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RESUMEN

En la busqueda de métodos alternativos de manejo de plagas basados en la
racionalidad y sustentabilidad del ambiente, el presente estudio tuvo como obijetivo la
evaluacion del potencial de los extractos etandlicos de las semillas de Swietenia
himilis Zucc, Azadirachta indica A. Juss y Melia azedarach L. en el manejo del psilido
Asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama. La toxicidad de los extractos se
evalud al exponer a adultos y ninfas, a discos de hoja de Citrus sinensis cv Valencia,
tratados por el método de aspersién e inmersion, respectivamente. La repelencia se
determind al exponer adultos a una hoja tratada, dentro de una arena experimental, a
las 4, 5, 6 y 24 h postaplicacion, mientras que la inhibicion de la oviposicion se
evalué mediante el confinamiento de adultos en un frasco de plastico que contenia
un brote de naranja tratado por método de aspersion. Los extractos etandlicos de las
tres especies de meliaceas evaluados mostraron actividad biologica significativa en
D. citri. En ninfas el mejor efecto toxico se logré con el extracto de A. indica (93.3%),
seguido de S. humilis (88.3 %) y M. azedarach (77.3%), mientras que en adultos solo
los extractos de S. humilis (61%) y A. indica (58%) resultaron efectivos. En general,
los adultos resultaron mas tolerantes que las ninfas, en éstos el efecto toxico se
evidencié a partir de 100.0 mg.ml, mientras que en ninfas a 4.10 mg.mlt. Los
extractos de S. humilis y A. indica mostraron la mayor accién repelente (82 y 78 %,
respectivamente) a 100.0 mg.ml?; este efecto estuvo asociado a la concentraciéon y
disminuy0 a través del tiempo. Ninguno de los extractos evaluados inhibié de manera
contundente la oviposicion.

Palabras clave: Azadirachta indica, inhibicibn de la oviposicion, insecticidas

vegetales, Melia azedarach, repelencia, Swietenia humilis, toxicidad.



ABSTRACT

In a search for alternative methods in the plague manage based on rationality and
environmental sustainability, this study aimed to evaluate the potential of the
ethanolic extracts of seeds Swietenia himilis Zucc seeds, Azadirachta indica A. Juss
and Melia azedarach L. in handling of Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama.
The toxicity of extracts it was rated by exposing adults and nymphs, to leaf discs
Citrus sinensis cv Valencia, treated by the method of spraying and dipping,
respectively. The repellency it was determined by exposing adults to leaf treated, in
an experimental sand, at 4, 5, 6 and 24 h post application, whereas inhibition of
oviposition was estimated by confining of adults in a plastic bottle containing orange
outbreak treated by spraying method. The ethanolic extracts of the three species of
meliaceas evaluated showed singnificant biological activity in D. citri. The better toxic
effect in nymphs was achieved with the extract of A. indica (93.3%), followed by S.
humilis (83.3%) and M. azedarach (77.3%), while in adults only the extracts of S.
humilis (61%) and A. indica (58%) resulted effective. Generally, adults showed
greater tolerance than nymphs, evidenced in this an effect starting from 100.0 mg.ml-
1, while in nymphs it was of 4.10 mg.ml't. The extracts of S. humilis and A. indica
showed the most repellent action (82 and 78%, respectively) starting from 100.0
mg.ml; this effect was associated with the concentration and decreases over time.
None of the tested extracts inhibited oviposition conclusively.

Keywords: Azadirachta indica A. Juss., inhibition of oviposition, Melia azedarach L.,

repellency, Swietenia humilis Zucc, toxicity, vegetal extract.



1. INTRODUCCION

La produccion agricola enfrenta hoy un enorme reto. Con cerca de medio siglo
transcurrido tras la implementacion de la revolucion verde; en la actualidad la
pertinencia de la tecnologia desarrollada se encuentra enfrascada en un acalorado
debate. Con sefialamientos referenciados al control quimico de plagas como agente
contaminante, mutagénico y biocida de insectos no blanco, asi como elemento
estimulante de la resistencia en otros (Wilson et al., 1999; Martinez y Gémez, 2007,
Mann et al., 2010; FAO, 2013), el empleo de este tipo de productos enfrenta hoy a
una significativa fraccion detractora, situacion que ha propiciado la necesidad de
generar nuevas técnicas de control que se encuentren basadas en un sistema
productivo enmarcado en la sustentabilidad ambiental (Prabhaker et al., 1985;
Rodriguez, 1998).

Con mas de 2000 plantas registradas con alguna propiedad insecticida
(Montesino et al., 2009), estos organismos representan una prometedora alternativa
en la generacion de nueva tecnologia que coadyuve en el control de las poblaciones
de insectos plaga. Capaces de producir una amplia diversidad de sustancias
biologicamente activas, juegan un importante papel en el comportamiento ecoldgico y
fisioloégico de los insectos fitéfagos al actuar como sustancias toxicas, atrayentes,
repelentes, estimulantes, o bien inhibiendo el desarrollo, alimentacion y oviposicidon
del insecto (Jacobson, 1989; Ascher, 1993; Rodriguez y Trumble, 1999). Dentro de la
gama de plantas, sobresalen por ser de las especies de mayor exploracion miembros
de las familias Amaryllidaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Solanaceae y Meliaceae (Villalobos, 1996); destacando en esta ultima miembros
cuya efectividad en el control de la supervivencia, alimentacion, fertilidad, crecimiento
y desarrollo de los insectos ha sido demostrada de manera previa, debido

principalmente a la presencia limonoides (Li, 1999; Ibafiez y Zoppolo, 2008).

En este sentido, diversos miembros de la familia Meliaceae se han evaluado

en distintas plagas, encontrando un potencial como control de insectos, nematodos,



bacterias y hongos. Antecedentes que motivaron la curiosidad de extrapolar estas
propiedades a Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae). Este insecto
fitdfago conocido también como psilido asiatico de los citricos (PAC), es una especie
de suma importancia en la citricultura mundial (Michaud, 2004). Tiene preferencia
alimentaria exclusiva por miembros de la familia Rutaceae. Adultos y ninfas provocan
considerables dafios a la planta y provocan a la par la diseminacién de las bacterias
Candidatus Liberibacter var. asiaticus y americanus, agentes causales del
huanglongbing (HLB) (Tsai et al., 1988; Su y Huang, 1990). Si bien, en la actualidad
el manejo del vector se realiza de manera preferencial a través del control quimico
(Stansly y Qureshi, 2007; SENASICA, 2015), al igual que en otros cultivos el uso
indiscriminado de este ha traido consigo consecuencias indeseables. De tal suerte
gue ante la necesidad de buscar alternativas naturales para el manejo de D. citri y
ampliar el conocimiento de las propiedades insecticidas de una de las familias mas
prometedoras (Meliaceae), se plante6 como objetivo evaluar en condiciones de
laboratorio la actividad biolégica de los extractos etandlicos de tres especies de

meliaceas sobre ninfas y adultos de D. citri.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Diaphorina citri Kuwayama, 1908

Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae) o Psilido Asiatico de los Citricos (PAC),
es un insecto cuya presencia en el campo citricola ha condicionado su produccion a
nivel mundial (Aleméan et al., 2007). Con un mediano impacto econémico como plaga
(Hernandez et al., 2014), la alerta fitosanitaria es potencializada al develarse su alta
efectividad para fungir como vector de las bacterias Candidatus Liberibacter var.
asiaticus y americanus, agentes causales de la enfermedad mas devastadora en el
cultivo de citricos, el huanglongbing (HLB) (Capoor et al., 1967; Tsai et al., 1988; Su
y Huang, 1990).

2.1.1 Biologia y morfologia

Los adultos del PAC miden en promedio de 2.7 y 3.4 mm, presentan desarrollo
paurometabolo relativamente corto, influenciado de manera particular por las
condiciones ambientales y la planta hospedera (Liu y Tsai, 2000; McFarland y Hoy,
2001), pudiendo vivir hasta 54 dias (Liu y Tsai, 2000). Las condiciones optimas para
su desarrollo se presentan en climas secos con temperaturas entre los 25y 28°C (Liu
y Tsai, 2000; Galindo et al., 2009; Barios et al., 2012; SENASICA, 2015). Contrario a
esto, su reproduccion se ve nulificada con temperaturas menores a 10 °C y mayores
a 33 °C (Garcia, 2009; SENASICA, 2015). Las hembras llegan a ovipositar hasta 800
huevos durante toda su vida (Fersan, 2009) pudiéndose presentar hasta 30

generaciones por afio (Etienne et al., 2001).

Diversos autores (French et al., 2001; Fernandez y Miranda, 2005; Aleman et
al., 2007; Wenninger y Hall, 2007; Robles et al., 2010) indican que el adulto presenta
coloracion gris cenizo y puede ser reconocido por la posicion que adoptan al
alimentarse, cuyo cuerpo es inclinado en un angulo de entre 30 y 45° respecto a la
superficie de la hoja. Muestran gran motilidad y por lo general tienden a saltar cortas
distancias cuando son molestados. Tienen un sutil dimorfismo sexual entre los

adultos, siendo las hembras ligeramente mayores (3.3 mm de largo) que los machos



(2.7 mm) (Preza, 2011). Las ninfas son pequefias, oscilando su tamafio de 0.35 mm
en primer instar hasta 1.66 mm en el quinto; son aplanadas y mantienen un
comportamiento en su mayoria sedentario sobre la union del peciolo de la hoja y el
brote (Fonseca et al., 2007). Ninfas y adultos forman grupos sin preferencia de edad
o tamafio (Fernandez y Miranda, 2005).

2.1.2 Distribucion mundial y nacional

Con una distribucién inicial restringida a paises de la zona mediterranea, Asia
y Africa, en la actualidad se ha confirmado la presencia del psilido en las principales
zonas citricolas del mundo (Aleman et al., 2007), al expandirse incluso a las zonas
urbanas aledafias donde ha encontrado en plantas de traspatio y ornamentales como
Murraya paniculata (L) Jack, un excelente medio de incubacion cuando las
condiciones de los lotes comerciales no son las oOptimas (Salcedo et al., 2010;
Hernandez et al., 2012). Hoy en dia, en México la especie se encuentra clasificada

como plaga cuarentenaria presente (EPPO, 2014).

En América, el primer registro del insecto data del afio 1942 y fue observado
en Brasil (Costa, 1942). Sin embargo, no fue hasta su descubrimiento en el sur de
Florida en 1998 que comenzd a prestarsele mayor atencion (Halbert et al., 2003,
citado por Halbert y Nufiez, 2004). En México, se detectd cuatro afios después
(2002) en el estado de Campeche; situacién que puso en alerta al pais pero que fue
insuficiente para que solo un par de afios después (2004) se diseminara e hiciera
presencia en otras regiones del territorio nacional, (Querétaro, San Luis Potosi,
Colima, Tabasco y Yucatan). Para el 2008, el territorio mexicano terminé por
sucumbir ante su presencia, al confirmarse muestras positivas en Baja California
(Lépez et al., 2005; SENASICA, 2015), pudiendo encontrarse a la fecha en mas de

688 municipios de 28 estados de la Republica Mexicana.

2.1.3 Plantas hospederas
El problema de D. citri como plaga citricola se ve agravado por la alta

especificidad de la especie por plantas de la familia Rutaceae. Halbert y Manjunath



(2004) mencionan 58 especies de citricos como posibles hospederos del psilido,
destacando el género Citrus como el de mayor numero de especies hospederas y
Murraya paniculata como la especie de mayor preferencia para su desarrollo (Aubert,
1987; Aubert y Quilici, 1988; Liu y Tsai, 2000; Garcia, 2009).

2.1.4 Dafos e importancia econémica

Uno de los principales problemas asociados con el PAC como plaga radica en
su modo de alimentacion. Durante este proceso ninfas y adultos extraen la savia que
es distribuida hacia el peciolo y los brotes tiernos de la planta (Aubert, 1987;
Sanchez, 2010), inyectando en contra parte toxinas que producen su malformacion,
inviabilidad e incluso su abscision (Asplanato et al., 2011; Ruiz, 2013), ademas de la
secrecion por parte de las ninfas de una gran cantidad de melaza cuya presencia
propicia la proliferacion del hongo causante de la fumagina y cuyo desarrollo altera
las principales actividades metabdlicas de la hoja (fotosintesis, intercambio gaseoso
y transpiracion), afectando por ende el funcionamiento del sistema (Mata y
Mosqueda, 1995).

Si bien la presencia del insecto provoca importantes dafios al cultivo, el
verdadero problema reside en su capacidad para transmitir las bacterias Candidatus
Liberibacter var. asiaticus y americanus, causantes de una de las enfermedades mas
antiguas y de mayor potencial destructivo en citricos, el Huanglongbing (HLB) (Bové,
2006; Asplanato et al., 2011; Hernandez et al., 2014). Esta enfermedad (HLB o
dragon amarillo como también se le conoce) es una enfermedad cuya capacidad de
diseminacion y patogenicidad representa un alto riesgo en la produccién citricola al
incidir de manera directa en la cantidad y calidad de los frutos obtenidos v,
condicionar la supervivencia de millones de arboles (Velarde et al., 2010; Soto,
2013).

Morales (2013), informa que dentro de los casos mas impactantes ocurridos a
través de la historia citricola destacan los registros de la region de Guandong (China)

donde entre 1977 y 1981 se tuvieron que eliminar mas de 960 mil plantas de



mandarina y limon, paralizando en su totalidad al sistema productivo al disminuir la
produccion de 450 mil a solo 5 mil toneladas. Situacion similar a la vivida en Filipinas
donde la produccién de mandarinas disminuy6 de 11 700 toneladas a solo 100 en la
década de los 60; asi como la desaparicion del cultivo de mandarina y naranja en
Arabia Saudita por mas de una década.

En América, se detectod por primera vez en 2004 en San Pablo, Brasil (Teixeira
et al., 2005), sin embargo fue en Florida (EUA) donde presenté un impacto real,
donde a solo cinco afios de ser informada la enfermedad, hubo una reduccion del
23% en la produccién, la desaparicion de mas de 8 mil empleos y una pérdida
economica de 4 500 millones de ddlares (Hodges y Spreen, 2012, citado por Monzo
et al., 2014). Aun cuando en México, la enfermedad fue registrada en 2009 en
Yucatan (SENASICA, 2015), hasta ahora no existen antecedentes de gran
trascendencia en el pais; sin embargo, estimaciones realizadas por Salcedo et al.
(2010) sugieren que bajo un panorama catastrofico las perdidas productivas se
encontrarian cercanas a los tres millones de toneladas, equivalente al 41% del total
de la produccion nacional de citricos, siendo afectados en orden decreciente los

cultivos de naranja, toronja, mandarina y limon.

2.1.5 Métodos de control

Ante este panorama y con base en lo que la historia ha ensefiado, el sistema
productor citricola mundial ha adoptado diversas medidas en el control de la
enfermedad, al enfocarse, en lo principal, al manejo del vector (L6pez et al., 2013).
Esto ha permitido el desarrollo de diversas estrategias cuya pertinencia y efectividad
se ha puesto a prueba en condiciones varias, basadas primordialmente en la
convergencia de los distintos métodos de control disponibles, y respaldadas bajo el

enfoque del Manejo Integrado de Plagas (MIP).

2.1.5.1 Control quimico
Después de que el PAC fue categorizado como un efectivo vector del HLB, la

utilizacion de productos quimicos se vio ampliamente generalizada (Garcia, 2013).



Con resultados variables en funcién del grupo quimico empleado, destacan por su
efectividad aquellos que contienen abamectina (Sanchez, 2010; Macias et al., 2013),
espirotetramato (Hernandez et al., 2013), dimetoato (Hernandez et al., 2012),
ometoato (Reyes et al.,, 2013), aldicarb (Qureshi y Stansly, 2008), thiametoxam
(Sanchez, 2011), spiromesifen (Sanchez, 2010) e imidacloprid (Sanchez, 2010;
Sanchez, 2011; Hernandez, 2012; Hernandez et al., 2013), entre otros productos
enlistados por Cortez et al. (2010). Si bien cada una de estas sustancias ha mostrado
resultados prometedores, destaca la efectividad observada con el uso de
imidacloprid, que da excelentes resultados en el control de ninfas y adultos
(Bahagabati y Nariani, 1983; Villanueva, 2011; Hernandez et al., 2012; Macias et al.,
2013), ademas de un excelente efecto ovicida (Ruiz, 2013).

Es pertinente mencionar que si bien los resultados mostrados por cada uno de
estos productos hablan por si solos, en la mayoria de los casos los autores coinciden
en proponer un empleo racional de éstos y de manera preferente como medida de
contingencia, apostando en todo momento por la implementacion de un manejo
integrado de plagas que utilice no solo el potencial de los productos sintéticos y
naturales, sino que busque ademas la convergencia de éstos con el conocimiento de

las condiciones de la interaccion plaga-planta-entorno.

2.1.5.2 Métodos alternativos (control cultural, biolégico y uso de
plantas)

Debido al debate al que ha sido sometido el control quimico tras la
potencializacién de los efectos secundarios asociados a su uso (Prabhaker et al.,
1985; Mann et al., 2010), la agricultura moderna se enfrenta con la necesidad de
evaluar la pertinencia “inequivoca” de esta metodologia y pugnar por la investigacion
e implementacion de una convergencia pacifica entre el sistema agropecuario y el
ambiente (Altieri, 1995), apostando por la integracién del sistema tradicional
(quimico) con métodos mas ecoldgicos como el control cultural, control biologico y la
utilizacion de plantas con potencial insecticida (Bejarano, 2002, citado por Brechelt,

2004). A continuacion se describe cada método ecoldgico:



1) Control cultural. Es considerado en esencia como un método preventivo e implica
el acondicionamiento del agroecosistema de tal forma que resulte poco favorable
para el desarrollo de la plaga. La efectividad de la estrategia se encuentra supeditada
a la estricta coordinacion de los elementos en su implementacion (Robles, 2012), y
se basa en el uso de material vegetativo certificado, el establecimiento de barreras
rompevientos y la eliminacion de plantas enfermas cuando es detectado el HLB
(Roistacher, 1996; Grafton-Cardwell et al., 2013; De la Cruz, 2014).

2) Control bioldgico. Es una metodologia ampliamente generalizada y que se
encuentra respaldada en el empleo de enemigos naturales (depredadores,
parasitoides, patogenos y fitéfagos) como medida de control de las poblaciones
plaga en un rango economico aceptable (Sanchez et al., 1997). Destacan por su
empleo las especies de Tamarixia radiata Waterston (Etienne et al., 2001; Pluke et
al., 2008; Sanchez et al., 2012; Bafios, 2014; Mead y Fasulo, 2014), Olla v-nigrum
Mulsant, 1866 (Michaud, 2001, 2002; Michaud y Olsen, 2004), Cycloneda sanguinea
Linnaeus 1763, Harmonia axyridis Pallas, 1773 (Michaud, 2002; Reyes et al., 2013);
asi como miembros del grupo de los escarabajos, avispas, sirfidos, crisopas y arafas
(Hall, 2008). De igual forma sobresalen por su efectividad organismos
entomopatdégenos como los hongos Beauveria bassiana Balsamo, 1835 (Yang et al.,
2006), Isaria fumosorosea Wize, 1904 (Gandarilla et al., 2013) e Hirsutella citriformis
Speare (Rivero y Grillo, 2000; Etienne et al., 2001; Halbert y Manjunath, 2004; Yang
et al., 2006; Casique et al., 2011).

3) Uso de plantas con potencial insecticida. Es una estrategia empleada desde
épocas antiguas, se centra en el aprovechamiento de las propiedades naturales de
ciertas plantas para hacer frente a otras especies mediante la expresion de un efecto
repelente, supresor, disuasivo, antibiético o anorexigénico (Avalos y Pérez, 2009;
Montesino et al., 2009). Sobresalen por su comprobada eficacia miembros de las
familias Amaryllidaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Labiatae, Meliaceae

y Solanaceae (Villalobos, 1996).



En las evaluaciones hechas con Diaphorina citri destacan especies como el
nim (Azadirachta indica), cuyo principio activo (azadirachtina) es capaz de inhibir la
alimentacioén del insecto, reducir su fecundidad, retrasar su crecimiento y provocar
trastornos en su desarrollo; ademas de producir un efecto repelente, interrumpir la
muda y generar un efecto téxico (Salas y Mendoza, 2001; Weathersbee y McKenzie,
2005). Aunado a esta planta, existen otras que han sido sometidas a exploracion en
busca de estas propiedades encontrando resultados prometedores con algunas de
ellas. Destacan por su capacidad insecticida, repelente y disuasoria de la
alimentacién plantas como el ajo (Allium sativum L.) (Mann et al., 2011; Cézares et
al., 2014), orégano (Origanum vulgare L.) (Cazares et al., 2014), guayaba (Psidium
guajava L.) (Rouseff et al., 2008; Zaka et al., 2010; Onagbola et al., 2011; Ichinose et
al., 2012) y toloache (Datura stramonium L.) (Sandoval et al., 2013).

2.2 Potencial de las plantas como agentes de control de insectos

Con un compendio botanico de mas de 200 mil especies vasculares descritas
(Magana vy Villaseiior, 2002; Llorente y Ocegueda, 2008), la dilucidacion del potencial
del reino Plantae aun se encuentra lejos de ser alcanzado por completo. Durante
siglos se ha sacado provecho de las propiedades de estos organismos, no obstante,
el conocimiento total de los beneficios que de éstos se pudieran obtener sigue siendo
una asignatura pendiente. Y es precisamente dentro de este vacio cognitivo donde la
investigacion referente a la capacidad insecticida e insectistatica de las plantas

resguarda su justificacion.

Aun cuando existen mas de 1,600 plantas registradas con alguna propiedad
biologica (Grainge et al., 1985), la investigacidén respecto a su aplicacion ha sufrido
una explosiva reactivacion desde hace 25 afios (Pérez, 2012). El uso de plantas data
desde antes de la llegada de los insecticidas organosintéticos y con registros que se
remontan a mas de dos mil afios en los paises de la region oriente del mundo (Silva
et al., 2002; Thacker, 2002; Do Nascimento, 2008), su potencial como método de
control de plagas representa hoy en dia una de las estrategias mas prometedoras en

la basqueda de alternativas naturales cuyo coste para la economia social y ecoldgica
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sean poco significativas y que a su vez den posibilidad a la disrupcion de la cada vez
mas acentuada resistencia de los insectos a los métodos de control quimicos (Millan,
2008).

Dentro de la gama de evaluaciones implementadas en la dilucidacion de la
pertinencia de este tipo de productos, destaca la utilizacién de polvos, extractos y
aceites vegetales en el control de insectos, hongos, bacterias e inclusive otras
plantas. Dichas evaluaciones han sido sometidas en los sectores donde la presencia
de plagas provoca disrupcion del funcionamiento idéneo de la actividad e incluyen,
para el caso de insectos, la medicion de la respuesta observada en parametros como
la inhibicion de la oviposicion y alimentacion, repelencia, mortalidad, viabilidad de
desarrollo, modificacion del comportamiento, interrupcion y retraso en la muda;
mientras que en la actividad mostrada por los microorganismos destacan los
parametros referentes a la antibiosis, inhibicion de crecimiento, esporulacion,

viabilidad de esporas y germinacion.

2.2.1 Plagas agricolas en campo

Si bien el campo de accion del uso de productos de origen vegetal es
relativamente amplio, las evaluaciones correspondientes se han realizado en su
mayoria en el manejo de plagas agricolas. Destacan aquellas cuya incidencia afecta
a los principales cultivos a nivel mundial. Por ejemplo, Rodriguez et al. (1982)
evaluaron infusiones y extractos acuosos de 86 especies vegetales en la
supervivencia y alimentacion de la larva del gusano cogollero del maiz Spodoptera
frugiperda J. E. Smith, 1797, encontrando nueve especies con efecto toxico y seis
inhibitorias de la alimentacion. No obstante, la evaluacion de los extractos acuosos
es el enfoque generalizado que se le da a la investigacion referente a su efectividad,
autores como Lizarazo et al. (2008) han dado mayor variabilidad respecto a la
extraccion de los componentes activos; dichos autores demuestran la efectividad del
extracto diclorometanoico de Polygonum hydropiperoides Michx. (Polygonaceae), al
obtener una mortalidad sobre el mismo insecto del 100% con una dosis media de

2500 mg mLt. Situacién similar a la expresada por Roel y Vendramim (2006),
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quienes utilizando extractos acetdnicos de Trichilia pallida Sw. encontraron un
significativo efecto toxico y letargico de este sobre las larvas de Spodoptera
frugiperda, ademas de atribuirles una mayor durabilidad en comparacion a la de otro
tipo de extracto. Capataz et al. (2007), por su parte, sometieron a elicis suspensiones
celulares de hojas de Azadirachta indica, obteniendo un efecto inhibitorio del extracto
sobre la alimentacion de larvas de segundo instar hasta en un 100% de la poblacion
evaluada. Efecto similar (80.3%) al obtenido por Ortiz et al. (2008), al probar
extractos crudos de acetato de bencénico a base de semillas de nim.

Asi como con este insecto, otras especies han sido blanco de este tipo de
ensayos. El control de mosquitas blancas, por ejemplo, ha sido evaluado con
diferente tipo de extractos. Camarillo et al. (2009), examinaron la actividad biolégica
de extractos acuosos, aceites y turbios de diversas estructuras de la planta Tagetes
filifolia Lag. (Asteraceae) sobre ninfas y adultos de Trialeurodes vaporariorum
Westwood, 1856; la autora informa que el aceite presenta un efecto toxico, repelente
e inhibidor de la alimentacion y crecimiento. Castillo et al. (2012) utilizaron extractos
de capsaicinoides que provienen de frutos de chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) y observaron un efecto téxico en el 50% de la poblacion a las siete horas
después de aplicado el tratamiento, ademas de encontrar repelencia significativa con
concentraciones del 5%. Estos resultados son similares a los informados por
Mendoza (2010), quien con concentraciones de 200 mg mL-! del extracto etandlico
de Raphanus raphanistrum L. lograron repelencia del 76% y mortalidad de 56%;

ademas de observar una significativa reduccién de la oviposicion del insecto.

Dada la efectividad mostrada, la evaluacion de este tipo de productos se ha
generalizado al control de plagas de la mayoria de los cultivos de importancia
econdmica. Granados (2010) indica una mortalidad en ninfas y adultos del insecto
Bactericera cockerelli Sulc del 100 y 90%, respectivamente, al ser tratadas con
extractos acuosos y etandlicos de Azadirachta indica, Ambrosia artemisiifolia L.,
Raphanus raphanistrum, Ricinus communis L. y aceite de Tagetes filifolia, en

concentraciones promedio de 200 mg mL™t. Por su parte, Palma y Serrano (1997)
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demostraron la actividad de ciertas especies vegetales en el manejo de insectos al
obtener una influencia significativa del uso de cinco especies (Mammea americana
L., Melia azedarach, Myroxylon balsamun (L.) Harms, Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth
y Cestrum nocturnum L.), de 38 evaluadas, en el control del picudo del chile
(Anthonomus eugenii Cano, 1894).

2.2.2 Plagas de granos almacenados

Ademas de ser aplicadas de manera directa sobre plagas de cultivos en pie,
diversas especies también se han evaluado en el control de insectos que afectan
productos en post cosecha, en lo particular granos almacenados. Por ejemplo, Nava
et al. (2010), al evaluar el efecto del extracto acuoso de Bacharis glutinosa Pers.,
Eucalyptus globulus Labill. y Melia azedarach en la supervivencia y emergencia de
adultos del gorgojo pardo del frijol (Acanthoscelides obtectus Say, 1831) encontraron
una efectividad significativa de éstos al provocar una mortalidad superior al 30% y
porcentajes de inhibicibn de emergencia de adultos mayores al 50%. De igual forma,
Olivero et al. (2009), determinaron la actividad repelente del aceite esencial de Lippia
origanoides Kunth, Citrus sinensis (L.) Osbeck y Cymbopogon nardus (L.) Rendle
sobre Tribolium castaneum Herbst, 1797, una de las principales plagas de cereales y
productos almacenados, encontrando repelencias del 94 (L. origanoides) y 96% (C.
nardus), porcentajes similares al producto comercial utilizado en su manejo.
Resultados que también coinciden con los obtenidos por Atwal y Sandhu (1970,
citado por Esquinca, 1994), quienes al aplicar polvo al 2% de semilla de nim
(Azadirachta indica A. Juss) en mezcla con trigo (Triticum aestivum L.) lograron

controlar el insecto por mas de dos meses.

Sanabria y Ramirez (2013), por su parte, informan un efecto toxico del polvo
de semillas de Chenopodium ambrosioides L. sobre adultos de Callosobruchus
maculatus Fabricius, 1775, plaga de semillas de poroto (Vigna unguiculata (L.)Walp.),
donde concentraciones al 2 y 4% aniquilaron al 78.85% de la poblacion.
Observaciones parecidas a las registradas por Silva et al. (2005), quienes observan

porcentajes de mortalidad del gorgojo del maiz Sitophilus zeamais Motschulsky,
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1855, de hasta un 98.8 y 90.1% con los polvos de Chenopodium ambrosioides y
Peumus boldus Molina, de manera respectiva. Por su parte lannacone et al. (2005) al
emplear polvos y extractos acuosos de Coriandrum sativum L., Caesalpinia spinosa
(Feuillée ex Molina) Kuntze, Bidens pilosa L. y Sambucus peruviana Kunth lograron
obtener para los primeros, porcentajes de mortalidad del 25% para S. zeamais y 15%
para S. paniceum, resultados poco significativos desde el punto de vista practico
pero que como antecedente sientan buenas bases para continuar con esta linea de

investigacion.

2.2.3 Plagas pecuarias

Aun cuando el uso de productos a base de plantas se ha enfocado en su
mayoria en el ambito agricola, su empleo se ha generalizado a otras areas. Uno de
ellos es el manejo de plagas pecuarias, al destacar por el niumero de articulos
publicados sobre el estudio de los insectos ectoparasitos del ganado bovino,
principalmente en lo referente al control de Boophilus microplus Canestrini, 1888
(Acari: Ixodidae), acaro cuya presencia en el ganado vacuno infiere
significativamente en el detrimento de la salud y produccion del animal (Athayde et
al., 2001).

En relacion a lo anterior Forti et al. (2009), al evaluar el efecto insecticida del
extracto alcohdlico al 1% de Annona muricata L., Syzygium malaccense (L.) Merr. &
L.M. Perry, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf y Azadirachta indica, encontraron una
reduccion total de emergencia de larvas provienentes de madres tratadas y
mortalidad del 100% con el extracto de A. muricata. Resultados coincidentes a los
registrados por Castillo (2011) quien, al emplear extractos etandlicos de
Lonchocarpus nicou (Aubl.) DC., Brugmansia Sanguinea (Ruiz & Pav.) D. Don,
Verbena litoralis Kunth y Nicotiana tabacum L., observé porcentajes de mortalidad
similares. Por su parte, Garcia (2011) evalu6 la mortalidad observada en el acaro
tras ser tratado con extractos crudos y aceites esenciales de ocho especies de

plantas obteniendo solamente un 38.2 y 29.4% de mortalidad con los aceites
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esenciales de Piper crassinervium Kunth y Piper aequale Vahl, respectivamente,

mientras que con los extractos crudos solo se obtuvieron un 9.3y 7.3%.

Otros autores han explorado la manera de controlar a B. microplus de manera
natural. Asi, Rosado et al. (2008) utilizando extractos crudos de hojas y corteza de
Diospyros anisandra S.F. Blake, develaron el potencial de estas como larvicida al
presentarse con éstas una mortalidad del 84.91 y 79.24%. Por su parte, Alvarez et al.
(2008) al usar extractos polares y no polares de 10 especies de plantas sobre el
mismo insecto, establecieron la efectividad toxica, inhibitoria de la oviposicién de
Zyzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, Morus alba L., Piper nigrum L.) y la

mezcla de Allium sativum L. con Z. aromaticum.

Aun cuando la mayoria de los ensayos cientificos se han centrado en insectos
incidentes en los cultivos agricolas, la evaluacion pertinente de los extractos en el
control de otras especies también se ha hecho patente. Por ejemplo, Aparecido et al.
(2010), evaluaron y confirmaron la efectividad del aceite esencial de Cymbopogon
nardus (L.) Rendle y Eucaliptus citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson, para
aniquilar las poblaciones de Anocentor nitens Neumann, 1897. Ramirez et al. (2009),
por su parte, reafirmaron el conocimiento popular del uso de algunos extractos en el
control de la mosca de los cuernos (Haematobia irritans Linnaeus, 1758), al encontrar
un excelente efecto téxico de los extractos acuosos de cinco especies de plantas, en
las que destacan por el mayor porcentaje de mortalidad el extracto a base de hojas
de Nicotiana tabacum L., mientras que Iriarte et al. (2013) hizo lo mismo al
determinar el efecto repelente de cuatro especies de gramineas (Melinis minutiflora
P. Beauv., Andropogon gayanus Kunth, Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.)
Stapfy Cenchrus ciliaris L) sobre larvas de la garrapata Amblyomma cajennense

Fabricius, 1787 encontrando excelente respuesta con M. minutiflora.

2.2.4 Fitopatbégenos
Al igual que en el control de plagas insectiles, el uso de productos a base de

plantas como medio de control natural sobre microorganismos es algo que se ha
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generalizado a través del tiempo. Su capacidad para combatir y regular el
crecimiento de cepas de diversos organismos y fungir a la vez como un recurso de
bajo impacto ambiental, le ha conferido a este campo de investigacion una

extraordinaria justificacion para su desarrollo.

Gran parte de los ensayos publicados hasta la fecha se han enfocado en la
protecciéon de productos horticolas y frutales, encontrando en el combate de
microorganismos como bacterias y hongos un campo fecundo. Stauffer et al. (2000),
evaluaron un total de 98 extractos acuosos sobre 10 especies de microorganismos
(bacterias y hongos) presentes en diversos cultivos. Tras un periodo de 48 horas
postratamiento se encontro un efecto inhibitorio de crecimiento con nueve plantas, en
lo particular en el control de la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel) Dowson (Xcc). Rodriguez et al. (2000) midieron el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial de cuatro hongos fitopatdgenos (Stemphylium solani G.F.
Weber, Fusarium oxysporium var. lycopersicum (Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hans,
Pyricularia grisea (Cooke Sacc.) y Phythophthora parasitica var. nicotianae (Breda de
Haan) Tucker) después de la inoculacion del medio de cultivo con el extracto
hidroalcoholico de tres especies vegetales (Acacia farnesiana (L.) Willd., Parthenium
hysterophorus L. y Pluchea carolinensis (Jacq.) G. Don); solo registran respuesta

inhibitoria de las tres plantas sobre P. grisea y P. parasitica var. nicotianae.

En un trabajo similar Tequida et al. (2002) probaron el efecto de 14 especies
de plantas en la inhibicién del crecimiento de seis especies de hongos (Aspergillus
flavus Link: Fr., Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem, Penicillium chrysogenum Thom
1910, Penicillium expansum Link, Fusarium poae (Peck) Wollenw y Fusarium
moniliforme Sheldon) donde encontraron que el extracto etandlico y metandlico de
Larrea tridentata (DC.) Coville inhibi6 en 41.5 y 100%, respectivamente, el
crecimiento micelial. Velazquez et al. (2006), por su parte reportan resultados
similares con extracto metandlico, diclorometanico e hidroalcohdlico de semillas de
moringa (Moringa oleifera Lam.) en el crecimiento micelial, esporulacién, diametro y

germinacién de esporas del hongo Rizophus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. Moo-Koh et
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al. (2014) al evaluar el efecto in vitro del extracto acuoso de la planta Bonellia
flammea (Millsp. ex Mez) B. Stahl & Kallersjo sobre siete hongos fitopatdgenos,
encontraron un efecto inhibitorio del crecimiento micelial (20 — 100%) con las
especies evaluadas; ademas una reduccion de hasta un 100% en la esporulacion y

germinacion de los conidios.

Otros autores se han destacado por explorar el potencial de las plantas en el
control de fitopatégenos. Por ejemplo, se han evaluado los extractos etandlicos de
hojas de Lippia origanoides Kunth e Heliotropium indicum L. contra el hongo
Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. y Sacc. (Bolivar et al., 2009); Extractos
de fresas en el control de Botrytis cinerea Pers.:Fr. (Alvarez, 2012). La especie
Thymus vulgaris L. sobre Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum Schltdl y Sclerotinia
sclerotorum (Lib.) de Bary, (1884) (Lizcano, 2007); Datura stramonium L. contra

Ramularia cercosporelloides U. Braun & Crous (Quintana et al., 2010).

2.2.5 Plagas sobre humanos

Aunado a los organismos mencionados en los apartados anteriores, existen
otros tipos de plagas cuya presencia en la vida cotidiana del humano implica una
atencion inmediata, maxime sobre aquellos insectos cuya asociacion con cierto tipo
de microorganismos juegan un papel de importancia en la salud publica. Si bien este
campo ha sido relativamente poco desarrollado, la investigacion al respecto ha ido

ganando adeptos a través de los afos.

Bajo esta primicia diversos autores han dedicado su tiempo a estudiar los
efectos producidos por ciertas especies vegetales en insectos de la familia Culicidae
(mosquitos). Parra et al. (2007) registraron la mortalidad observada al aplicar el
extracto etandlico de Annona muricata L., Melia azedarach y Ricinus communis L.
sobre el mosco Aedes aegypti L. 1762, e informan una respuesta positiva sobre las
larvas en solo 24 h de aplicado el tratamiento, con una CLso de 860 ppm con la
solucion de R. communis. Estos resultados se asemejan a los observados por Leyva

et al. (2009) quienes al tratar al mismo insecto con el aceite esencial de Piper auritum
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Kunth, Pimenta racemosa (Mill.) J.W. Moore, Chenopodium ambrosioides L. y Piper
aduncum L., encuentran una correspondencia alta entre las concentraciones

utilizadas y la mortalidad producida.

Otras especies de Culicidos también han sido sometidas a evaluacién con
referencia a los extractos vegetales. Por ejemplo, Bobadilla et al. (2002), registraron
actividad larvicida sobre individuos del cuarto estadio de Anopheles sp. al utilizar el
extracto etandlico de Annona cherimola Mill y Annona muricata L. a dosis
relativamente bajas de 1.2 y 0.8 mL/100 mL, de manera respectiva. Por su parte
Pérez et al. (2004), evaluaron la respuesta mostrada por el mosquito Culex
quinquefasciatus Say, 1823 al ser tratado con el extracto de 51 especies, 39 de ellas
cComo extractos acuosos, tres como extractos acetonicos, ocho como aceites y 11
esencias vegetales; los resultados indican la toxicidad del extracto acuoso de
Annona squamosa L., Acacia farnesiana (L.) Willd. y Pithecellobium dulce (Roxb.)
Benth., siendo superados solo por el extracto acetdnico de semillas de A. squamosa
(10 — 100%) y el de las esencias con 100% de mortalidad.

Si bien los estudios se han centrado en gran parte al control de los organismos
vectores, de igual forma se ha empezado a experimentar con el manejo in vitro de los
microorganismos implicados en diversas enfermedades; un campo quizad menos
explorado pero cuyos antecedentes muestran un panorama promisorio. De esta
forma, Rojas et al. (2012) informaron el efecto bactericida del extracto etandlico de la
hojas de nim (Azadirachta indica) con concentraciones de 25 ppm sobre
Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder, 1906) Schleifer and Kilpper-Béalz, 1984;
Escherichia coli (Migula, 1895) Castellani and Chalmers, 1919; Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900; Burkholderia glumae (Kurita and Tabei,
1967) Urakami et al., 1994 y Klebsiella oxytoca (ATCC 43863 y ATCC 43086), en lo

particular, en aquellas con mayor patogenicidad en el humano.

Lizcano y Vergara (2008), evaluaron la efectividad de los extractos etandlicos

y aceites vegetales de Valeriana pilosa Ruiz & Pav., Hesperomeles ferruginea (Pers.)
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Benth., Myrcianthes rhopaloides (Kunth) McVaugh y Passiflora manicata (Juss.) Pers
en el control microbiano de Escherichia coli, Bacillus subtillis (Ehrenberg 1835) Cohn
1872, Staphylococcus aureus Rosenbach, 1884 y Candida albicans (Robin)
Berkhout, encontrando una excelente respuesta en todas las especies de
microorganismos al emplear el extracto etandlico de P. manicata, principalmente
sobre B. subtillis, mientras que el uso de aceites esenciales solo resulté promisoria la
planta de M. rhopaloides frente a C. albicans. Alvarez et al. (2005), probaron el efecto
in vitro de los extractos etandlicos de Phenax rugosus (Poir.) Wedd. y Baccharis
trinervis Pers sobre tres especies de hongos (Trichophyton rubrum Malmsten, 1845,
Trichophyton mentragrophytes y Candida albicans (Robin) Berkhout) encontrando
una excelente respuesta con ambas plantas en el control de los dos primeros hongos
a dosis de 150 mg/mL, no asi sobre C. albicans donde no se present0 respuesta
positiva ni siquiera al ser tratada con la dosis mas alta (1000 mg/mL). Contrario a
ello, Bata (2014) al utilizar extractos metandlicos y acuosos de diversas estructuras
de la flor de colorin (Erythrina americana Mill.) como método de control de
Escherichia coli, Salmonella typhimurium (Loeffler, 1892) Castellani & Chalmers,
1919, Streptococcus mutans Clarke, 1924, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae (Klein, 1884) Chester, 1901, Micrococcus luteus (Schroeter, 1872)
Cohn, 1872 emend. Wieser et al., 2002 y Listeria monocytogenes (Murray et al.,
1926) Pirie, 1940, encontré un porcentaje bajo de inhibicion del crecimiento, aunque
se observé un incremento positivo respecto a la dosis, ademas de presentarse una

mejor respuesta sobre el grupo de bacterias Gram positivas.

Por su parte, Velasquez (2007) observé la respuesta mostrada por
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeuroginosa y Enterococcus
faecalis, al ser tratadas con los extractos acuosos, etandlicos, etéreos vy
diclorometanicos de las especies vegetales Rumex palustris Sm., Baccharis latifolia
(Ruiz & Pav.) Pers., Franseria artemisioides Willd., Piper asperifolium Ruiz & Pav y
Cestrum parqui L'Hér.)); los resultados destacan la efectividad del extracto
diclorometanico de R. palustris y F. artemisioides para inhibir el crecimiento de las

especies de bacterias S. aureus y E. faecalis.
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2.3 Familia Meliaceae

2.3.1 Taxonomiay Descripciéon botanica

La familia Meliaceae es un grupo de plantas dicotiledoneas miembros del
orden Sapindales (Cronquist, 1992). Se caracteriza por poseer habito de crecimiento
arbéreo o arbustivo con hojas alternas, estipuladas y en su mayoria pinnadas.
Poseen flores bisexuales, rara vez unisexuales, actinomorfas y agrupadas en
paniculas; cdéliz y corola usualmente imbricadas con 4 o 5 sépalos y pétalos.
Estambres en grupos de 5, 8 0 10, por lo general unidos dentro de un tubo. Ovario
libre con 2 o 5 loculos. Fruto capsular, rara vez drupaceo. Semillas por lo comun
aladas y en algunos casos con endospermo carnoso (Lawrence, 1951; Shreve y
Wiggins, 1964).

2.3.2 Distribucién e importancia econdémica

Los miembros de la familia Meliaceae de distribuyen de manera amplia en
zonas tropicales y subtropicales del mundo, pero puede encontrarseles de igual
forma en regiones templadas (Lawrence, 1951; Calderén y German, 1993). Con un
numero aproximado a los 50 géneros y 800 especies (Lawrence, 1951), son plantas
de apreciado valor comercial en la industria maderera, en la que destacan, por su
calidad, especies como Swietenia macrophylla King (caoba) y Cedrela odorata L.
(Cedro rojo) (Calderon y German, 1993). Si bien su explotacion principal se centra en
esta actividad y la ornamentacién, en los ultimos afios su empleo se ha visto
diversificado a otras areas como la farmacologia y el control de plagas agricolas
(Varela, 2010). En este sentido, sobresalen, por su importancia los géneros
Azadirachta, Guarea, Trichillia, Melia, Cedrela, Swietenia, Cabralea, Carapa, Ruagea

y Schmardaea (Pennington, 2009).



20

2.3.3 Especies evaluadas

2.3.3.1 Swietenia humilis Zucc. 1835

2.3.3.1.1 Descripcion botanica
Swietenia humilis es una planta con habito de crecimiento arbéreo. Puede
alcanzar alturas superiores a los 10 m. Posee hojas glabras imparipinadas con 2 a 5
pares por pieza y con forma eliptica-lanceolada o eliptica-ovada. Tiene flores con
pétalos blancos de casi 5 mm de longitud. Su fruto es una capsula que mide de 15-
20 cm x 10-12 cm. Las semillas tienen una prolongacion alar que alcanza los 9 cm

(Lawrence, 1951; Shreve y Wiggins, 1964).

2.3.3.1.2 Distribucioén
En México al arbol de S. humilis se le conoce con el nombre comun de “flor de

” 113 ” “* ” “

venadillo”, “cobano”, “caoba”, “gateado

” o«

zopilote” o “caobilla”. Es una especie con
distribucion dispersa y aislada en toda la regién del Pacifico Mexicano. Es nativa de
Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y
Panama. Su habitat se establece sobre vegetacion del bosque seco caducifolio,

sabana, laderas rocosas y campos cultivados (IUCN, 2015).

2.3.3.1.3 Usos e importancia econdémica
Con respecto a su uso, aun cuando su madera es empleada en trabajos de
carpinteria locales, su importancia maderable llega a ser poco significativa, por lo que
su principal contribucion es de tipo ecolégica. Se tienen ademas informes acerca del
uso terapéutico de la semilla en el tratamiento de dolores de pecho, tos, cancer y
amibiasis. Sin embargo estas propiedades no han sido sustentadas con estudios
cientificos (Orwa, 2009).

2.3.3.1.4 Actividad bioldgica
Diversos estudios se han realizado con la finalidad de explorar las
propiedades de esta especie como alternativa de manejo de natural de plagas y

enfermedades. En el ambito agropecuario, su uso se ha encaminado al empleo
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directo de sus derivados (polvos, extractos) y en el aislamiento de las sustancias
activas (humilinolides, principalmente), generandose con ello nueva informacion
respecto al potencial de esta especie como medida de control alternativa de plagas
agricolas, incentivando a la vez mas investigaciones. Al respecto, Segura y Correa et
al. (1993) reportan que los extractos de hojas de S. humilis inhibieron el crecimiento
(concentracion efectiva al 50%, EC50 = 100 ppm) y alimentacién (EC50 = 23 ppm)
de larvas de gusano trozador Peridroma saucia Hubner. El andlisis fitoquimico del
extracto de semillas revel6 la presencia de siete limonoides, incluidos los
humilinolidos A-D (Okorie y Taylor, 1970; Segura-Correa et al, 1993; Zorofchian et al.
2013). De igual forma Jiménez et al. (1997) al estudiar el efecto insecticida de los
humilinolidos A-D, a 50 ppm, incorporados en la dieta, contra Ostrinia nubilalis
Hubner, 1796, demostraron que éstos compuestos activos causaron mortalidad larval
asi como reduccion en el crecimiento e incremento en el tiempo de desarrollo, en una

manera dependiente de la concentracion.

Champagne (1989), evaluo el efecto producido por el extracto metandlico del
follaje de esta y 30 especies mas de meliaceas en el crecimiento y la alimentacion
del mismo insecto (P. saucia ), obteniendo resultados positivos en la supresion de la
actividad mostrada por cada una de ellas. Por su parte, Segura et al. (1993)
comprobaron la capacidad del extracto metandlico de la semilla de S. humilis para
inhibir el crecimiento y la alimentacioén de las larvas de tercer instar del gorgojo
harinero Tenebrio molitor L., 1758, ademas de afectar junto a los humilinolides A, By
C en el crecimiento radicular de las especies vegetales Amaranthus bypocbondriacus
L. y Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. Situacion similar a la informada posteriormente
por Angulo (2003), quien determind la actividad de esta planta y el formulado a base
de nim en el control del gusano soldado (plaga del grano de garbanzo) y mosquita
blanca (vector de virus en tomate) al registrarse una disminucion de la incidencia viral
en plantas de tomate y menor dafio de los granos de garbanzo. Por su parte
Zanabriga et al. (2007), demostraron la actividad disuasiva del extracto acuoso de
esta y dos especies vegetales mas en la alimentacion de la hormiga arriera (Atta

mexicana Smith, 1858).
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En el campo microbiologico, Angulo et al. (2009), demostraron la efectividad
del extracto metandlico de las semillas de venadillo en la reduccion del crecimiento
micelial y esporulacion del hongo Rizhopus stolonifer Ehrenb. (Ex Fr.) Lind., ademas
de inducir la modificacion de sus estructuras germinativas. Situacion coincidente con
los indicado por Gardufio (2009) al encontrar una excelente respuesta antifingica e
inhibitoria del crecimiento micelial del hongo Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
(Massey) Snyder y Hansen.

Si bien el empleo directo de los extractos ha mostrado excelentes resultados,
el aislamiento y uso de los componentes activos también ha entrado en juego, de
manera especifica en la busqueda de poder replicar de manera artificial su modo de
accion. En este sentido, autores como Jiménez et al. (1997, 1998) testearon la
efectividad de cuatro limonoides humilinolides (A-D-E-F) sobre la inhibicion del
crecimiento de larvas y la mortandad de adultos del barrenador europeo del maiz
(Ostrinia nubilalis Hbn., 1796), obteniendo en ambas etapas de desarrollo una
significativa disminucion en el crecimiento y supervivencia. Situacion similar a la
mostrada en el control de Sitophilus oryzae Linnaeus, 1763, al utilizar los
humilinolides C-D (Omar et al., 2007).

Respecto al uso de S. humilis en medicina, y aun cuando existen afirmaciones
respecto a su uso de S. humilis en el tratamiento de ciertas enfermedades (Camacho
et al., 2003; Rico et al., 2014), lo cierto es que la literatura en relacion al tema es
escasa Yy con poco respaldo cientifico (Alonso et al., 2011). De los pocos estudios
destaca el efectuado por Rojas et al. (2011) quienes mediante un estudio clinico
lograron registrar disminucién de los niveles de azlcar en la sangre (73.53%) de
pacientes diabéticos hiperglucémicos, lo cual representa, segun sus autores, una
excelente pauta para el futuro desarrollo farmacologico de esta planta. Rico et al.
(2014), por su parte, evidenciaron, en ratones, el potencial del extracto etandlico de
su semilla como antinociceptivo y espasmolitico, con la finalidad de en un futuro
migrar su aplicacién a estudios con humanos. Con objetivos similares, Lopez et al.

(2007), documentaron el efecto inhibitorio del extracto etandlico de semillas de S.
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humilis en el control de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus,

ademas de reducir las concentraciones del bacteriéfago P22.

2.3.3.2 Azadirachta indica A. Juss.
2.3.3.2.1 Descripcién botéanica

La especie A. indica es una planta arbo6rea con corteza fisurada y rugosa de
color marrén oscuro cuya talla puede alcanzar los 15 m de altura. El follaje esta
constituido por hojas compuestas e imparipinnadas de entre 5-15 foliolos dispuestos
de manera alterna; las laminas son estrechas, lanceoladas miden 6 cm de largo. Sus
flores, abundantes y aromaticas, son del tipo panicular con disposicion axilar; de
manera individual céaliz y corola se encuentran compuestos de cinco lobulos,
redondeados y de color verde palido para el primero, y blancos, oblongos y
redondeados de 0.5 cm de largo para el segundo; posee 10 estambres unidos en un
tubo. Su fruto, una drupa, de color amarillo verdoso cuando maduro y puede medir
hasta 2 cm de largo. Su semilla es de forma eliptica y una vez seca expide un fuerte

olor parecido al ajo.

2.3.3.2.2 Distribucion
A. indica es originaria del continente asiatico, de manera particular la India y
Burma (hoy Myanmar), en la actualidad se encuentra distribuida de manera amplia
en mas de 72 paises en el mundo, incluidos varios paises de América (Ogbuewu et
al., 2011; Hashmat et al., 2012). Su mejor desarrollo en regiones con precipitacion de
450 a 1200 mm y en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 1500 msnm
(Parrotta y Chaturvedi, 1994).

2.3.3.2.3 Usos e importancia econdmica
Aun cuando A. indica posee poca importancia econémica en los paises dénde
fue introducida (principalmente ornamental, reforestacion y como barreras
rompevientos en campo agricolas), en paises de Asia y Africa su cultivo se ha
generalizado como fuente de combustible (lefia) con alto valor calérico (Chaturvedi,

1985). Sus frutos, semillas, aceites, hojas, raices y corteza se han empleado de
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manera efectiva en el tratamiento de diversas afecciones (Parrotta y Chaturvedi,
1994; Hashmat et al., 2012). Ademas de que su aceite es base en la elaboracion de
cosmeéticos, lubricantes y ceras Yy, posee gran potencial como elemento

espermaticida (Parrota y Chaturvedi, 1994).

2.3.3.2.4 Actividad bioldgica

Dentro de los principales usos que a esta planta se le atribuyen se encuentra
su empleo como fuente natural de insecticidas debido a que es rica en triterpenoides
y alcaloides concentrados en su corteza, hojas, frutos y semillas, dentro de los que
sobresalen por su efectividad la azadiractina, salanina, meliantrol, nimbina y
nimbidina (Schmutterer 1990; Osuna, 2005); productos cuya presencia juega un
importante papel en la regulacion de las funciones vitales de mas de 400 insectos
(Mareggiani, 2001) al incidir en la irrupcion de su desarrollo, repelencia, inhibicion de
oviposicion y alimentacion, esterilizacion y mortalidad (Mareggiani, 2001; Osuna,
2005).

Diversos autores han validado la veracidad de la informacién vertida respecto
a esta y han llegado a la conclusion de la importancia que esta planta guarda para el
control de una gran variedad de plagas agricolas. Por ejemplo, Esquinca (1994)
evalud el efecto del polvo de hojas de nim en la actividad biolégica de Tribolium
castaneum Herbst, 1797 y obtuvo una disminucibn media del 77.4 % en la
emergencia de adultos proveniente de inmaduros tratados con el polvo a una
concentracion minima del 2% y maxima del 6%. En contraposicion, Trinidad y Gaona
(2011), por su parte, encontraron un efecto téxico sobre el bruquido Callosobruchus
maculatus Fabricius, 1775 a partir de dosis del 4%. Situacion similar a lo observado
por Sabillébn y Bustamante (1995) quienes registraron una disminucion del dafio
causado por mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius, 1889) y larvas de Spodoptera
sp., sobre plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) tratadas con el extracto
acuoso de nim (Azadirachta indica A. Juss.), atribuyendo dicha respuesta a una
probable actividad repelente del extracto al no haber individuos muertos en el

experimento. De igual forma Arcos (1999), pudo observar un efecto inhibitorio de la
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alimentacion del aceite de nim en la termita de madera Incisitermes marginipennis
Latreille, 1811.

Aun cuando todas las estructuras del arbol contienen en menor o mayor
medida componentes activos, lo cierto es que la mayor concentracion se encuentra
en su semilla (Osuna, 2005), y donde destaca la azadiractina como el compuesto
activo mayoritario (Castillo et al., 2010). Bajo este antecedente un gran nimero de
investigaciones se han conducido por esta linea. Por ejemplo, Castiglioni et al.
(2002), obtuvieron una significativa reduccion de la supervivencia del &caro
Tetranychus urticae Koch al ser expuesto al extracto acuoso y aceite de hojas, ramas
y semillas de nim. Ramos et al. (2009), de igual forma, registraron mortalidad larval
de Spodoptera frugiperda superior al 81% con concentraciones a partir de 640 ppmy
mortalidad pupal maxima del 66.7%; ademas de prolongar la duracion de la fase
larval y pupal, disuadir la alimentacion. Resultados similares a los obtenidos por
Velazquez (2006) con el mismo insecto, quien al utilizar semillas molidas observo en
las plantas un porcentaje de dafio estadisticamente similar (36.6%) al mostrado por
el producto quimico utilizado como control (23.2%). Por su parte, Esparza et al.
(2010) mostraron un efecto téxico contundente del extracto metandlico de sus
semillas sobre el pulgon Aphis gossypii Glover, 1877. Mientras que Valencia et al.
(2004) pudieron apreciar un efecto repelente de la oviposicidon de la mosca mexicana
de la fruta (Anastrepha ludens Loew.) al ser tratadas con los extractos acuosos de
semillas de nim a una concentracion de 3 y 5%. De igual forma, Villamil et al. (2012)
describieron como el uso de extractos etandlicos de este elemento a una
concentracion de 250 ppm modificéd el desarrollo de las ninfas de la chinche de los
pastos (Collaria scenica Stal, 1859) al presentarse una disminucion del namero de
exuvias y adultos al final del experimento, reduciendo ademas la emergencia o

viabilidad en un 97%.

En el ambito microbioldgico la efectividad de esta especie de igual forma ha
sido sometida a evaluacién. Ashraf y Javaid (2007) encontraron una reducciéon (85%)

en la biomasa del hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., (1947) al ser
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tratado con el extracto etandlico de las hojas de nim. Fernandez y Gonzéalez (2008)
examinaron la respuesta mostrada por tres hongos fitopatdgenos (Sclerotinia
sclerotorium, Fusarium oxysporum y Fusarium roseum (Link) Snyder & Hansen) al
extracto etandlico foliar y su fraccion diclorometanica, encontrando una actividad
antifungica del 78.02% para la primera y del 88.35% para la segunda. Por su parte
Ferreira et al. (2010), al evaluar la efectividad del aceite de nim a concentraciones de
0.25, 0.5 y 1% sobre Fusarium oxysporum sp. medicagenis W.C. Snyder & H.N.
Hansen, (1940) y F. subglutinans, encontraron una relacién directa entre la
concentracion aplicada y la reduccion de la esporulacién, del diametro y peso seco
de las colonias, la modificacion del patréon de germinacion de las esporas y la
inhibicion de la secrecion de acido fuséarico. Mientras que Donoso (1998), demostro
la accion inhibitoria de los extractos metandlicos y aceites de la semilla de nim sobre
el crecimiento de los hongos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Sclerotinia

sclerotorium y Alternaria alternata (Fries) Keissler.

2.3.3.3 Melia azedarach L. 1753
2.3.3.3.1 Descripcién botanica

De acuerdo con Rzedowski y German (1993), la especie M. azedarach es un
arbol de mas de 15 m de altura y 40 cm de diametro. Posee hojas por lo general
bipinnadas con foliolos numerosos y con laminas dentadas; longitud aproximada de
20-50 cm desde la base del peciolo al apice. Flores paniculadas de crecimiento axilar
y de color rosado o lila, laxas, de 10 a 20 cm de largo, pedicelos finos de 1.5 mm de
largo; sépalos y pétalos compuestos de cinco piezas; filamentos unidos dentro de un
tubo estaminal morado; ovario 5-locular con estilo de 5 mm de largo. Fruto drupaceo
globoso, liso y amarillo de aproximadamente 1.5-2 cm de diametro. Semillas

alargadas de 7 mm de largo, presentes de manera unilocular.

2.3.3.3.2 Distribucion
Originaria del Sur y Este de Asia, se encuentra distribuida, de manera amplia,
en el continente Americano. Con estatus de especie introducida, en México, se ha

registrado su presencia en 23 estados, donde dependiendo de la regién puede
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identificarsele con nombres como paraiso, piocha, canelo, paraiso morado, lila,
paraiso chino, entre otros. De manera natural puede encontrarsele en una altitud
entre los 300 y 1100 msnm en zonas de vegetacién secundaria del bosque tropical
subcaducifolio.

2.3.3.3.3 Usos e importancia econémica

Especie de rapido crecimiento, ha sido cultivada con fines maderables sin
llegar a alcanzar significancia, por lo que su aprovechamiento se ha centrado en el
embellecimiento de parques y jardines. Su semilla es utilizada en la confeccion de
pulseras y collares, y en la extraccion de cierto tipo de aceites. Se tienen reportes de
la efectividad de algunas de sus piezas (corteza, hojas, frutos) en el control de
parasitos intestinales, fiebre, vomito, histeria e incluso en el combate de insectos
plaga del ganado bovino y equino. Sin embargo, dichas afirmaciones carecen de los

elementos necesarios para darles celeridad y no han sido confirmadas.

2.3.3.3.4 Actividad biologica

Son numerosos los estudios sobre la actividad biologica mostrada por M.
azedarach, Valladares et al. (2003) por ejemplo, registraron el efecto disuasivo del
extracto de hojas senescentes en la alimentacion de seis especies de insectos:
Colias lesbia F., Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 y Spilosoma virginica Fabricius,
1798 con un 75% de inhibicion y Diabrotica speciosa Germar, 1824, Epilachna
paenulata Germar, 1824 y Sitophilus oryzae Linnaeus, 1763 con 100%; asimismo
observan un efecto toxico significativo en las larvas y adultos de E. paenulata. En
otro estudio, se registra una mortalidad del 77 y 73% de la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster Meigen, 1830 al utilizar el extracto etandlico y acuoso, de
frutos inmaduros, de manera respectiva Huerta et al. (2008). Por su parte, Serra et al.
(1998), demostraron el excelente control de los extractos metandlicos de frutos y
semillas en la inhibicidon de la alimentacién de las larvas de Sesamia nonagrioides
(Lefébvre, 1827) al usar la concentracion de semillas a 1000 ppm. Mismo efecto al
informado por Ortiz et al. (2008) en larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,

1797) al incorporar en la dieta el extracto hidroxibenzoico de los frutos secos de esta
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planta, oscilando el porcentaje de reduccion alimenticio en un 83.3% al segundo dia
de aplicado el extracto. Rosseti et al. (2008) por su parte mostraron como las larvas
de Spodoptera eridiana (Cramer, 1782) reducen su consumo verse expuesta a
alimento previamente tratados con el extracto etandlico de hojas senescentes y
frutos maduros de M. azedarach, ademas de presentar un aparente efecto inhibidor
de su transicion al estado pupal. Nardo et al. (1997), observaron la respuesta
mostrada por Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) al ser alimentadas con hojas de frijol
tratadas con el extracto acuoso de hojas y frutos maduros, registrando una clara
interferencia del tratamiento en el desarrollo y la longevidad de los estados
inmaduros del insecto, ademas de una marcada inhibicion de la alimentacion.
Brunherotto y Vendramim (2001), evaluaron la influencia del extracto acuoso de
paraiso al 5%, en la supervivencia, peso y actividad larval y pupal de Tuta absoluta
(Meyrick). Resultados similares a los encontrados por Banchio et al. (2003), quienes
al probar el efecto de los extractos sobre larvas de primer y tercer instar encontraron
un efecto negativo en la supervivencia pupal, asi como la disminucion en las tasas de

oviposicion e inhibicién de su alimentacion.

Por su parte, Gajmer et al. (2002) evaluaron el extracto metandlico de paraiso
sobre la oviposicion y viabilidad de huevos de Earias vittella (Fab.) en condiciones de
laboratorio, mostrandose una clara preferencia del insecto por ovipositar en las hojas
libres de tratamiento y una reduccion de estos en la zonas tratada. De igual forma,
Lizana (2005), observé efecto biocida al utilizar el extracto etandlico de sus frutos
sobre Drosophila melanogaster provocando una mortalidad del 77% con
concentraciones de 7,500 ppm; ademas de inducir alteraciones en la reproduccion y
desarrollo de su descendencia. Respecto con el manejo de plagas de granos
almacenados se puede citar el ensayo realizado por Espinoza (2006), quien observé
una mortalidad del 84% al utilizar el polvo de hojas en el manejo de Sitophilus
zeamais en contraste con el 70% obtenido con el empleo de los extractos hexanicos

de la misma estructura.
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Con relacién a su actividad como agente antibidtico, Pérez et al. (2011)
observaron la actividad del extracto de hojas de M. azedarach sobre el hongo
Colletotricum sp., encontrando que el uso de extractos etandlicos y de acetato de
etilo a concentraciones de 50 ppm ejercen un excelente control antifingico. Mendez
et al. (2012), registraron como el empleo de extractos acuosos del fruto de Melia en
el control del hongo Elsinoe ampelina (Shear.) logré reducir casi en su totalidad el
crecimiento de su colonia, asi como la germinacion de esporas. Situacion similar a la
informada por Lopez y Salas (1995) al emplear extractos acuosos de la semilla en la
inhibicion de la germinacion de las esporas de Botrytis cinerea Pers. y Phragmidium
disciflorum (Tode) J. James, (1895) con un 74 y 90%, de manera respectiva. De igual
forma Garcia et al. (2012) encontraron un efecto inhibitorio del extracto de paraiso en
el crecimiento micelial del hongo Sclerotinia sclerotorium (Lib.). Por su parte Mendez
et al. (2009) encontré una respuesta inhibitoria con una concentracion del 20% al
utilizar el extracto acuoso de esta planta en el crecimiento micelial del hongo
Colletotricum gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc. De igual forma Mendes et al.,
(2014) al utilizar el extracto acuoso por infusion de los frutos registraron una
disminucién de hasta un 75% en la germinacion de las esporas de Plasmopara
viticola (Berk. & Curt.).



30

3. HIPOTESIS

. Los extractos etandlicos de las semillas de las meliaceas Swietenia humilis,
Azadirachta indica y Melia azedarach muestran toxicidad en adultos y ninfas

del psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri.

. Los extractos etandlicos de las semillas de las melidceas S. humilis, A. indica
y M. azedarach provocan un efecto repelente sobre adultos de D. citri.

. Los extractos etanolicos de las semillas de las meliaceas S. humilis, A. indica
y M. azedarach inciden en el comportamiento reproductivo de los adultos

hembra de D. citri.

. La toxicidad de los extractos etandlicos de las semillas de nim es mayor a la

registrada con S. humilis y M. azedarach

. Los porcentajes de efectividad registrados se encuentran en funcion de las

dosis empleadas para cada uno de los parametros evaluados.
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4. OBJETIVOS

Evaluar en condiciones de laboratorio, la actividad biol6gica del extracto

etandlico de semillas de las melidceas Swietenia humilis, Azadirachta indica y Melia

azedarach sobre adultos y ninfas del psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri.

OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Evaluar la toxicidad de extractos etandlicos de semillas de S. humilis, A. indica
y M. azedarach en adultos y ninfas de 3er. instar de D. citri en condiciones

controladas.

Determinar la concentracion letal media (CLso) de los extractos etandlicos de
semillas de las tres meliaceas en adultos y ninfas de tercer instar de D. citri en

condiciones de laboratorio.

Evaluar la repelencia de adultos de D. citri a través del tiempo al ser tratados
con el extracto etandlico de semillas de S. humilis, A. indica y M. azedarach en

laboratorio.

Determinar la concentracién de repelencia media (CRso) de los extractos
etandlicos de semillas de S. humilis, A. indica y M. azedarach sobre adultos de

D. citri en condiciones controladas.

Evaluar el efecto inhibitorio de la oviposicion causado por los extractos
etandlicos de semillas de Swietenia humilis, Azadirachta indica y Melia

azedarach sobre adultos de Diaphorina citri en condiciones de invernadero.

Determinar las concentraciones inhibitorias medias de oviposicion (Clsg) de los
extractos etandlicos de semillas de S. humilis, A. indica y M. azedarach en la

en D. citri.



32

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biolégico

5.1.1 Colecta e identificacién taxondmica de plantas

Previo a la instauracion de los ensayos se procedio a corroborar la identidad
botanica de los especimenes. Para ello, se realizé la colecta pertinente siguiendo el
protocolo establecido para plantas vasculares. Los sitios se ubicaron en las
comunidades del Ejido Taxtes y Campo 4 del municipio de El Fuerte, asi como la
Ciudad de Los Mochis, Ahome, Sinaloa (Figura 1).

Sinaloa N
Division municipal 11
( o-ﬁr’vs

Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo de las plantas evaluadas. Los puntos negro y rojo
ubican a las comunidades del Ejido Taxtes y Campo 4, de manera respectiva, que pertenecen al
municipio de El Fuerte. El punto azul representa a la Ciudad de Los Mochis, Ahome, Sinaloa.

Las muestras, por triplicado se prensaron y trasladaron al herbario de la UAS
donde se secaron y conservaron para su posterior determinacion. La identificacion
taxondmica de los ejemplares estuvo a cargo del personal del herbario Carlos Darwin
de la Escuela Superior de Agricultura del Valle del Fuerte (ESAVF), adscrito a la
Universidad Autdbnoma de Sinaloa y para ello se utilizaron claves taxonémicas de

floras regionales y monografias disponibles (Standley, 1920-1922;Shreve y Wiggins,
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1964). Confirmada la identidad especifica se procedié a la colecta de la estructura
vegetal de interés (fruto y semilla). EI material obtenido se trasladé al Herbario de la
ESAVF para su deshidratacion durante dos semanas a temperatura ambiente
(x27°C) y bajo condiciones de sombreo. En el caso de Azadirachta indica (Nim) los
frutos se procesaron de manera inmediata para facilitar la extraccién y secado de la
semilla. El material bioldgico ya preparado se traslad6 al Laboratorio de Insectos
Vectores del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México, para

la elaboracion de los extractos.

5.1.2 Cria de Diaphorina citri Kuwayama 1908

Para los diferentes experimentos se utilizaron ninfas de tercer instar y adultos
de D. citri. Su desarrollo se dio en condiciones de invernadero a una temperatura de
3515 °C, fotoperiodo de 12 h y sustrato compuesto de plantas de Murraya paniculata
(L.) Jack (limonaria, mirto) y Citrus sinensis (L.) Osbeck (pro. sp.) cv. Valencia
(naranja) (Figura 2). La cria fue proporcionada por la Dra. Laura Delia Ortega Arenas,
responsable del laboratorio de Ecologia e Insectos Vectores del Colegio de

Postgraduados.

Figura 2. Invernadero del Colegio de Postgraduados Campus Montecillos. a) Nave principal; b y ¢)
Jaulas contenedoras de la cria de Diaphorina citri.
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5.2 Preparacioén de los extractos

5.2.1 Concentracion madre
Con ayuda de una balanza analitica digital se pesaron y trituraron por
separado 10 g de semilla de Swietenia humilis Zucc (venadillo), Azadirachta indica A.
Juss (nim) y Melia azedarach L (paraiso). Debido a la dificultad para separar la
semilla de esta Ultima se decidié utilizar el fruto completo. El polvo obtenido se vertié
en un frasco de vidrio con tapadera y con capacidad de 250 mL para ser mezclado
con una soluciéon compuesta por 70 mL de agua destilada, 30 mL de alcohol al 96% y
1 mL de Tween20 al 0.1%. La mezcla obtenida se agit6 durante 10 s para
homogenizar sus componentes, y posteriormente se dejo reposar por un periodo de
72 h en un lugar seco a temperatura ambiente y alejada de la radiacién luminica. Al
concluir las 72 h, se separé la fase liquida de la sélida y se deposité en un frasco de
plastico de 250 mL para constituir la concentracién madre al 10% (100 mg mL™?). El
proceso se repitid en las dos fases de cada parametro evaluado y para cada una de

las plantas usadas (Figura 3).

Figura 3. Preparacion del extracto etandlico de semilla de Swietenia humilis Zucc (venadillo). a)
Pesaje de la semilla; b) Macerado de la semilla; c) Preparacion de la solucién de agua, alcohol y
adherente; d) Mezclado del polvo (10 g) y la solucion etandlica; e) Separacion de la fase liquida de la
sélida; f) Solucién madre concentrada al 10% (100 mg mL™1).
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5.2.2 Preparacion de concentraciones prueba
5.2.2.1 Ventana bioldgica

A partir de extractos etandlicos de semilla de nim, paraiso y venadillo se
prepararon soluciones al 10%, de las cuales, por diluciones subsecuentes, se
obtuvieron concentraciones de 1 al 0.00001% para detectar las concentraciones con
efecto maximo y minimo de mortalidad, repelencia e inhibicién de la oviposicion en el
intervalo de 0 a 100% (ventana biol6gica). A cada tratamiento se le agregaron 45 mL
de una solucién etandlica compuesta de agua destilada, alcohol al 96% y Tween20 al
0.1%, exceptuando al tratamiento al 10% que permanecio intacto y el testigo al que
se adicionaron 50 mL. .Posteriormente, se tomaron 5 mL de la concentracion al 10%
y se adicionaron al tratamiento con la concentracion inferior inmediata (1%). De esta

forma y de manera sucesiva se elaboraron las dosis del 1.0 al 0.00001%.

5.2.2.2 Bioensayos

Concluida la etapa exploratoria se realizd el bioensayo final, para ello se
establecieron las concentraciones a evaluar en funcion de los extractos que
mostraron una respuesta positiva. En el caso de mortalidad de ninfas, repelencia e
inhibicién de oviposicion estos fueron establecidos a partir de concentraciones al 10,
6,4,2,1,0.35y 0.1% (100, 60, 40, 20, 10, 3.5 y 1 mg mL?), ademas del tratamiento
testigo. En mortalidad de adultos varié un poco esta escala y se etiquetaron como 10,
6, 2, 0.35, 0.1, 0.035y 0.01% (100, 60, 20, 3.5, 1, 0.35 y 0.1 mg mL"?), incluyendo un
testigo absoluto (Figura 4).

5.3 Bioensayos

5.3.1 Toxicidad en ninfas

Este experimento se establecid bajo un disefio completamente al azar con
siete tratamientos y un testigo absoluto. Por cada planta evaluada se utilizaron 600
ninfas de tercer instar distribuidas en cinco repeticiones de 15 individuos cada una.
Las ninfas se obtuvieron de brotes tiernos infestados de plantas de Murraya
paniculata. Como sustrato para el insecto se colectaron 32 hojas tiernas de naranja y

se recortaron en discos de cerca de 4.0 cm para ser colocados sobre una solucion
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solidificada de agar-agar al 1% contenida en cajas Petri del mismo diametro. Una vez
listo el material (concentraciones, material biolégico y sustrato) se continudé a la
aplicacion de los tratamientos. Las dosis empleadas fueron siete: 100, 60, 40, 20, 10,

3.5y 1 mg mL?, ademas del testigo.

)

.

Figura 4. Preparacion de los tratamientos para la ventana biolégica y bioensayo. a) Extracto de
semilla de Swietenia humilis Zucc (venadillo), b) Separacién de fases, c) Contenedores de la solucion
base; d) Preparacion de las diluciones subsecuentes.

El procedimiento utilizado consistiéo en sumergir cada disco de hoja de naranja
en la concentracion correspondiente durante un lapso aproximado de cinco
segundos. Para eliminar el exceso del extracto, las hojas se secaron a una
temperatura ambiente de 22 °C en papel absorbente y tras transcurrir el tiempo
adecuado se colocaron con el envés expuesto dentro de las cajas Petri. Después,
con ayuda de un microscopio estereoscopico y un pincel entomoldgico se colocaron
cuidadosamente sobre la hoja 15 ninfas por repeticion. Las cajas tratadas fueron

aisladas en una mesa con condiciones homogéneas de luz y temperatura (Figura 5).

A las 24 h después de la aplicacion se registré el nUmero de insectos muertos
por repeticion y se considerd a los 75 individuos de cada tratamiento (15/repeticion)
como el 100% de mortalidad. Como criterio para considerar al insecto como muerto
se utilizd la respuesta de este al estimulo aplicado por una aguja de diseccion, asi

como a la apariencia de estos.
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Figura 5. Establecimiento del ensayo de mortalidad de ninfas. a) Aplicacion del tratamiento en la hoja
sustrato; b) Eliminacion del exceso de tratamiento; c) Colocacion del disco de naranja en la caja Petri;
d) Aislamiento del experimento con condiciones homogéneas de luz y temperatura.

5.3.2 Toxicidad en adultos

Para cada planta evaluada se utlizaron 800 adultos sin sexar, siete
tratamientos, un testigo y cinco repeticiones con 20 insectos por cada una de ellas. Si
bien el disefio experimental (DCA) y el método de preparacion del extracto y los
tratamientos se mantuvo igual al utilizado con ninfas, el procedimiento para la
obtencidn de los insectos y la aplicacion del tratamiento presentaron una variacion
sustancial. La colecta de los insectos se dio directamente de la jaula entomoldgica e
incluy6 a 20 individuos por repeticion, sometiéndolos a un periodo de ayuno de 2 h
previo a la aplicacién de los tratamientos. Para la aplicacion de los tratamientos los
insectos fueron anestesiados con COz por un periodo de 2 min y posteriormente
colocados dentro de una caja Petri con discos de naranja con el envés expuesto
sobre una capa de 3 mm de solucién solidificada de agar-agar al 1%. Los
tratamientos utilizados (100; 60; 20; 3.5; 1; 0.35y 0.1 mg mL"!) se aplicaron utilizando
un atomizador manual con capacidad para 5 mL de solucién. Para ello se asperjaron
tres descargas equivalentes a 1.5 mL de solucién (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de mortalidad con adultos (ventana biolégica y bioensayo). a) Colecta de
adultos; b) Adultos dormidos con COz; c) Atomizadores con el tratamiento a aplicar; d) Colocado de
insecto en sustrato; ) Aplicacion del tratamiento; f) evaluacion.

La evaluacion se realiz6 a las 24 h de aplicado el tratamiento. Se utiliz6 como
criterio la movilidad del insecto y aquel que aparentaba estar muerto fue estimulado
con la aguja de diseccion para confirmar o descartar dicha aseveracion. De nueva
cuenta se aplicé la correccion de Abbott (1925) en los datos de venadillo y paraiso al
encontrarse una mortandad superior al 3% en el testigo. Los datos asi obtenidos
fueron utilizados en el calculo de las CLso correspondientes. En el caso de nim se
usaron las observaciones registradas de manera directa. En ambos casos el testigo

fue excluido de este calculo.

5.3.3 Repelencia de Adultos

Para evaluar el efecto potencial repelente de los extractos en adultos de D.
citri, se construyd una arena experimental (Figura 7). Cada arena consistio en un
vaso de polipropileno transparente (Cristal®) de 250 mL invertido con tapa, con
cuatro orificios: un pequefio orificio lateral sellado con un tapén extraible a través del
cual los adultos D. citri se introdujeron; un orificio en la base y dos méas (& 4.0 cm) en
los lados cubiertos con malla fina para favorecer la ventilacion. La tapa del vaso se
perfor6 para acoplar un vial de cristal de 2 mL, con agua corriente, en el cual se
sumergidé y sujeté el peciolo de una hoja de naranja C. sinensis cv. Valencia
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previamente inmersa por 5 seg. en la sustancia de prueba, y dejando secar a
temperatura ambiente como se describié anteriormente. El vial y hoja se encerraron
acoplando la tapa con el vaso en posicion invertida. Por un orificio lateral (@ 1.0 cm),
tapado con un corcho, se introdujeron 20 adultos de 3 a 6 d de emergidos y 2 h en
ayuno previo. Cada arena se consideré una unidad experimental. Para cada
concentracion se usaron 20 individuos adultos de ambos sexos de 3-6 dias de
emergidos y se realizaron cinco repeticiones (Figura 8).

El método de preparacion y la concentracion de los tratamientos fue el mismo
gue para los ensayos de mortalidad homologos a esta prueba (100, 60, 40, 20, 10,
3.5y 1 mg mL?). La evaluacién se implementd con los extractos de Swietenia humilis
y Azadirachta indica, excluyendo en ambos la concentracién de 1 mg mL™. La
repelencia se midié por la diferencia entre insectos posados y no posados en la hoja
testigo comparada con las hojas tratadas a las 4, 5, 6 y 24 h después de la
introduccion de los insectos, y se expresO en porcentaje (20 = 100 % en cada

repeticion) (Figura 9).

Figura 7. Arena experimental usada en pruebas de repelencia de adultos de Diaphorina citri (Imagen
Valdez y Ortega, 2015).
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Figura 8. Preparado de unidad experimental para el ensayo de repelencia. a) Perforado de orificio de
inoculacién y ventilacién de la unidad experimental; b) Insercion de la hoja en el microtubo y sellado
del vaso.

Figura 9. Instalacion del experimento de repelencia. a) Aislamiento de las arenas experimentales en
condiciones homogéneas; b) Insectos posados en el tratamiento testigo; c) Registro de la repelencia
observada
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5.3.4 Inhibicion de oviposicion

Para realizar las pruebas se seleccionaron brotes tiernos y se procedio a
aplicar el tratamiento correspondiente. La metodologia empleada se bas6é en el
método de aspersion implementado en el ensayo de toxicidad en adultos
presentando dos variantes: 1) El extracto fue aplicado de manera directa en los
brotes previamente elegidos y 2) Se utilizaron cinco aspersiones por repeticion en
lugar de tres. Transcurrido un tiempo razonable para que el exceso del extracto se
eliminara, se aislaron los brotes de manera individual dentro de una pequeia jaula, la
cual fue construida con un recipiente cilindrico de pléstico liso trasparente (150 mL
de capacidad) con un orificio lateral de 2x2 cm? cubierto con tela de organza para
permitir la ventilacion. Con ayuda de un pequefio microaspirador bucal, y por otro
orificio lateral menor se introdujeron 20 psilidos adultos, en una proporcion de
machos y hembras de 1:1, de 3 a 6 dias de emergidos y con 2 h en ayuno previo.

Las plantas se dispusieron al azar en diferentes jaulas cubiertas con malla antiafidos.

Figura 10. Fijado del bote a la unidad experimental durante el experimento de inhibicion de
oviposicion.
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Figurq 11 Plantas con los brotes tratados distribuidas al azar en el ensayo de inhibiciéon de la
oviposicion.

El registro de la efectividad del extracto se basé en el recuento de los huevos
depositados en los brotes donde se aplico el tratamiento. Para ello se cortaron los
brotes y se trasladaron al laboratorio para su revision bajo el microscopio. El
porcentaje de oviposicion fue calculado mediante una regla de tres, tomando el
numero de huevecillos en el testigo como el 100% de oviposicion (Férmula 1). El
porcentaje inhibido resulté de la diferencia entre 100 y el porcentaje de oviposicion

para cada tratamiento (Formula 2).

Porcentaije de oviposicion = Y * 100 Porcentaje de inhibicion- 100 - %
X
Sea oviposicion

X = No. de huevos en el testigo y

Y = No. de huevos en el tratamiento

de
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5.4 Andlisis de datos

Los experimentos para evaluar la mortalidad, repelencia y oviposicion se
establecieron bajo un disefio completamente al azar. Antes de elegir el analisis
estadistico a utilizar los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad utilizando
el estadistico de Shapiro y Wilk (1965) como referencia. Los datos no se ajustaron a
la distribucion normal aun cuando fueron transformados mediante raiz cuadrada,
logaritmo natural y arcoseno de raiz cuadrada, por lo que se aplicaron métodos no
paramétricos como Kruskal-Wallis mediante el estadistico de prueba X? de Pearson y
con un nivel de significancia al 5%. Se realizé ademas una prueba de separacién de
medias mediante Suma de Rangos de Wilcoxon para todos los pares posibles de
tratamientos. Los datos de mortalidad y de repelencia cuyos porcentajes fueron
mayores al 3% pero inferior al 12% fueron corregidos mediante la formula de Abbott
(1925) y sometidos junto a los demas datos a un andlisis Probit para establecer la
linea de respuesta log dosis-Probit y los valores de concentracion media que
causaron el 50% de mortalidad (CLso), de repelencia (CRso) y de inhibicion de
oviposicion (Clso). Valores que fueron expresados en mg mit. El testigo, no fue
incluido en este analisis. El manejo de todos analisis se dio mediante la utilizacion del
programa estadistico SAS v. 9.0 (SAS Institute, 1999).
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6. RESULTADOS

Los extractos etandlicos de las tres especies de plantas evaluadas
presentaron un efecto negativo sobre adultos y ninfas de tercer instar de Diaphorina
citri. La eficiencia de estos varié en funcion del pardmetro evaluado, el extracto
utilizado y el estado de desarrollo del insecto, ademés de la concentracion y el

tiempo de exposicion de este a los tratamientos.

6.1 Toxicidad de Extractos

En este parametro se obtuvo la mejor respuesta en los ensayos que
corresponden al estado ninfal. Se obtuvo una mortandad superior al 50% con dosis
relativamente bajas. En todos los ensayos se encontré una relacion positiva entre la
mortalidad del insecto y la concentracion utilizada. Respecto a las pruebas realizadas
con adultos los resultados no fueron los esperados, sin embargo los ensayos pueden

considerarse exitosos al encontrar porcentajes de hasta el 60% de mortalidad.

Como ya se comentaba, la evaluacion referente a los ensayos con ninfas
mostré los porcentajes mas altos de efectividad, correlacionandose estos a la
concentracion utilizada. Los mejores resultados se obtuvieron con la concentracion
mas alta del extracto de semillas de Azadirachta indica (10% = 100 mg mL™t) con un
97.3% de mortandad del insecto, seguida por el extracto de semillas de Swietenia
humilis con 88.3% vy fruto de Melia azedarach con 77.3%. Es preciso mencionar la
peculiaridad del extracto de A. indica cuyo efecto sobre la supervivencia de las ninfas
es afectada es porcentajes superiores al 50% aun con dosis de solo 1mg mL™.
Situacion similar a lo encontrado para S. humilis y A. indica que mantienen dicho
promedio con dosis de 10 mg mL?' y 20-40 mg mL?! respectivamente. Esta
informacion se ve respaldada con los calculos referentes a las concentraciones
letales medias, encontrando valores de CLso de apenas 4.10 mg mlt en el caso de la
mas efectiva (Azadirachta indica), de 12.26 mg mL* para S. humilis y de 93.49 mg

mL en M. azedarach (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Porcentajes de mortalidad de ninfas de tercer instar de Diaphorina citri a
las 24 h postaplicacion de distintas concentraciones de extractos etandlicos de
semillas de Swietenia humilis, Azadirachta indica y frutos de Melia azedarach.

Mortalidad (%)

Concentracion Swietenia Azadirachta Melia azedarach
(mg mLY) humilis indica
100 88.32 97.32 77.32
60 70.02 88.0° 62.6°
40 58.32 82.6° 57.3abc
20 75.0% 74.6b¢ 46.6°
10 51.6% 57.3d 42.6°
3.5 31.6% 54.64 44.0¢
Testigo 6.64 2.6° 4.09
Pr>X2 0.0056 <0.0001 0.0003
CLso (mg mL™Y) 12.26 4.10 93.49
Limites fiduciales (0.58-30.73) (0.81-8.03) (50.45-362.84)
bts 0.95+0.27 1.03+0.18 0.45+0.10

Porcentajes con letras iguales en la misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticas
significativas entre si (p<0.05). b=pendiente de la linea de regresién, s=error estandar.

En adultos, los porcentajes de mortalidad difirieron de manera significativa
(P<0.05) de los conseguidos con ninfas. De nueva cuenta la eficiencia mas alta se
obtuvo con la concentracion de 100 mg mLt. Sin embargo, en esta ocasién fue S.
humilis quien presentd la mayor toxicidad con 61% de mortalidad, seguido por
A.indica (58%) y M. azedarach (28%). Si bien, S. humilis causé una mayor mortalidad
con 100 mg ml?, las concentraciones letales medias (CLso) revelan una eficiencia
numericamente menor de éste en el control del insecto con relacion a la presentada
por A. indica, presentando para la primera una CLso de 103.57 mg mL™%, mientras que
la segunda ronda los 98.12 mg mL*. Esta situacién pone de manifiesta una
relativamente superior efectividad de la segunda con respecto de la primera.
Respecto a la CLso de M. azedarach el calculo fue descartado al encontrarse una
pobre respuesta del extracto sobre el insecto con porcentajes que no superaron el
30% de mortalidad (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentajes de mortalidad de adultos de Diaphorina citri a 24 h
postaplicacion de distintas concentraciones de extractos etandlicos de semillas de
Swietenia humilis, Azadirachta indica y frutos de Melia azedarach.

EXTRACTO EVALUADO

Concentracion Swietenia Azadirachta Melia azedarach
(mg mLY) humilis indica
100 61.02 58.02 28.02
60 *29.0 48.02 11.0%
20 27.0° 34.0° 11.02
3.5 19.0bd 35.0° 10.0%
1 20.0P 22.0¢ 9.0°
0.35 10.0¢ 19.0¢ 8.0°
0.1 11.0cd *21.0 8.0ab
Testigo 4.0¢ 6.0d 2.0¢
Pr>F <0.0001 <0.0001 0.0217
CLso (mg mL™Y) 103.57 98.12 | @ -
Limites fiduciales 22.49-8240 48.73-285.96
bts 0.56 b+s0.11 0.45+0.06

*Datos no considerados en los andlisis probit. -- Andlisis no ejecutado. Porcentajes con superindices iguales en la
misma columna difieren de manera significativa entre si (P<0.05). b=pendiente de la linea de regresion, s=error
estandar.

6.2 Repelencia

Solo se registro efecto repelente significativo (P<0.05) al utilizar los extractos a
base de semilla de Swietenia humilis y Azadirachta indica. En el caso del fruto de
Melia azedarach se encontré un efecto repelente no significativo desde el ensayo
preliminar (<47%) por lo que se optd por descartarle del bioensayo final. Los mejores
resultados se obtuvieron con las concentraciones de 100 mg mlt y con 60 mg mi?
gue difieren de manera significativa (P<0.05) del resto de tratamientos. La
diferenciacion del testigo con el resto de los tratamientos evidencioé la nula influencia
de éste sobre la respuesta mostrada (Cuadro 3). Con base en la clasificacidon
establecida por Lin et al., (1990) se determind la influencia de aquellos extractos con
un rango de accion entre el 60 y 82% de repelencia observada. Sin embargo, al
utilizarse el valor del error estandar como complementario al indice de repelencia
para establecer dicha clasificacion, el calculo varié en funcion de las observaciones
registradas incluyéndose por tanto a aquellos valores significativamente inferiores al

rango base establecido (35, 53 y 56%).
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Cuadro 3. Porcentaje de repelencia registrado a las 3, 4, 5, 6 y 24 h postaplicacion
del extracto etandlico de Swietenia humilis y Azadirachta indica sobre adultos de
Diaphorina citri.

Porcentaje de repelencia/hora registrada
Concentracion 3er 4Ata 5ta 6ta 24va

(mg ml*) s A | s A | s A s A | s A
100 822 782 742 728 742 692 692 602 562 602
60 782 692 70% 652 632 562 51@ 532 35° 513
40 52° 69 | 449 52 | 430 443 | 4g%c 430 | p7bc  3gbed
20 53ab 62abc 4 2abed 562ac 39ab 46ab 33bc 35ab 19¢ 25cde

10 48 45bc | 42ed  3pc | 3pb  3gb | 3o 250 | 170 1gd
3.5 25¢ 27 | 25 30° | 220 35b | ppbede b | ggc gl
1 28bcd 28bc 36abcd 31bc 33bc 29b 14cde 28b 22c¢ 26cde

Testigo 12¢ 124 | 120 9 10° 9° 9 g° 9¢ 7ef
X? 29.7 28.63 | 25.08 26.85 | 26.97 23.43 | 2481 2481 | 27.08 29.09
Pr>Xx2 .0001 .0002 | .0007 .0004 | .0003 .0014 | .0008 .0008 | .0003 .0001

Porcentajes con superindices iguales en la misma columna no difieren estadisticamente entre si (p<0.05). S=
Swietenia humilis; A= Azadirachta india; *= Porcentajes de repelencia observados

Se puede observar un efecto repelente similar en las dosis mayores de ambas
plantas, sin embargo, se logra percibir una mejor respuesta neta con el extracto de S.
humilis a un periodo mas corto de tiempo. Por ejemplo, en el caso del tratamiento de
100 mg mL* se obtuvo la mayor repelencia a las 3 h post-aplicacion del tratamiento
con un 82% en S. humilis (indice de Repelencia = IR = 0.34+0.13) y 78% en nim (IR
= 0.40£0.23). Tendencia que se mantiene con un 74% de insectos repelidos a la 4ta
y 5ta h (IR = 0.46£0.21 y 0.45+0.30), y un 69% en la 6ta h (IR = 0.51+0.45). Con A.
indica, sin embargo, se presentd una ligera modificacién en el registro a la 6ta h,
perdiéndose incluso la efectividad del extracto y clasificandose este como neutro al
ubicarse su IR muy cercano al valor de la unidad (IR = 0.61+0.41). Para esta misma
planta, los porcentajes en la 4ta y 5ta h lograron mantener su efecto con un 72 (IR =
0.47+0.38) y 69% (IR = 0.51+0.34) respectivamente. En el caso del tratamiento de 60
mg mL*! se presenta un patrén de comportamiento similar al correlacionarse
positivamente los porcentajes netos observados con el tiempo transcurrido tras la
aplicacion del tratamiento presentandose en ambos casos una mejor respuesta a la
3ra, 4ta y 5ta h con porcentajes del 78, 70 y 63% con el extracto de venadillo y del
69, 65y 56% con nim (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Clasificacion del extracto etandlico de Swietenia humilis y Azadirachta indica en funcion del porcentaje de

repelencia observado a la 32, 42, 52 62 y 24 h postaplicacion del tratamiento.
Azadirachtaindica

Swietenia humilis

Swietenia humilis

Azadirachtaindica

H Concentracion Repelencia IR C Repelencia IR C H Repelencia IR C Repelencia IR C
(mg mL™) (%) L (%) L (%) L (%) L
100 82 0.34+0.13 R 78 0.40+0.23 R 74 0.46+0.21 R 72 0.47+0.38 R
60 78 0.40+0.19 R 69 0.52+0.23 R 70 0.51+0.15 R 65 0.56+0.29 R
40 52 0.71+0.51 A 69 0.52+0.46 R 44 0.78+0.50 A 52 0.69+0.47 A
20 53 0.70+0.61 A 62 0.60+0.81 A 42 0.79+0.76 A 56 0.65+0.82 A
10 48 0.74+0.46 A 45 0.77+0.55 A 42 0.79+0.37 A 32 0.86+0.16 N
3 35 25 0.92+0.47 A 27 0.91+0.32 A 4 25 0.92+0.49 A 30 0.87+041 A
1.0* 28 0.90+0.49 A 28 0.90+0.25 A 36 0.84+1.08 A 31 0.86+0.39 A
Testigo 12 1.00+0.60 A 12 1.00+0.16 A 12 1.00+0.26 A 9 1.00£0.28 A
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
X? 26.17 86.61 20.81 30.39
CRso 23.48 20.49 38.13 30.90
Limites 11.62-45.69 16.08-25.71 19.52-115.59 17.35-63.60
fiduciales
bts 1.16+0.22 1.06+0.11 1.02+0.22 0.88+0.16
100 74 0.45+0.30 R 69 0.51+0.34 R 69 0.51+0.45 R 60 0.61+0.41 N
60 63 0.58+0.14 R 56 0.65+0.17 R 51 0.70+0.60 A 53 0.68+0.12 R
40 43 0.78+0.56 A 44 0.76+0.70 A 46 0.74+0.78 A 43 0.77£0.63 A
20 39 0.81+0.76 A 46 0.74+0.83 A 33 0.85+0.50 A 35 0.83+0.71 A
10 32 0.86+0.27 A 36 0.83+0.22 A 30 0.87+0.18 A 25 0.90£0.37 A
5 35 22 0.93+0.56 A 35 0.83+0.43 A 6 22 0.92+0.49 A 32 0.85:t0.24 A
1.0* 33 0.85+0.40 A 29 0.88+0.31 A 14 0.97+0.22 A 28 0.88+0.17 A
Testigo 10 1.00+0.45 A 9 1.00+0.37 A 9 1.00+0.43 A 8 1.00+040 A
Pr>Xx? <.0001 <.0001 <.0001 0.0004
X2 42.96 15.85 66.40 12.73
CRso 44.97 49.01 60.54 87.32
Limites 28.91-86.68 22.63-385.8 45.74-88.17 35.79 - 8892
fiduciales
b+s 1.11+0.17 0.62+0.15 0.97+0.11 0.65+0.18

H= Hora de registro; IR= indice de repelencia; CL= Clasificacion: R (repelente), N (neutral), A (atrayente); CRso = Concentracion repelente media; (*)= Datos no considerados en el

andlisis prébit; b=Pendiente de regresion; s= Error estandar.
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Cuadro 4. Clasificacion del extracto etandlico de Swietenia humilis y Azadirachta
indica en funcién del porcentaje de repelencia observado a la 32, 42 53 62y 24 h
postaplicacion del tratamiento.

Swietenia humilis Azadirachtaindica
Hor Concentracion Repelencia (%) IR CL Repelencia IR CL
a (mg mL™) (%)
100 56 0.65+0.46 A 60 0.60+0.24 R
60 35 0.83+0.12 R 51 0.69+0.41 A
40 27 0.89+0.46 A 39 0.79+0.26 A
20 19 0.94+0.30 A 25 0.89+0.55 A
10 17 0.95+0.13 A 18 0.94+0.43 A
24 35 16 0.96+0.21 A 18 0.94+0.68 A
1.0* 22 0.92+0.42 A 26 0.89+0.40 A
Testigo 9 1.00+0.28 A 7 1.00+0.34 A
Pr>Xx? <.0001 <.0001
X2 16.60 35.66
CRso 164.05 82.96
Limites 70.82 -5848 49.07-243.87
fiduciales
bts 1.07+0.26 1.08+0.18

H= Hora de registro; IR= indice de repelencia; CL= Clasificacion: R (repelente), N (neutral), A (atrayente); CRso = Concentracion
repelente media; (*)= Datos no considerados en el analisis prébit; b=Pendiente de regresion; s= Error estandar.

La efectividad del extracto se vio disminuida con el transcurrir de las horas,
comenzando a acentuarse su volatilidad a partir de la 6ta h afectando la efectividad
de las dosis de 100 y 60 mg mL™, presentando incluso una alternancia en la
efectividad de este par de tratamientos al revertir en S. humilis su eficacia con la
dosis de 60 mg mL?! (IR = 0.704£0.60) y nulificarse el efecto de A. indica con el
tratamiento de 100 mg mL?' (IR = 0.61+0.41). Este comportamiento se ve
acrecentado en la evaluacion realizada a las 24 h, al caer la repelencia en las dosis
mas altas hasta un 56 y 35% con S. humilis y un 60 y 51% en A. indica, mostrandose
una clara relacién entre la repelencia observada y el tiempo transcurrido tras la
exposicién del insecto al tratamiento. Sin embargo, es de destacar como aldn con
estos porcentajes se puede apreciar cierto grado de control del insecto; incluso S.
humilis con un 35% de repelencia neta observada muestra un efecto repelente con la
dosis de 60 mg mL* (IR = 0.83+0.12), mientras que A. indica hace lo propio con la
dosis de 100 mg mL™* al repeler hasta un 60% (IR = 0.60£0.24).
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Si bien puede observarse una mejor efectividad inmediata de S. humilis
respecto con A. indica, lo cierto es que este Ultimo logra mantenerse relativamente
estable por mas tiempo e incluso ser efectivo a una dosis de 40 mg mL™ con un 69%
de repelencia neta observada y un IR de 0.52+0.46. Hecho que se ve respaldado por
las concentraciones repelentes medias (CRsg) encontradas para cada periodo
registrado. De igual forma puede evidenciarse un efecto inmediato mayor del extracto
de S. humilis respecto con A. indica a 3h de aplicado el tratamiento (82% y 78%, de
manera respectiva), la concentracion repelente media para esta Ultima (CRso = 20.49
mg mL') le confiere cierta ventaja sobre S. humilis (CRsp =23.48 mg mL™?) al ser
inferior a esta. Esta tendencia se mantiene en la 4ta hora con una CRso para A.
indica de 30.90 mg mL?! s 38.13 mg mL* de S. humilis. Sin embargo, esta
observacion se ve invertida en la 5ta y 6ta h con una CRsp para S. humilis de 44.97
mg mL? y 60.54 mg mL*? respectivamente, mientras que en nim se mantiene en
49.01 mg mL*y 87.32 mg mL. Situacién que presenta un giro en el registro de las
24 h al marcarse de manera altamente significativa la eficiencia de A. indica sobre S.
humilis (82.96 mg mL* vs 164.05 mg mLt), acentuando la observacién pertinente a

una mayor permanencia de este en el ambiente respecto a S. humilis (Cuadro 4).

Respecto a los tratamientos inferiores a las dosis con respuesta directa no se
encontré una respuesta significativa, clasificAandose incluso esta como atrayentes de
acuerdo al indice utilizado. Sin embargo, esta ineficiencia se ve sopesada con la
inclusion de cierto rango en las CRso calculadas, principalmente en las referentes a la

3ra y 4ta hora.

6.3 Inhibicion de la oviposicién

En esta ocasidn se encontrd una respuesta poco significativa con los extractos
de las tres plantas evaluadas. Los porcentajes de inhibicion de la oviposicion
alcanzaron solamente un 59.68% en el mejor de los casos (A. indica), mientras que
en S. humilis y M. azedarach sélo se logr6 repeler al 46.36 y 39.34%,

respectivamente. Si bien el extracto con mejor respuesta fue el de A. indica, este
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valor sélo pudo ser alcanzado al aplicar una dosis de 100 mg mL%, disminuyendo su

respuesta por debajo del 45% en las concentraciones subsecuentes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién de oviposicion de adultos de Diaphorina citri a 24
h postaplicacion de distintas concentraciones de extractos etandlicos de semillas de
Swietenia humilis, Azadirachta indica y frutos de Melia azedarach.

Inhibicion de oviposicion (%)

Concentracion Swietenia Azadirachta Melia azedarach
(mg mL™?) humilis indica
100 46.362 59.682 39.342
60 36.36%® 45.16° 38.522
40 *31.82 40.32b 37.702
20 35.45a¢ 36.29P 36.89%
10 34.55« 23.39¢ *38.522
3.5 24 .55bcd 13.714 35.25%
1 23.64bcd *8.87¢d 21.31°
Testigo 0.00¢ 0.00¢ 0.00¢
Pr>X2 0.0013 <.0001 0.0077
X2 21.86 35.03 19.17
Clso (mg mL™Y) 388.84 68.02 1103
Limites fiduciales 102.92-18575 48.22-107.74 153.81-101109
bts 0.29 b+s 0.07 0.79 b+s0.08 0.20 b%s 0.07

Clso = Concentracion inhibitoria media; (*)= Datos no considerados en el andlisis prébit; b=Pendiente de regresién; s= Error
estandar.

Al igual que en los parametros evaluados con anterioridad se puede apreciar
una relacién negativa entre la concentracion del extracto y la respuesta obtenida. Sin
embargo, esta vez la eficiencia mostrada por los extractos queda muy por debajo de
lo esperado en funcién de lo observado con las evaluaciones de mortalidad y
repelencia. Esta situacidon se ve claramente reflejada en los valores tan elevados de
la concentracion inhibitoria media (Clso), donde si bien para A. indica logra
mantenerse relativamente en un rango bajo (Clsp = 68.02 mg mL1), lo cierto es que
las obtenidas para S. humilis (388.84 mg mL?) y M. azedarach (1103 mg mL?) se

sale completamente de una proporcion practica.

De acuerdo al andlisis estadistico utilizado se puede apreciar una gran
similitud entre los tratamientos de los extractos que no mostraron efectividad

aparente, no asi en el caso de A. indica donde si se logra observar una clara
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separacion entre las medias de los tratamientos evaluados, indicando una marcada
heterogeneidad en la respuesta de la poblacion al extracto, principalmente en los
pertenecientes a semilla de S. humilis y fruto de M. azedarach. Estas dos ultimas
plantas presentan una pendiente muy baja (0.29 y 0.20), reafirmando esta
conclusion. En A. indica sin embargo, esta aumenta hasta 0.79, mostrando una clara

tendencia a la uniformidad.
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7. DISCUSION

La respuesta registrada en los tres parametros evaluados concuerda con los
sefialamientos hechos para las especies vegetales de este grupo taxonémico. Los
porcentajes mostrados reafirman el conocimiento previo respecto al efecto inducido
por los extractos, polvos y aceites de meliaceas en el control de diversas especies
insectiles de importancia agricola. Su efectividad, aunque no definitiva en todos los
casos, destaca la factibilidad de este recurso para fungir como un coadyuvante del
combate a plagas en concordancia con la preservacion del ecosistema (Castiglioni et
al., 2002).

De manera particular el efecto toxico mostrado por las plantas empleadas,
coincide con lo expresado para otras especies de la misma familia botanica. Por
ejemplo, Lopez et al. (2002), registraron una mortalidad del 100% de larvas neonatas
de Ceratitis capitata Wied., al ser tratadas con una concentracion del 1% de polvo de
Trichilia havanensis Jacqg. Situacion similar a la sefalada por Figueroa (2011) al
utilizar el polvo de la semilla en combinacidon con su pericarpio sobre larvas de
Spodoptera frugiperda. Mientras que Bogorni y Vendramim (2003), destacan la
efectividad de los extractos acuosos de seis especies de Trichilia en el manejo del
mismo insecto (S. frugiperda), encontrando una respuesta similar a la obtenida con el
extracto acuoso de Azadirachta indica (nim), una de las principales especies con
potencial insecticida del mundo. Por su parte, con un efecto menor pero con
conclusiones similares Mareggiani et al. (2010) sefialan el potencial de Melia
azedarach y Trichilia glauca para manejar bajas poblaciones del nematodo
Meloidogyne incognita; comportamiento atribuido principalmente a la presencia de
decenas de componentes fitoquimicos producto del metabolismo secundario de las
plantas y cuyo efecto en el insecto implica la modificacion de un importante nimero
de parametros biol6gicos dentro de los cuales destacan las alteraciones
morfoldgicas, etoldgicas y fisiolégicas (Li, 1999; Mareggiani, 2001; Osuna, 2005;
Carpinella et al., 2003). Esta situacion pudo percibirse de manera clara al comparar

los resultados documentados por otros autores con los obtenidos en la presente. De



54

acuerdo con dichos autores, el efecto manifiesto en el insecto pudo deberse a la
presencia de tetranotriterpenoides en las plantas, sustancias reconocidas por sus
altas concentraciones en miembros de esta familia botanica y dentro de las cuales
destacan de manera puntual limonoides como la nimbina, salanina, meliartenin,
humilinoides y azadirachtina, siendo estas dos Ultimas de las méas estudiadas y

aprovechadas (Brechelt, 2004).

En este sentido, algunos autores se han encargado de verificar dicha
informacién y han optado por realizar los ensayos correspondientes. Asi, Jiménez et
al. (1997) por ejemplo, evaluaron la efectividad de cuatro limonoides humilinolides (A-
D-E-F) extraidos a partir de la planta Swietenia humilis, sobre la inhibicion del
crecimiento de larvas y la mortandad de adultos del barrenador europeo del maiz
(Ostrinia nubilalis Hbn., 1796), encontrando en ambas etapas de desarrollo una
significativa disminucion de sus porcentajes de crecimiento y supervivencia.
Resultados que también coinciden con Omar et al. (2007) al utilizar los humilinolides

C-D en el control de Sitophilus oryzae Linnaeus, 1763.

Puntualmente con Diaphorina citri, Ortega et al. (2014) observaron un
comportamiento similar tras evaluar hojas y semillas de la meliacea Swietenia humilis
(venadillo) en el control de ninfas y adultos, encontraron respuesta positiva
solamente con el extracto proveniente de la simiente y destacando la efectividad total
de esta en el estado inmaduro del insecto con respecto al adulto. Comportamiento
similar al reportado por Sandoval et al. (2013), quienes al aplicar extractos foliares de
nim encontraron porcentajes no tan alentadores como se hubiera esperado de esta
planta, con tan solo un 45% de mortandad en adultos y un 72% en ninfas. Dicha
diferenciacion entre los resultados obtenidos por otros autores corrobora en buena
medida las observaciones hechas por otros autores respecto a la mayor efectividad
de los componentes activos en el estado inmaduro del insecto, principalmente por la
accion selectiva de la azadirachtina, salanina y meliantrol (Diaz y Tovar, 2008).
Situacion similar a la registrada por Weathersbee Ill y McKenzie (2005), quienes

indican como un bioplaguicida constituido en gran proporcion por azadirachtina
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obtuvo mejores resultados en el control de ninfas que en el de adultos. Por su parte,
Fontes et al. (2012) registran observaciones similares al utilizar productos orgéanicos
de distinta constitucion (ajo, canela, nim, aceites) y concluyen que la efectividad de
este tipo de productos presenta un mayor efecto sobre ninfas que en adultos.
Respecto a esta diferenciacion, algunos autores sefialan la importancia de esta
situacién (estado de desarrollo del insecto) como condicionante en la respuesta
obtenida, al presentarse para el caso de ninfas un estado de poca movilidad y una
débil presencia de la cubierta cuticular (Jiménez et al., 2012). Aunado a esto, pudiera
existir de igual forma una marcada diferenciacion del efecto en funciéon de la
estructura utilizada. Bobadilla et al. (2002), Ibafez y Zoppolo (2008) y Ortega et al.
(2014), por ejemplo, destacan la importancia de este y otros factores en el
condicionamiento de la expresion mostrada por la sustancia evaluada; sefialando
como particularmente importantes la edad y estado de desarrollo del insecto, la
diferenciacion en la composicion fitoquimica de la planta en funciébn a su etapa
fenologica y la estructura utilizada, la época de colecta, asi como a los métodos de

extraccion y formulacion de los extractos y la técnica de aplicado de los tratamientos.

Y es precisamente en uno de estos (estructura utilizada) donde pudiera radicar
dicha divergencia respecto a los resultados obtenidos y los antecedentes mostrados.
Si bien cada estructura en la planta esta caracterizada por la presencia de sustancias
producto del metabolismo secundario, es la semilla el elemento al que se le atribuye
la mayor concentracion de componentes activos (Rodriguez et al.,, 2000; Osuna,
2005). Si bien respecto a la diferenciacion observada entre especies esta
plenamente justificada por la presencia y concentracion de distintos componentes
activos, el contraste general con los estudios previos como los reportados por Ortega
et al. (2014), ensayo con mayor similitud al realizado, pudiera relacionarse con las
condiciones de colecta del material vegetal utilizado. Esto de acuerdo a lo
mencionado por Ibafiez y Zoppolo (2008), quienes sostienen que el tipo y
concentracion de sustancias activas presenta una significativa correlacion con las
condiciones de desarrollo de la planta respecto a las condiciones edaficas y

climaticas en las que se encuentra. Situacién enfrentada por la planta de paraiso
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cuya composicion quimica se encuentra fuertemente influenciada segun sean plantas

silvestres o bajo produccion asistida (Huerta et al., 2008).

Otro de los factores que supeditan en gran forma la extraccion de las
sustancias activas es el solvente utilizado y grado de maceraciéon de la estructura
vegetal a usar. Si bien la respuesta esperada al utlizar etanol como solvente
consistia en un mayor porcentaje de mortalidad, tomando en cuenta que este
producto es capaz de disolver la mayoria de los productos naturales (Castillo et al.,
2010; Avalos, 2014), lo cierto es que la maceracion de las semillas pudo haber
influido significativamente en el proceso de extraccion. Ibafiez y Zoppolo (2008),
destacan la divergencia de sustancias observadas en la extraccion de los
componentes activos de la semilla de paraiso al ser empleada de manera directa en
contraste a su completa trituracion, destacando como en el segundo de los casos el
grado de finura de las particulas favorece la disolucidon. Situacion en la que se
adolecio tras haber sometido las semillas a la maceracion manual mediante el uso de
un mortero, potencializandose aun mas el efecto con los frutos de paraiso, donde el

macerado se vio mayormente afectado por la dureza del pericarpio del fruto.

Aun en las circunstancias sefialadas y pese a la diferenciacion de los
resultados obtenidos respecto a pruebas realizadas por otros autores, los
porcentajes de mortalidad obtenidos corresponden significativamente al rango de
accion empleado para considerar un efecto positivo. En funcién de la respuesta
observada y aun cuando los extractos no mostraron un efecto definitivo en ninguna
de las pruebas ejecutadas, la capacidad mostrada en el control de la poblacién
evaluada representa un excelente augurio respecto a la pertinencia de este grupo de
plantas en el manejo de la supervivencia de D. citri, principalmente en lo referente al
estado ninfal e incluso se encuentra dentro de los parametros normales de acuerdo a

lo observado por otros autores.

Respecto al indice de repelencia y de oviposicion observados, puede

seflalarse una pobre respuesta del insecto a los tres productos utilizados,
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acrecentandose en el caso de los extractos a base de frutos de paraiso donde
incluso hubo que descartarle del ensayo final de repelencia por los bajos registros
obtenidos. Sin embargo, es de destacar los sefialamientos hechos respecto al
procesamiento de estos y de cOmo esta situacion pudo haber supeditado el
comportamiento observado. En el caso de nim y venadillo, sin embargo, con base en
los resultados obtenidos para los ensayos de mortalidad si es de destacar la
respuesta obtenida. Raz6n que contrasta con lo reportado por diversos autores
respecto a la capacidad de estas plantas para inducir un efecto insectistatico mas
gue téxico, con efectos repelentes y disuasorios de oviposicion (Viglianco et al.,
2006; Castillo et al., 2010; Senthil, 2013). Y es que de acuerdo a lo reportado por
Peterson y Coats (2001) y observado por otros autores, era de esperarse que plantas
como las evaluadas en el presente trabajo y cuyas caracteristicas organolépticas
sobresalen, se hubiesen presentado porcentajes de repelencia mas altos que los
registrados. Como los mostrados por Garcia (2005) quien empleando extractos
metanolicos de nim y paraiso, registr6 una excelente respuesta repelente contra
adultos de Sitophilus oryzae L. Observaciones similares a las sefialadas por Caffarini
et al. (2008) utilizando el extracto acetonico y acuoso de paraiso sobre discos de
hoja de eucalipto, alimento de la hormiga negra comun (Acromyrmex lundi)
registraron una excelente repelencia. De igual forma, Parra et al. (2007) encontraron
una repelencia del 58% de los extractos de paraiso sobre ninfas de 4to estadio de
Rhodnius prolixus. Mientras que Gonzélez et al. (2006), por su parte, encontrd
porcentajes de hasta un 98% al utilizar el extracto crudo de las semillas de nim sobre
pupas de abejas como medida de disuasion a su consumo por parte de Varroa

destructor.

Si bien no se encuentra una explicacion contundente respecto al
comportamiento observado, este bien pudo deberse a la naturaleza misma del
insecto utilizado puesto que el posicionamiento sobre la hoja tratada se mantuvo de
manera intermitente durante el periodo de tiempo conducido. Muchos insectos
tienden a primeramente posarse sobre la planta antes de determinar si es un

alimento viable o no, situacién que pudo haber presentado puesto que el insecto
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tratado fue sometido a un periodo de ayuno de alrededor de dos horas dependiendo
del momento de la colecta del mismo, situacién que pudo estimular la alternancia de
estos para alimentarse del sustrato en funcion del tiempo de ayuno. Sin embargo, es
importante sefialar como la diferenciacibn mostrada entre el tratamiento testigo y los
insectos conducidos bajo la influencia del tratamiento fue altamente significativa,
coincidiendo con lo mencionado por Visser (1983, citado por Ouyang et al., 2013)
respecto a que los componentes volatiles de la planta son condicionantes en la

postura adoptada por el insecto respecto a la planta hospedera.

Observaciones similares se registraron en la evaluacion correspondiente a la
oviposicion, donde si bien se obtuvieron valores aceptables, estos resultaron poco
concluyentes por la situacion en la que se manejaron los registros finales, donde la
oviposicion mostrada por el testigo se encontré relativamente cerca de las
observaciones documentadas por los tratamientos. Si bien los antecedentes
mostrados para nim y paraiso principalmente muestran el potencial de estas para
fungir como inhibidores de la oviposicion de distintas especies de insectos, los
resultados aqui obtenidos difieren significativamente de ellos. Valencia et al. (2004),
por ejemplo, trabajando con la mosca mexicana de la fruta (Anastrepha ludens Loew)
encontraron una significativa reduccién de la oviposicion de esta al ser tratadas con
el extracto acuoso de nim a concentraciones de solo 3 y 5%. Situacion sefialada
anteriormente por Coudriet et al. (1985) quienes con concentraciones acuosas de la
semilla de nim redujeron significativamente la oviposicion de la mosca blanca del
algodonero. Resultados similares a los obtenidos por Borges et al. (2003) quienes
observaron una inhibicion total en hembras ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus al ser tratadas con el extracto de frutos
maduros. Mientras que por su parte Gajmer et al. (2002) evidencié la paulatina
disminucién de las tasas de oviposicién de Earias vitella al ser sometidas a dietas
tratadas con concentraciones de extractos metandlicos de semillas de nim de entre 2

y 10%; aunado a lo observado durante el mismo experimento con paraiso.
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En este sentido, los porcentajes observados para uno y otro pardmetro
podrian considerarse como condicionantes, puesto que al presentarse un efecto
disuasorio de la presencia del insecto en la planta seria prudente esperar un
porcentaje similar respecto a la oviposicién presentada. Incluso, en correspondencia
a la respuesta registrada pudo observarse la mortalidad de varios individuos durante
las pruebas de inhibicion de oviposicion, producto, muy probablemente, de la
actividad insecticida previamente establecida. Aunado a esto es prudente mencionar
gue en lo referente a la oviposicién pudo observarse que las hembras utilizadas no
alcanzaron a ovipositar antes de terminar el periodo de prueba de 72 h., situacion

gue pudo favorecer a la carencia de huevos registrados en cada uno de los brotes.

De acuerdo con Robles et al. (2010), la presencia de ninfas en las plantas es
potencializada cuando el brote tiene aun un tamafio pequefo, relacionandose con
una preferencia del insecto para ovipositar en dichos sitios. Por lo que pudiera
considerarse esta situacion como condicionante de los valores tan bajo registrados
en el testigo. Sin embargo, esto no quiere decir que sea la causa de la disminucion
del nimero de huevos en las plantas con los tratamientos aplicados, maxime cuando
las comparaciones estadisticas mostraron una significativa diferenciacion entre estos
y el testigo absoluto, concluyéndose por ende la presencia de un efecto de los

tratamientos.
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8. CONCLUSION

Los extractos etandlicos de las tres especies de melidceas evaluados mostraron
actividad biologica significativa en D. citri. En ninfas el mejor efecto toxico se logro
con el extracto de A. indica (93.3%), seguido de S. humilis (88.3 %) y M. azedarach
(77.3%), mientras que en adultos solo los extractos de S. humilis (61%) y A. indica
(58%) resultaron efectivos. En general, los adultos resultaron mas tolerantes que las
ninfas, en éstos el efecto téxico se evidencié a partir de 100.0 mg.ml, mientras que
en ninfas a 4.10 mg.mlt. Los extractos de S. humilis y A. indica mostraron la mayor
accioén repelente (82 y 78 %, respectivamente) a 100.0 mg.ml; este efecto estuvo
asociado a la concentracion y disminuyé a través del tiempo. Ninguno de los

extractos evaluados inhibié de manera contundente la oviposicion.
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