UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TITULO

PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE NEEM (Azadirachta indica JUSS)
CONTRA EL GUSANO DEL FRUTO (Heliothis virescens FAB; 1777),
(LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE) EN JITOMATE (Lycopersicum
esculentum Mill.).

TESIS PROFESIONAL POR ETAPAS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE BIOLOGO

P R E S ENT A:

VALERIA MARTINEZ ESTRADA

DIRECTOR:

DRA. MARIA INES AYALA ENRIQUEZ

Cuernavaca, Mor. 2021



“PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE NEEM (Azadirachta indica Juss.) CONTRA

EL GUSANO DEL FRUTO (Heliothis virescens Fab. ,1777), (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EN JITOMATE (Lycopersicon esculentum Mill.).”

Tesis realizada por VALERIA MARTINEZ ESTRADA bajo la direccion del comité
revisor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para
obtener el titulo de:

BIOLOGO

COMITE REVISOR
DR. ROGELIO OLIVER GUADARRAMA
BIOL. ANDREA ELIZABETH GRANJENO COLIN
DRA. MARIA INES AYALA ENRIQUEZ
BIOL. GRACIELA BUSTOS ZAGAL

DR. GUADALUPE PENA CHORA



AGRADECIMIENTOS

A la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos.

A mi director de tesis Dr. Jesus Telesforo Hernandez por brindarme la
oportunidad de trabajar con él, apoyandome en todo momento.

A cada uno de mis sinodales, DR. ROGELIO OLIVER, BIOL. ANDREA ELIZABETH
GRANJENO, DRA. MARIA INES AYALA, DR. GUADALUPE PENA, por dedicarle su
valioso tiempo a este trabajo, por sus revisiones y mejoras de este.

A mi querida maestra BIOL. GRACIELA BUSTOS ZAGAL quien tuve fortuna de que
perteneciera a mis sinodales y a la cual tengo un gran aprecio por las ensefianzas
gue me ha dejado el conocerla y la amistad brinda desde segundo semestre hasta
el momento.

Aa mi tutor Biol. Yirdael Mufiz por ser una guia en mi camino cuando comencé
con esta travesia de estudiar biologia.

Agradezco con todo mi corazén a mis padres Jorge Martinez y Ma. Cristina
Estrada por darme la mejor herencia de todas que son mis estudios y las
herramientas adecuadas para salir al mudo a ser una persona de provecho y
valerme por mis propios meritos.

A mi compafiero de vida Miguel Mufioz por su apoyo y su carifio sin medida.

A mis hermanas, Vania Martinez y Vanessa Martinez por los lasos tan grandes
gue tenemos y el apoyo que siempre he recibido de ellas que las amo y agradezco
por su existencia.

A mi amiga Emily Gonzales por seguir en mi vida por sus consejos y ayuda en
todas mis crisis existenciales espero esta amistad dure toda la vida.

A mis abuelitos Pedro Estrada y Ma. Del Carmen Viquez por ser un ejemplo de
amor, carifio, esfuerzo y dedicacién, por la gran labor de ser padres, abuelos y
bisabuelos, por cuidar a mi hija cuando tenia que ausentarme y verla como otra
hija propia, por no soltarme y ser mi pilar para mantenerme a flote cuando lo
necesitaba.

A todos y cada uno de los antes mencionados gracias infinitas.



DEDICATORIAS
UAMIS PADRES :

Por habievme apoyade en tede momento, por sus consejos, sus valeres, per la motivacién censtante
que me fa peumitide sex una pexsena de bien, pere mds que nada, per su amor su dedicaciin gy
esfuerzo para que cada una de sus hijas tuvieran ba epertunidad de estudiar y ebitener un titule.

AMIS ABUELTTOS :

Por su apeye incendicienal y por ser el primer trabiajo de tesis de sus nietos, esperande ser de
metivaciin para los demds.

amg #33a :

Matiel por habier legado a davme el valor que sequetia para afrentaune a la vida, para que te siwa
de inspiraciéin amada hija, y sepas y tengas siempre en mente que tode lo que desees lo puedes
logrnan, espene estés angullosa de tu madie can la gue siempse poduds conto.

AMIS HERMANAS :

Vania y Vanessa que les siwa de inspiraciin y ganas de saliv al munde a dar le mejor de
ustedes se de sus capacidades y de lo lejos que van a Uegar confié en que tomaran las
mejores decisiones con wespecte a su vida y de igual manewa sepan que siempre contaran
conmigo.



INDICE

I 101 o 0T o} T PP 1
2. ANTECEUBNEES. ... 3
2.1 Produccién en México de Lycopersicum esculentum Mill...............c.cooiiiiinn. 3
2.2 Generalidades del cultivo de jitomate Lycopersicum esculentum Mill................... 4
2.3 Clasificacion botanica del jitomate ... 4
2.4 Caracteristicas MorfolOgiCas ..........ciiiiiiiii i 5
2. L RAIZ. . 5

242 TAllO. .. e 5

2.8, 3 HO 8. . e e 6
o 6

Tl 1 | o R 6

2.4.6 SEMIlA. ... 6

2.5 Importancia de 10S Dio-iNSectiCidas. ...........ooiiiiii 7
2.5.1 Ventajas del uso de los bioinsecticidas.............cccooiiiiiiiiiiiii e, 8

2.5.2 Métodos para preparacion de bioinsecticidas botanicos............................. 9

2.6 DOSIS Letal Media (DL50). .« u e eeueeieee ettt e et 10

2.7 Importancia del Neem Azadirachta indica Juss................ccocoieeviiiieeiiiiinennnnn . 10

2.7.1 Clasificacion taXonOmMUCa. ...t e 12
2.7.2 Caracteristicas morfolOgiCas. ... ....cuuiuiiiiii e 12
D A T - | (o Y 12

2. 0. 2. 2 RAUZ. e e 12



2.7 2. 3 HOJ8. .o 12

2.7 2. 4 FlOT. e 12

2.7 2.5 FIULO. .o 13

2.7.2.6 SEMIIlA. ..o 13

2.7.3 Propiedades del neem Azadirachta indica JUsS.............ccvviiiiiiiiiiiinene. 14

2.8 Generalidades del gusano del fruto, Heliothis virescens...............cooviiiiinn, 17
2.8.1 Clasificacion taxondmica de Heliothis virescens..............c.cooviiiinenennnn. 17

2.8.2 Caracteristicas morfolOgiCas. .........coeiuiiiiiii i, 18
2.8.2. 1 HUBVOS. ...ttt e 18

2,82, L aIVaS . ettt 18

28,23 PUDPA ettt 18

2824 AdURO. ... 19

2.8.3 DAN0S. ..ttt 20

3 JUSHIFICACION. .. 21
V010 =] 1< 7 22
Bm OB EEIVO. e 22
5.10DJetiVO GENEIal. ... 22

5.2 0Objetivo PartiCular. ...... ..., 22

6.- Materiales Yy METOAOS. ... ... 23
6.1 Localizacion del area de estudio ..o 23
6.2 FASE T8 CAMPO. ... ettt e ettt 23
6.2.1 Colectadel material......... ..o 23

6.3 Fase de [aboratorio. ... ... ..o 24
6.3.1 Separacion demuUESIIras. .......c.viiiiii i 24

6.3.2 Preparacion de eXtracto............coiiiiiiiiii 25

6.4 Establecimiento del DiOENSaYO0..........ciuiiii 26



6.5 DisefNo experimental....... ..ot e 27

6.5.1 Tratamientos @ evaluar..............c.oiiiiii e 27

6.5.2 Distribucion de tratamientos en bioensayo............ccoeeeiiiiiiiiiiiiii e, 27

6.5.3 Evaluacion de DLsg ¥ El TLsg....vieiriiiiiiie e, 28

6.5.4 ANAlISIS EStATiStICO. ... ..ueeei e 30

7.- RESUItAAOS Y DISCUSION. ... ..ttt 31
7.1 Efectos del extracto de Neem en larvas de H. Virescens............cccoeevviiinneninnns 31
7.2 Pruebas de efectividad de H. VIFESCENS. ... ..ot 33
8. CONCIUSIONES. . ...t e 36
0.- P ISP PECTIVAS. ..ttt 37

10.- Bibliografia. ... ..c.oeii e 38



indice de figuras

Figural.- Produccion de Lycopersicon esculentum Mill. Ton/ ha en México de 2016 a 2017........... 3
Figura 2.-Ciclo fenoldgico del jitomate. ... 5
Figura 3.- Partes principales del Neem..............cooiiiiii i, 14
Figura 4.- Ciclo BiolGgiCo de H. VIFESCENS.........uiuiieii e 19
Figura 5.- Dafios causados por H.V en fruto..........o.oiiiiii e, 20
Figura 6.- Invernadero de donde se obtuvo lamuestra.............ccoooiiiiiiiiiiiiii i, 23
Figura 7.- Rama del arbol A. INAIiCa..........coiiiiii e 23
Figura 8.- Partes separadas de la rama colectada................cooeieiiiiiiiiiiiiiee, 24
Figura 9.- Proceso de obtencidn de lainfusion...............ccooiiiiiiiiiiiiice e, 25
Figura 10.- Materiales utilizados para el establecimiento del bioensayo........................ 26
Figura 11.- Distribucién de los tratamientos en el bioensayo..............c..cooooiiiini, 28
Figura 12.- Prueba de efectividad de extracto vegetal de neem.................cooiiinnnnn 33
Figura 13.- Prueba de Tukey, con intervalo de confianza al (95 %0)...........cooviiiiiinenanns 35

indice de cuadros
Cuadro 1.- Distribuciéon de tratamientos/insecticidas en estudio...........coovveeeiiieeeinenin.. 31

Cuadro 2. Modelo lineal nimero de larvas expuestas a la infusibn de neem en el

L1 L 11=] 01 (o TR 32



1.- INTRODUCCION.

El género Lycopersicon y la especie esculentum (Bolafios, 1998), consta de tres
fases fenoldgicas (inicial, vegetativa y reproductiva) y cuenta con una produccion
entre 17 y 38 toneladas por hectarea, pero debido a la alta vulnerabilidad de la

planta a problemas fitosanitarios se puede perder hasta el 100% (Bolafios, 1998).

La produccion y el consumo mundial de jitomate (Lycopersicon esculentum, Mill),
asi como, el consumo promedio per capita, registran una tendencia a la alza
durante la década reciente, china es el mas importante productor y consumidor
mundial, Estados Unidos es el principal importador, y México el principal
exportador de esta hortaliza. En México, la producciéon de jitomate crecié a una
tasa promedio anual de 4.8% entre 2006 y 2016, para ubicarse en un maximo de
3.3 millones de toneladas. El jitomate mantiene su importancia y dinamismo en el
comercio exterior agropecuario del pais. En 2016 fue el principal productor
agropecuario de exportacion, con una participacion de 13.2% en el total de las
ventas al exterior de productos agropecuarios y pesqueros. Durante la ultima
década, el valor de las exportaciones mexicanas crecio a una tasa promedio anual
de 5.5%, mientras que el volumen lo hizo a una tasa promedio anual de 4.5%,
para ubicarse en un maximo de 1.6 millones de toneladas. El volumen exportado
fue equivalente al 48.0% de la produccién nacional de esta hortaliza en 2016, y el
99.7% de las ventas de jitomate mexicano se destin6 a Estados Unidos. En ese
afio, México abastecié el 90.7 % de las compras estadounidenses (Panorama

Agroalimentario, Tomate Rojo, 2017).

Actualmente, se ha utilizado el control biolégico como una alternativa viable para
combatir las plagas agricolas, dado que es altamente especifico contra las plagas
blanco y generalmente representan poco o ningun riesgo para los agricultores, el
medio ambiente e insectos benéficos (EPA, 2010). El uso de extractos de origen
botanico, ha llamado mucho la atencion como una alternativa efectiva. Estos
productos vegetales son menos costosos, biodegradables y mas seguros, que sus

equivalentes sintéticos, los cuales son altamente persistentes en el ambiente y



toxico para los organismos no blanco, incluidos los humanos (Singh et al., 1996;
Leng et al., 2011).



2. ANTECEDENTES.

2.1 Produccién en México de Lycopersicon esculentum Mill.

Se cultiva en aproximadamente 28 estados, destacando sélo 12 en la produccion,
del afio 2017, la produccion total, fue de 3 millones 176 mil toneladas, lo que
representa un incremento de 9%, respecto de lo que se cosecho en el afio pasado
que fue de 2 millones 913 mil toneladas. La produccion se concentra en 12
entidades federativas que suman 80.4% del volumen nacional. Sinaloa se
mantiene como el principal productor con 23.5% del total, le sigue San Luis Potosi
con 10.9%, Michoacan 7.6%, Jalisco 6.3%, Zacatecas 6.1%, Baja California 4.7%,
Puebla 4.1%, Sonora 3.7%, Estado de México 3.5%, Morelos 3.4% Querétaro
3.2% y Oaxaca 3.2%. El estado de Morelos, redujo su produccién un 4.6% con
respecto al afio 2016. (SAGARPA, 2017) Figura 1. Un motivo por el cual se ve
afectada la produccion es la presencia de plagas. Entré la mas conocida por su
importancia econdmica se encuentra el gusano del fruto (Heliothis virescens), ya
que las larvas de esta especie dafian perforando los frutos desde la formacion
hasta la maduracion (Pacheco, 1985).
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Figura 1.- Produccion de Lycopersicon esculentum Mill. Ton/ Ha en México de 2016 a 2017



2.2 Generalidades del cultivo de jitomate Lycopersicon sculentum Mill.

Es una planta originaria de la planicie costera occidental de América del Sur,
aunque se considera a México como su centro de domesticacion. Es la hortaliza
gue ocupa mayor superficie sembrada en todo el mundo, con 3, 593, 490 Ha, con
una produccion total de 53,857,000 ton, (FAO, 2001). En México se siembran
alrededor de 80,000 Ha, con un rendimiento promedio de 28.7 ton/ha., por lo cual,
es la segunda hortaliza més importante por la superficie sembrada que ocupa; la
mas importante por su volumen en el mercado nacional, y la primera por su valor
de produccion (Nieto y Velasco, 2006). En condiciones de campo abierto, se
cultivan alrededor de 70, 000 Ha, siendo los estados de Sinaloa, Morelos, San
Luis Potosi, Baja California Norte y Michoacan los principales productores
(Espinosa, 2004). Comercialmente en México se producen 45 millones de
toneladas de jitomate por afio y es un cultivo altamente susceptible al ataque de

insectos perjudiciales y enfermedades (Rojop, 2008)
2.3 Clasificacion botéanica.

Segun Hunziker (1979), la clasificacién botanica del jitomate es la siguiente:
Reino...Plantae
Phylum...Streptuphyta
Clase...Dicotiledonea
Orden...Solanales
Familia...Solanacea
Género... Lycopersicon

Especie... esculentum Mill.



2.4 Caracteristicas morfoldgicas.

La duracion aproximada de cada una de las etapas de desarrollo del jitomate es:

fase inicial de 1 a 21 dias; fase vegetativa de 22 a 80 dias, que incluye el
desarrollo vegetativo (22 a 49 dias) y el desarrollo floral (50 a 80 dias); y la fase
reproductiva de 81 a 100 dias. Los dias mencionados hacen referencia a los dias
después del trasplante. La maduracién de tomate también depende del tipo de
variedad que se esté cultivando: precoz (65 a 80 dias), intermedia (75 a 90 dias) y
tardia (85 a 100 dias) (CENTA, 1996) Figura 2.

DESARROLLO VEGL TATIVO

PLANTULA

Figura 2. Ciclo fenolégico del jitomate. Tomado de CENTA, 1996.
2.4.1 Raiz: presenta un sistema radical compuesto por una raiz principal, de la
que se originan raices laterales y fibrosas pudiendo lograr los 1.5 m de radio. Mas
del 80% de las raices se profundizan entre los 20 y 45 cm, aunque en condiciones
apropiadas pueden llegar hasta los dos metros. Es muy frecuente la formacién de
raices adventicias, especialmente en los nudos inferiores del tallo principal,

siempre y cuando esta parte de la planta esté en contacto con suelo hiumedo.

2.4.2 Tallo: es tipico de las plantas herbaceas, cuya forma es cilindrica y erecta
en sus primeras fases de crecimiento y se vuelve decumbente y angular
posteriormente, en su superficie esta recubierta por pelos angulares, los cuales
segregan una sustancia viscosa de color verde amarillenta. El tamafio varia segin
las caracteristicas genéticas de cada variedad, encontrandose tallos de 30 cm y

hasta de 3 m de altura.



2.4.3 Hoja: son compuestas, pudiendo medir unos 50 cm de largo y un poco
menos de ancho, con un gran foliolo terminal y hasta ocho grandes foliolos
laterales. Los foliolos son peciolados y lobulados irregularmente, pilosos y

aromaticos.

2.4.4 Flor: son inflorescencias en forma de racimos, con flores pequefias y de
color amarillo. EI nimero de flores por racimos, por lo general puede ser de siete a
nueve aunque hay casos que superan las 100, las flores son hermafroditas con 5
0 6 pétalos dispuestos en una corola tubular. Todos los cultivos modernos se auto

polinizan, ocurriendo generalmente durante la antesis.

2.4.5 Fruto: El tomate consiste en una valla de formas, dimensiones y nimero de
I6culos variables, segun el cultivar. Dependiendo de la forma, los frutos de jitomate
pueden ser redondeados, aplanados, ovalados, semi-ovalados, alargados, en
forma de uva o pera, etc. La superficie puede ser liza o rugosa, la cantidad de
I6culos pueden ser de dos o mas, aunque la mayoria de las variedades tipicas
industriales y las especies silvestres de frutos muy pequefias son de dos l6culos,
mientras que las de consumo fresco (generalmente de fruto grande) poseen varios

[6culos, 8 — 10 0 mas.

2.4.6 Semilla: es pequefia, con dimensiones de 5mm de largo por 4 de ancho y
2mm. Su coloracién es amarillenta con matiz grisaceo; su forma puede ser

aplanada, alargada, o en forma de rifién, redondeada y pubescente (INTA, 1999).



2.5 Importancia de los bio-insecticidas.

Las plantas y sus derivados han mostrado efectos controladores contra insectos,
acaros, nematodos, bacterias, virus, hongos y roedores (Grainge y Ahmed, 1998).
Especies de plantas como ajo (Allium sativum), aji (Capsicum frutecens), higuerilla
(Ricinus comunis), nim (Azadirachta indica) y paraiso (Melia azedarach) son
materia prima de varios insecticidas de origen vegetal (Rodriguez y Nieto, 1997).
Los insecticidas naturales a partir de extractos vegetales, constituyen una
interesante alternativa para el control de insectos, ademas, solo se han evaluado
muy pocas plantas en relacion a la fuente natural que ofrece el planeta, por lo que,
las perspectivas futuras en investigacion cientifica, son aun mayores. A partir de la
necesidad por encontrar una nueva alternativa natural para el control de insectos
plaga; y reemplazar asi los pesticidas sintéticos, aparecen los insecticidas de
origen botanico que ofrecen seguridad para el ambiente y son una eficiente opcién
agronémica (Céspedes et al., 2000). Un bioinsecticida, se ha definido como un
organismo vivo (hongo, bacteria, virus), capaz de matar a los insectos blanco.
También, puede ser aquella sustancia quimica, que estando presente en una
determinada planta, puede repeler o matar a los insectos perjudiciales, el término
bioinsecticida, se ha empleado para cualquier compuesto de origen vegetal,
animal o mineral, que una vez formulado se aplica eficazmente contra el insectos
plaga. Estos bioinsecticidas pueden ser usados como un sinénimo de insecticida
bioldgico, insecticida botanico, insecticida ecolégico., pero también, el termino
incluye todo formulado que contenga microorganismos (bacterias, virus u hongos)
o partes de ellos (Chiapusio et al., 2004). Los bioinsecticidas, pueden ocasionar la
muerte 0 actuar como miméticos de hormonas insectiles, inhibiendo o estimulando
diferentes procesos biolégicos segun el caso (repelencia, accién antialimentaria,
esterilidad, etc).En caso de infestaciones fuertes, elevar la dosis a 5 0 6 cm?® por
litro de agua. La frecuencia de aplicacion es de cada 15 dias, durante el tiempo
gue se tenga la presencia de la plaga (que puede variar desde un mes a tres
meses), y dependiendo también del estadio larvario de desarrollo en que se

encuentre (Fajardo et al., 2005).



2.5.1 Ventajas del uso de los bioinsecticidas.

Los insectos dificilmente pueden desarrollar resistencias, al uso de bioinsecticidas,
ya que éstos pueden evolucionar de manera igual a lo que pueden hacerlo los
insectos. Algunos bioinsecticidas a base de hongos, virus, bacterias, nematodos
son muy especificos, y solo atacan a una sola especie de insecto., y cada vez son
mas seguros y no afectan animales, plantas e insectos benéficos, pero también,
estos son biodegradables por lo cual, no contaminan el medio ambiente, su
impacto es muy bajo. Actian sobre el insecto a muy baja concentracion. Se
pueden hacer preparados artesanales si se cuenta con la planta que contiene el
compuesto llamado ingrediente activo (ia), por lo tanto, son de bajo costo, otra de
las ventajas, es que ofrecen la posibilidad de uso de estrategias dentro de los
programas de Manejo Integrado y Ecoldgico de Plagas (MIP) y (MEP) (Chéavez y
Pérez, 2008); estas estrategias combinan varias medidas de prevencion y control
de insectos, que incluyen el uso racional de plaguicidas, de baja toxicidad para
humanos y no contaminantes. Por otro lado, " la Agricultura Orgénica o Ecoldgica,
esta en plena expansion ya que la poblacion esta cada dia mas consiente, acerca
de la calidad de los alimentos inocuos, del cuidado de su salud y del medio
ambiente”. Como se trata de un producto totalmente natural, la toxicidad es nula,
estimandose una DLso oral en ratas superior a 10.290 mg / kg. Por lo tanto, la
estabilidad del neem ha sido probada de ser excelente por mas de dos afios en
condiciones normales, debido, a su formulacién especial (Robayo y Rodriguez,
2006). Para mantener la vida util del producto lo mas larga posible se recomienda:
almacenar el producto en sitios frescos y no expuestos al sol, hacer las diluciones
del producto en el preciso momento de su aplicacién y no almacenar el resto para
otros dias. Este es un producto hecho de sustancias naturales de la planta, y por
tanto es biodegradable, se puede mezclar con todo tipo de insecticidas, de los
cuales potencia su accion y no se necesita utilizar tantos insecticidas, reduce el
impacto en el Medio Ambiente su toxicologia es nula para humanos y animales y

su plazo de seguridad es de cero dias (Delgado et al., 2007).



2.5.2 Métodos para preparaciéon de bioinsecticidas botanicos.

Para preparar los bioinsecticidas de origen botanico se pueden emplear las
diferentes partes de las plantas como son: hoja, raiz, corteza, semilla, fruto, flor y
tallo. También, se emplean la rama, apice, inflorescencia, resina y la planta
completa. Un aspecto de vital importancia al preparar los bioinsecticidas lo
constituye la forma de conservar al maximo los principios activos de las plantas;
para procurar esto, dichas plantas o sus partes deben secarse en lugares aireados
y colocarse en bolsas de tela, papel o cartbn para que haya una mejor
transpiracion y puedan ser procesadas sin perder su calidad.

Entre los métodos para preparar los plaguicidas naturales estan los siguientes:
Maceracion: Las hierbas frescas 0 maceracién en seco se ponen en agua o en
alcohol.

Decoccién: Remojar hierbas frescas o secas por 24 horas, cocer durante 20
minutos a fuego lento y dejar enfriar.

Infusion: Las hierbas frescas o secas se remojan en agua muy caliente, luego se
las deja por 24 horas.

Purin: Colocar las partes verdes de la planta, en un recipiente lleno de agua. El
recipiente se tapa procurando que le entre el aire. El agua se remueve todos los
dias. Cuando el purin no haga espuma ya se puede utilizar.

Extrusion: Las semillas, frutos, flores, ya sea hierbas frescas o secas se someten
a un proceso de molido y prensado para obtener su extracto.

Arrastre de vapor: Las semillas, frutos, flores, hierbas frescas o secas se
someten a un proceso de destilacion para obtener un extracto concentrado de sus

principios activos o de ingrediente activo (ia). (Alonso, 2012).



2.6 Dosis Letal Media (DLso) y Tiempo Letal (TLso).

La Dosis Letal Media (DLso), se define como la estimacion estadistica de la dosis
minima necesaria para matar el 50 % de una poblacién de organismos en
condiciones controladas, y que comprende la determinacion de la especie, su sexo
y edad; en animales superiores se expresa en miligramos de téxico por kilogramo
de peso ( mg / kg ), y en insectos se expresar en microgramos ( ug ) o en
miligramos ( mg ) por gramo ( g ) de peso ( Costa et al., 1974). Mientras que el
Tiempo Letal Medio (TL50) es el valor promedio del intervalo de tiempo, calculado
estadisticamente, durante el cual se espera que muera el 50% de una poblacién
dada, tras la administracion aguda de un agente quimico o fisico, a una
determinada concentracién y bajo un conjunto de condiciones definidas (Repetto y
Sanz, 1995.)

Para la obtencion de los valores de DLso, en lepidopteros, el método mas usado,
es el de la Dosificacion en Serie (DS), recomendado por la FAO en 1967, que
implica una dosificacion exacta del toxico y nos proporciona una Respuesta
Cuantitativa (RC). En 1981, Plapp manifiesta, que los valores observados para la
generacion F2, son generalmente mas bajos que los de la generacion Fi, pero que
estos pequefios cambios no son de orden genético, sino que muy seguramente
obedecen a las condiciones de Cria Masiva del insecto ( CM ) experimentadas

bajo condiciones de laboratorio.

2.7 Importancia del neem Azadirachta indica Juss.

Una de las plantas que ha llamado la atencion en estudios en laboratorio e
invernadero, es el arbol de neem dado que produce un compuesto insecticida
natural y biodegradable llamado azadiractina, el cual se concentra en las semillas
de los frutos inmaduros u hojas y puede ser extraido (Hermel et al., 1987; Johnson
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
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insectos benéficos (parasitoides, abejas y depredadores), ha sido muy remarcada
(Schmutterer y Singh, 2002; Morgan et al., 2009). Varias plantas que pertenecen a
diferentes familias contienen una serie de fitoquimicos tales como, saponinas,
taninos, alcaloides, di y triterpenoides, entre otros, los cuales presentan alta
actividad insecticida.

Entre sus efectos se destacan la inhibicion del apareamiento y comunicacion
sexual, impedimento de la ovoposicion y eclosion de huevos, esterilidad en
adultos, blogueo 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
(Kool M and et al., 1998; Mordue et al., 2005). En estudios de laboratorio y de
campo, demostraron que extractos acuosos de semillas de neem (Azadirachta
indica Juss.), causaron una disminucion en la oviposicion y en la viabilidad de los
huevos de mosca blanca; ademas se prolong6é el periodo ninfa 1 y hubo
repelencia de adultos (Coudriet et al., 1985). En laboratorio e invernadero se
evaluo, la oviposicion de la mosca blanca en plantulas de frijol usando extractos
acuosos y metandlicos de semillas y hojas de neem. Se encontré6 que los
tratamientos de 25 g de semilla de nim/litro de agua redujeron significativamente la
oviposicion de mosca blanca y algunas larvas de lepidépteros (Zeledén, B 1989).
En ensayos de campo, a dosis de 15 y 30 g de semilla de nim/litro de agua
redujeron la oviposicion e impidieron la colonizacion de mosca blanca y

crisomélidos en el cultivo de frijol (Vega, E.1989).
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2.7.1 Clasificacion taxonémica.
La clasificacion del Nim la describe Baley ,1977 como sigue:
Reino - Vegetal.
Phylum - Embriofitas.
Clase - Dicotiledonea.
Orden - Geraniales.
Familia - Meliaceae.
Geénero - Azadirachta.

Especie - indica Juss.

2.7.2 Caracteristicas morfologicas.

El neem es un arbol de crecimiento rapido robusto, de hoja perenne, siempre
verde y frondoso, el tronco del neem crece recto y alcanza un grosor hasta de 2.5
m; la corteza es de color gris rojizo y de un espesor hasta de 2.5 cm; el arbol
puede alcanzar una altura de 30 m y un didmetro de copa de 25 m; puede vivir por

mas de 200 afios. (Figura 3).
2.7.2.1Tallo.

Crece recto y alcanza un grosor hasta de 2.5 m; la corteza es de color gris rojizo y

de un espesor de hasta 2.5 cm.

2.7.2.2 Raiz.

Presenta una raiz principal pivotante de rapido crecimiento y desarrollo, clave para
resistir la sequia, lo que permite vivir en suelos muy pobre, alcanza hasta el doble

de la altura del arbol, con esto permite extraer nutrientes del subsuelo profundo.

2.7.2.3 Hoja.

Es peciolada de forma aserrada y de alrededor de 7 a 10 cm de largo, y ancho de

3 a 4 cm; cuando son jovenes (retofios) son de color rojo cobrizo, al madurar
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cambian a verde oscuro. Las hojas se agrupan en foliolos de 35 cm de largo, con
una separacion entre hojas de 3 a 4 cm. Cada foliolo presenta 7 pares, las hojas
son compuestas imparipinadas mas una terminal. La caida de hojas del arbol

ocurre solo bajo extrema sequia o después de dafio por heladas.

2.7.2.4 Flor.

Es pequeiia de 5 mm, blanca, crema o amarillenta, bisexual, actino-morfica, que
crece en racimos de hasta 22 cm de largo de manera axilar; en plena floracién su
aroma y néctar facilita su polinizacion. La floracion depende de las condiciones
edafoclimaticas de cada region y su fecundidad depende de la cantidad de
iluminacién recibida, asi como de la humedad del suelo, las que estimulan e

inhiben el arbol floral.
2.7.2.5 Fruto.

Es una drupa elipsoidal, lisa de 1.4 a 2.4 cm de largo, producido en racimos; el
color de la cascara al inicio de su formacion es verde con endocarpio blanco y
duro; al madurar la cascara se torna amarillenta. La pulpa es jugosa y dulce,
consumible por humanos, aves y animales; ademas, encierra a la semilla. El fruto
tiene maduracion desuniforme, no simultanea (ya que es posible ver en una
misma rama flores, frutos inmaduros y frutos maduros), debido al brote secuencial
de flores; en México maduran la mayoria de los frutos entre los meses de julio y

septiembre.

2.7.2.6 Semilla.

Tiene forma elipsoidal, mide alrededor de 4.1 cm de largo y 6.5 mm de ancho, esta
envuelta de una cascara color café que contiene una semilla y algunas veces
hasta dos. Esta es la parte mas importante del arbol porque en ella se almacenan

todas sus propiedades. (Cruz y del Angel, 2004).
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Figura 3. Partes principales del Neem A) flores; B) fruto; C) hojas; D) Corteza.
(Kabir Choudhury, 2005.)

2.7.3 Propiedades del neem Azadirachta indica A.Juss.

EL arbol del neem Azadirachta indica Juss, contiene diversos componentes con
actividad insecticida, de los cuales el mas importante es la azadiractina (AZA), un
tetranortriterpenoide natural (NIIR Board, 2004). Sin embargo, la concentracion de
los compuestos bioactivos del neem no es alta en las diferentes partes de la
planta. La preparacion de bioinsecticidas efectivos a base de neem requiere que el
proceso de extraccibn separe e incremente el contenido de AZA y otros
componentes relacionados con la actividad insecticida de los extractos. Para la
extraccion de AZA se han propuesto varios métodos y destacan aquellos que usan
como solvente al etanol (Larson, 1985), hexano, acetona, acetato de etilo y
metanol (Koul y Wahab, 2004). También se ha evaluado el uso de isopropanol con
evaporacion al vacio (Moorty y Kumar, 2004) o gases licuados (D’Andrea et al.,
1994).

Los extractos comerciales de la semilla de A. indica se 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 accion 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).

El efecto de la AZA depende de su dosis y de la especie plaga a controlar, ya que
puede reducir la alimentacion, supervivencia, viabilidad de larvas, progenie, e

incluso puede producir toxicidad aguda. Aunque la AZA se ha usado para
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controlar &fidos, lepidopteros se requieren concentraciones mayores a 100 ppm
para inducir un efecto primario antialimentario (Nisbet et al., 1993), el cual se
puede deber a su escasa movilidad en el floema (Schmutterer, 1985). Ademas de
una disminucién en la alimentacion, los sustratos impregnados con AZA pueden
reducir la supervivencia de Macrosiphum rosae L. y Macrosiphoniella sanbornii
Gillette (Koul, 1999).

Segun Nisbet et al., (1994), se reduce la cantidad de ninfas viables producidas por
adultos apteros con una dieta con 25 ppm de AZA durante 24 a 52 h. Incluso,
Lowery e Isman (1996), indican que las aplicaciones de 1 % de aceite de A. indica
redujeron la progenie de Myzus persicae Sulzer en 82 % y la de Nasonovia
ribisnigri Mosley en 66 %. El extracto acuoso de semilla de A. indica provoca
mortalidad de Aphis nerii Boyer, aunque no logra prevenir que éste transmita el

virus de la mancha anular del papayo (Hernandez-Castro et al., 2005).

El pulgén del meldén (Aphis gossypii Glover) es una plaga que ataca numerosos
cultivos, entre ellos plantas ornamentales del género Ixora (Rubiaceae) (Imenes et
al., 2002), y se presenta comunmente sobre arbustos de Ixora coccinea L. Esta
planta es importante para la industria de jardineria y floristeria, y representa un
recurso para las aves silvestres (Pérez-Rivera, 2000). Aunque |. coccinea es un
hospedero habitual para A. gossypii en la zona Centro de Veracruz, no hay
estudios sobre su control en esta planta y el manejo de este afido en otros cultivos
se ha basado en insecticidas quimicos convencionales. Para el control de A.
gossypii se buscan productos menos agresivos al ambiente, incluyendo a la AZA
obtenida por diferentes procesos, por lo que se han probado los extractos de
neem (Dos Santos et al., 2004).

Khalequzzaman y Nahar (2008), sefialan una CLso de 0.34 mg de AZA para A.
gossypii, mientras que el (NIIR Board, 2004), presenta una ClLso de 10 ppm de
AZA para el extracto etandlico de neem en campo, contra esta especie.

Segun, Dos Santos et al. (2004), la supervivencia y la fecundidad de ninfas del

pulgdén del meldn se reducen con el extracto acuoso de semillas de neem. Asi, la
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mortalidad de este afido puede estar relacionada con la dosis de AZA e incluso
con el tipo de extracto de la semilla de neem. Es ya conocido el poder del neem
para controlar las plagas. Las propiedades sutiles del neem (la repelencia, la
inhibiciébn del apetito, la ovoposicién, el crecimiento, la reproduccién, la
esterilizacion, etc.) son ahora consideradas mucho més deseables que una muerte
fulminante en los programas de control de plagas, debido a la reduccion del riesgo
que implica para los enemigos naturales de las plagas (comida envenenada o
morir de hambre) (Ducrot, 2005).

Las propiedades del ingrediente activo del neem, comunmente Illamada
Azadiractina, es el principal agente de la planta que actla a la hora de combatir
los insectos, este ingrediente activo normalmente se encuentra en la semilla en
proporciones del 0.1 al 0.9 %. En dosis de 30-60 g/ha de este componente son
suficientes para controlar diversos tipos de plagas chupadoras, masticadoras y
defoliadoras (Bunch, 1997).

Esta planta crece muy rapido que al tercer afio ya se pueden utilizar los
primeros frutos para la elaboracion artesanal de insecticida. Dentro de las

propiedades de tipo:

Anti-alimentacion: Fracciones tanto volatiles como no volatiles tienen
propiedades no agradables al gusto de los insectos, resultando en una reduccion
apreciable de la actividad alimentaria de los insectos.

Repelente: (Un mensaje es emitido en la superficie tratada). La superficie tratada
repele a los insectos mediante un mensaje olfativo, hacia el huésped siguiente, si

es que lo hay. También afecta a la ovoposicion.

Regulador del Crecimiento: Reduce la sintesis de las hormonas de crecimiento
(ecdisona y juvenil) y la fecundidad, aumenta la proporcion de huevecillos
estériles, limita el desarrollo de huevecillos, pupa, y tasas de crecimiento,
interrumpe la comunicacién sexual, inhibe la muda y formacion de quitina (NRC,
1992.).

16



2.8 Generalidades del gusano del fruto Heliothis virescens

Se le considera como una plaga clave y es de habitos polifagos, los adultos son
de color amarillo pajizo, con 3 bandas transversales oblicuas en las alas
anteriores, las hembras ovipositan en hojas, brotes, boton floral, flor y fruto, son de
habitos nocturnos y las larvas de color verde amarillento a pardo rojizo, gris, pardo
o totalmente verdosas. Las larvas neonatas recién emergidas, se alimentan de las
hojas tiernas de la planta. (Artigas, 1994.).

2.8.1 Clasificacion taxonémica de Heliothis virescens.

Segun Fabricius, 1777, la clasificacion taxonomica de Heliothis virescens es la

siguiente:
Reino - Animalia
Phyllum - Arthropoda
Clase - Insecta
Orden - Lepidoptera
Familia - Noctuidae
Género - Heliothis

Especie - virescens Fab.
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2.8.2 Caracteristicas morfologicas.

Los adultos son semejantes en ambos sexos. Poseen aproximadamente 35 mm
de espacio alar. El primer par de alas en su cara dorsal es de color verde-olivaceo,
presentando bandas oblicuas mas oscuras; la cara ventral es clara. El segundo
par de alas posee coloracion palida con el margen externo oscuro. La cabeza y el
torax estan cubiertos con pilosidad de color semejante al que presentan
dorsalmente el primer par de alas. (Aragén, 2004). Las mariposas hembras
depositan los huevos en el envés de las hojas de sus plantas huéspedes. La larva,
alcanzando su total desarrollo, mide unos 35 mm de longitud; generalmente es
verdosa, con varias bandas claras dispuestas longitudinalmente; también hay
orugas grisaceas, amarillentas y rojizas. En pupa bajo la tierra, siendo esta su
forma de resistencia invernal. (Aragén, 2004). (Figura 4).

2.8.2.1 Huevo.

Los huevecillos son de forma esférica con la base aplanada, presentan de 22 a 24
estrias perpendiculares, muy bien definidas, recién ovipositados son de color
blanco cremoso y aproximadamente a las 24 horas se observa una franja de color

café oscuro alrededor del huevo (Peterson, 1964).

2.8.2.2 Larva.

Las larvas son de colores muy variados, con bandas longitudinales y usualmente
con puntitos negros. Las larvas de H. virescens tienen espinulas microscopicas en
los pinaculos cetigeros | y Il en el 1° 2° y 8° segmentos abdominales y la
mandibula tiene en la parte interna un retinaculo de color oscuro en forma de
peine. Son las responsables por el dafo a las plantas, y pasan por 5 a 6 estadios
y alcanzan 4 a 5 cm en su maximo desarrollo. En su mayoria estan activos al

atardecer y se refugian de la luz del dia. (Oliver y Chapin, 1981).

2.8.2.3 Pupa.

La pupa es de color café brillante, mide 16 mm de longitud y se le encuentra en el
suelo dentro de una celda a una profundidad de 3 a 8 cm. La etapa pupal puede
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caer en diapausa. Esto puede suceder durante un periodo de calor extremo en

verano, pero es mas importante para el inverno. (King y Saunders, 1984).

2.8.2.4 Adulto.

Los adultos de esta especie miden 2 cm, de color amarillo verdoso, con tres
bandas oblicuas en las alas anteriores, Las hembras pueden llegar a colocar hasta
400 huevecillos durante las noches. Normalmente los colocan individualmente

sobre las hojas o estructuras terminales de la rama (Pacheco, 1985)

' B

-

Edad Adulta

Gusano del fruto.

Heliothis virescens :
Pupa (Duracion total: 18-43) HULCI‘"DS
(15-18) dias dias (3-5) dias

Larva
18-21 dias

Figura 4. Ciclo Biologico de H. virescens. Tomado de (Saunders, Joseph L., 1998).
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2.8.3 Darios

Las larvas son de habitos fitéfagos (Figura 5), dafian muy fuerte al cultivo en altas
poblaciones, les atrae las flores y frutos para perforarla, en frutos causa pudricién
y afecta la calidad del mismo (Artigas, 1994). Las larvas prefieren los frutos,
disminuyendo considerablemente la produccion. (FAO, 2013), se alimentan en sus
primeros estadios de follaje tierno del cultivo y conforme se van desarrollando
llegan a dafar los frutos en formacion, los dos primeros instares, se alimentan de
follaje posteriormente la larva se traslada al fruto. Tardan de 14 a 25 dias. Los
huevecillos son ovipositados individualmente en las hojas de la planta y tardan de
2 a 4 dias en eclosionar (CESAVEG). (Figura 5).

evecillos de gusano del fruto
 —

Figura 5. a) Dafios en fruto; b) Larva de H. virescens alimentandose del fruto; ¢) Adulto H.

virescens; d) Huevo y larvas de H. virescens
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3. JUSTIFICACION.

La presente investigacion trata de integrar una alternativa viable para la
disminucién de los plaguicidas tradicionales, dado que se ha comprobado que
estos afectan gravemente la salud humana, el medio ambiente y organismos
vivos, asi como, también la calidad de los productos del campo, esto dado a la
gran toxicidad de los plaguicidas. Los insecticidas de origen botanico a partir de
infusiones vegetales, constituyen una alternativa viable dentro del control de
insectos plaga de importancia agricola, solo se han evaluado muy pocas plantas
con propiedades insecticidas en relacion a la fuente natural que presentan, por lo
gue las perspectivas en la investigacion cientifica son alun mayores. A partir de la
necesidad de implementarse en programas de manejo integrado de plagas como
estrategias, como es el caso de la planta del nim (Azadirachta. indica Juss)
utilizando la hoja, corteza, fruto y semillas. Reemplazando asi, el uso de pesticidas
sintéticos que han generado serios problemas de tipo ambiental ocasionando
resistencia de las plagas, problemas en la salud humana y altos costos de

produccién.
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4. HIPOTESIS.

Existe diferencia de la actividad toxica, de los extractos evaluados de hoja, flor,
semilla y corteza de neem (Azadirachta indica Juss)., la que presente mayor

actividad biologica.

5. OBJETIVO GENERAL

- Evaluacion de hoja, flor, corteza y fruto de Azadirachta indica Juss., para el

control de gusano del fruto Heliothis virescens Fab.

5.1 OBJETIVO PARTICULAR

- Determinar DLso (Dosis Letal Media).

- Determinar TLso (Tiempo Letal Medio).
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1 Localizacién del area de Estudio.

La presente investigacion se llevd acabo en el Centro de Investigaciones
Biologicas (CIB) .

6.2 Fase de campo

6.2.1 Colecta del material

El material fue traido directamente del invernadero de jitomate del Dr. Victor
Sotelo, que se encuentra en el Campo i-‘“*ib | ‘ i /

Experimental, perteneciente a la Facultad de G
Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos ubicado en el
municipio de Cuernavaca, col. Chamilpa, el cual

fue donado Fig.6. Se utilizaron las hojas como

alimento para el insecto, se depositaron en
bolsas de plastico con su respectiva etiqueta de Fig.6 Invernadero de donde se obtuvo el
colecta, posteriormente, se trasladaron al \ﬂnate.
laboratorio para ser procesadas, se utilizaron solame_n”tgié's'hbjé's“ sanas S/—-gé
pasaron por un proceso de desinfeccion utilizando hipoclorito de sodio al 3 % y se
realizé un enjuague con agua estéril, se pasé directamente al proceso de sacado

en intemperie, solamente como una medida de proteccién de sanidad.

Para la colecta del material de las plantas de
neem A. indica, se obtuvo directamente del arbol,
ubicado en el municipio de Xochitepec, como son:
hoja, flor, corteza, y fruto (Figura 7), también, se
colocaron en bolsas de plastico con sus

respectivos datos de colecta. Se utiliz6 como

componente organico las hojas, corteza, semilla y .
Fig. 7 Arbol A. indica.
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flor. Posteriormente, se pasé por un proceso de lavado utilizando hipoclorito de
sodio al 3 % y se realizd un enjuague con agua estéril, se pasé posteriormente
directamente al proceso de sacado en intemperie solamente como una medida de

proteccion del sustrato.
6.3 Fase de laboratorio.
6.3.1 Separacion de muestras.

Con las partes de las plantas ya colectadas, se empez6 a separar las partes de la
como (hojas, flor, corteza y fruto), se tomd una rama de la cual se fue separando
hoja por hoja, posteriormente, fueron colocando en hojas de papel con fondo
blanco para la toma de muestras en fotografia (Figura 8), Se colocaron las
muestras de flor, cortezas, fruto y hoja en una coladera plastica para el proceso de
lavado con agua destilada y desinfectado con hipoclorito de sodio al 3 % y se dej6
secar a la intemperie por 5 horas.

B) Fruto D) Corteza

Fig. 8 Partes separadas de la rama colectada del arbol de Neem. A) Flor, B) Corteza,

C) Hoja y D) Fruto.
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6.3.2 Preparacién de la infusién.

Para la obtencion de la infusién, se siguid el siguiente procedimiento: ElI material
vegetal fresco ya separados se procedi6 a pesar 50 g para utilizar en el
bioensayo, posteriormente, en una olla de presibn de marca OSTER con
capacidad de 5 litros. Se utilizé una jarra graduada para medir la cantidad de agua
a hervir que fueron 2 litros, la cual, se colocé a fuego lento por un tiempo de 35
minutos, ya en su punto de ebullicion, se apagé el fuego y se midié 500 ml de
agua por extracto (hojas, flor, corteza y fruto), se dejaron reposar por 48 horas;
posteriormente se filtré con una malla de 100 puntos para la extraccion de la
infusion acuosa a utilizar. Los tratamientos de hoja, tallo, fruto y flor, se colocaron
en una botella de ambar de 250mls las cuales se les coloco una etiqueta para

identificar y 250 ml quedaron disponibles como solucion stock (Figura 8).

V.

p Y A TR y
Fig. 9 Proceso de obtencion de la infusion,
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6.4 Establecimiento del bioensayo

Para establecer el bioensayo de pruebas, se realizaron cuatro tratamientos y el
testigo con cinco repeticiones, se utilizaron 250 larvas de segundo instar de H.
virescens repartidas en 50 larvas por dosis aplicada. Se utilizaron cajas plasticas
de 250 ml y se coloc6 una servilleta de fondo hiumeda, en el cual se le colocaron
dos hojas de jitomate impregnadas de solucién de dosis respectiva de 0.05 ml,
0.10 mly 0.15 ml en cada repeticion del bioensayo con la ayuda de un atomizador
de 250 ml (Figura 10) vy fueron depositadas en cada caja plastica colocando 2
larvas de 2 instar de la filiar 1, con un total de 50 larvas por tratamiento de H.
virescens, la cual, las hojas fueron tratadas con su respectiva dosis en
experimentacién. Este bioensayo se establecié a las 12:00pm a una temperatura
de 24°C con una humedad relativa del 60 % a 12 horas luz, 12 horas oscuridad y

la revision se realizé a las 48 horas de exposicion al efecto del extracto vegetal.

Fig. 10 Materiales utilizados para el establecimiento del bioensayo.
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6.5 Disefio experimental.

Se establecié un disefio experimental completamente al azar (DCA) con cinco

tratamientos (t) y cinco repeticiones (r).

6.5.1 Los tratamientos a evaluar seran:

Tratamiento Extraccion por Dosis Porcentaje de
Azadirachta indica infusion ia/ml concentracion
Hoja Acuoso 50 g. de 0.05/100 ml 10 %
hoja /L. de 0.10/200 ml
Agua. 0.15/200 ml
Acuoso 50 g. de 0.05/100 ml 10 %
Flor CortezallL. de 0.10/100 mi
agua. 0.15/200 ml
Acuoso 50 g. de 0.05/200 ml 10 %
Semilla frutos /L. de agua. 0.10/200 ml
0.15/200 mi
Acuoso 50 gr. Flor 0.05/200 ml 10 %
Corteza /L. de agua. 0.10/200 ml
0.15/200 mi
Testigo. | = -=mmmmeee- 100 mlagua |  ----mmmemmeeee-

6.5.2 Distribucidn de tratamientos en bioensayo.

Las aplicaciones de la distribucién de los tratamientos (Figura 11), se contd el
namero de larvas vivas y larvas muertas de H. virescens a las 48 h después de su
aplicacion, para corroborar la efectividad de las infusiones en experimento, estas
aplicaciones se realizaron con la ayuda de una pizeta graduada para la mezcla de

soluciones con sus diferentes dosis.
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E;i:::\i,eegtos DISTRIBUC;(::e::i:::AMIENTOS

Hoja OO00O OOOCO OCOOOO
0.05ml 0.10ml 0.15ml

Flor OCOO0O0O OOOOO OO0
0.05ml 0.10ml 0.15ml

Fruto OOO00O0 OO0 OO0 0O
0.05ml 0.10ml 0.15ml

Corteza OOOO0O OOOOO O0O0O
0.05ml 0.10ml 0.15ml

Testigo 00000 OOOOO O0O0O00O

Figura 11. Distribucion de los tratamientos en el bioensayo.

6.5.3 Evaluacion de la DLso y El TLso.

El presente estudio se disefid, utilizando como parametro, el trabajo realizado por
Negrete (2003) en donde se evaluaron extractos etanolico de semilla de neem,
sobre S. frugiperda en su estado L2 y se encontraron dosis de mortalidad desde
las 2.000 ppm. A partir de ésta referencia se aumenté la dosis a 0.05, 0.10 y 0.15
ml/L, para comprobar la letalidad de las suspensiones por infusion de neem. Las
lecturas del bioensayo se realizaron a las 48 horas después de su aplicacion,
registrando el porcentaje de mortalidad (gx) y determinando el tiempo al cual muri6é
el 50% de la poblacion (TLso) para cada infusion evaluada. Las larvas muertas
fueron retiradas de su respectiva caja plastica. En el analisis estadistico, se utilizd
un modelo de probabilidad lineal con especificacion de los modelos de eleccion

discreta (Andlisis Probit) y un modelo estadistico completamente al azar (DCA),
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analizado por el método de medidas repetidas en el tiempo, con un a= 0,05. Cada
tratamiento tuvo 5 repeticiones y cada repeticion con cinco unidades
experimentales (125 unidades experimentales). Cada unidad experimental
comprendié de una caja plastica de 8,5 cm de diametro, la cual, contenia dos
hojas tiernas de jitomate de 3.25 cm, las hojas fueron sumergidas con diferentes
concentraciones del extracto hoja, flor, fruto corteza, asi como, el testigo absoluto
por espacio de 5 minutos antes de introducirlos a la caja plasticas con capacidad
de 250 ml y con su respectivas larva de segundo instar (L2). Las larvas utilizadas
fueron sometidas a un periodo de ayuno por 3 h antes de montar el bioensayo,
para garantizar el consumo del extracto vegetal. La mortalidad de las larvas se
determind por medio de su observacion continua (Borrero y Zenner de Polonia,
1996), y con la ayuda de una aguja debidamente esterilizada, y aceptando lo
afirmado por Machado (1991), quien asegura que la inspeccion ocular no
garantiza con certeza el estado de muerte larval de ningun insecto, se realizaron
punciones suaves con aguja sobre el cuerpo de la larva. Ademas, la
sintomatologia presentada por las larvas afectadas, la apariencia inicial de color
café claro y acortamiento del cuerpo, hasta aparentar una sequedad intensa,
también fueron los signos indicadores del efecto del tratamiento sobre el descarte
de las larvas. La efectividad del tratamiento se calculé con la formula de Abbott
(1925).

E=(%I1T-%ITr) X 100
% IT

Dénde:
E: Efectividad
IT: infestacion en el testigo

ITr: Infestacion en el tratamiento.
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6.5.4 Analisis estadistico.

Con los datos obtenidos de larvas vivas y larvas muertas, se estimara el indice de
mortalidad de la poblacion en estudio de H. virescens, utilizando la formula para

estimar tasa de mortalidad (gx).

gx =dt/ Nto
Donde:
gx: Tasa de mortalidad.
dt: Numero de individuos muertos por unidad de tiempo.

Nto: Numero de individuos al inicio del periodo de tiempo estudiado.

La efectividad biologica de cada tratamiento se calculo con los datos obtenidos del
ndamero de larvas vivas y numero de larvas muertas, de acuerdo a la férmula de
ABBOT.
EB = (IT - it/IT) 100 %
Donde:
EB= Efectividad bioldgica.
IT = Severidad del testigo sin tratar
It = Severidad del tratamiento.

Los datos obtenidos de la evaluaciones se procesaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA), utilizando e Statistic Software Minitab 15, con separacion de
medias (DMS), mediante la prueba de Tukey (a = 0.05), para determinar la

diferencia significativas entre los tratamientos en estudio.
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7. Resultados y Discusion.

7.1 Efecto de la infusién de neem el larvas de H. virescens.

Con los datos obtenidos de las pruebas de efectividad de las infusiones de neem

Azadirachta indica Juss, hoja, flor, fruto corteza e incluyendo el testigo absoluto,

fueron sometidos para su analisis en un programa estadistico MINITAB 15.

Version 3. Los resultados fueron los siguientes:

La distribucién de los tratamientos, fueros 4 tratamientos mas el testigo con cinco

repeticiones, se realizé el conteo de larvas vivas y larvas muertas expuestas a las

dosis establecidas en este bioensayo Cuadro 1.

=
Inicio Insertar Disefio de pagina Farmulas Datos Revisar Vista

f;' Calibri 11or Ay = §; B SFAjustartedo General - E‘EI ‘ffarﬁl __;&

f - M- A EEE= ‘EE 3= @Cambinarycentrarv $ - % 00 | %9 .0 F-:l_'nllat-:u Darformato Estilos de

condicional = como tabla~ celda~
Portapap... Fuente Alineacion Mdmero Estilos
Al - Je | Tratamiento

A | 8 | ¢ | b E | F G H I J K
| 1 |Tratamiento insecticidas
2 1 A HOJA
3| 2 B A
[ 4 ] 3 C FRUTO Repeticiones
| 5 | 4 D CONTEZA Tratamiento 1 I ] v v Media
| 6 | 5 E TESTIGO A 23 29 22 22 18 22.8
7| B 27 30 24 21 21 5.2
| 8 | C 13 45 28 32 15 30.6
9| D 28 32 22 24 24 26
10 E 30 34 20 3 32 29.4
i
12|
13|
14
15

Cuadro 1.- Distribucion de tratamientos/insecticidas en estudio.
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Al ser sometidos al analisis de varianza mediante a un modelo lineal con un factor
de cinco tratamientos y un factor de valores de 5 repeticiones con 50 larvas por
dosis, siendo un total de 250 larvas en cinco repeticiones expuestas de Heliothis
virescens de segundo instar de la filial 1, con un ajuste de pruebas con un factor
calculado que fue de Fcal de 1.33 con una probabilidad de 0.29 al 0.05 %.

Cuadro 2.

[ Minitab - Sintitulo - [Sesion] ;

J Archivo Edicion Datos Calc Estadisticas Grdfica Editor Herramientas Ventana Ayuda
@&l zaloe Bt 1AF|CO?H|AREBOHERN|EEE| B ~
| @y gt pz] dIX]Qx TOON ¢ 1M
|

2EhE|Y o

14105 13:44:51

Bienvenido a Minitab, presione Fl para chbtener avuda.
Mecdelo lineal general: No. Insectos vs. Tratamiento

Factor Tipo Niwveles WValores
Iratamiente fijo 51, 2, 3, 4, 5

Bnaliais de varianza para Wo. Insectos, utilizandoe SC ajustada para pruebas

Fuente GL 5C sec. 5C ajust. MC ajust. E P
Tratamientc 4  202.00 202.00 50.50 1.33 0.292
Error 20 758.00 758.00 37.90

Total 24 960.00

5 = 6.15630 PR-cuad. = 21.04% E-cuad. {ajustadc) = 5.25%

Cbzervacicnes imusuales de No. Insectos

No. Residuc

(bas Insectos Ajuste Ajuste 3E  Residuo estandar
g 45.0000 30.6000 2.7532  14.4000 2.62 R
23 15.0000 30,6000 2.7532 -15.6000 -2.83 R

R dencta una ckeervacién con un reaiduo estandarizado grande.

Cuadro 2. Modelo lineal nimero de larvas expuestas a infusiones de nim en el

Tratamiento.
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7.2 Prueba de efectividad en Heliothis virescens.

Al evaluar el efecto de las infusiones vegetales utilizados hoja, flor, fruto, corteza
de la exposicion toxica en 48 horas, existen diferencias estadisticas en el tiempo
de exposicion a los tratamientos evaluados, en la mortalidad larval (Pv = 0,0004).
A 0.05 mg /100 ml a las 48 h se tuvo el 80 % de la mortalidad larvaria, a 0.10
mg/100 ml alcanzo el 96 %, y a 0.15 mg/ 100 ml, se registré el 76 % (Figura 12).

A mayor dosis, el tiempo de exposicion de las larvas al efecto de la infusion
vegetal para provocar su muerte fue menor. Esta respuesta, segun Ramos, (1999)
se debié al efecto residual de los productos del neem, aproximadamente de 72 a
96 horas. Algunos investigadores afirman que esto parece ser suficiente para
obtener un buen control de esta plaga. Bajo condiciones estrictamente de
laboratorio y con de agua permanente, pierden las fuerzas las larvas,
compenséndolo con repetidas e intensivas ingesta de alimentos de su hospedero.
En tales casos el efecto antialimentario es vencido a las pocas horas, (Ramos,
1999).

PRUEBA DE EFECTIVIDAD HOJA, FLOR,FRUTO, CORTEZA Y TESTIGO
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FIGURA 12. Prueba de efectividad de infusion vegetal de neem.
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El valor Probit identificado como el TL50 fue de 11.1 h. A si mismo se determiné el
TLso-48 de 19.9 h, con una Pv = 0.0004, y con un coeficiente de determinacion (R2
de 99.53 %) (Figura 13). Los resultados de TLso-48 coinciden con los encontrados
por Colonia y Gémez (1995) donde reportaron efectos letales sobre las larvas
después de las 12 h de comenzado el bioensayo. Segun Shultz et al. (1992) la
respuesta de mortalidad de las larvas, se debe soélo al tiempo de accion que duro
la exposicion de las infusiones vegetales del neem. Desde las 25 horas de
establecido el bioensayo las larvas aun vivas comenzaron el proceso de cambio
de instar larval, por lo que el efecto de mortalidad de larvas en los tratamientos
después de estas horas podria estar muy influenciado por la azadirachtina y sus
derivados causando inhibicion del crecimiento de la cuticula (integumento)
(Schmutterer, 1990), porque de acuerdo con Redfern et al. (1981) citados por
Gutiérrez et al. (1999. Correa y Ruge, (2004), mencionan que S. frugiperda
reduce el desarrollo de sus ©sdos en un 95% y mueren por estrangulamiento
dentro de sus exoesqueletos con apenas 1 ppm de azadiractina pura. A todo esto,
Hellpap (1983) concluy6 que el TLso, varia de acuerdo con la edad de las larvas,
de igual manera encontr6 una correlacion entre el Determinacién de la DLso y TLso.
Tiempo de accién y la concentracion de azadirachtina purificada de semillas. A su
vez él determind que larvas jévenes sometidas a concentraciones de 5 ppm de
azadirachtina sobrevivian por encima de 33 dias, con 10 ppm, 26 dias y con 100
ppm hubo una mortalidad total después del dia noveno. Correa y Ruge (2004).
Hellpap (1983) hall6 mortalidades del 100% con 50 ppm azadirachtina pura de
extractos de semilla y TLioo de un dia de emergidas con extractos etandlico, lo
cual corrobora la efectividad en poco tiempo de los extractos de neem vy la
correlacion inversa encontrada entre la edad de las larvas y el efecto letal de los
extractos, pues a menor edad larval mayor accion letal. Segun Ramos (1999), se
ha comprobado la efectividad contra mas de 175 especies evaluadas, a dosis de
tan solo 40 ppm de azadirachtina. El andlisis estadistico Probit determiné una DL
s0 Y DLoo a las 12 h de 2.256 ppm y 3.130 ppm con un R2 = 88.54%. A las 18 h
una DL so = 3.928 ppm y DL90 = 29.199 con un R2 = 90.30%. A las 25 h una DL
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50 =2.818 ppm y DL90 = 15.192 ppm con un R2 = 90,30% y a las 40 h una DL 50
= 1.064 ppm y DL90 = 4.354 ppm con R2 =90,30%,. Los estudios realizados por
Negrete (2003), identificaron que 2.000 ppm de extractos de semilla de neem
fueron insuficientes para causar el 50 % de mortalidad de las larvas de S.
frugiperda, conclusiones que orientaron el presente trabajo para plantear la

propuesta de utilizar las concentraciones anotadas.

B Minitab - Minitab.MPJ -

J Archivo Edicion Datos Calc Estadisticas Grafica Editor Herramientas Ventana Ayuda
|zE[8lseelocc|Blt 14g[0rH]|CRBOE e [EEBEIB| ~| 25k ily o7

I  Heivetrpzl FxQlkTooN - bt

22/05 11:22:45

ANOVA unidireccional: HOJA, FLOR, FRUTO, CORTEZA, TESTIGO

Fuente GL 3C MC F B
Fector 4 202.0 50.5 1.33 0.292
Error 20 758.0 37.9

Total 24 5980.0

5 = 6.156 R-cuad. = 21.04% R-cuad. (zjustade) = 5.25%

ICs de 95% indiwviduales parz lz media
basados en Desv.Est. agrupada

Hiwvel N  Media Desv.Est. +

HOJR 5 22.800 3.862 (-~ Fom 1]
FLOR 5 25.200 3.421

FRUTO 5 30.800 10.784

CORIEZR 5 26.000 4,000

TESTIGD 5 29.400 5.459

20.0 25.0 30.0 35.0
Desv.Est. agrupadas = 6.156

Intervalos de confianza simultdneos de Frueba de Tukey del 95%
Tedas las comparacicnes en parejas

Hiwvel de confianza individual = 99.28%

Figura 13.-prueba de Tukey, con intervalo de confianza al (95 %)
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8.- CONCLUSIONES

¢ El tratamiento de infusion de hoja a dosis de 0.10 mg/100 ml presenté mayor
efectividad de 96 % sobre el control de larvas de segundo instar de gusano del

fruto Heliothis virescens Fab., 1777).

¢ De los cuatro tratamientos mas el testigo evaluados, el tratamiento en la dosis de

0.15 mg/ 100 ml fue el que demostr6 un menor porcentaje de 76% de control,

siendo el extracto de corteza.

¢ Los analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias, muestran que Si
existen diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que se concluye
que, la razén por la cual no reportd resultados negativos en las diferentes
variables de respuesta evaluadas se debe a las concentraciones 0.05 mg /100 ml,

0.10mg/100ml y 0.15 mg /100 ml utilizadas de cada infusion.

e La Dosis Letal Media (DLso). Se manifiesta, que en las evaluaciones sobre las
larvas de segundo instar del gusano del fruto (Heliothis virescens, Fab; 1777), con
las concentraciones de 0.05 mg/100 ml, 0.10mg/100ml y 0.15 mg/100 ml estas
presentaron diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de

mortalidad, mostrando eficiencias de control de 96% respectivamente.

e El Tiempo Total Letal (TLso), de exposicion fue de 48 horas con un porcentaje

de 99.53 %, al someterlos al analisis Probit.
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9.- PERSPECTIVAS.

Es necesaria la basqueda de nuevas herramientas o alternativas de manejo de
las plagas agricolas para su control, alternativamente, se ha incursionado hoy en
dia con derivados de plantas, que actian como biosidas. En la busqueda de tales
alternativas promisorias para el control de esta plaga, se destaca el uso de
infusiones de hoja, flor, semilla y corteza del arbol de neem (Azadirachta indica A.
Juss). Este arbol ha sido utilizado a lo largo de los afios en el mundo con
facultades bioinsecticidas como una alternativa viable para su empleo dentro de
los programas estratégicos del manejo integrado de plagas (MIP).Y a partir de
este, aprovechar los recursos naturales. Ademas, ante las restricciones sanitarias
impuestas por muchos paises a los residuos de plaguicidas en productos animales
y vegetales se ha hecho imprescindible en la busqueda de otras sustancias,

alternativas y métodos para controlar a los insectos plaga.
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