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RESUMEN

El Neem (Azadirachta indica) ha mostrado su eficiencia contra diversas especies de insectos,
alterando la eclosion del huevo en mosquitos, la regulacion de la fertilidad en saltamontes, la
actividad antialimentaria en coledpteros, lepiddpteros; entre efectos, debido a sus compuestos
tetranortriterpenoides que son los principales activos. Estos son selectivos, biodegradables y
de baja toxicidad, por lo cual son una alternativa en cultivos donde no esta permitido el uso
de agentes quimicos, como es el caso del nopal, que es susceptible a mas de 160 especies de
insectos, entre los cuales destaca la cochinilla silvestre Dactylopius opuntiae Cockerell, que
al alimentarse de la savia del nopal permite la entrada de patdgenos llevando la planta hasta
su muerte. El objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto de los extractos acuosos y
etandlicos de las hojas de Neem sobre la densidad poblacional de la cochinilla silvestre del
nopal verdura, y caracterizar los extractos por cromatografia de liquidos (HPLC) y gases
(CG-MS). Para ello, se realizaron colectas de hojas de Neem y de cladodios de nopal
infestados con cochinilla silvestre, en dos etapas experimentales. Se determind que el 50%
y 57% de los cladodios de la primera y segunda colecta, respectivamente, presentaron un
grado 4 de infestacion. Los extractos acuosos y etandlicos se prepararon por maceracion por
3 y 5 dias, de las hojas pulverizadas, y fueron concentrados por rotaevaporacion. En la
primera etapa experimental, los extractos acuosos y etandlicos al 5, 10, 20, y 40% se
aplicaron en los cladodios y se comparo su eficiencia contra un producto comercial a base de
aceite de semilla de Neem. El efecto bioinsecticida se valoro por la reduccion poblacional de
la cochinilla silvestre al dia 21 y se observo una disminucion del 45, 35 y 35% con el uso del
extracto acuoso (5%), etanolico (40%) y producto comercial (5%), respectivamente. En la
segunda etapa experimental, se determind la Dosis Letal 90 (DL90) de los extractos, en una
prueba in vitro sobre la ninfa movil | del ciclo bioldgico de la cochinilla silvestre. El extracto
acuoso al 25% gener6 el 90% de letalidad de las ninfas (DL90:25%) Yy el extracto etandlico
al 10 % (DL90:10%) tuvo el mismo efecto. Los extractos a estas dos concentraciones se
aplicaron a los cladodios en el invernadero, su efecto sobre la reduccion de la densidad
poblacional fue del 10, 84 y 75%, con el extracto acuoso (25%), etanélico (10%) y producto
comercial (25%), respectivamente. En el analisis de CG-MS de los extractos concentrados
que se maceraron por 3 y 5 dias, se detectaron 130 y 78 compuestos, respectivamente; de los
cuales solo una fraccién menor del 10% se ha reportado con actividad insecticida. Sin
embargo, por cromatografia HPLC no se identificaron los tetranortriterpenoides. Este estudio
encontr que a menor tiempo de maceracion se extrajeron mayor cantidad de compuestos
volatiles y que los extractos etanolicos de las hojas del Neem podrian considerarse una opcion
para ser empleados como bioinsecticidas para el control de la cochinilla silvestre ante
productos elaborados a base de semilla del mismo arbol.

Palabras clave: (Neem, triterpenoides, actividad insecticida, nopal, cochinilla silvestre).



ABSTRACT

Neem (Azadirachta indica) has shown its efficiency against many species of insects, altering
the hatching of the mosquito’s eggs, the regulation of fertility in grasshoppers, the antifeedant
activity in coleoptera, lepidoptera; between effects, due to its tetranortriterpenoid compounds
that are the main assets. These are selective, biodegradable and of low toxicity, for which
they are an alternative in crops where the use of chemical agents is not allowed, as is the case
of prickly pear, which is susceptible to more than 160 species of insects, among which stands
out the wild cochineal Dactylopius opuntiae Cockerell, which, by feeding on the prickly pear
sap, allows pathogens to enter, leading the plant to death. The purpose of the present project
was to evaluate the effect of the aqueous and ethanolic extracts of the Neem leaves on the
population of the wild cochineal of the prickly pear vegetable, and to characterize the extracts
by liquid and gas chromatography (HPLC) and (CG-MS). For this, the first step was to
collected the Neem leaves and prickly pear cladodes infested with wild cochineal were
carried out in two experimental stages. It was determined that 50% and 57% of the cladodes
of the first and second collect, respectively, presented a degree 4 of infestation. The aqueous
and ethanolic extracts were prepared by maceration extraction for 3 and 5 days, from the
pulverized leaves, and were concentrated by rotavaporation. In the first experimental stage,
the aqueous and ethanolic extracts at 5, 10, 20, and 40% were applied to the cladodes and
their efficiency was compared against a commercial product based on Neem seed oil. The
bioinsecticide effect was assessed by the population reduction of the wild cochineal on day
21 and a decrease of 45, 35 and 35% was observed with the use of the aqueous extract (5%),
ethanolic (40%) and commercial product (5%), respectively. In the second experimental
stage, the Lethal Dose 90 (LDqo) of the extracts was determined in an in vitro test on mobile
nymph | of the biological cycle of the wild cochineal. The 25% aqueous extract generated
90% of the nymphs' lethality (DLgo: 25%) and the 10% ethanolic extract (DLgo: 10%) had
the same effect. The extracts at these two concentrations were applied to cladodes in the
greenhouse, their effect on the reduction of population density was 10, 84 and 75%, with the
aqueous extract (25%), ethanolic (10%) and commercial product (25%), respectively. In the
CG-MS analysis of the concentrated extracts that were macerated for 3 and 5 days, 130 and
78 compounds were detected, respectively; of which only a fraction less than 10% has been
reported with insecticidal activity. However, HPLC chromatography did not identify
tetranortriterpenoids. This study found that the shorter the maceration time, the greater the
amount of volatile compounds were extracted and that the ethanolic extracts of the Neem
leaves could be considered an option to be used as bioinsecticides for the control of wild
cochineal before products made from seed of the same tree.

Key words: (Neem, triterpenoids, insecticide activity, prickly pear, wild cochineal).



INTRODUCCION

En México se produjeron 853 mil toneladas de nopal en 2018, con un valor monetario de
2100 millones de pesos, siendo Morelos, Cd. México, México, Jalisco y Puebla los cinco
principales productores, exportando este producto a Estados Unidos principalmente aunque
existen otros paises que lo consumen, como Corea del Sur, Bélgica, Japon, Republica Checa,
etc. (SIAP, 2019). El cultivo de nopal es susceptible a més de 160 especies de insectos, uno
de los mas importantes es la grana cochinilla, debido a su alta tasa de reproduccién, con
generacion de colonias de 35 a 45 dias (Pacheco Rueda, Lomeli Flores, Rodriguez- Leyva,
& Ramirez- Delgado, 2010), la cochinilla se alimenta de la savia del nopal lo cual debilita a
la planta y esto permite la entrada de patégenos que pueden ocasionar amarillamiento,
debilidad, necrosis foliar y por tanto la muerte de la planta (Suassuna, Portillo, & Vigueras,
2008). Los métodos para el control de ésta plaga son tratamientos fisicos, bioldgicos,
quimicos y mixtos; en el caso de los quimicos, se aplican diversos productos como los
organoclorados, organofosforados, piretrinas, etc., los cuales son de alta permanencia en el
medio ambiente, afectan a insectos benéficos y causando afectaciones a la salud a los
aplicadores y consumidores debido a residuos en los alimentos (Palacios Mendoza, Nieto
Hernandez, Llanderal Cazares, & Gonzalez Hernandez, 2004). Es debido a esto se han usado
extractos o aceites esenciales provenientes de plantas, los cuales son de nulo riesgo y de baja
permanencia en el medio ambiente; algunas plantas son conocidas por sus fitocomponentes
los cuales poseen efecto insecticida como los que se encuentran en el Neem (Kumar, Rahal,
& Malik, 2016). EI Neem es conocido por tener efecto en gran diversidad de insectos,
causandoles diferentes alteraciones , como por ejemplo Benelli et al., (2017) reporté nula
eclosion de huevos, afectaciones de etapa larvaria o desarrollo incompleto en mosquitos;
Adnan et al., (2014), observo en el insecto saltahojas del mango la regulacion de crecimiento
y actividad antialimentaria donde el insecto dejaba de alimentarse de las hojas de la planta ;
Cordova Albores et al., (2013) describio las afectaciones en mudas de piel retenida o que los
insectos no podian emerger de la nueva en su totalidad y el efecto antialimentario en insectos
coleopteros, lepidopteros, hemipteros y dipteros. Por ello se planteo el objetivo de evaluar
las concentraciones de los extractos acuosos y etandlicos de las hojas de Neem por medio de
aplicaciones directas al nopal hospedero, para determinar el efecto en la densidad poblacional

de la cochinilla silvestre y analizar los extractos por dos técnicas de cromatografia



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Arbol de Neem (Azadirachta indica).

El Neem cuyo nombre cientifico es Azadirachta indica pertenece a la familia Meliaceae, se
caracteriza por ser un arbol frondoso, de crecimiento rapido y de hoja perenne, que llega a
crecer aproximadamente 30 m de altura y 2.5 m de ancho del tronco, se sabe que puede vivir
mas de 100 afios (Pandey, Verma, & Singh, 2014) es proveniente de India o del Suroeste
Asiatico, donde se le conoce con diversos nombres como: lila de la India, margoza, planta
milagrosa, botica de la naturaleza,

arbol divino, etc. Se encuentra distribuido alrededor del mundo en 79 paises entre ellos
México, en éste se ubica en 13 estados (Yucatan, Veracruz, Oaxaca, Morelos, Chiapas,
Guanajuato, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Durango, Colima, Baja California Sur y San Luis
Potosi) (Cruz Fernandez & Del Angel Sanchez, 2004).

Es un arbol de corteza semirugosa que puede variar en color segun la parte de la planta, edad
y ubicacion; posee tonos grises 0 negro grisaceo, la corteza es dura y gruesa con algunas
fisuras en ella (Figura 1a). Las hojas, pueden ser de colores verdes claros a obscuros, en
algunos casos las hojas tiernas son de colores rojizo a parpura (Figura 2); se encuentran en
posiciones alternas y compuestas, con terminaciones en forma de sierra, las cuales estan
agrupadas en el extremo de las ramas que pueden medir de 10 a 38cm. Los tallos suelen
contar con 20 a 31 unidades, cada hoja puede llegar a medir de 3 a 8cm de largo. Las flores
tienen un color blanco a crema (Figura 1b), se presentan de 150 a 250 inflorescencias cuyo
aroma es similar a la miel; las flores se encuentran libres de azadiractina. Los frutos del Neem
son similares a las aceitunas (Figura 1c), pueden medir hasta 3cm, color amarillo, sabor
dulce; el arbol empieza a darlos entre una edad de 3 a 5 afios y contienen en su interior una
semilla. La semilla es de forma alargada, blanquecina cuando esta seca, tiene una coraza que
protege una almendra que pesa la mitad de la semilla; es la mayor fuente de azadiractina la
cual se produce hasta los 10 afios (Figura 1d) (National Research Council, 1992).



Figura 1. Arbol de Neem y sus partes a) arbol, b) flor, ¢) fruto y d) semilla (Azadirachta indica)(Rajkumar,
Murari, & Nand, 2011).

Figura 2. Hojas de Neem (Azadirachta indica) (Kumar Pillai V., 2016).

1.1.1 Aplicaciones del Neem

Las diferentes actividades bioldgicas que se le atribuyen al Neem (Figura 3), se deben a la
gran variedad de principios activos que el arbol posee, con ello mejorando y dando alivio a
diversas afecciones, en seres humanos puede prevenir y controlar alteraciones por
microrganismos u hongos, también ha sido usado en el combate de insectos plaga en los

cultivos, etc. (Kumar et al., 2016).
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Figura 3. Aplicaciones del Neem (Campos, de Oliveira, Pascoli, de Lima, & Fraceto, 2016).

1.1.1.1 Medicina

En el ambito de la medicina, el Neem es usado en infusiones, e incluso sus frutos u hojas
son consumidas directamente; se ha reportado que tiene cualidades anticancerigenas
(Rajkumar et al., 2011), las hojas, corteza y ramas presentan cualidades antimicrobianas,
antiinflamatorias y otras que favorecen la cicatrizacion, (L6pez Pantoja, Angulo Escalante,
Martinez Rodriguez, Soto Beltran, & Chaidez Quiroz, 2007). Se han usado extractos de
corteza para tratar la fiebre, disenteria, vomito, la malaria y la anorexia (Biswas K. ,
Chattopadhyay, Banerjee, & Bandyopadhyay, 2002). EI nimbidiol, presente en raices y
corteza del arbol, inhibe las glucosamidas intestinales ayudando a controlar la diabetes
(experimentos en conejos Yy ratas ) (Mukherjee & Sengupta, 2013). Los extractos acuosos de
Neem, demostraron un efecto antihiperglicémico en animales diabéticos inducidos por

estreptozotocina (Kumar et al., 2016).



1.1.1.2 Cosmeético

Para el uso cosmético ha tenido aplicaciones desde el combate y prevencion contra la
dermatitis, acné, salpullido, soriasis, para ello se han utilizado productos en diferentes
versiones, como: shampoo, jabones o soluciones (Cruz Fernandez & Del Angel Sanchez,
2004).

1.1.1.3 Insecticida

Los extractos de Neem abren un campo positivo en la regulacion de agentes quimicos, ya
que se puede usar como manejo integrado y selectivo para la plaga que se desea erradicar;
para ello pueden usarse las semillas u hojas. (Tiwari, Verma Kumar, Chakraborty, Dhama,
& Singh Vir, 2014). EI Neem es conocido por combatir mas de 550 diferentes tipos de
especies de insectos (Gahukar, 2014), de diversos 6rdenes (provocandoles diversas
afectaciones), entre las que se encuentran: Orthoptera (saltamontes, langostas y grillos)
causando un efecto antialimentario; Homoptera (afidos, moscas blancas, salta hojas, psilidos
y grana cochinilla) con efectos en su crecimiento y capacidad de alimentarse; Coleoptera
(escarabajos, entre los mas destacados se encuentran los comedores de hojas y los
coccinélidos) puede provocar muerte por contacto o causa su crecimiento lento. En el caso
de Lepiddptera (mariposas y polillas) son susceptibles principalmente en su etapa larvaria,
sufren bloqueos para alimentarse o disrupciones en su desarrollo. Diptera (moscas de la
fruta, moscas azules y mosquitos) efectos en su desarrollo. En el orden Hymenoptera
(abejorros, hormigas, avispas y abejas) produce un efecto antialimentario. Por ultimo en
Heteroptera (chinches) tiene efecto antialimentario (National Research Council, 1992).

A continuacion, en la Tabla 1 se muestran trabajos previos del efecto del Neem en el
control de diferentes insectos.



Tabla 1. Efecto del Neem en diferentes insectos plaga.

Referencia Plaga Presentacion/Dosis Efecto
Benelli et al., (2017) Mosquito Aedes  Presentacion Pastel de Neem Interfiere en la eclosion
aegypti y A. CLso: 66ppm 0 DLso: 50 ppm. del huevo y desarrollo
albopictus, larvario incompleto.
afectando (Larvas
y huevos).

Adnan et al., (2014)

Saltahojas del
mango Idioscopus

Aceite de semillas de Neem al
3%, aplicacion de 24 a 168h.

Regulacion de
crecimiento, fertilidad

clypealis. del adulto, deja de
alimentarse.
Biswas G. C., (2013) Afido de las Extractos etandlicos de las Eliminacion del 63 al
mostaza Lipaphis hojas y semillas de Neemy  73% de la poblacion de
erysimi Kalt. etanol- agua de semillas. los &fidos p/planta.

Cordova Albores,

Insectos de los

Usando 25, 50 y 75 g de cada
material vegetativo
Extractos fermentados de las

Afectacion maltiple,

Torres De los Santos, ordenes hojas del Neem. efecto antialimentario,
Rodolfo Adriano Coleoptera, Diluciones 1:2 y 1:4 de retraso de mudas, y
Anaya, Flores Garcia, Lepidoptera, extracto eclosion de huevos.
& Salvador Figueroa, Hemiptera,
(2013) Diptera.

Villamil Montero,
Naranjo, & Van

Chinche de los
pastos Collaria

Extractos de semillas a 50-
250 ppm cada 24 h/ 10 dias.

Mortalidad del 85%.

Strahlen, (2012) scenica Stal
(Ninfas).
Martinez Puc & Acaro Varroa Aceite, diluciones del 1 a 4%, = Repelencia, propiedad
Medina Medina, (2011) destructor 24 a 48h. antialimentaria de
(Adultos). pupas Apis mellifera

Zamora et al., (2008)

Gusano cogollero

Aplicacion de siete

(Abeja).
Eclosién del huevo,

Spodoptera concentraciones de 1 a intervalos de 12 a 31%.
frugiperda (Larvas ~ 100mg/5s/5 dias (Huevos) y
y huevos). de 1 a 200mg (Larvas). Mortalidad del 13 a

22%.

1.1.2 Compuestos activos del Neem

El Neem posee méas de 300 compuestos los cuales han sido extraidos de las diferentes partes
de la planta, los cuales fueron clasificados como isoprenoides (Tiwari, Verma Kumar,
Chakraborty, Dhama, & Singh Vir, 2014); de estos los Ilamados tetranortriterpenoides son el
principal ingrediente activo, también son conocidos como limonoides, uno de los més
estudiados es la Azadiractina debido a la abundancia y el mecanismo de accién. En el tronco
existen otros compuestos tales como los taninos, diterpenos triciclicos, acido galico,

galocatequina, catequina, epicatequina, margalona e isomargalona (Kumar et al., 2016).



1.1.2.1 Azadiractina

La azaridactina (AZA), cuya formula quimica es CasH4016 pertenece a los triterpenoides
también denominados como limonoides (Figura 4), tiene efecto en la morfologia de los
insectos, ya que ataca a la hormona ecdisona (Figura 5) que es la encargada del cambio

fisioldgico en los insectos (Benelli et al., 2017).
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Figura 4. Molécula de Azadiractina (Kumar et al., 2016).
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Figura 5. Hormona Ecdisona (Ferro, Tacoronte, Montero, Cabrera Pedroso, & Zaldo, 2005).

La méaxima cantidad de azadiractina producida es de 4000ug/g del peso seco de los granos,
en arboles de edad media, 20 a 40 afios de edad (Priyanka, Rekha, Mithilesh, & Rakhi, 2010).
También ha sido estudiado el tiempo de vida media del compuesto a diferentes condiciones;
Pereira, Kumar, Agiwal, & Prasad, (2019) reportaron tiempos de vida del compuesto en
soluciones metandlicas media bajo diferentes condiciones de radiacion UV, pH y temperatura
reportando una vida media maxima de25 h en soluciones bajo radiacion UV de 200 a 280 nm

y a temperatura ambiente, mientras que al afiadirse acido benzoico durd 48 minutos vy al



usarse lecitina 4 dias respectivamente, también fueron usadas soluciones buffer para
estabilizar el pH, en el se emplearon pH 10, 4 y 7 con el primer pH el tiempo de vida media
fue 2 h, el segundo otorgd una vida de 19 dias y el ultimo pH confirié una vida media de 13
dias, por ultimo se usaron temperaturas de 50 y 90°C donde el tiempo fue de 7 diasy 11 h
respectivamente. En el estudio de Boursier, Bosco, Coulibaly, & Negre, (2011) el compuesto
se mantuvo estable por 7 dias a 14 y 25°C, sin embargo, a 30°C la concentraciéon de
azadiractina disminuye un 30% de la inicial. La investigacion de Barrek, Paisse, & Grenier-
Loustalot, (2004) su investigacion se centrd en saber los tiempos de vida media del
compuesto en extractos de semilla a diferentes solventes usando valores de pH 2, 4,6y 8,
temperaturas de 40, 50 y 70 °C y condiciones de fotosensibilidad (luz, obscuridad y radiacion
UV); el compuesto es estable a pH 2 en condiciones de luz y obscuridad donde su vida media
es de 9 dias, mientras que en UV es de 6 horas al mismo pH; a pH 6 en condiciones de luz,
obscuridad y UV obtuvo 4.4 meses, 1.5 meses y 1 dia respectivamente, mientras que a 40°C
a pH 2y 8 la vida media fue de 19 h y 27 dias respectivamente. Por Gltimo Jarvis, Johnson,
& Morgan, (1998) demostré que la azadiractina posee mayor estabilidad en metanol a
diferentes pH; en soluciones buffer de pH 4 el compuesto adquirio una vida media de 49 dias,
a pH 5 de 50 dias y a pH 6 el compuesto obtuvo una vida media de dias, se observo que el
compuesto puede soportar hasta una temperatura de 50°C en las diferentes soluciones buffer
ya mencionadas lo cual le otorga una vida media de 7 dias.

Estas caracteristicas se deben a la estructura quimica de la azadiractina, la cual es un
limonoide altamente oxidante, por su gran cantidad de oxigenos, grupos éter, acetal,
hemiacetal y una variedad de ésteres carboxilicos; posee dieciséis centros estereogénicos de
los cuales siete son cuaternarios. Lo cual la hace una molécula altamente inestable (Pereira
etal., 2019).

1.1.2.2 Nimbolide

El Nimbolide (Figura 6) es un limonoide, cuya formula es C27H3007, posee dos compuestos
activos; Nimbolide B y acido Nimbico B los cuales son herbicidas, a su vez cuenta con
actividad alelopatica y fitotoxica; la actividad alelopatica incrementa en funcion de la
concentracion del compuesto activo, pero la intensidad puede ser variada de acuerdo al tipo

de planta a atacar (Chaudhary et al., 2017).
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Figura 6. Molécula del Nimbolide (Kumar et al., 2016).

1.1.2.3 Salanina

La salanina (Figura 7) es un limonoide, cuya formula quimica es CzsH409, €l compuesto
interviene en el crecimiento de los insectos, disuade la alimentacion, incrementa el tiempo

del estado larvario, retrasa la muda y reduce el peso de la pupa (Chaudhary et al., 2017).

Figura 7. Molécula de la Salanina (National Center for Biotechnology Information, 2020).

Es la mezcla de salanina, nimbina y azadiractina la que provoca el efecto insecticida del
Neem; , ya que cada uno posee una funcion especifica al momento de actuar en el insecto
(Chaudhary et al., 2017), creando un efecto sinérgico.

En la Tabla 2 se mencionan algunos de los compuestos que posee el Neem y la parte del arbol

en la que se encuentran.



Tabla 2. Triterpenoides identificados en las partes de arbol del Neem (Rajkumar et al., 2011).

Nimbina X X
Nimbinina X X
Acido Salaninico

X X X X

Salanina
Deacetil Nimbina X X
Nimbolide X
Meliantriol
Azadirona
Epoxyazadiradiona
Azadiradiona
Gedunina

7-Deacetil Gedunina
Meldenina
Salanina-lactona
Nimbina-lactona
Azadiractina X X
Vepinina
Nimbolina A X
Nimbolina B X
Nimbinina X
Vilasinina X
Nomolina
Nimolicina
17-Hidroxi-azadiradiona
17p-Hidroxi-azadiradiona
17-epi-azadiradiona
la-Metoxi-1,2- X
dihidroepoxi-
azadiradiona
1B, 2p-Diepoxii-
azadiradiona
7-Acetilneotrichilenona
7-Deacetil-7a-
benzoilazadiradione
7-Deacetil-7a-
benzoilepoxi-azadiradione
7-deacetil-7a-
benzoilgedunina
Nimbinene X X

6-Deacetil nimbinene X X
Nimbandiol X X
6-0-Acetil-nimbandiol

X X X X X
X X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X
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1.2 Grana Cochinilla

1.2.1 Taxonomia

La cochinilla o grana pertenece a la familia Dactylopiidae y al género Dactylopius y se
caracteriza por producir un pigmento rojo (&cido carminico) y parasitar las cactéceas,
especialmente 2 tipos la Opuntia Mill y Nopalea Salm-Dyck (Rodrigo, Catala Oltra, &
Granero, 2010).

Del género Dactylopius se conocen 6 especies: Dactylopius. ceylonicus Green, D. tomentous
Lamark, D. austrinus De Lotto, D. confusus Cockerell, D. opuntiae Cockerell y D. coccus
Costa (Rodrigo et al., 2010).

1.2.2 Cochinilla fina (D. coccus Costa)

La cochinilla fina esta cubierta con un polvo seroso, produce acido carminico (25% de su
peso) (Herndndez Hernandez, Garcia Gil de Mufioz, del Rio Duefias, & Lanz Mendoza,
2005). Es un insecto de gran importancia econdmica por la obtencion del colorante, el cual
se usa en la produccion de alimentos, farmacos, textiles y cosméticos. Teniendo en cuenta
que la relacién cochinilla-nopal es complicada, se deben definir condiciones especificas para
su crianza, temperaturas que van de 20 a 30°C ya que si son mayores de 35°C se acorta el
ciclo bioldgico disminuyendo el tamafio final de la cochinilla y por lo tanto su contenido de
acido carminico, si son debajo de los 10°C se alarga el ciclo bioldgico y se produce la

enfermedad conocida como “chorreado”(Matadamas Ortiz & Zamorano Rojas, 2016).

1.2.3 Cochinilla silvestre (D. opuntiae Cockerell).

La cochinilla silvestre retine a un gremio de especies del género Dactylopius, entre las méas
representativas de América estan D. confertus, D. confusus y D. opuntiae; ésta ultima es la
mas distribuida en la Republica Mexicana, teniendo tasas de generacion de colonias cada 35
a 45 dias, (Pacheco Rueda et al., 2010). El acido carminico en D. opuntiae Cockerell
constituye el 10% de su peso y un algodoncillo recubre su cuerpo (Hernandez Hernandez et
al., 2005).
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Cockerell en 1929, reclasifico la cochinilla silvestre, descrita y colectada por A. Duges en
Guanajuato (México), propuso que a esta variedad se le llamara Coccus cacti opuntiae,
nombre que fue rechazado, posteriormente se decidié llamarlas Dactylopius opuntiae
Cockerell debido a la descripcion mas completa (De Lotto, 1974).

Estas son las caracteristicas que describié Cockerell para la hembra de cochinilla silvestre:
las hembras no se encuentran incrustadas en la secrecion que producen y son claramente
separables, aun asi, se encuentran envueltas en ella. Las hembras poseen una forma oval o
eliptica con longitudes de 2.3 mm y un ancho de 1.5 mm. Su cuerpo se encuentra segmentado
en setas cortas modificadas en las partes lateral, dorsal y ventral; en la cabeza y abdomen son
cilindricas, moderadamente gruesas y numerosas. Poseen poros anchos y agrupados, los
cuales se conectan a un conducto, estos pueden ser de dos a cuatro y se encuentran en las
zonas dorsal media y submedia del térax. Sus patas son gruesas, cortas, practicamente
atrofiadas y sus antenas se segmentan en siete partes. (De Lotto, 1974), estas caracteristicas
se representan en la Figura 8.
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Figura 8. Morfologia de Dactylopius opuntiae Cockerell (Vergara-Pineda S. 2019).
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1.2.4 Ciclo Biologico

D. coccus Costa y D. oputiae Cockerell, comparten un mismo ciclo de vida en el nopal,
mismo que puede verse la Figura 9; se sabe que los primeros estadios ninfales comprenden
un méaximo de 20 dias; la duracion de ninfa | a hembra es de 19 dias y en machos hasta 22
dias, donde la hembra posee un periodo de vida entre 35 y 42 dias, mientras los machos sélo
viven hasta 4 dias. Las hembras pueden llegar a ovopositar hasta 130 huevecillos cuando se

encuentran en vida silvestre (Flores-Hernandez et al., 2006).

Figura 9 Ciclo biolégico de la cochinilla silvestre A) huevo, B) ninfa I, C-D) ninfa Il, E) adulto hembray
F)adulto macho (Rangel Estrada, Ramirez Rojas y Osuna Canizalez, 2013).

1.2.5 Dafios causados por la cochinilla silvestre en el nopal

La SEDA (Secretaria de Estado en el Despacho de Ambiente) Paraiba de Brasil, reportd en
2006 una estimacion de 150 mil hectareas afectadas por cochinilla con un valor econémico
de 130 millones de ddlares. Una infestacion >75% de la superficie del cladodio significa la
muerte para la planta; las ninfas y hembras se alimentan de savia, pero son éstas ultimas las
de importancia por la puesta de huevos que colocan las cual es de 130 huevecillos; al
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alimentarse de la savia se ocasiona un por el consumo de debilitamiento la planta, lo que a

su vez facilita la entrada de patdgenos llevandola hasta su muerte (Suassuna et al., 2008).

La cochinilla es considerada una plaga de importancia mundial, ya que no se posee
informacion suficiente de su biologia (Palafox-Luna, Rodriguez-Leyva, Lomeli-Flores,
Vigueras-Guzman, & Vanegas-Rico, 2018).

1.2.6 Estimacion de la densidad poblacional

La determinacion de la densidad poblacional de la cochinilla silvestre se realiza de la
siguiente forma: se contabilizan las masas algodonosas de los cladodios, llamadas colonias;
al conjunto de colonias se le denomina conglomerado (Cruz Rodriguez, Gonzélez Machorro,
& Villegas, 2010). Una colonia de cochinillas se conforma por un promedio de 38 ninfas I,
9 ninfas Il, 7 hembras adultas y una proporcién de 3 machos por hembra (aproximadamente
21) (Torres Gabriola & Cuevas Salgado, 2019).

Para seguir las sefiales de regulacion poblacional, se deben realizar histogramas de la
distribucion de frecuencia del tamafio de los conglomerados, ajustando una regresion lineal
del logaritmo natural de frecuencia y de tamafio de los conglomerados. Con ello se conocera
si los depredadores naturales de la cochinilla han aparecido en el cladodio, lo cual mantendra
la poblacion controlada (Cruz Rodriguez et al., 2010).

1.2.7 Métodos para el control de la Cochinilla

1.2.7.1 Tratamiento fisico o mecanico

Se utilizan escobas, escobillones y cepillos para “tumbar” o0 quitar a la cochinilla,
desprendiéndola por la friccion realizada con las escobas contra la superficie del cladodio,
en conjunto con agua tibia y jab6n en polvo (Mena Covarrubias & Rosas Gallegos, 2004).

1.2.7.2 Tratamiento bioldgico

Diversas especies de insectos se usan para el control de cochinilla, de los cuales los méas
destacados son Leucopis bellula (Figura 10 A) , Sympherobius barberi (Figura 10 B), Laetilia
coccidivora (Figura 10 C), Hyperaspis trifurcata (Figura 10 D), ya que se emplean como
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parte del manejo integrado para combatir a la cochinilla; estos insectos comen a Dactylopius
opuntiae en ciertas fases del desarrollo, aunque algunos si la depredan en la mayor parte del
ciclo (Cruz Rodriguez et al., 2010).

Figura 10. Depredadores naturales de la cochinilla silvestre A) Leucopis bellula (Hemberger R., 2009), B)
Sympherobius barberi (Lord R., 2012), C) Laetilia coccidivora (Pelikan S., 2018), D) Hyperaspis trifurcata
(Bryant P., 2006).

1.2.7.3 Tratamiento quimico (Plaguicidas)

La cochinilla presenta un reto por ser un insecto dificil de erradicar con insecticidas
convencionales, debido a su recubrimiento, por lo que se sugiere la aplicaciéon de los
productos en estadios especificos, como las ninfas las cuales son agentes de dispersion y
ubicacion de alimento y los machos cuya funcién se centra en la perpetuidad de la especie.
(Miller & Kosztarab, 1979). Algunos de los productos usados para el combate del insecto
son los monocrotofos, clorpirifos, carbaril, cipermetrina y los organofosforados los cuales
tienen afectaciones en estadios especificos como adultos o huevos (Pretorius & Van Ark,
1992)- EI empleo de estos productos ocasiona la contaminacion del medioambiente, la
afectacion de insectos benéficos y repercusiones a la salud de los aplicadores y consumidores
(Palacios Mendoza et al., 2004). En México, uno de los productos usados para el combate de
la cochinilla es el Malathion 1000 E que es un organofosforado, un insecticida de contacto
gue se asperja de manera directa en los insectos, teniendo un 95% eficiencia (Aguilar

15



Zamora, 2000). Sin embargo, el compuesto causa dafio genético tanto en seres humanos
como animales afectando la colinesterasa, a pesar de esto su permanencia en el medio
ambiente es de 2 a 4 semanas (Fuentes Matus, Vega y Leon, Diaz Gonzélez, Noa Pérez, &
Gutiérrez Tolentino, 2010).

1.2.7.4 Tratamiento alternativo

Para el combate de la cochinilla silvestre se han usado mezclas de extractos vegetales con
jabones biodegradables, entre los cuales destacan la Cempasuchil, Tween 20, Santa Maria y
Lauril Sulfato de Sodio; Santa Maria ¢/ Tween 20, la primera mezcla mencionada (M1) causé
que el colorante (acido carminico), presente en insectos adultos, adquiriera una textura
pastosa y formara grumos cristalizados provocando su muerte, mientras que la segunda
mezcla (M2) redujo la poblacion de ninfas en un 90% (Suassuna et al., 2008). Por otro lado,
se estudio el efecto de siete concentraciones de jabones biodegradables (Roma y Peak Plus)
sobre ninfas (I, 11) y hembras de D. opuntiae, las ninfas I fueron susceptibles al detergente
Roma (0.5%) reduciendo un 50% de la poblacion, mientras que el Peak Plus al 1.5y 3%
afectd a las ninfas 11 y al resto de la poblacion, el 50% restante respectivamente (Palacios
Mendoza et al., 2004). En Cuernavaca, Morelos, México, estudiaron el efecto de seis
tratamientos a base de aceites vegetales, en ninfas y hembras adultas de cochinilla silvestre,
el resultado fue la reduccién poblacional del 77% en el caso del aceite de maiz reciclado y

hasta 89% para el aceite de oliva nuevo (Cuevas et al.,2015).

1.2.7.5 Productos del Neem usados en México

Se conocen dos productos el PROGRANIC® NeemAcar CE (extracto de Neem + extracto de
canela) y el PROGRANIC® Nimicide 80 (aceite de las semillas de Neem al 80% +
concentrado emulsionante), ambos productos poseen la certificacion por parte del Instituto
de Revision de Materiales Organicos (OMRI) de acuerdo a los estandares de EUA y Canada
y de BIOAGRICERT, la cual se basa en la Ley de Productos Organicos para México.

El Nimicide 80 se emplea para combatir la cochinilla silvestre del nopal, se recomienda una
dosis de 3L/Ha + coadyuvante (0.5mL/L de agua) en un volumen de 1700L de agua/Ha,

realizando 3 aplicaciones al follaje, cada 7 dias.
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1.3 Nopal (Opuntia spp.)

El nopal Opuntia spp. pertenece a la familia botanica de las cactaceas, plantas de tallos
carnosos nativas de América; esta familia cuenta con 125 géneros conocidos, hasta el
momento, y 2000 especies descritas, muchas son endémicas, abundantes, diversificadas y
ampliamente distribuidas en las zonas aridas y semiaridas de México (Cervantes Ramirez,
2002). En México se cultivan las especies Opuntia ficus-indica, O. xoconoxtle, O.
megacantha y O. streptacantha (FAO & ICARDA, 2018).

En México, durante 2018 se produjeron 853 mil toneladas de nopal con un valor de 2100
millones de pesos, siendo los principales productores Morelos, Cd. de México, México,
Jalisco y Puebla. Durante el 2018el incremento de exportacion de nopal verdura fue de 19.3%
en el valor de venta y 4% en volumen, siendo el principal cliente Estados Unidos, el cual
adquirié 51 mil 598 toneladas con un valor de 19,224,360 délares, otros de los consumidores
a los cuales se exportd fueron Corea del Sur, Bélgica, Japdn, Republica Checa, etc. (SIAP,
2019).

El nopal ha desarrollado diversas adaptaciones tanto anatomicas, morfolégicas y fisioldgicas
para subsistir, creciendo en ambientes aridos y con severo estrés hidrico (Beccaro et al.,
2014). La planta cuenta con raices xeromorficas, superficiales y carnosas. Poseen cladodios
que han evolucionado para la retencion de agua, se caracteriza por ser un tallo sin follaje, de
forma espatulada-oblonga que puede medir hasta 40 cm de largo y 25 cm de ancho, estos
cuentan con yemas cortas que tienen pelos o espinas. Han desarrollado yemas, las cuales son
areolas que se transforma a un meristemo que da origen a un nuevo cladodio o una flor. En
el caso de formar una flor estas crecen en cladodios de 1 afio de edad, se pueden formar hasta
20 yemas florales por cladodio, que después de fertilizarse forman la cascara de los frutos.
Los frutos son bayas comestibles, carnosas y de semillas infértiles con gran cantidad de
areolas que rara vez posen espinas, son de forma ovoide, llegan a medir hasta 8cm de
longitud y 5 de ancho y pueden ser de diversos colores dependiendo la variedad de nopal
(FAO y ICARDA, 2018).

1.3.1 Plagas del Nopal

Existen mas de 160 especies de insectos que causan dafios al nopal, los cuales se han

adecuado a las condiciones de sus hospederos, se conoce que el 75% de los insectos se
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alimentan del nopal de manera interna, el resto ataca los tallos, raices, cladodios o los frutos.
Las plagas que atacan al nopal son: la grana cochinilla (ver seccion 1.1.1); los insectos de la
familia lepidoptera, donde se sitian 50% especies de escarabajos de antenas largas del nopal
(Cerambycidae) y 66% de picudos del nopal (Curculionidae) y chinches, los cuales se
alimentan succionando la planta; las moscas que se alimentan de la superficie, semillas o de
las frutas y por ultimo se encuentran los trips, como Neohydatothrips opuntiae, que dafian la
epidermis del cladodio y de los frutos (FAO & ICARDA, 2018):

1.3.2 Usos del Nopal

El nopal puede usarse para la produccion de alimento para consumo humano en forma de
nopalitos, al cual se le denomina nopal verdura, y para la produccion de tuna, que es el fruto
del nopal. También es utilizado como alimento para animales, cuando ya ha alcanzado una

madurez de 1 afio. (Cervantes Ramirez, 2002).

1.4 Métodos de extraccion de metabolitos secundarios en plantas.

Los métodos de extraccion de los metabolitos secundarios son muy diversos, y para elegir el
mas adecuado se debe entender las caracteristicas de la muestra por ejemplo: el estado en el
que se encuentra, si los metabolitos son volatiles, oleoresinosos, resinosos, termolabiles,
termoestables, lipofilicos e hidrofilicos (Sierra, Barros, Gomez, Mejia, & Suarez, 2018).

A continuacién se describen los principales métodos de extraccion de acuerdo a Sierra,
Barros, Gomez, Mejia, & Suarez (2018). Decoccion, es el proceso donde la planta se pone
en agua a cierta temperatura. Inicialmente se hierve el agua a flama baja y posteriormente se
adiciona la planta molida, se deja reposar y se filtra.

Soxhlet, es un método de extraccion continuo, en el cual la materia prima se coloca en una
camara central para que el solvente evapore por el uso asistido de temperatura hacia el
interior de un recipiente, el vapor del solvente asciende al condensador para después gotear
sobre el material. La materia vegetal y el solvente son colocados en un balon de destilacion
el cual se ha acoplado un refrigerante; el solvente se calienta, se evapora y se vuelve a mezclar
con la materia vegetal hasta agotarse.

Hidrodestilacion, es una técnica selectiva del componente volatil, para ello se inyecta vapor

de agua directamente en la mezcla, donde el objetivo es lograr que el compuesto se condense
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formando una fase inmiscible que cedera el calor a la mezcla a destilar para lograr la
evaporacion.

Maceracion, técnica solido-liquido de mayor uso a nivel laboratorio, se caracteriza por el
reposo de la materia organica en soluciones con diferentes solventes por periodos de tiempo
definidos, ya que la materia prima posee compuestos con afinidad al liquido de extraccion.
La maceracion puede ser de dos tipos, dependiendo de la temperatura: fria o caliente. La
primera consiste en sumergir la materia vegetal en un recipiente con la suficiente cantidad
de solvente para cubrirla, esta se lleva a cabo por un largo lapso de tiempo y se deja a
temperatura ambiente, es capaz de extraer la mayor cantidad de compuestos. La maceracion
por calor, consiste en cubrir la materia prima en el solvente, aplicandole temperatura la cual
permite extraer los compuestos en menor tiempo, teniendo como desventaja que no logra
extraer totalmente los compuestos ya que durante el proceso algunos o todos pueden
degradarse. La maceracion acuosa es una técnica simple, consiste en triturar la materia prima,
para posteriormente ser colocada en agua. Algunos compuestos activos de la planta poseen
menor solubilidad en agua, esto requiere tiempos de permeado largos.

En el caso de las maceraciones alcoholicas, los compuestos que pueden ser extraidos son los
limonoides que poseen mayor solubilidad en este tipo de solvente, donde puede usarse el
metanol o etanol; estas extracciones son endotérmicas, espontaneas e irreversibles
(Chaudhary et al., 2017).
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CAPITULO 2. OBJETIVOS e HIPOTESIS

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo y la produccion del nopal verdura se ven afectados por las plagas. El uso de
plaguicidas tiene consecuencias negativas a la salud de humanos y animales, algunos de los
plaguicidas han caido en desuso o0 no se encuentran normados oficialmente; esto ha llevado
a buscar medidas que sean mas amigables con el medio ambiente y que puedan ser

autorizadas oficialmente.

2.1 HIPOTESIS

La reduccion poblacional de la cochinilla silvestre serd mayor en el extracto etanolico que en

el acuoso del polvo de las hojas de Neem, sin tener efecto tdxico en el nopal.

2.2 Objetivo General

Evaluar las concentraciones de los extractos acuosos y etanélicos de las hojas de Neem por
medio de aplicaciones directas al nopal hospedero, para determinar el efecto en la densidad

poblacional de la cochinilla silvestre.

2.3 Objetivos Especificos

e Elaborar extracto acuoso y etanolico de hojas del arbol de Neem por medio de
maceracion, y determinar su eficacia contra la cochinilla silvestre.

e Determinar los compuestos activos de los extractos y del producto comercial del
Neem por medio de HPLC y GC-MS para comparar la cantidad de compuestos y
concentracion.

e Evaluar el efecto de los extractos acuoso y etanélico de las hojas de Neem en la ninfa
I, mediante una prueba in vitro para determinar una Dosis Letal 90 DLoo.

o Evaluar la densidad poblacional de la cochinilla por medio de observaciones
macroscopicas, después de asperjar de manera directa los cladodios con los extractos

y con ello determinar su eficiencia como insecticida.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Materiales y equipo
3.1.1 Materiales

Agua destilada

Etanol absoluto (99.5% de pureza) J.T Baker®

Estandar de Azadiractina Lote: BCBW9602 (SIGMA ALDRICH®)
Metanol y Agua grado HPLC J.T Baker®

3.1.2 Equipo

GC-MS Agilent Technologies® 7090A

HPLC-UV vis Agilent Technologies® 7090A

Refrigerador

Agitador Orbital Thermo Scientific® SHKE 2000

Bomba de vacio 3KVA UP TRANSFORMER y Vaccu Controler® V-850
Rotaevaporador IKA RV 10 BASIC y Biichi Rotavapor® R-114
Centrifuga refrigerada Eppendorf® 5702-R y 5804-R.

Microscopio PRIMOTECH ZEISS®

Molino NUTRIBULLET® 600 w
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3.2 Diagrama experimental

El diagrama experimental Figura 11, nos muestra cdmo se llevaron a cabo cada una de las
etapas del trabajo, teniendo asi cuatro actividades centrales y estas a su vez subdividiéndose

en otras, las cuales seran explicadas a continuacion:

{- - Secado Triturado Tamizado

Concentraciones: 5,
10, 20 y 40%

Figura 11. Diagrama de flujo de la experimentacion.

3.2.1 Colecta de cladodios

La colecta de cladodios de nopal (Opuntia ficus-indica) variedad Milpa Alta-Verdulero, se
realizd en el Campus Amazcala de la UAQ coordenadas 20°42'16.9"N 100°15'34.7"W
ubicado en el municipio de ElI Marques, Querétaro, México; en Abril y Agosto del 2019
donde las temperaturas reportadas para esos meses fueron 11°C min a 28°C max y 14°C min
a 27°C max, respectivamente. La temperatura y humedad en el invernadero del Campus fue
de 38°C y 55% humedad relativa, de 11 a 13 horas de la colecta. Se seleccionaron aquellos
cladodios con una infestacion del 50 a 75% de su superficie, un intervalo de tamafio 15 a 30
cm de largo y 9 a 15 cm de ancho, con una madurez no mayor a 3 meses, textura firme y de
color verde claro; se guardaron en bolsas negras para su traslado al invernadero del CICATA.
Para su acondicionamiento se colocaron en una estructura metélica con tendederos a una

altura de 72 cm del suelo, por el método de raqueta cortada, formando grupos cuya sumatoria
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fuese un promedio de 1000 colonias. En la Figura 12 se presenta su distribucién, durante este

proceso se registraron temperaturas de 9°C min y 48°C max y humedad relativa de 55 a 70%.
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Figura 12. Representacion esquematica del acomodo de los cladodios CICATA (Elaboracién propia).
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3.2.2 Colecta de las hojas de Neem

Las hojas de arboles adultos de Neem de 7 afios de edad, fueron colectadas del Campus Jalpan
de la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ) coordenadas 20°35'28"N 100°24'36"0
ubicada en el municipio de Jalpan, Querétaro, México; a las 9:00 am en el mes de Marzo y
Mayo, las temperaturas y humedades relativas de la region durante esos meses fueron 14°C
min a 32°C méax; 68% y 19°C min a 35°C max; 72% respectivamente, las hojas se
mantuvieron en bolsas obscuras para su traslado y en refrigeracion hasta su uso.

Las hojas fueron separadas del peciolo, seleccionandolas de acuerdo al color y la forma,
eliminando aquellas con imperfecciones. Se lavaron con agua destilada para eliminar el polvo
o0 tierra que pudiesen tener; se llevaron a un lugar seco, obscuro y se dejaron secar a

temperatura ambiente de 20-25°C sobre papel estraza durante una semana.
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Las hojas fueron reseleccionadas para eliminar aquellas que no se adecuaron al proceso de
secado, realizado esto se procedié a pulverizar las hojas en un molino, este proceso se llevo

a cabo bajo condiciones de laboratorio

3.2.3 Tamizado de las hojas pulverizadas del Neem

Las hojas pulverizadas se pasaron por tamices de 74 a 250 um; con el proposito de conocer
el tamafio de particula para la elaboracion de los extractos, los tamices usados se presentan
en la Figura 13; todo el polvo sin importar su tamafio fue usado en la elaboracion de los

extractos.

APERTURA DEL TAMIZ

INTERVALO DE TAMANO
250pum DE PARTICULA
180pm | EE— i 2
150um | gmm— 180um-150um

|
T4pum u 150pum-74um
<74um

Figura 13. Tamices empleados para la seleccion del tamafio de particula (Elaboracion propia).
3.2.4 Preparacion de los extractos por maceracion

Las hojas pulverizadas de Neem se colocaron en maceracion para cada solvente (etanol
absoluto y agua destilada) en matraces de 1000 mL, en proporcion 1 g/ 6 ml (1:6), se
mantuvieron a temperatura ambiente con agitacion constante a 100 rpm en el agitador orbital,
para la primera etapa experimental un lapso de 5 dias y en la segunda etapa experimental por
3 dias. Se tomaron alicuotas de 2 mL cada 24 h, las cuales se pusieron en la centrifuga por
5min a 4°C a 3500 rpm con el proposito de eliminar el precipitado que aun pudiesen tener y
guardar el sobrenadante a 4°C hasta su analisis cromatogréafico.

Una vez concluidos los tiempos de maceracion los extractos se filtraron a vacio con ayuda
de una bomba, papel Whatman® No.3, un matraz Kitasato de 1000 mL y un embudo Buchner,
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de este proceso se obtuvieron 150 mL que posteriormente se concentraron a vacio por
rotaevaporador a una temperatura de 40°C, una velocidad de 100 rpm y a una presion de 58
y 23 mbar para el etanol y agua respectivamente. Obteniendo una pasta de 2 g del concentrado
acuoso y 3 g del etandlico en la primera etapa de experimentacion (maceracion de 5 dias) y
2Q para cada extracto en la segunda etapa de experimentacion (maceracion de 3 dias); los

cuales se utilizaron para preparar las soluciones que fueron asperjadas en los cladodios.

3.2.5 Elaboracion de tratamientos

Se prepar6 una solucién stock en agua destilada usando la pasta de los extractos acuosos y
etanolicos; a partir de la cual se elaboraron soluciones de 5, 10, 20, 25 y 40%. Por otra parte,
como control positivo se utilizé un producto comercial con el que se prepararon soluciones
con concentraciones de 0.5, 5, 10 y 25%.

La investigacion se dividié en dos etapas; en la primera se utilizaron los extractos acuoso y
etanolico de 5 dias de maceracién, a las diferentes concentraciones, asperjandolas en 28 de
32 cladodios, los cuales fueron colectados al azar por el método de conglomerado. En dicho
método no se considero el tamafio del cladodio, ni el grado de infestacion de la cochinilla en
éste, los cladodios se colocaron por bloques al azar para cada una de las concentraciones y
se aplicaron por triplicado. El disefio experimental consistio de dos tipos de extracto y cuatro
dosis, los extractos fueron aplicados por un determinado tiempo; la disminucién de la
densidad poblacional de los cladodios fue nuestra respuesta.

En el caso de la segunda etapa, se aplicaron las Dosis Letales 90 (DLgo) del extracto acuoso
y del etandlico obtenidas de la prueba in vitro; la colecta de cladodios se realiz6 de acuerdo
a los siguientes criterios de seleccidn: el tamafio de la colonia, color y madurez del cladodio,
una vez colocados en el invernadero, se formaron grupos cuya sumatoria de colonias fuese
> 1000, se realizd la prueba por quintuplicado; usdndose el disefio experimental antes

mencionado.

25



3.2.6 Analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion de alta sensibilidad, el equipo
cuenta con un sistema de suministro de disolvente, una valvula de inyeccidn de muestra, una
columna de alta presion, un detector y un ordenador. (Harris, 2016). Esta técnica se
implemento para separar e identificar los compuestos triterpenoides los cuales constituyen la
fraccion no volatil debido a su peso molecular el cual es superior a 300 Da, por ello se utiliz6
la Azadiractina como estandar interno.

Las condiciones de HPLC que se utilizaron fueron las de Sharma et al. (2014) con
modificaciones, columna C18, temperatura de 35°C, flujo de 1 mL/min, inyeccién de 20 pL
de muestra por automuestreador, condiciones isocréticas, el tiempo de corrida fue de 15 min,
con una fase mévil metanol/agua (50:50), y lectura a 220 nm.

Se analizaron las alicuotas etanolicas de los extractos de los dias 0, 1, 2, 3, 4 y 5. Se utilizo
como estandar Azadiractina (AZA) 0.5 mg/mL en metanol- agua HPLC (1:1) se prepararon

las concentraciones de 25, 125y 250 ppm.

3.2.7 Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas
(GC-MS)
La cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas es una técnica de separacion

de compuestos volatiles. Su fundamento base es la de separar los compuestos por su tasa de
migracion (Harris, 2016). Esta técnica se emple6 para la separacion y deteccion de fenoles,
diterpenos, acidos carboxilicos, etc.

Las condiciones cromatograficas que se utilizaron fueron las de Oshiobugie et al. (2017)
columna HP-5MS de 30 m de largo, diametro interno de 0.320mm, grosor de 0.25 pm,
temperatura inicial de 80°C por 2 minutos con incrementos de 10°C/min para una
temperatura final de 240°C por 6 minutos; la temperatura del inyector 250°C y fase mavil
gas helio, inyeccion 1 mL de muestra por automuestreador, realizando Splits (Divisiones) 5
y 20, el cual es un modo de como configurar el equipo, donde la muestra se divide antes de
entrar a la columna, por lo que es ideal para muestras muy concentradas, se depositaron
fracciones de pL en la columna capilar para que el resto de esta muestra se deseche. (Harris,
2001).
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3.2.8 Primera etapa experimental: prueba de campo (Invernadero)

La prueba de campo consistidé en asperjar directamente, con atomizadores manuales, los
extractos a los cladodios de nopal en posicion vertical. Se aplico 1mL de cada concentracion
por ambas caras del cladodio, cada 24h, por 3 dias realizando observaciones de la reduccion
poblacional de la cochinilla, mediante conteos de colonias a los 5, 7, 15 y 21 dias

postratamiento.

Para los extractos de la primera etapa experimental se usaron cuatro controles negativos los
cuales fueron cladodios infestados de cochinilla, dos de ellos se asperjaron con agua, a los
otros dos no se les aplico nada, fueron utilizados como referencia de la densidad poblacional
del insecto respecto al tiempo. Las soluciones de los extractos etandlicos, acuosos y del

producto comercial se aplicaron por triplicado.

Mientras que aquellos de la segunda etapa experimental, el esquema de tratamiento fue el
siguiente: en los controles negativos se usaron nueve cladodios; cuatro de ellos asperjados
con agua, los otros cinco fueron los cladodios para conocer la densidad poblacional en
funcién del tiempo, para el extracto etandlico, acuoso y el producto comercial cada uno se

hizo por quintuplicado.

3.2.9 Segunda etapa experimental: prueba in vitro en ninfas | de cochinilla silvestre
para determinar DLgo.

Se realiz6 una prueba in vitro, para conocer el efecto de los extractos sobre la ninfa movil |
que es la etapa mas susceptible del ciclo bioldgico de la cochinilla silvestre porque no
produce algodoncillo, y determinar las Dosis Letal 90 (DLgo) de los extractos acuoso y
etanolico. Las ninfas | se colectaron de la superficie del cladodio usando un pincel y se
colocaron en cajas Petri de 15 a 20 ninfas, se hizo por triplicado.

Se prepararon 2 mL de los extractos acuoso y etandlico en tubos Eppendorf a las

concentraciones de 10, 20, 25, 30 y 40%, para determinar la DLgo. Se colocaron 4 pL de
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extracto de manera directa a cada ninfa, se observo con microscopio el efecto insecticida a
los 30, 60, 120, 240, 480 min y 24 h, para determinar la mortalidad el criterio fue la falta de

movimiento en las extremidades de la ninfa y/o la deshidratacién/deformacion.

3.2.10 Conteo de la densidad poblacional

La estimacion de la densidad poblacional de cochinilla se realiz6 de manera manual para
cada cladodio, se contabilizaron las colonias representadas por cimulos algodonosos que
midiesen de 2 mm a 3 cm, se dividié al cladodio en cuadrantes, para posteriormente realizar
la suma de ambas caras, esto durante los dias 1, 2, 3 (tratamiento) y 5, 7, 15, 21
(postratamiento). Considerando como criterios de mortalidad la deshidratacion de la colonia,
cambios de coloracion en el algodoncillo y la emanacion de hemolinfa, basdndose en lo

descrito por Palacios-Mendoza (2004).

3.2.11 Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico de los resultados se utiliz6 la herramienta MiniTab, en la cual se
realizaron pruebas de Anélisis de Varianza (ANOVA) y una prueba estadistica de Tukey
para la comparacion de medias de los tratamientos con un intervalo de confianza del 95% y

el uso de Excel donde se realiz6 la prueba Probit para determinar la DLago.
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CAPITULO 4. RESULTADOS y DISCUSION

4.1 Preparacion de los extractos por maceracion

Después de macerar en agua y etanol durante 3 y 5 dias las hojas de Neem pulverizadas, los
extractos se concentraron por rotaevaporacion. En la maceracion por 3 dias de obtuvieron 2
g en forma de pasta para cada uno de los extractos lo cual correspondié al rendimiento del
5% mientras que en la maceracion de 5 dias, se obtuvo una pasta de 2g del concentrado
acuoso y 3g del etanolico, con rendimientos del 5% y 7% respectivamente. El rendimiento
de los extractos se calcul6 usando la ecuacion de Happel y Jordan (Ecuacién 1), la cual
describe: el porcentaje en peso (EO), la cantidad de extracto obtenido (WE; g) y la cantidad
de hoja procesada (WS; g) (Esparza Diaz et al., 2010).

(WE * 100)

EQ (%) = s

Ecuacion 1.Calculo de rendimiento de extractos de acuerdo a Happel y Jordan.

4.2 Andlisis por GC-MS

El analisis de las alicuotas tomadas cada 24h durante la maceracion de 3 y 5 dias se realizé
por cromatografia de gases, la informacién generada por el equipo se basa en la biblioteca
del National Institute of Standars and Technology (NIST), la cual se conforma de los
siguientes parametros: numero de pico (PK#), tiempo de retencion en minutos (RT), area del
pico (%), biblioteca/ID, numero de referencia (Ref#), nimero CAS (CAS#) y calidad (Qual),

como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Ejemplo del reporte de la biblioteca del NIST del equipo GC-MS Agilent Technologies 7090 A.

search Librart{es:

unknown SpecTrutm:

¢ : \batabase \W15108.L

Aﬂex minus start of peak
c

Minimum Quatity:

Incegrarfonr EvVencs: eMSTAT {ON INTCEGraATor — eventcs. e
Pk# RT AroaXx Library/Ip Rufw CcASW Quat
3 3.4941 0.2¢ C:\Patabasa\NISTOB.L
Carbon dioxide 80 ©COOD124-38-9% 4
Ethylene oxide 74 D75-21-8 3
carbon dioxide 81 ©0C0124-38-9 3
2 1.545 0.07 c:\batabase\NISTOS8.L
EchyT echer B37 OOOOGE0-29-7 90
Erhyl erher A438 QQ0060-285-7F 78
EThane, 1. 2~-dijearthoxy- 731 0006E29-14-1 56
2 .1248 (0.02 c:\Databaze\NISTQA. |
AcRtDONR 214 QRd0G7 -4#4-1 &4
Acartona 215 0000s7-g4-1 A%
2-Paptancone, 4-hydroxy-4-methyl - 8094 DOO123-42-2 9
q 3.465 19.18 <:\bartabas2\N1%T08.L
EThanco® 94 0O00064-17-5 78
ETchanol S5 000064-17-5 9
ELhano’ 93 Qo0o0E4-17-5 S
S 2.507 47.02 c:\Darsabase\NISTOA. L
Ethyt FfTuproformata 2399 000461 ~04=-32 5
Hydrexylamine, Q-mathyT- A7 QOO067-0R-% 4
HydroxyTamina, C-mathyl - 108 Q00087 -62-9 32

En los Anexos 1y 2 se encuentran los informes del analisis de cromatografia de gases de las

muestras etanolicas concentradas de la primera y segunda etapa, 5 y 3 dias respectivamente.

Una vez obtenidos los informes, los compuestos se seleccionaron de acuerdo a su area la

cual deberia ser mayor al 10%, nombre y nUmero CAS que deberian estar presentes de 2 a 3

veces Yy cuya calidad sea > 70. En la Tabla 4 se indica por cada muestra de extracto etandlico

el total de compuestos, los seleccionados en funcidn de los criterios antes mencionados y su

equivalente en porciento de estos Gltimos.

Tabla 4.Compuestos identificados por el GC-MS en los extractos etandlicos de la primeray segunda etapa

Muestra (h)

1
24
48
72
96

120

Concentrada

de experimentacion.

Primera Etapa

Total
31

28

19

10
29
20

Seleccionados

8

A OO N 01 o

%
18

25

26

70
20
20

25

Segunda Etapa
Total Seleccionados %
46 6 13
62 12 19
44 9 20
75 19 25
NA
NA
130 36 28
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En la Tabla 4, se puede resaltar que desde las 24 h los extractos etanélicos de la segunda
etapa dieron 62 compuestos en total y 75 compuestos a las 72 h, sin embargo, de éstos sélo
el 19 y 25% respectivamente se ajustaron a los parametros. Mientras que aquellos de la
primera etapa, la cantidad de compuestos extraidos a las 24, 72 y 120 h fueron de 31, 10 y
20 respectivamente, con porcentajes de aceptacion de 25, 70 y 20. De los concentrados en
ambas etapas experimentales se extrajeron un total de 130 compuestos de los 3 dias de
maceracion y 78 compuestos de los 5 dias de maceracion respectivamente, de estos el 28 y
el 25% se ajustaron a los parametros de seleccion.

Se encontraron 14 compuestos en comun en ambas etapas, de los cuales el fitol fue el
compuesto mayoritario con 19%, el &cido n-decanoico 13%, la beta-D-glucopiranosa,1,6-
anhidro 8%, acido acético 8% y el 2-propanona, 1- hidroxy 8%.

Por otro lado, con respecto al analisis del extracto acuoso, solo se realizé el del concentrado
de 5 dias, el cual presenté 45 compuestos de los que fueron seleccionados 11 en base a los
criterios antes mencionados, 5 de éstos coincidieron con los reportados para los concentrados
etandlicos de 3 y 5 dias, los cuales fueron el acido acético, el acido 2-hexenoico, fitol, &cido
n-decanoico y la beta-D-glucopiranosa. En la Tabla 5 se agruparon aquellos compuestos que

pudiesen tener un efecto insecticida.

Tabla 5. Compuestos de los extractos etandlicos y acuosos con efecto insecticida.

1 4cido acético . Afectaciones cutaneas e
insecticidas.
2 tolueno 6.31 0.06 91 Afectaciones reproductivas,

musculoesqueléticas
(mamiferos) e insecticidas.

3 2-propenal, 3-fenil 51.52 0.07 95 Insecticida
4 furfural 28.11 0.09 94 Téxico por ingesta o
absorcidn cutanea,
insecticida.
5 acido propanoico 31.57 0.01 86 Irritante (mamiferos) e

insecticida (elaboracion).

6 5-(hidroximetil)-2- 80.69 0.52 86 Insecticida
furancarboxaldehido
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La cantidad de compuestos obtenidos en la primera y segunda etapa de experimentacion fue
influenciada por el tiempo de maceracion, a las 72 h (tres dias) la cantidad de compuestos
fue siete veces mayor que a los cinco dias; mientras que en los concentrados fue
aproximadamente el doble como se observo en la Tabla 5. Los compuestos mas abundantes
fueron los &cidos grasos (28%), acidos carboxilicos (17%), éteres y furanos (11%);
diterpenos, benzaldehidos, cumarinas, fenoles y piranonas (6%). La base etandlica tiende a
atraer flavonoides (vanillina y 1,2-benzenediol,3-metoxi), terpenos (fitol) y fenoles (2-
metoxi-fenol y 2,6-dimetoxi-fenol) mientras que la base acuosa, podemos encontrar
principalmente diterpenos, acidos grasos y carboxilicos; de forma similar a lo reportado por
Perera, Karunaratne, & Chinthaka (2018). En el presente trabajo los compuestos de los
extractos que fueron separados e identificados por GC-MS difieren en su mayoria a los
obtenidos por Zeringue & Bhatnagar, (1994); Shivashankar, Roy, & Moorthy (2012) y Perera
et al., (2018); ya que ellos analizaron directamente el polvo de las hojas de Neem por
Headspace-GC-MS. Por otra parte, las variaciones en la cantidad y el tipo de compuestos
obtenidos en ambas etapas experimentales pudo estar relacionado en los cuidados durante
el acondicionamiento de las hojas, asi como con la temporada en que fueron recolectadas
durante marzo y mayo con temperaturas y humedades de 14°C min a 32°C max; 68% y 19°C
min a 35°C méx; 72% respectivamente; el trabajo de Guo et al., (2015) menciond6 que las
variaciones de compuestos quimicos en diferentes partes de una planta y los efectos que estos
causen dependen de las rutas metabdlicas y de las condiciones ambientales como luz solar,

aguay suelo.

Caracterizacion del producto comercial

El producto comercial a base de aceite de semilla de Neem, fue analizado por el método
Headspace, en el cual fueron caracterizados 186 compuestos, de estos 74 se ajustaron a los
criterios de seleccion antes mencionados, solo el 12% de los compuestos coinciden con los
extractos y concentrados preparados en el presente trabajo, a continuacion se enlistan los
compuestos: dioxido de carbono, acetona, tolueno, furfural, acido propanoico, 2-

furanmetanol, acido hexanico y fenol.
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4.3 Analisis por HPLC

Las alicuotas tomadas cada 24h durante la maceracion acuosa y etandlica de 3 y 5 dias se
analizaron por cromatografia de liquidos, utilizando como estandar la azadiractina (AZA).
La informacién generada por el equipo, fueron cromatogramas en los cuales se observo el
tiempo de retencion de 13.98 min a 220nm que correspondié al méximo de absorcion de la
AZA, Figura 14.

Bato Fille CINCHhema32\2\Data\AZARTODACTINA 2051S-29-26 12-31-12'a3-0101.D
Rumple Name: STANOAR 250 PPm

ACQ. Operator : SYSTEm Seq. Line : 1
Arg. Instrumant = HPLC 31200 Locetion = 3
Injection Date 2 D/26/2019 12:32:00 MM Inf : 1
In) Volume - 20.008 ul
ACq. Method : CiNChem3 2\ 2\Data\AZARICACTINA 2019 @926 12 31 12\AZADIRACTINA 1280.M
Ltast changed I 9F26/2019 12:47:49 PM by SYSTEM

(modified after loading)

ANnalysis Method CINChem32\Z\DaT\AZARIDACTINA 2019-995-26 12-31-12\AZADIRACTINA 1280.M (
Sequence Method)

Last changed 9/26/2019 12:52:04 PM by SYSTEM
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Figura 14.Cromatograma por HPLC del estandar azadiractina a 250 ppm (13.98min) a 220nm.

El estandar de azadiractina (AZA) se detect6 a diferentes concentraciones, 500, 250 y 125
ppm, con tiempos de retencion de 13.9, 13.8 y 13.9 minutos respectivamente, lo cual permitio
anclar un tiempo para detectarlo en las alicuotas, ademas de generar una correlacion de R?

de 0.964 en la ecuacion de la recta, como se observa en la Figura 15.

33



y =0.4114x + 60

300 R?=0.9643

250
200
150

100

absrobancia)

50

mAU (miliunidades de

0 100 200 300 400 500 600
Concentracion (ppm)

Figura 15. Curva de calibracién de la azadiractina a tres diferentes concentraciones (125,250 y 500 ppm).

Las muestras de los extractos se inyectaron en el equipo, durante este proceso no se logro
determinar el compuesto, por lo cual se dan posibles explicaciones del porque pudo pasar
esto.

El trabajo de Morgan, (2009) reportd que el contenido de azadiractina en las hojas es de
0.009% mientras que en la semilla es de 0.03% por lo que es tres veces mas en la semilla
que en la hoja, la azadiractina comienza a producirse hasta los 10 afios de edad en el arbol
(National Research Council, 1992). Por otro lado, Priyanka et al. (2010) estimé que la
cantidad maxima de azadiractina es de 4000ug/g de peso seco de los granos, en arboles de
edad media, de entre 20 a 40 afos; en el presente trabajo se emplearon las hojas, las cuales
fueron colectadas de arboles de 7 afios de edad. El contenido de azadiractina y de otros
metabolitos secundarios depende de la condiciones abioticas donde se encuentre el arbol de
acuerdo a Guo et al., (2015).

4.5 Nivel de infestacion de los cladodios colectados

El grado de infestacion de los cladodios se determind en funcion del numero de colonias de
cochinilla silvestre, la superficie cubierta por las colonias y el area total del cladodio (Rangel
Estrada et al., 2013), Figura 16; la figura nos muestra cada uno de los grados de infestacion
que pudieron observarse en el transcurso de las dos etapas experimentales, siendo la de mayor
variedad, la primera etapa; mientras que la segunda etapa se observd solo dos grados de
infestacion, cada uno de los grados de infestacién indica el porcentaje de la cochinilla en el
cladodio, siendo asi que un grado 4 corresponde del 25 al 50 % de la superficie del cladodio
cubierta por cochinilla.
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I (4) - (B)

Figura 16. Grado de infestacion de los cladodios colectados: 2 (A), 3 (B), 4 (C),5 (D) y 6 (E).

En la colecta de la primera etapa (abril) el 50% de los cladodios obtuvieron un grado 4 de
infestacion, sin embargo en la segunda etapa (agosto) el 57% resulté con el mismo grado, en

la Tabla 6, se muestran los grados de infestacion de los 60 cladodios colectados.

Tabla 6. Grados de infestacion de los cladodios, colectados en la primera y segunda etapa experimental.

s o e o [
------
32
1 7 16 5 3

28

- - 16 12 -

4.6 Efecto de los tratamientos en la mortalidad de la cochinilla silvestre.

A los cladodios, antes de ser tratados con los extractos, se les determiné su densidad
poblacional la cual fue de 61 a 182 colonias y de 122 a 231 colonias para los grupos de la
primera y segunda etapa experimental respectivamente.

En el momento que los extractos fueron asperjados, el acuoso causé la emanacion de
hemolinfa y cambio de coloracion en el algodoncillo, mientras que el extracto etandlico,
ademas de provocar la emanacion de hemolinfa, causoé la deshidratacion de la colonia y
con ello un cambio de coloracion. Para ambos casos, desde la emanacion de la hemolinfa, se
definio la mortalidad de los individuos dentro de la colonia, de acuerdo a los criterios
descritos por Palacios et al., (2004) y Torres et al., (2019) los cuales son: deshidratacion de
la colonia, cambio de coloracién en el algodoncillo y la emanacién de hemolinfa (acido

carminico).
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4.7 Primera etapa experimental: analisis del efecto de las concentraciones de los
extractos en los cladodios infestados por cochinilla silvestre.

En la Figura 17, se presenta los histogramas de 7 tratamientos probados contra la cochinilla
silvestre, donde se tomaron los dias mas relevantes de la experimentacion, los cuales nos
indican el efecto del extracto acuoso a las concentraciones 5, 10, 20 y 40% sobre el porcentaje
de la densidad poblacional de la cochinilla silvestre durante el dia 1 a 3 del tratamiento y las
observaciones postratamiento hasta el dia 21.

B
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Figura 17. Densidad poblacional de cochinilla silvestre en cladodios asperjados con los extractos acuosos
(EA), n=3; (x = Error Estandar).

El efecto bioinsecticida se observo con la concentracion al 5%, al dia 7 redujo 51% la
densidad poblacional de cochinilla silvestre y al dia 21 obtuvo 45% de reduccion, sin
embargo el resto de las concentraciones, 10, 20 y 40%, incrementaron la densidad
poblacional 60, 25 y 90% respectivamente al dia 3.

Para el producto comercial (PC) se utilizaron las concentraciones de 0.5 y 5%, sélo esta
ultima present6 efecto bioinsecticida, con una reduccion poblacional de 35% al dia 21; los
controles negativos agua y tiempo estuvieron bajo las mismas condiciones de temperatura y
humedad EI aumento en la densidad poblacional probablemente se debi6 a que el volumen
asperjado no fue el suficiente para impregnar a todas las colonias, por otra parte, no se
conocia el porcentaje de cada uno de los instares o fases de desarrollo de la cochinilla en la
colonia, ademas de los factores abidticos como temperatura y humedad relativa extremas
(9°C min a 48°C max y 55-70%) no fueron impedimento para su proliferacion en el
invernadero, de acuerdo a los estudios de Lépez Rodriguez, Méndez Gallegos, & Vanegas
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Rico (2018) y Palafox et al., (2018), Matadamas et al., (2016) reportd que las variaciones de
temperatura superiores de 35°C acortan el ciclo biologico del insecto. En cuanto a los
controles de agua y tiempo, estos tuvieron un comportamiento de acuerdo a la conformacién
de una colonia tipica de cochinilla silvestre, es decir, estaba conformada por ninfas, hembras
y machos, basado en Torres et al., (2019). Toda esta evidencia nos demostré como al no tener
condiciones controladas de temperatura y humedad se puede acelerar el ciclo biol6gico del
insecto, ademas de que también nos otorgd informacion de como se pueden estructurar las
colonias en base a que estadios se encuentran dentro de los cumulos y que al no conocer el
numero exacto de individuos por estadio que hay adentro de ellos, la tasa de generacion de

cochinilla se ve incrementada.

La Figura 18, se presenta los histogramas de los tratamientos probados contra la cochinilla
silvestre, se muestran los dias mas relevantes de la experimentacion y se explica el efecto del
extracto etanolico a las concentraciones 5, 10, 20 y 40% sobre el porcentaje de la densidad

poblacional de la cochinilla silvestre durante los dias de tratamiento 1 a 3 y hasta el dia 21.
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Figura 18. Densidad poblacional de cochinilla silvestre en cladodios asperjados con los extractos
etanolicos (EE), n=3; (x + Error Estandar).

La concentracién 40% presentd efecto bioinsecticida reduciendo 23% al dia 3 y
manteniéndose hasta el dia 21 con 35%, sin embargo los grupos que recibieron los extractos
al 10 y 20% incrementaron su densidad poblacional al doble y 43% respectivamente al dia 3.
Este incremento puede atribuirse a que el volumen administrado no fue el suficiente para

impregnar a todas las colonias, la proporcion de las diversas fases del desarrollo de la
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cochinilla en los cumulos algodonosos y los factores abioticos de temperatura y humedad.
Los controles de agua y tiempo tuvieron un comportamiento de acuerdo a la constitucion de

una colonia tipica de cochinilla silvestre.

4.7.1 Andlisis estadistico primera etapa

Los datos estadisticos de la primera etapa experimental, presentados en la Tabla 7, nos
muestran que no hay diferencia significativa entre los tratamientos (p= 0.123), la prueba de
Tukey nos mostré que hay igualdad en todos los tratamientos, sin embargo, en cuestion del
porcentaje de mortalidad, el méas relevante fue el extracto acuoso (EA) al 5%, con un 45%
de eficiencia.
Tabla 7. Prueba de Tukey de los tratamientos, primera etapa experimental, con 95% de intervalo de
confianza.

Tratamiento Promedio Desviacién Estandar Mortalidad Agrupacion

(%) (x) (%)
EA5 38 16 45 A
EE 40 37 11 32 A

PC5 ‘ 14 13 25 A
Extracto Acuoso (EA), Extracto Etandlico (EE) y Producto Comercial (PC).

Los tratamientos que no comparten una letra son significativamente diferentes.
95% de intervalo de confianza

La Tabla 8 nos muestra la comparacion de Tukey de los tratamientos de la primera etapa
experimental con un intervalo de confianza del 75%, donde podemos observar que no existe

diferencia significativa entre ninguno de ellos.
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Tabla 8. Prueba de Tukey de los tratamientos, primera etapa experimental, con 75% de intervalo de
confianza.

Tratamiento Promedio Desviacion Estandar Mortalidad Agrupacion

(%0) (x) (%)
EAS 38 16 45 A
EE 40 37 11 32 A

PC5 14 13 25 A

Extracto Acuoso (EA), Extracto Etanolico (EE) y Producto Comercial (PC).
Los tratamientos que no comparten una letra son significativamente diferentes.
75% de intervalo de confianza

4.8 Segunda Etapa experimental: Determinacion in vitro de la DLgo y Su aplicacion
en cladodios

La prueba in vitro se realizo para determinar la DLgo en las ninfas | de cochinilla silvestre,
los extractos etanodlicos al 40, 30 y 20 % tuvieron una eficiencia bioinsecticida del 100% y
del 90% a la concentracion 10%. En el caso del extracto acuoso, las concentraciones del 40,
30y 20% tuvieron porcentajes de eficiencia del 100, 98 y 88 % respectivamente, siendo 25%

la concentracion que obtuvo 90% de eficiencia.

Extracto Acuoso 24 h Extracto Etanolico 24 h
102
100 $ -
o8
96 "/’
- ;
<
- 94
=
2
s 0
E
-
20
88
86
54
10 20 25 30 40 10 20 30
Concentracion (%) Concentracion (%o)

Figura 19. Mortalidad de las ninfas | tratadas con los extractos acuosos (EA) y extractos etanolicos (EE)
en la prueba in vitro
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La Figura 19, describe el comportamiento de las concentraciones acuosas, las cuales fueron
aplicadas en las ninfas | de cochinilla silvestre, la concentracion al 25% causé 90% de
mortalidad de ninfas | a las 24h. En el caso de las concentraciones etantlicas desde los 30
min, presentaron 100% de mortalidad, con excepcidn de la concentracion 10% la cual obtuvo
91% de mortalidad.

Para corroborar dicho porcentaje de mortalidad en las pruebas in vitro, se realizo el anlisis
Probit Tabla 9, la cual permite calcular la Concentracion Letal, Efectiva e Inhibitoria (CL,
CE, CI) en cualquier porcentaje de la poblacion en estudio, esto se obtuvo transformando las
concentraciones a logaritmos y los porcientos de mortalidad a unidades Probit conformando
el criterio dosis-respuesta, para obtener la pendiente e intercepto, y generar la CLgo.

El analisis Probit preciso la CLgo: 23% del extracto acuoso y CLgo: 16% extracto etandlico,
mientras que las obtenidas en el laboratorio fueron de 25% y 10% para los extractos acuoso

y etandlico, respectivamente. Siendo estas Gltimas las que se asperjaron a los cladodios.

Tabla 9. Determinacion de CL90 de acuerdo al analisis Probit.

EE 10 91 6.34
20 100 7.33
30 100 7.33
40 100 7.33

EA 10 85 6.04
20 88 6.18
25 89 6.23
30 98 7.05
40 100 7.33

Extracto Etanolico (EE) y Extracto Acuoso (EA)
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En la Figura 20, se presenta el efecto del extracto acuoso 25%, extracto etandlico al 10%, el
producto comercial al 10 y 25%, y los controles negativos agua y tiempo sobre el porcentaje
de la densidad poblacional de la cochinilla silvestre durante los dias de tratamiento 1 a 3 'y

hasta el 21 dia de observacion.

. 140
X
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S 100 = ! T . TIEMPO
é 80 AB - I = AGUA
£ BAB = EE 10%
g I A ABB AB, EA 25%
2 10 L aBA = PC 10%

20
Q ﬁ " PC 25%

0
1 3 7 21

Tiempo (Dias)

Figura 20. Densidad poblacional de cochinilla silvestre en cladodios asperjados con los extractos etanolico
(EE), acuoso (EA), producto comercial (PC) y controles (Tiempo y Agua), n=5; (x = Error Estandar).

En el dia 7 el efecto bioinsecticida se observo de manera similar en ambos extractos,
reduciendo la densidad 65% y 60% en el etandlico y acuoso respectivamente; aunque el
mayor descenso poblacional del 84% se presento al dia 21 con el extracto etandlico. Con
respecto al producto comercial el efecto bioinsecticida fue de 80% al dia 7; no obstante al
dia 21 bajé de forma no significativa su efectividad al 65 y 75% en su concentraciones de 10
y 25% respectivamente. En cuanto al control de agua causo reduccion de 45% al dia 7,
repuntando su poblacion 27% al dia 21, con base a lo visto en la primera etapa experimental,
el incremento en la densidad poblacional de la cochinilla silvestre se liga con las condiciones
abioticas de acuerdo a Torres et al., (2019), a su vez que estas podrian tener relacion con la
puesta de huevos en las hembras o que se mejoreé el intercambio de gases en los huevos, a su
vez que esto causa una competencia entre ellas para poder encontrar un lugar adecuado en
cladodio para poder alojarse, también que la etapa ninfal | no duré méas de una semana antes

de realizar el siguiente cambio y envolverse en la cubierta algodonosa.
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4.8.1 Anélisis estadistico segunda etapa

Los datos estadisticos de la Tabla 10, maceracion de 3 dias mostraron que no hay diferencia

significativa entre los tratamientos (p= 0.250), la prueba de Tukey comprobd que hay

igualdad en todos los tratamientos, sin embargo en cuestion del porcentaje de mortalidad los

tratamientos mas relevantes fueron el EE 10% con 84% de mortalidad, y en el PC 25% con

75%.

Tabla 10. Prueba de Tukey de los tratamientos, segunda etapa experimental, intervalo de confianza 95%.

Tratamiento Promedio

Desviacion Estandar

Mortalidad Agrupacion

(%) (x) (%)
EA 25 38 26 10 A
EE 10 62 23 84 A
PC 10 64 16 65 A
PC 25 73 11 75 A

Extracto Acuoso (EA), Extracto Etanolico (EE) y Producto Comercial (PC).

Los tratamientos que no comparten una letra son significativamente diferentes.
95% de intervalo de confianza

La prueba de Tukey de la Tabla 11, con el intervalo de confianza al 75%, se observa que

existe diferencia significativa entre los tratamientos, especificamente entre el extracto acuoso

y su contraparte del producto comercial, donde el extracto no posee el mejor efecto contra la

cochinilla silvestre, mientras el producto comercial lo tiene, por otra parte el efecto entre

extracto etanoélico y del producto comercial al 10% poseen el mismo efecto.

Tabla 11. Prueba de Tukey de los tratamientos, segunda etapa experimental, intervalo de confianza 75%.

Tratamiento Promedio

Desviacion Estandar

Mortalidad Agrupacion

(%) (%) (%)
EA 25 38 26 10 B
EE 10 62 23 84 AB
PC 10 64 16 65 AB
PC 25 73 11 75 A

Extracto acuoso (EA), extracto etandlico (EE) y producto comercial (PC).

Los tratamientos que no comparten una letra son significativamente diferentes.
75% de intervalo de confianza

42



CAPITULO 5. CONCLUSIONES

1. El andlisis por cromatografia de gases, confirmé que en los extractos obtenidos por
el proceso de maceracion hay diversidad de compuestos, de éstos, siete poseen
actividad insecticida, los cuales son el acido acético, etanol, tolueno, 2-propenal, 3-
fenil, furfural, &cido propanoico y el 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido.

2. Se determinG que a menor tiempo de maceracidn se extrajeron mayor cantidad de
compuestos, 130 y 78 a los 3 y 5 dias de maceracion respectivamente.

3. La prueba in vitro confirmo la susceptibilidad de las ninfas | de cochinilla silvestre
con ambos extractos, encontrando las DLgo: 25% acuoso y DLgo: 10% etandlico.

4. El efecto de las CLgo en los cladodios infestados con cochinilla silvestre, causé 84%
de mortalidad al dia 21 con el extracto etandlico a diferencia del extracto acuoso su
maximo efecto de mortalidad fue 61% al dia 7.

5. El producto comercial mostré 80% de mortalidad al dia 7 de observacioén en ambas
concentraciones de 10 y 25%, mostrando una actividad residual de 65 y 75% al dia
21.

6. Se comparo la eficiencia de los extractos contra un producto comercial, demostrando
que las hojas del Neem son buena opcidn incluso ante productos elaborados a base
de semilla del mismo arbol, incluso llegando a tener efecto de permanencia por el

mismo tiempo de tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte extracto etanolico concentrado 5 dias de maceracion

Library Search Report
Acq On : 05 Apr2019 14:08

ALS Vial :3 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\NIST08.L Minimum Quality:0
Unknown Spectrum: Apex minus start of peak

Integration Events; ChemStation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area$ Library/ID Ref# CAS# Qual

1 1.437 0.82 C:\Database\NIST08.L

Carbon dioxide 80 000124-38-9 4
Ethylene oxide 74 000075-21-8 3
Carbon dioxide 81 000124-38-9 3

2 1.711 0.03 C:\Database\NIST08.L
4-Todo-3-methoxyamphetamine 129441 1000124-02-9 28
Benzeneethanamine, 4-fluoro-.beta. 48498 103439-06-1 28
, 3-dihydroxy-N-methyl-
Pyrimidine-2,4 (1H, 3H) -dione, 5-ami 28049 1000270-67-7 9
no-6-nitroso-

3 2.168 0.01 C:\Database\NISTO08.L

Acetone 215 000067-64-1 9
Methyl Isobutyl Ketone 3839 000108-10-1 9
Acetone 214 000067-64-1 7

4 3.587 35.65 C:\Database\NIST08.L

Ethanol 94 000064-17-5 83
Ethanol 93 000064-17-5 9
Ethanol 95 000064-17-5 9

5 4.008 5.11 C:\Database\NISTO08.L

Dimethyl ether 97 000115-10-6 5
Propylene Glycol 931 000057-55-6 5
Dimethyl ether 96 000115-10-6 5

6 4.111 3.23 C:\Database\NISTO08.L

Ethanol 95 000064-17-5 9
Dimethyl ether 97 000115-10-6 5
Ethanol 93 000064-17-5 4

7 4.172 3.90 C:\Database\NIST08.L

Dimethyl ether 96 000115-10-6 5
Dimethyl ether 97 000115-10-6 5
Ethanol 95 000064-17-5 4

8 4.251 3.00 C:\Database\NIST08.L

Hydrazine, methyl- 104 000060-34-4 5
Thietane, 3-methyl- 2064 022438-40-0 4
1-Propanol, 3-mercapto- 2405 019721-22-3 4

9 4.311 2.09 C:\Database\NIST08.L

Octane, l-methoxy- 20820 000929-56-6 9
Formic acid, l-methylethyl ester 2055 000625-55-8 7
Methoxyacetyl chloride 5172 038870-89-2 7

10 4.355 1.72 C:\Database\NIST08.L
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55 95.399 0.03 C:\Database\NIST08.L
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Cyclohexene, l1-heptyl- 44612 015232-86-7 25
1,3-Pentadiene, 2,3-dimethyl- 2894 001113-56-0 25



65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

98.

99.

99.

99.

99.

99.

100.

100.

100.

101.

437

014

360

594

761

952

140

583

096

.14 C:\Database\NISTO08.L

3-Dibutylamino-1l-propyne
3-Butylindolizidine
Pyrrolo[l,2-c]oxazol-1(3H)-one, te
trahydro 7a-acetyl-3-(1,1-dimethyl
ethyl) -

.43 C:\Database\NIST08.L

Octaethylene glycol
2-[2-[2-[2-[2-(2-Methoxyethoxy)eth
oxylethoxyl]ethoxy]ethoxy]ethanol
Hexagol

.10 C:\Database\NIST08.L

n-Decanoic acid

Ethanone, 1-(4,5-dihydro-2-thiazol
yl) -

Octanoic Acid

.30 C:\Database\NIST08.L

Ethanol, 2-bromo-
Methyl nonyl ether
Z-1,6-Tridecadiene

.27 C:\Database\NIST08.L

2-Butenedioic acid monododec
yl ester
1-Dodecanol

n-Pentadecanol

(2) -,

.39 C:\Database\NIST08.L

9,10-Diazatricyclo[4.4.0.0(2,8)]de
c-9-ene
1H-Inden-1-one,
dro-
1,7Z2-5,E-7-Dodecatriene

2,3,4,5,6,7-hexahy

.54 C:\Database\NISTO08.L

5-Ethylcyclopent-1l-ene-1-carboxyli
c acid
5,5,8a-Trimethyldecalin-1-one
1-Methyl-3-n-propyl-2-pyrazolin-5-
one

.24 C:\Database\NIST08.L

6-Tetradecyne
11,14-Eicosadienoic acid,
ster

7-Hexadecyne

methyl e

.36 C:\Database\NIST08.L

Propanal, 2,2-dimethyl-
6,8-Dioxa-3-thiabicyclo(3,2,1)octa
ne 3,3-dioxide

Oxirane, [ (dodecyloxy)methyl]-

.44 C:\Database\NIST08.L

4-((1E) -3-Hydroxy-l-propenyl) -2-me
thoxyphenol
2,5-Dihydroxy-4-isopropyl-2,4, 6-cy
cloheptatrien-1-one
(4-Methylphenylthio) acetone

35169
45306
78692

182492
133106

122202

38609

12700

20563

10128

29070

44610

124289

49040

81357

16063

16317

33050

18272

54766
18054

54852
153173

76620

1770

33172

91853

44172

44201

44225

006336-58-9 53
1000111-48-2 50
086046-29-9 50

1000289-34-2 49
1000352-04-0 47

002615-15-8 47

000334-48-5 49

029926-41-8 38

000124-07-2 30

000540-51-2 22

007289-51-2 22

1000130-98-3 20

002424-61-5 72

000112-53-8 64

000629-76-5 62

1000142-35-1 47

022118-00-9 47

083085-83-0 43

036258-07-8 30

1000195-96-1 27
031272-04-5 27

003730-08-3 81
002463-02-7 81

074685-28-2 80

000630-19-3 27

069697-60-5 25

002461-18-9 22

1000297-95-5 91

054755-56-5 47

001200-13-1 46
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75 101.614 0.12 C:\Database\NIST08.L
3-Tetradecen-5-yne, (Z)- 53210 074663-68-6 59
1,3-Cyclooctadiene 5362 001700-10-3 50
2-Methylenebicyclo[2.2.1]-heptane 5439 000497-35-8 50

76 101.796 6.58 C:\Database\NIST08.L
9,12,15-Octadecatrienoic acid, met 130796 000301-00-8 90
hyl ester, (Z,72,27)-
11,14,17-Eicosatrienoic acid, meth 151903 055682-88-7 87
yl ester
cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatriena 85640 056797-43-4 86

77 102.375 1.08 C:\Database\NIST08.L
D-Allose 44771 002595-97-3 90
.beta.-D-Glucopyranose, 1,6-anhydr 31825 000498-07-7 83
o-
.beta.-D-Glucopyranose, 1,6-anhydr 31824 000498-07-7 80
o-

78 102.706 0.56 C:\Database\NISTO08.L
2-Propenoic acid, 3-[ (phenylmethyl 54148 013831-01-1 32
) thiol-, (E)-
Benzenemethanamine, N-hydroxy-N-(p 69542 000621-07-8 25
henylmethyl) -
Alanine, N-methyl-N-benzyloxycarbo 156525 1000329-49-7 22
nyl-, benzyl ester
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Anexo 2. Reporte extracto etandlico concentrado 3 dias de maceracion

Library Search Report
AcqOn :30Sep2019 17:53

ALS Vial : 6 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\NIST08.L
Unknown Spectrum: Apex minus start of peak
Integration Events: ChemStation Integrator - events.e

Minimum Quality: 0

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual
1 1.450 0.71 C:\Database\NIST08.L
Carbon dioxide 80 000124-38-9 4
Ethylene oxide 74 000075-21-8 3
Carbon dioxide 81 000124-38-9 3
2 1.714 0.18 C:\Database\NIST08.L
1,2,5-0Oxadiazol-3-carboxamide, 4,4 124788 1000294-17-4
'-azobis-, 2,2'-dioxide
2-Pentanethiol 4757 002084-19-7 7
Propane, l-chloro-2-methyl- 2419 000513-36-0 7
3 2.123 0.05 C:\Database\NIST08.L
Acetone 215 000067-64-1 64
Acetone 213 000067-64-1 64
Acetone 214 000067-64-1 64
4 2.203 0.02 C:\Database\NIST08.L
5, 9-Dodecadien-2-one, 6,10-dimethy 65616 1000132-10-9 37
l_l (EIE))_
3-Oxetanol, 2,2,3-trimethyl- 8065 025910-96-7 36

N-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-.beta.-d 204201

-glucopyranosyl) -glycine,
5 3.439 45.74 C:\Database\NIST08.L

Ethanol

Ethanol

Ethanol

6 4.188 4.06 C:\Database\NIST08.L

2-Propanone, 1-(1,3-dioxolan-2-yl)

4 (5H) -Thiazolone, 2-imino-
2-Pentanol, nitrate

7 4.411 0.27 C:\Database\NIST08.L
Methoxyacetyl chloride
Ethanol
Ethanol

8 4.436 1.01 C:\Database\NIST08.L

ethyl ester

94
93
95

13124
7856
14439

5172
95
93

1000286-43-3 10

000064-17-5 83

000064-17-5
000064-17-5

000767-04-4
000556-90-1
021981-48-6

038870-89-2
000064-17-5
000064-17-5

9
9

sy

fisy
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

11.

20.

24.

.558

.964

.037

.167

.520

.148

370

169

859

4718 019089-47-5 40
294 000067-63-0 7
296 000067-63-0 7

l1-Propanol, 2-ethoxy-
Isopropyl Alcohol
Isopropyl Alcohol

.32 C:\Database\NIST08.L

l1-Propanesulfonic acid, methyl ester 16852 002697-50-9
1,2-Propanediol diformate 14080 053818-14-7 7
Dimethyl ether 97 000115-10-6 5

.13 C:\Database\NISTO08.L

Ethanol, 2-methoxy-, carbonate (2: 43276 000626-84-6 9
1)

Hexane, 1, 6-dimethoxy- 21776 013179-98-1 4

Ethanol 94 000064-17-5 4
.62 C:\Database\NIST08.L

Ethanol 93 000064-17-5 9

Ethanol 94 000064-17-5 9

Ethanol 95 000064-17-5 7
.01 C:\Database\NISTO08.L

Ethanol 95 000064-17-5 9

Ethanol 93 000064-17-5 7

Ethanol 94 000064-17-5 7
.45 C:\Database\NISTO08.L

Ethylamine 85 000075-04-7 4

1,3-Dithiolan-2-one 9061 002080-58-2 4

Ethanol 93 000064-17-5 3

.55 C:\Database\NIST08.L

Acetic acid, hydroxy-, ethyl ester 4661 000623-50-7 4

Hydroxylamine 37 007803-49-8 3

Hydroxylamine 38 007803-49-8 3
.10 C:\Database\NIST08.L

1-Propanol 291 000071-23-8 90

1-Propanol 288 000071-23-8 64

2-Fluoropropene 286 001184-60-7 49
.07 C:\Database\NIST08.L

1H-Pyrrole, l-methyl- 1115 000096-54-8 83

1-Penten-3-yne, 2-methyl- 1088 000926-55-6 64

2-Hexen-4-yne, (Z)- 1079 030626-48-3 59
.28 C:\Database\NISTO08.L

2-Propanone, l-hydroxy- 813 000116-09-6 28

2-Propanone, l-hydroxy- 812 000116-09-6 9

2-Propanone, l-hydroxy- 811 000116-09-6 9

.17 C:\Database\NIST08.L
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

25.

27.

28.

32.

36.

38.

40.

41.

42.

273

824

346

188

320

728

130

445

841

3-Phenyl-3-trimethylsilyloxypropan 143919 1000079-40-7 50

oic acid, trimethylsilyl ester
2-Methyl-1,4-bis(trimethylsiloxy)b
utane
2-Phenyl-1,2-bis(trimethylsilyloxy
) propane

.10 C:\Database\NIST08.L

Azetidine

Butanal, 2-methyl-

2-Propenoic acid, 2-hydroxyethyl
ester

.52 C:\Database\NISTO08.L

Acetic acid
Acetic acid
Acetic acid

.39 C:\Database\NISTO08.L

Propanoic acid, 2-oxo-, methyl ester
Propanoic acid, 2-oxo-, methyl ester
Di-n-propyl ether

.30 C:\Database\NIST08.L

1,2-Bis(trimethylsiloxy)ethane
Silane, [(l-methyl-1,3-propanediyl
)bis (oxy) ]bis[trimethyl-
3,8-Dioxa-2,9-disiladecane, 2,2,9,
9-tetramethyl-

.05 C:\Database\NIST08.L

2-Furanmethanol
2-Furanmethanol
2-Furanmethanol

.23 C:\Database\NIST08.L

Ethanedioic acid, bis(trimethylsil
yl) ester
3,8-Dioxa-2,9-disiladec-5-ene, 2,2
;9,9-tetramethyl-, (E)-
1-Propene-1-thiol

.07 C:\Database\NIST08.L

1,2-Cyclopentanedione
2-Cyclopenten-1l-one, 2-hydroxy-
3H-Pyrazol-3-one, 1,2-dihydro-5-me
thyl-

.07 C:\Database\NISTO08.L

2-Butenoic acid, 3-methyl-
Butanoic acid, 3-bromo-3-methyl-
2-Butenoic acid, 3-methyl-

.84 C:\Database\NISTO08.L

95831 105747-05-5 40

133278 294847-15-7 40

194
1730

000503-29-7 4
000096-17-3 4

7980 000818-61-1 4

263
262
260

000064-19-7 91
000064-19-7 90
000064-19-7 90

4201 000600-22-6
4203 000600-22-6
4392 000111-43-3

64308
85063

85057

3053
3059
3058

85821

83680

824

3069
3088
3021

3664
44742
3661

007381-30-8 64
056771-47-2 50

018001-91-7 50

000098-00-0 97
000098-00-0 96
000098-00-0 91

018294-04-7 56

053326-59-3 40

000925-89-3 7

003008-40-0 80
010493-98-8 78
004344-87-0 64

000541-47-9 91
005798-88-9 72
000541-47-9 50

9
9
5

61



1,4-Methanocycloocta[d]pyridazine, 62180 1000221-85-9 38
1,4,4a,5,6,9,10,10a-octahydro-11,

ll-dimethyl-, (l.alpha.,4.alpha.,4

a.alpha.,1l0a.alpha.)-

Pyridine, 4-propyl- 9455 001122-81-2 27
2,6-Dimethyl-1, 3, 6-heptatriene 9928 000928-67-6 14

28 43.302 0.12 C:\Database\NIST08.L

Hexanoic acid 7995 000142-62-1 83
Hexanoic acid 7996 000142-62-1 78
Hexanoic acid 7997 000142-62-1 78

29 44.273 0.09 C:\Database\NISTO08.L

Butanoic acid, butyl ester 20615 000109-21-7 87
Propanoic acid, 2-methyl-, 2-ethyl 71515 074367-31-0 78
-3-hydroxyhexyl ester

Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydro 71519 074367-34-3 78
xy-2,4,4-trimethylpentyl ester

30 44.634 0.16 C:\Database\NIST08.L

Ethanedioic acid, bis(trimethylsil 85821 018294-04-7 40
yl) ester
2-Methyl-3,5-heptadiene, 7-trimeth 176039 1000196-08-4 36
ylsilyl-2,3-bis(trimethylsilyloxy)
1,2-Butanediol, bis(trimethylsilyl 85053 1000099-91-9 9
)_

31 48.632 1.25 C:\Database\NIST08.L
Bicyclo[3.1.1]lheptane, 2,6,6-trime 16802 006876-13-7 60
thyl-, (l.alpha.,2.beta.,5.alpha.)
Bicyclo[3.1.1]lheptane, 2,6,6-trime 16757 000473-55-2 55

thyl-
Bicyclo[3.1.1]lheptane, 2,6,6-trime 16805 004795-86-2 46

thyl-, [1R-(l.alpha.,2.beta.,5.alp
ha.)]-

32 49.228 0.26 C:\Database\NIST08.L

Cyclooctane, 1,2-dimethyl- 17786 013151-94-5 89
Cyclododecane 35940 000294-62-2 89
Cyclooctane, methyl- 11411 001502-38-1 89

33 51.522 0.07 C:\Database\NIST08.L

Cinnamaldehyde, (E)- 14357 014371-10-9 95
2-Propenal, 3-phenyl- 14359 000104-55-2 95
2-Propenal, 3-phenyl- 14365 000104-55-2 93

34 54.153 0.87 C:\Database\NIST08.L

2-Propanone, 1,3-dihydroxy- 2251 000096-26-4 42
1,3-Dihydroxyacetone dimer 44799 062147-49-3 38
1-Propanol, 2-methyl- 851 000078-83-1 12

35 54.792 0.11 C:\Database\NIST08.L



Silane, trimethyl[4-(trimethylsily
1)butoxy] -
Ethanedioic acid, bis(trimethylsil
yl) ester

1-Propene-1-thiol

0.25 C:\Database\NIST08.L

2-Hydroxy-gamma-butyrolactone
Cyclopentanol

Propanoic acid, 2,2-dimethyl-

0.23 C:\Database\NIST08.L

4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-di
hydroxy-6-methyl-
4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-di
hydroxy-6-methyl-
4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-di
hydroxy-6-methyl-

0.12 C:\Database\NIST08.L

Disiloxane, 1,3-bis(l,1l-dimethylet
hyl)-1,1,3,3-tetramethyl-
3,8-Dioxa-2,9-disiladec-5-ene, 2,2
;9,9-tetramethyl-, (Z)-
Butylsemithiocarbazide

0.21 C:\Database\NIST08.L

Glycerin
1,2,3,4-Butanetetrol,
Glycerin

[S-(R*,R*) ]~

0.17 C:\Database\NIST08.L

Benzofuran, 2,3-dihydro-
Benzene, (ethenyloxy)-
5-Acetyl-2-methylpyridine

0.17 C:\Database\NIST08.L

3,8-Dioxa-2,9-disiladecane,
9-tetramethyl-

Silane, [(l-methyl-1,3-propanediyl
)bis (oxy) lbis[trimethyl-

(Benzo (b) thien-6-yl)acetic acid

2,2,9,

0.22 C:\Database\NIST08.L

2-Furancarboxaldehyde,
ethyl) -
2-Furancarboxaldehyde,
ethyl) -

1H-Pyrrole-2, 5-dione

5- (hydroxym

5- (hydroxym

72651

85821

824

4198
1717
4282

20368

20367

20366

94436

83681

22003

2404
9586
2402

9282
9270
15334

85058

85063

52696

11004

11003

2916

007140-91-2

018294-04-7

000925-89-3

019444-84-9
000096-41-3
000075-98-9

028564-83-2

028564-83-2

028564-83-2

067875-55-2

053326-58-2

006610-31-7

000056-81-5
002319-57-5
000056-81-5

000496-16-2
000766-94-9
042972-46-3

018001-91-7

056771-47-2

006177-87-3

000067-47-0

000067-47-0

000541-59-3

40

38

e

90

87

87

50

45

43

59
59
59

64
50
50

37

37

35

94

94

43

63



43

44

45

46

47

48

49

50

81.421

82.977

85.270

86.053

86.619

87.232

88.088

90.195

0.23 C:\Database\NI

n-Decanoic acid
Octanoic Acid
Nonanoic acid

0.08 C:\Database\NI

1,2-Bis(trimeth
1-Pentamethyldi
op-2-ene
Silane,

1)butoxy] -

0.11 C:\Database\NI

9,12,15-0Octadec
hyl ester, (Z,7Z
cis,cis,cis-7,1
11,14,17-Eicosa
yl ester

7.31 C:\Database\NI
Phytol

Phytol
Phytol

0.09 C:\Database\NI

ST08.L

ST08.L

ylsiloxy)ethane
silyloxy-3-phenylpr

trimethyl[4- (trimethylsily

ST08.L
atrienoic acid, met
IZ)_

0,13-Hexadecatriena
trienoic acid, meth

ST08.L

ST08.L

2-Anthracenamine
2-Anthracenamine
2-Anthracenamine

0.03 C:\Database\NI

Silane, [ (l-met
)bis (oxy) lbis[t
3,8-Dioxa-2,9-d
,9,9-tetramethy
Ethanedioic aci
yl) ester

0.24 C:\Database\NI

o-Chloroaniline
p-Chloroaniline
Isobutyramide,

0.69 C:\Database\NI

Tetratriacontan
Heneicosane

Heneicosane, 11

ST08.L

hyl-1,3-propanediyl
rimethyl-
isiladec-5-ene,
l_l (E)_

d, bis(trimethylsil

2,2

ST08.L

N- (4-chlorophenyl) -

ST08.L
e

- (l-ethylpropyl) -

38605
20564
29619

64308
108533

72651

130796

85640
151903

133804
133803
133805

53941
53944
53947

85063

83680

85821

11613
11620
56986

211201
133836
180776

000334-48-5 53
000124-07-2 47
000112-05-0 47

007381-30-8 56
1000216-94-9 56

007140-91-2 56

000301-00-8 91

056797-43-4
055682-88-7

80
72

000150-86-7
000150-86-7
000150-86-7

90
87
58

000613-13-8
000613-13-8
000613-13-8

49
49
49

056771-47-2

053326-59-3 64

018294-04-7 42

000095-51-2 35
000106-47-8 35
1000339-96-3 35

014167-59-0 91
000629-94-7 91
055282-11-6 91

64



51 93.195 0.33 C:\Database\NIST08.L

4-Hydroxy-2-methylpyrrolidine-2-ca 21054 1000191-37-7 64
rboxylic acid

1-[-]1-4-Hydroxy-l-methylproline 21035 1000251-00-7 64
Cyclohexane, 1,1'-oxybis- 46027 004645-15-2 42

52 93.426 0.24 C:\Database\NIST08.L

Octane, l-methoxy- 20810 000929-56-6 38
d-Threo-O-ethylthreonine 22056 1000214-75-7 28
2-(tert-Butylamino)ethanol 8468 004620-70-6 10

53 94.278 3.40 C:\Database\NIST08.L

n-Decanoic acid 38606 000334-48-5 64
Nonanoic acid 29620 000112-05-0 43
Ethanone, 1-(4,5-dihydro-2-thiazol 12700 029926-41-8 43
yl) -

54 95.869 0.06 C:\Database\NIST08.L

Pentaethylene glycol 87998 004792-15-8 50
Pentaethylene glycol 87996 004792-15-8 50
2-[2-[2-[2-(2-Butoxyethoxy)ethoxy] 131747 1000352-05-1 50
ethoxy]ethoxy]ethanol

55 96.435 1.74 C:\Database\NIST08.L

Tetratetracontane 218306 007098-22-8 91
Tetratriacontane 211201 014167-59-0 91
Heneicosane 133836 000629-94-7 91

56 96.872 0.20 C:\Database\NIST08.L

2-Pyrrolidinecarbonitrile, 5-oxo 5662 005626-50-6 25
1,2-Benzenediol 5708 000120-80-9 18
Resorcinol 5702 000108-46-3 14

57 97.388 0.03 C:\Database\NIST08.L

2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(Trim 215219 1000352-06-6 38
ethylsilyloxy)ethoxy]ethoxyl]ethoxy
]Jethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethox

ylethoxylethanol

Mannitol, 1,3,4-tri-O-methyl-, tri 171364 019285-92-8 22
acetate, D-

(2-Ethoxyethoxy)acetic acid tms 75083 169597-16-4 22

58 97.611 0.02 C:\Database\NIST08.L

4-Heptanol, 2,6-dimethyl- 20854 000108-82-7 40
15-Crown-5 74084 033100-27-5 38
15-Crown-5 74083 033100-27-5 38

65



59

60

61

62

63

64

65

66

97.733

98.111

98.861

99.150

99.380

99.534

99.720

99.827

0.05 C:\Database\
2-Thiopheneme

Thiazole, 4,5
Thiazole, 4,5

0.14 C:\Database\

NISTO8.L
thanamine

-dimethyl-
—dimethyl-

NISTO8.L

6836
6837
6843

1,4,7,10,13,16-Hexaoxacyclooctadec 108277

ane
2-[2-[2-[2-[2
loxy)ethoxyle
thoxyl]ethoxy]
15-Crown-5

1.22 C:\Database\

Squalene
2,6,10,14,18,
2,6,10,15,19,
E) -
2,6,10,14,18,
2,6,10,15,19,
E) -

1.10 C:\Database\

n-Decanoic ac
Octane, 1- (et
Oxalic acid,

0.40 C:\Database\

2-[2-[2-[2-[2
xyethoxy)etho
xylethoxyleth
anol

Ethanol, 1-[2
thoxylethoxy]
2-[2-[2-[2-[2
xy)ethoxyleth
oxylethoxylet

1.56 C:\Database\
Cyclododecane
Dichloroaceti
Trichloroacet

0.25 C:\Database\
(3-Chloro-pro
Acetamide

Propanoic aci
ide

0.54 C:\Database\

-[2-[2-(Trimethylsily
thoxy]ethoxy]ethoxyle
ethanol

NISTO8.L

22-Tetracosahexaene,
23-hexamethyl-, (all-

22-Tetracosahexaene,
23-hexamethyl-, (all-

NISTO08.L

id
henylthio) -
allyl octadecyl ester

NISTO8.L

-[2-[2-[2-[2-(2-Metho
xylethoxy]ethoxy]etho
oxylethoxylethoxy]eth
-[2-(1l-methylethoxy)e
-[2-[2-(2-Methoxyetho

oxylethoxylethoxyleth
hanol

NISTO08.L

c acid, tridecyl este
ic acid, dodecyl este
NISTO08.L
pyl) —urea
d,

3-hydroxy-, hydraz

NISTO08.L

194756

74084

198700

198715

198717

38605
38778
188446

210431

53551

189078

35940
143926
158264

15789
240
4612

027757-85-3 38
003581-91-7 35
003581-91-7 35

017455-13-9 64

1000352-06-3 64

033100-27-5 59

007683-64-9
000111-02-4

50
50

000111-02-4 50

000334-48-5 76
042779-08-8 30
1000309-24-5 20

1000352-11-2 50

029681-21-8 38

1000352-04-2 38

000294-62-2 72
1000280-48-3 64
074339-50-7 58

1000300-24-6 10
000060-35-5 10
024535-11-3 9

66



5-Ethylcyclopent-l-ene-1l-carboxyli 18272 036258-07-8 27

c acid

1-Methyl-3-n-propyl-2-pyrazolin-5- 18054 031272-04-5 27
one

Thiophene, 2-methyl-5-propyl- 18325 033933-73-2 27
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Heptadecane 90418 000629-78-7 72
Octadecane 101147 000593-45-3 064
Heneicosane 133835 000629-94-7 o4
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3,4-0Octadiene, 7-methyl- 10546 037050-05-8 81
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Bicyclo[2.2.2]octane, 2-methyl- 10583 000766-53-0 74

69 100.599 1.52 C:\Database\NIST08.L
D-Erythro-Pentose, 2-deoxy- 14851 000533-67-5 32
N-Ethylformamide 731 000627-45-2 16
1, 6-Anhydro-2,4-dideoxy-.beta.-D-r 13161 014059-74-6 16
ibo-hexopyranose

70 100.738 1.25 C:\Database\NIST08.L

4-((1E) -3-Hydroxy-l-propenyl)-2-me 44172 1000297-95-5 38

thoxyphenol

1,2,4-Cyclopentanetrione, 3-(2-pen 44148 054644-27-8 27
tenyl) -

6-Methylnicotinic acid 16443 003222-47-7 15

71 101.508 5.75 C:\Database\NIST08.L
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hyl ester, (Z,72,72)-

11,14,17-Eicosatrienoic acid, meth 151903 055682-88-7 90
vyl ester

cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatriena 85640 056797-43-4 86

72 101.914 2.42 C:\Database\NIST08.L

D-Allose 44771 002595-97-3 90
.beta.-D-Glucopyranose, 1,6-anhydro- 31824 000498-07-7 86
.beta.-D-Glucopyranose, 1,6-anhydro- 31825 000498-07-7 83

73 102.608 0.46 C:\Database\NISTO08.L

Benzene, l-isocyanato-4-(methylthi 33856 1000319-49-0 50
o) -

3,6-Dimethyl-5-oxo-1,2,3,5-tetrahy 33793 058910-42-2 45
droimidazo[l,2-alpyrimidine

1H-Purin-2-amine, 6-methoxy- 33731 020535-83-5 45
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1H-Purin-2-amine, 6-methoxy-
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1-Methyl-4-amino-5-chloro-6-oxo- (1
H) -pyridazine

Oxime-, methoxy-phenyl-
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