una vez que éstos procedimientos técnicos
no son libres de impurezas en las muestras, no se pueden considerar Utiles como
metodologias rutinarias para la determinacion de AZA.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién es ampliamente utilizada para la
determinacién de azadiractina en semilla, aceite y productos derivados del neem.

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Determinacion de azadiractina en extractos foliares y de semilla de neem.

Muestra Concentracioén final (mg L) del Concentracion
extracto expresado en %
Extracto Foliar de
ND ND
Neem
Extracto de Semilla
19961.2 1.99

de Neem

ND (No Detectado)

El contenido de Azadiractina en el presente trabajo fue de una concentracion
de 1.99 % en el aceite de neem, mostrando una concentracion superior, tomando
como referencia 0.27% y 0.91% de concentracién por parte de Zhang, et. al. (1989)

de diferentes semillas de neem.

Sharma et al. (2003), utilizaron la extraccibn metandlica de azadiractina a
partir de semillas de neem previamente desengrasadas para la posterior purificacion
de los limonoides. En la presente investigacion se determiné el contenido de
azadiractina con la metodologia reportada por Kaushik (2002) y se determinaron los

correspondientes cromatogramas a cada muestra (Figuras 9, 10y 11).

Los extractos de neem fueron analizados para determinar el contenido de

azadiractina utilizando un equipo HPLC, De Paula et al. (2016). Para tal propésito se
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realizd una curva de calibracién utilizando el estandar de azadiractina marca Sigma-
Aldrich. En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas correspondientes

a cada muestra procesada mediante HPLC:

IS

mau

Figura 9. Crogratograma de una muestra estdndar AZA, la sefal de respuesta
muestra un pico a los 20 minutos de exposicion.

aau

!
!

!
\
|
|
=)

T - y v
is za 25 i i

——— it S o TR

Figura 10. Cromatograma del extracto foliar de neem en funcion de su amplitud de
onda y tiempo de exposicion de la muestra en HPLC.
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Figura 11. Cromatograma del extracto de semilla de neem en funcién de su amplitud
de onda y tiempo de exposicion de la muestra en HPLC.

Las areas de la curva obtenida con el HPLC resultaron lineales respecto al contenido

de AZA (Figura 12).

A continuacién se presenta la grafica correspondiente a la curva de calibracion:

Curva de calibracion azadiractina

100 +

0 20 40 60 80 100

Area

Figura 12. Curva de Calibracién de Azadiractina
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La concentracién de los compuestos bioactivos del neem no son uniformes en

las diferentes partes de la planta, por lo tanto, éste punto debera ser considerado al
momento de realizar extracciones para referenciar el nivel de AZA en cada una de

las partes del arbol de neem.

Para la extraccion de AZA se debera considerar varios métodos y destacar
aquellos que usan como solvente al etanol (Larson, 1985) debido a su composicion

organica y su efecto biodegradable.

Los extractos comerciales de la semilla de A. indicase valoran
primordialmente por el contenido de AZA en sus formas estructurales (Sharma et
al., 2003), pero rara vez por los terpenoides que ejercen efectos aditivos a la accién
insecticida (Siddiqui et al., 2002). Adicionalmente, los aceites contenidos en los
extractos de neem les confieren propiedades penetrantes y de sinergia con la AZA'y

otros componentes (Stark y Walter, 1995).

La preparacion de bioinsecticidas efectivos a base de neem requiere que el
proceso de extraccion separe e incremente el contenido de AZA y otros

componentes relacionados con la actividad insecticida de los extractos.
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4.2.Mortalidad de adultos de Bemisia tabaci Genn.

Los andlisis de varianza para los conteos de moscas blancas muertas al final
del experimento resultaron con diferencia significativa para el niumero de moscas
encontradas en el piso, tallo, hojas basales, hojas apicales, jaula y el total, La
comparacion de medias para el numero de adultos encontradas en el suelo resultd
con diferencias altamente significativas (p=0.000) entre los tratamientos. En el
analisis de comparacidén de medias se encontrd que el tratamiento comercial Sivanto
Prime (Flupyradifurone) resulté con el mayor numero de moscas muertas en el piso,
la jaula y en el total de moscas muertas. El tratamiento que le siguié en efectividad
fue el de extraccion de semilla, el cual resulté con el mayor niumero de moscas
muertas en el tallo, hojas basales y hojas apicales, ocupando el segundo lugar en la
efectividad de muertes totales. El tratamiento de extraccion de hojas ocupd el tercer
lugar de efectividad, superando en la mayoria de los casos al tratamiento testigo
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de medias de tratamientos en conteos de adultos muertos.

El nimero de moscas muertas fue transformado utilizando la raiz cuadrada del
ndamero.

, . Hojas Hojas Total
Tratamientos Piso Tallo Basales  Apicales Jaula muertas
Testigo 1.802d 1.283c 1.952c 1.083 ¢ 1.000d 3.060 d
Ext. semilla neem 11.586b 7.035a 9.439 a 7.141 a 4.229Db 18.550 b
Ext. foliar neem 8264c 3367 b 4987b 2.838 ¢ 2.469 c 10.900 ¢

Sivanto Prime 18.133a 3.813 b 5.290b 5.097 b 5.795a 20.880 a
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Los resultados obtenidos muestran el efecto de derribe del tratamiento 4
(Sivanto Prime) sobre los adultos de mosca blanca tratados. En el conteo posterior a
la aplicacion de los tratamientos, se obtuvo una mortalidad elevada y notoria del
tratamiento comercial sobre los demas tratamientos. También se nota una mortalidad
de comportamiento uniforme en la cantidad de individuos muertos en el tratamiento 2
(Extracto de semilla) durante los 7 dias del conteo de adultos muertos de B. tabaci
(Figura 13). Respecto a la dinamica de la incidencia de muerte por el efecto de los
tratamientos (Figura 14), se encontré6 que el tratamiento quimico tuvo un efecto
inmediato sobre los insectos, mientras que el tratamiento de extracto de semilla tuvo
un efecto mas retardado, debido a que un numero significativo de moscas fueron

encontradas muertas hasta siete dias después de la aplicacion.
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Figura 13.- Grafica de adultos muertos totales por tratamiento
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El efecto agresivo que mostrd el tratamiento de semilla de neem en la
presente investigacién coincide con lo mencionado por Dai et al. (2001), donde
refiere que la azadiractina se presenta en cualquier parte anatomica del arbol; sin
embargo, la concentracion mas alta se obtiene de las semillas, siendo éstas las mas
recomendadas para extraer el limonoide AZA implicado en el control de insectos

como la mosca blanca.

Los resultados arrojados en éste experimento sobre la muerte de insectos
corroboran lo referido por Schmuttere, H. (1990) en donde propone que la
azadiractina interfiere en el proceso normal de la metamorfosis de insectos, reduce la
fecundidad, el crecimiento, la ovipostura y la alimentacién de los insectos y por ende
la muerte. Lo anterior se observo en el presente experimento en el periodo que se
evaluo la cantidad de adultos de mosca blanca muertos en los tratamientos (Figura
14). También se observé que el extracto de semilla de neem tiene un efecto

insecticida lento en los dias posteriores a su aplicacion.
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Figura 14. Gréfica del comportamiento de los tratamientos durante los siete dias de
muestreo. Se observa la cantidad de adultos muertos en el transcurso de los dias
posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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5. CONCLUSIONES

Los extractos de neem son una herramienta viable para el control de mosca
blanca en los invernaderos del Estado de Nuevo Ledn y representan una alternativa

ecoldgica para la producciéon de tomate.

Es factible considerar el uso de extractos de neem para la implementacién de un
Manejo Integrado de Plagas, en combinacién con algunos agroquimicos de bajo

impacto ambiental.
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