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RESUMEN

La actividad insecticida del Neem (Azadirachta indica A. Juss) es
efectiva en el control de plagas que afectan cultivos de importan-
cia agroindustrial. Aunque las formulaciones comercialmente dis-
ponibles extraen el aceite contenido en las semillas del arbol. En
estudios preliminares, extractos crudos de las hojas mostraron ca-
pacidad insecticida. Este trabajo evalu6 la capacidad insecticida de
extractos fermentados de hojas de Neem localizados en Tapachula
Chiapas saturadas de estiércol vacuno en proporcién 1:4 p:v del
rancho “El Manguito” ubicado en el Km. 10 de la carretera Pana-
mericana con la finalidad de potenciar los principios activos de las
hojas. Las soluciones de estiércol empleadas (fuente de microbiota
ex6gena) fueron sin diluir, dilucién 1:2, dilucién 1:4 y sin estiéreol.
Las mezclas se fermentaron aerébicamente como anaerébicamen-
te por 72h con agitacién de 200 rpm y a 28°C. Antes y después de
la fermentacion, se determiné pH, conductividad eléctrica, sélidos
solubles y presencia de terpenoides. Los extractos se aplicaron a
plantas de maiz previa dilucién 1:1. Al diluir la fuente de micro-
biota exdgena, la CE y los SS disminuyeron independientemente
de la aireacion. El pH inicial fue basico pero se torné mas 4dcido al
final al emplear una menor cantidad de indculo; pero en mezclas
no inoculadas el pH final fue bésico. Los terpenoides aumentaron
en mezclas fermentadas aerébicamente. Durante la aplicacién de
los tratamientos la poblacién de insectos se agrup6 en 6 érdenes y
15 familias. El mejor tratamiento de fermentacién anaerdbica fue
la mezcla de hojas con indculo sin diluir.
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INTRODUCCION

Desde los inicios de la agricultura se ha tenido
la necesidad de controlar a los insectos. A tra-
vés del tiempo se han desarrollado métodos para
controlar la poblaciéon de estos organismos y
evitar los dafos a los cultivos. Hasta hace pocos
anos el control mediante sustancias quimicas
sintetizadas en el laboratorio fue el mas popular;
sin embargo, su inespecificidad y uso discrimi-
nado ha provocado la aparicion de mecanismos
de resistencia en las plagas, problemas de con-
taminaciéon ambiental, residuos tdéxicos en el
producto cosechado, apariciéon de nuevas plagas,

AC

RECIBIDO EL 31 DE MARZO DE 2013 / ACEPTADO EL 8 DE MAYO DE 2013

ABSTRACT

The insecticidal activity of Neem (Azadirachta indica A. Juss) is
effective in controlling pests that affect important agroindustrial
crops. Although the commercially available formulations use the
oil extracted from the seeds of the tree, in preliminary studies,
crude extracts of the leaves showed insecticidal capacity. This
study evaluated the insecticidal capacity of fermented extracts
from Neem leaves located in Tapachula, Chiapas, saturated with
cattle manure in proportion 1:4 w:v obtained from the ranch “The
Little Mango” located on Km 10 of the Panamerican Highway
in order to enhance the active principles of the leaves. Manure
solutions employed (microbiota exogenous source) were undilu-
ted, dilution 1:2, dilution 1:4 and without manure. The mixtures
were fermented aerobically and anaerobically for 72 hours with
stirring at 200 rpm and 28 °C. Before and after fermentation,
the pH, electrical conductivity, and presence of soluble solids
and terpenoids were determined. Extracts were applied to corn
plants after dilution 1:1. By diluting the source of exogenous mi-
crobiota, the EC and the SS decreased independently from the
aeration system. The initial pH was basic but became more acid
at the end when using a smaller amount of inoculum; but in not
inoculated mixtures, the final pH was basic. The terpenoids in-
creased in aerobically-fermented mixtures. During the applica-
tion of treatments, the insect population grouped into six orders
and 15 families. The best treatment in anaerobic fermentation
was the mixture of leaves with undiluted inoculum.

Keywords: bio-insecticide, neem, fermentation, corn.

eliminacién de la entomofauna benéfica e intoxi-
cacién del operador (Vargas-Arispuro, 2007). Las
exigencias de inocuidad en los alimentos para la
poblacién exigen el desarrollo de tecnologias sus-
tentables y que no impacten negativamente al
ambiente. El control bioldgico, el cual incluye el
uso de microorganismos, hongos, bacterias (Fer-
nandez-Larrea, 1999), parasitoides (Aristizabal,
Bustillo, Orozco y Chavez, 1998), organismos
depredadores (Cano, 2001), feromonas (Andra-
de, Rodriguez y Oehlschlager, 2000) y extractos
vegetales (Guharay, Aguilar, Calderén, Gémez,
Mendoza, Monterrey, Monterroso y Staver,
2004), no pretende sustituir a los plaguicidas
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quimicos, pues es un componente del manejo in-
tegrado de plagas (Vargas-Arispuro, 2007).

Las plantas de ajo (Allium sativum), cebo-
lla (Allium cepa), cola de caballo (Equisetum
arvense), orégano (Origanum vulgare), en-
tre otros, contienen ingredientes activos que
se han utilizado para el control de bacterias,
hongos e insectos plaga (Chalfoun y Carvalho,
1991; Barros, Oliveira y Maia, 1993; Clemen-
te, Mareggiani, Broussalis, Martino y Ferraro,
2000; Vifiuela, Handel y Vogt, 1996).

En los ultimos afios se han realizado di-
versos estudios aplicando extractos de neem
(Azadirachta indica A. Juss) obtenidos por
diferentes técnicas, tales como el extracto
acuoso de semillas, aceite crudo por prensado
de semillas, extraccién de aceite de semillas
con solventes, torta de neem que resulta del
desecho del prensado de semillas, extraccion
alcoholica, remojo de hojas. Se han identifica-
do 25 diferentes ingredientes activos, de los
cuales al menos nueve afectan el crecimiento
y el comportamiento de los insectos (Carballo
y Guharay, 2004; Angulo, Gardea, Vélez, Gar-
cia, Carrillo, Chaidez y Partida, 2004). Estos
extractos tienen como ventaja ser biodegrada-
bles (Iannacone y Montoro, 1999; Iannacone y
Reyes, 2001) y no tienen restricciones toxico-
logicas (Gomero, 2000; Ilannacone y Murruga-
rra, 2000; Sutherland, Baharally y Permaul,
2002). En el mercado existen formulaciones:
AZA Direct® de Gowan Company, Agrone-
em® de Agro Logistic System, Inc, Amazin 3%
EC® de AMVAC Chemical Corporation, Neem
Azal T/S®, entre otros, que contienen aceite
de neem y que han sido utilizados en la agri-
cultura organica, aunque su costo es elevado.

En este sentido, Pérez, Padrén, Soto y
Bertsch (1997) utilizaron el extracto crudo de
semillas contra Acantoscelides obtectus. En-
contraron de 4-7% de infestacién en semillas de
frijol almacenadas a diferencia del testigo que
resulté 100% infestado. Iannancone y Reyes
(2001), utilizando el aceite comercial extraido
a partir de semillas de neem para el control de
Bemisia tabaci y Liriomyza huidobrensis, en-
contraron una alta efectividad bioinsecticida
contra Bemisia tabaci. Pietrosemoli, Olavez,
Montilla y Campos (1999) emplearon hojas de
neem para el control de nematodos intestina-

les de bovinos y concluyeron que es factible la
utilizaciéon de dichas hojas como un controla-
dor de endoparasitos de bovinos.

Estos trabajos han demostrado la capacidad
bioinsecticida, pero no existen antecedentes
de estudios en busca de un sistema potencia-
dor de los principios activos del neem, por lo
que consideramos que la biotransformacién
microbiana pudiera ser un sistema mediante
el cual la propiedad plaguicida del extracto de
hojas de neem se pudiera potenciar y con ello
mejorar la capacidad controladora de insectos
plagas del neem.

Por lo anterior, el objetivo del presente tra-
bajo fue determinar el efecto de la biofermen-
tacion de macerados acuosos de hojas de neem
(Azadirachta indica A. Juss) sobre su capaci-
dad insecticida.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de los extractos

Material biologico

Se emplearon hojas maduras de arboles de neem
localizados en la zona sur de la ciudad de Ta-
pachula, Chiapas, y estiércol fresco de ganado
vacuno del rancho “El Manguito”, ubicado en
el Km 10 de la carretera Panamericana.

Diseno experimental

Los tratamientos de fermentacién fueron es-
tablecidos con un disefio factorial, donde los
factores fueron la concentracion del inéculo y
el tipo de fermentaciéon (Cuadro 1), dando un
total de 8 tratamientos.

Cuadro 1. Descripcion del disefio factorial y los tratamientos utilizados

Concentracion Tipo Tratamiento  Designacién
de inéculo de fermentacién

1v:v Anaerobio 1 TAN1
Aerébico 2 TAEL

0.5V:v Anaerobio 3 TAN2
Aerdbico 4 TAE2

0.25V:v Anaerobio 5 TAN3
Aerdbico 6 TAE3

ov:v Anaerobio 7 TAN4
Aerébico 8 TAE4
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Preparacion del inéculo

El in6culo microbiano se obtuvo de una sus-
pensién saturada de estiéreol. Para ello, en un
recipiente limpio (10 L) se colocé agua destila-
da (8 L) y con agitacién constante se agreg6 el
estiéreol fresco lentamente hasta obtener una
suspensiéon saturada. Los residuos sélidos se
separaron mediante tamizado a través de una
malla de 44 pm. El liquido resultante se em-
pled como fuente de microbiota (indculo).

Preparacion de los extractos de hojas de neem
Se prepararon diferentes diluciones del in6cu-
lo, 1:0 (sin diluir), 1:2, 1:4 y 0 (agua destilada,
testigo). Posteriormente, a 4 L de cada una de
las diluciones se le agregd 1 Kg de hojas frescas
de neem. Finalmente, las mezclas se macera-
ron en una licuadora comercial. Se separaron
los s6lidos con una malla de 44 um y el liquido
se empled para el proceso de fermentacion.

Condiciones de fermentacion

La fermentaciéon aerdbica y anaerdbica se
realiz6 en matraces de 500 mL de volumen
nominal. Para la fermentacién aerdbica se
utilizaron 150 mL del extracto, mientras que
para la fermentacién anaerdbica se emplearon
450 mL. Las fermentaciones se realizaron en
agitacion constante (200 rpm) y a 28 °C duran-
te 72 h (Montes-Molina, 2003).

Conductividad eléctrica (CE), sélidos solubles
(SS) y pH en los extractos

Los sélidos solubles presentes en los extractos
fueron cuantificados por evaporacién, a seque-
dad, del liquido en una estufa a 100 °C. La CE
y el pH de las soluciones fue determinado con
el empleo de un conductimetro (Hanna®). Las
determinaciones se realizaron tanto al inicio
como final de la fermentacién. Todos los para-
metros se midieron por triplicado.

Cromatografia de capa fina (TLC)

Para determinar el efecto del proceso de fer-
mentacién sobre la presencia de triterpenos,
los componentes de los extractos se sometieron
a una separaciéon por TLC, antes y después de
la fermentacién. Inicialmente, cada extracto
se tamiz6 en una malla de 841 pm y la fase

AC

liquida se centrifugé a 10,000 rpm durante 2.5
minutos. Los sobrenadantes se colocaron en
microtubos (1.5 mL) y se concentraron en un
speed Vaccum al vacio (Concentrator 5301®)
durante 90 minutos a 30 °C. A partir del con-
centrado, se tomaron 5ul. y se colocaron so-
bre las placas de TLC (placas Whatman® de
aluminio con silicagel de 250 um de tamano
de particula) con dimensiones de 5x2 cm. La
cromatografia se desarroll6 empleando como
fase movil una mezcla de hexano-acetato de
etilo (20:80 v/v). Las placas ya corridas se re-
velaron con solucién Lieberman-Burchard,
el cual forma un complejo colorido exclusiva-
mente con la estructura basica de los terpenos
(Merck, 1972). La presencia de bandas se re-
velod al colocar las placas sobre una superficie
caliente (110 °C) (Vargas, 2007).

Evaluacién en campo del efecto insecticida
de los fermentados

El efecto insecticida de los diferentes fermen-
tados se analiz6 en un cultivo de maiz du-
rante el periodo febrero-junio de 2008 en una
plantacién ubicada en la 2* Seccion de la Ce-
badilla, municipio de Tapachula, Chiapas (co-
ordenadas 14° 50’ 81” Norte; 92° 16’ 52” Oeste,
85 msnm). Cada tratamiento se aplico en par-
celas de 125 plantas (cinco surcos por parce-
la y 25 plantas por surco). Como tratamiento
testigo se utilizé6 el compuesto agroquimico
Arrivo® utilizado como controlador de insec-
tos plaga en maiz. Las plantas fueron trata-
das por las mananas para evitar el arrastre
por el viento a otras parcelas, por aspersién
empleando una bomba de mochila con capaci-
dad para 20 L. Los fermentados se diluyeron
1:1, con agua, previo a su uso y el agroquimico
se aplicé de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. La primera aplicacion se rea-
liz6 a la 3% semana de emergidas las plantas,
y posteriormente se aplicé cada 7 dias hasta
el llenado de las mazorcas. La aplicaciéon de
los tratamientos siguié una distribucién en un
disenio completamente al azar.

La captura de insectos se realizé emplean-
do trampas tipo Malaise modificadas. Para
ello, se empledé un recipiente pintado de co-
lor negro con dos aberturas a cada extremo.
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Por una de ellas se introdujo la planta y por
la segunda se capturaron los insectos volado-
res o reptadores. Debido a que la mayoria de
los insectos se mueven hacia arriba atraidos
por la luz solar (Cuadros, 2004), éstos fueron
atrapados en bolsas transparentes de polieti-
leno. Las trampas fueron colocadas en los tres
surcos centrales entre la semana 2 y la sema-
na 6 después de emergidas las plantas. Los
insectos capturados se cuantificaron, se con-
servaron en alcohol al 70% y su identificacion
se realiz6 a nivel de familia con el empleo de
claves taxonémicas.

Analisis de resultados

Los resultados de CE, pH y SS se realizaron
mediante analisis de varianza (ANAVA), y
donde existieron diferencias significativas se
realizé comparacion de medias por el método
de Tukey (a0 = 0.05) empleando el programa
InfoStat Pro ver 2008. La similitud entre las
poblaciones de insectos se analizé mediante el
procedimiento de agrupamiento del promedio
de grupos de Bray-Curtis, empleando el pro-
grama BioDiversity Pro (1997).

RESULTADOS

Caracteristicas fisicoquimicas

El Cuadro 2 muestra los valores promedio de las
variables fisicoquimicas pH, conductividad eléc-
trica (CE) y sélidos suspendidos (SS), medidas
al inicio y al final del proceso de fermentacion de
los extractos acuosos de hojas de neem de este
estudio. Al inicio del proceso de fermentacién,
el valor de las variables en los tratamientos au-

mentd conforme se incrementd el tamarno del
inoculo. Sin embargo, al final de la fermentaciéon
esta tendencia Ginicamente se mantuvo para las
variables CE y SS. Respecto a la variable pH,
los tratamientos 1 y 2 (aerobiosis) mostraron
valores basicos similares con los tratamientos
no inoculados 7 y 8 al inicio de la fermentacién.
En tanto que el resto de tratamientos mostra-
ron valores acidos de pH. Por su parte, la CE y
los SS mostraron similar comportamiento entre
ellos, es decir, incrementaron su valor confor-
me se incremento el tamario de inéculo (17.97 y
15.05 veces, respectivamente); de igual modo, el
proceso de fermentacion favorecié el aumento de
los valores de estas variables (12.52 y 1.85 veces
para CE en los tratamientos sin inocular y con
la mayor cantidad de indculo, respectivamente;
12.22 y 2.09 veces para SS en los tratamientos
sin inocular y con la mayor cantidad de in6culo,
respectivamente); por lo que se establecié una
correlacién directa entre ambas variables. La
ecuacion que describié tal comportamiento fue
y = 0.4545X + 0.2368, con un coeficiente (r) de
0.9704. La correlacién observada entre la CE y
los SS no se encontré entre CE y pH (r =0.2111)
ni entre SSy pH (r = 0.1154).

Se realizé un analisis bidimensional de las
variables estudiadas (Figura 1) y se encontrd
que las variables pH y CE estuvieron principal-
mente influenciadas por el proceso de fermen-
tacion (aerobiosis o anaerobiosis). Por otro lado,
las variables SS y CE variaron respecto a la con-
centracion de inéculo anadido.

Asi mismo, el andlisis de la varianza de los
valores de las variables dependientes estudia-
das, permiti6 observar que, con excepciéon de la

Cuadro 2. Valores de pH, CE y SS de los diferentes tratamientos

Tratamiento Condicién pH Conductividad Sélidos
eléctrica suspendidos

Inicio Final Inicio Final Inicio Final
1 Aerébico 8.10 bc 8.36a 8.1le 14.89a 3.51e 7.442a
2 Anaerdbico 8.08 bc 7.27¢ 8.05e 1391b 341e 6.96 b
3 Aerdbico 7.79 ef 7.63f 4.30h 10.02 c 1.94 gh 5.00c
4 Anaerdbico 7.96 cd 6.30i 3.96i 9.14d 2.07g 4.73 ¢
5 Aerdbico 7.80de 7.41g 2.47]j 7.19f 1.65h 4.16d
6 Anaerdbico 7.79 def 5.48]j 2.50] 9.11d 1.26i 3.64e
7 Aerébico 7.09 h 8.24 ab 0.321 5.54¢g 0.22j 2.77f
8 Anaerdbico 7.06 h 8.21ab 0.57 k 571g 0.24j 2.85f

Promedio de tres repeticiones. Letras distintas entre variables indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (2 = 0.05).
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Figura 1. Analisis bidimensional del pH, CE y SS de los diferentes tratamientos.

influencia de la condicién de fermentacion (aeré-
bico o anaerdbico) sobre la CE y de la interaccién
tratamiento-condicién-tiempo sobre los SS, las
diferencias observadas en los tratamientos fue-
ron altamente significativas (Cuadro 3).

La cromatografia de capa fina (TLC), antes
del proceso de fermentacion, no revelé diferen-
cias significativas entre los tratamientos (Fi-
gura 2). Cada placa cromatografica revelada
mostro la presencia de tres bandas definidas
para cada tratamiento, aunque con diferentes
RF (datos no mostrados).

El analisis cromatografico de los diferentes
tratamientos, posterior a la fermentacién, re-
velé cambios cuantitativos respecto a la pre-
sencia de compuestos triterpenoides (Figura
3). Todos los tratamientos fermentados aeré-
bicamente mostraron un aumento en el nime-
ro de bandas cromatograficas, de 3 a 5 bandas.
En el caso de los tratamientos fermentados
anaerdObicamente, inicamente el tratamiento
con la mayor cantidad de in6culo (TAN1) pre-
sent6 una banda extra, de 3 a 4 bandas.

Figura 2. TLC de las mezclas iniciales de los diferentes tratamientos empleados en este estudio. Las flechas indican la presencia de los compuestos
triterpenoides. TAE = tratamiento sometido a fermentacion aerdbica. TAN = tratamiento sometido a fermentacion anaerdbica. 1,2,3y 4 =

numero de tratamiento.
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Cuadro 3. Andlisis de la varianza de los valores iniciales y finales del pH, CE y SS en los diferentes tratamientos

pH
Fuente de variacion SC gl cM F Valor de p
Tratamiento 4.46 3 1.49 463.69 <0.0001
Condicién 3.41 1 3.41 1063.90 <0.0001
Tiempo (inicio y final) 1.43 1 1.43 445.18 <0.0001
Tratamiento * Condicién 1.33 3 0.44 138.50 <0.0001
Tratamiento * Tiempo 10.75 3 3.58 1116.77 <0.0001
Condicién * Tiempo 3.82 1 3.82 1190.46 <0.0001
Tratamiento * Condicién * Tiempo 1.53 3 0.51 158.65 <0.0001
Error 0.10 32 3.2E-03
Total 26.84 47
CE
Fuente de variacion SC gl cM F Valor de p
Tratamiento 430.97 3 143.66 31601.91 <0.0001
Condicion 2.0 E-03 1 2.0 E-03 0.44 0.5117
Tiempo 357.69 1 357.69 84405.15 <0.0001
Tratamiento * Condicion 4.91 3 1.64 359.73 <0.0001
Tratamiento * Tiempo 2.12 3 0.71 155.56 <0.0001
Condicién * Tiempo 0.62 1 0.62 5.25 0.0287
Tratamiento * Condicion * Tiempo 3.51 3 1.17 257.10 <0.0001
Error 0.15 32 4.5E-03
Total 825.37 47
SS
Fuente de variacion SC gl CcM F Valor de p
Tratamiento 92.16 3 30.72 2309.02 <0.0001
Condicion 0.45 1 0.45 33.87 <0.0001
Tiempo 102.36 1 101.36 7620.71 <0.0001
Tratamiento * Condicién 0.46 3 0.15 11.50 <0.0001
Tratamiento * Tiempo 3.04 3 1.01 76.24 <0.0001
Condicién * Tiempo 0.13 1 0.13 10.03 0.0034
Tratamiento * Condicién * Tiempo 0.11 3 0.04 2.80 0.0555
Error 0.43 32 0.01
Total 198.13 47
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Efecto del extracto fermentado de hojas
de neem en las poblaciones de insectos
en el cultivo de maiz

La poblacién de insectos evaluados en el cul-
tivo de maiz tratado con los distintos extrac-
tos fermentados de neem estuvo constituida
por individuos de 15 familias: Aleyrodidae,

Brachonidae, Carabidae, Cicadellidae,
Chrysomelidae, Coccinellidae, Culicidae,
Formicidae, Lampiridae, Membracidae,

Pentatomidae, Syrphidae, Thripidae, Ich-
neumonidae y Vespidae, y seis 6rdenes: Co-

Quehacer Cientifico en Chiapas 8 (2) 2013

le6ptera, Diptera, Hemiptera, Homoptera,
Himenodptera y Tisanéptera.

El comportamiento inicial y final de la po-
blacion de insectos se muestra en las Figuras
4-12. Al inicio de los tratamientos, en 67% de
las parcelas la familia Chrysomelidae fue la
mas representada.

Al final del estudio, en todos los tratamien-
tos se observd una disminucién en el nimero
de individuos de todas las familias, incluyendo
al testigo agroquimico. El analisis de los poligo-
nos de distribucién (Figuras 4-12) mostroé que el
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Figura 3. TLC de los diferentes tratamientos después del proceso de fermentacion. Las flechas indican la presencia de compuestos triterpenoides. TAE =
tratamiento sometido a fermentacién aerdbica. TAN = tratamiento sometido a fermentacion anaerdbica. 1, 2, 3 y 4. = niUmero de tratamiento.
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Figura 4. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do aerdbico de hojas de neem del tratamiento 2.
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Figura 5. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do aerdbico de hojas de neem del tratamiento 4.

tratamiento que mejor controld la poblacién de
insectos presentes en las parcelas de maiz fue
el fermentado anaerdbico con la mayor concen-
tracion de inoculo (TAN1). El control de insectos
ejercido por este tratamiento fue, incluso, mejor
que el realizado por el testigo agroquimico.

c
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Figura 6. Poligono comparativo de la poblacidn de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do aerdbico de hojas de neem del tratamiento 6.

syrphidae ' Lam piridae
AN
e g
micidae ‘:’ Cicadelidae | ——TAE4f]

SR
R

Ichneumonidag

Figura 7. Poligono comparativo de la poblacidon de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do aerdbico de hojas de neem del tratamiento 8.

Se realiz6 un dendrograma de similitud
(Figura 13) que muestra la variacion poblacio-
nal poblacional al inicio y final de la fermen-
tacidon. Se observaron dos ramas principales,
correspondientes al inicio y término de los
tratamientos, con 46.5% de similitud. Al inicio
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Chrysomelidae
)
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Figura 8. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do anaerdbico de hojas de neem del tratamiento 1.
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Figura 9. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fermenta-
do anaerdbico de hojas de neem del tratamiento 3.

de los tratamientos todas las parcelas compar-
tieron 57% de similitud, en tanto que al final
la similitud se redujo a 51.9%. Por otro lado,
al inicio de la aplicacién de los diferentes tra-
tamientos la mayor similitud en la poblacion
de insectos se encontrd en las parcelas donde
se empled el agroquimico (TQ) y el fermenta-
do TAN1, mientras que al finalizar los trata-
mientos dicho parametro se encontrd en las
parcelas tratadas con los fermentados TAE3 y
TAE4. Asi mismo, se observé que el diferencial
de similitud entre el tratamiento TQ y el tra-
tamiento TAN1, al inicio y final de la prueba,
fue mayor para el altimo (A = 30.9) que para
el primero (A = 24.9); por lo que el tratamiento
TAN1 controlé con mayor eficiencia a la pobla-
cién de insectos presentes en el maiz.

DISCUSION

Aunque la capacidad controladora de pobla-
ciones de Insectos del aceite de semillas de
neem esta ampliamente demostrada, escasos

—— TAN3I
—B—TAN3f

Syrphidae Lampiridae
Nt/
X\

Formicidae '\"m\ Cicadelidac
LT

IMembracidae

Vespidae Aleyrodidae
Ichneumnonidae’

hripidae
Figura 10. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y

final, encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fer-
mentado anaerdbico de hojas de neem del tratamiento 5.
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Figura 11. Poligono comparativo de la poblacién de insectos, inicial y
final, encontrados en las plantas de maiz tratadas con el fer-
mentado anaerdbico de hojas de neem del tratamiento 7.
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Figura 12. Poligono comparativo de la poblacidn de insectos, inicial y final,
encontrados en las plantas de maiz tratadas con el agroquimico.

son los trabajos que exploran el empleo de las
hojas de este arbol con el mismo fin. Montes-
Molina (2003) empleé extractos autofermenta-
dos (microbiota endbégena) de hojas de neem,
demostrando que son capaces de controlar la
poblacién de gusano cogollero del maiz. La au-
tofermentacién realizada por Montes-Molina
(2003) no fue controlada y los cambios en las
propiedades fisicoquimicas de dichos extractos
no fueron cuantificados.
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Figura 13. Dendograma de similitud realizado seguin el método de similitud de Bray-Curtis mediante el agrupamiento promedio.

En el presente trabajo se demostré que, de-
pendiendo del tipo de fermentacién (aerébica
o anaerodbica) y con el empleo de inéculo exé-
geno, las propiedades fisicoquimicas de los ex-
tractos pueden modificarse. La actividad de la
microbiota exdgena potencid la actividad de los
extractos de hojas de neem y permitié liberar
mas compuestos electroactivos (medidos por la
CE), modificar el patrén de pH de la solucién y
a tener mayor cantidad de SS. De lo anterior
se deduce que el tipo de microorganismo(s)
empleado(s) influye fuertemente en las carac-
teristicas de la soluciéon. Dado que el indculo
ex6geno empleado fue una comunidad de mi-
croorganismos no cuantificados y no cualifica-
dos, se requiere realizar trabajos con inéculos
puros para determinar si el consorcio, o uno de
sus componentes, fue responsable de los cam-
bios fisicos observados.

Desde la perspectiva de la composicién
quimica del extracto de hojas de neem, la mi-
crobiota exégena fue capaz de modificarla. Es
necesario realizar experimentos espectrofoto-

métricos para comprobar si las diferencias en-
tre el RF y el nimero de bandas corresponde
a modificaciones realizadas por la microbiota
exdgena sobre las bandas cromatograficas tri-
terpenoides iniciales, o si éstos fueron libera-
dos de los fragmentos de hojas por la actividad
hidrolitica de dicha microbiota. Ademas, habra
que realizar estudios cuantitativos que permi-
tan verificar si hay cambios en la concentracién
de los triterpenos iniciales.

Cabe mencionar que cada una de las bandas
obtenidas en la TLC pueden estar formadas
por uno o mas compuestos que tienen la misma
afinidad por la fase movil y el mismo coeficien-
te de retencién por la fase estacionaria, pero su
esqueleto carbonado puede ser diferente entre
ellos, recordando que el revelado de las bandas
se genera por la interaccién del grupo funcio-
nal con el agente revelador, en este caso, es-
tructura primaria de los terpenos (Reactivo de
Lieberman-Burchard). Es recomendable una
extraccién de las bandas y posterior separacion
por otras estrategias cromatograficas.
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Los extractos inicial y final mostraron dife-
rencias en coloracién y turbidez, siendo el es-
tado inicial café opaco y el estado final verde
claro transparente. La variacion esta directa-
mente relacionada con el proceso de fermen-
tacién (aerobio-anaerobio, respectivamente), y
es probable que el tipo de fermentacién influya
en el namero y estructura de los componentes
para cada banda.

Aunque el cambio observado en la poblaciéon
de insectos, en los tratamientos empleados en
este trabajo, pudiera ser resultante del estado
fenologico del maiz (Ruiz-Montoya y Castro
Ramirez, 2005), el manejo agronémico (Silva-
Aparicio et al., 2003) y el ambiente (Murua y
Virla, 2004), las diferencias encontradas (Fi-
guras 4 a 12) son un indicativo de que la fer-
mentacién diferencial de los extractos influyd
en la capacidad de combate. En este sentido,
habra que investigar si los cambios cualita-
tivos observados en los fermentados influyeron
para mejorar la capacidad de repeler, disuadir
o matar a los insectos. Se ha reportado que la
azaridactina (el principio activo presente en
el aceite de semillas de neem, de naturaleza
triterpénica) es capaz de controlar a insectos
de los érdenes Lepidoptera, Homeoéptera, Co-
leéptera, Diptera, Hemiptera, Himeno6ptera y
Tisanéptera (Ramos et al., 2004), 6rdenes que
estuvieron presentes en las parcelas ensaya-
das. Por lo anterior, es posible que el grado de
combate observado en los distintos fermentados
pudiera deberse a un incremento en la concen-
tracion del principio activo; sin embargo, no se
puede descartar el hecho de que el proceso de
fermentacion hubiera inducido cambios en la
estructura de los componentes de los extractos,
lo que explicaria la aparicion de las tres bandas
cromatograficas en los diferentes tratamientos
pero con un RF diferencial.

Otro punto importante de destacar es el
hecho de que la fermentacion anaerdbica fue
cualitativamente mejor que la fermentacion
aerobica. Esta diferencia se debe al desarrollo
diferencial de la poblacién microbiana.

Finalmente, con el empleo del analisis de po-
blaciones fue posible demostrar que el empleo de
los extractos fermentados modificaron la pobla-
cion de insectos presentes en el cultivo de maiz.

CONCLUSION

La fermentacién aerdbica o anaerdbica mejord
la capacidad de control de insectos de los ex-
tractos de las hojas de neem.

Perspectivas

Una vez aislados los componentes de cada ban-
da cromatografica, seria interesante realizar
un analisis espectrofotométrico de cada una de
las bandas cromatograficas por la técnica de
espectrometria de masas, espectrometria IR y
resonancia magnética nuclear para definir la
estructura molecular del (los) componente(s)
para cada banda, previa purificaciéon por cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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