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Accion diferencial de dos formulaciones de azadiractina
sobre los estados de desarrollo de Ceratitis Capitata
(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)

A. ADAN, J. SORIA, P. DEL ESTAL, C. SANCHEZ-BRUNETE y E. VINUELA

Pruebas de toxicidad con dos formulados de azadiractina (Align y Neem-e) sobre
Ceratitis capitata (Wiedemann) realizadas en laboratorio, mostraron un distinto grado
de actividad dependiente del producto y del estado de desarrollo de la mosca tratado.
A bajas concentraciones Neem-e no tuvo accién ovicida ni larvicida, mientras que
Align inhibi6 la eclosién del 90% de los huevos tratados a una dosis de 4,2 mg/l y a
1 mg/l no emergieron adultos, cuando las larvas neonatas se criaron en dieta tratada.
Por el contrario, Align no tuvo ningiin efecto téxico al ser suministrado en el agua de
beber a adultos de la mosca, mientras que Neem-e fue moderamente activo, obtenién-
dose una mortalidad del 100% para una dosis de 50 mg/1.
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INTRODUCCION

El arbol del Neem (Azadirachta indica A.
Juss) ha sido usado desde hace siglos para la
lucha contra las plagas en el sudeste asiatico
(SCHMUTTERER, 1990). En las dos iiltimas
décadas su interés se ha generalizado por todo
el mundo, habiéndose obtenido hasta la fecha,
numerosos preparados elaborados a partir de
uno o mas principios activos que se encuen-
tran en el Neem. Entre todos estos principios
activos, destaca la Azadiractina, un tetranor-
triterpenoide que se encuentra principalmente
en las semillas del arbol (ERMEL Yy
KLEEBERG, 1995; SUNDARAM et al., 1997).

El término Azadiractina engloba a una
mezcla isomérica de tetranortripenoides, de
los que al menos nueve isémeros tienen pro-
piedades insecticidas, siendo el isémero mas

abundante, la Azadiractina A (REMBOLD y
PUHLMANN, 1995; WILLIAMS y MANSINGH,
1996; SUNDARAM et al., 1997). El modo de
accién de la Azadiractina, es el de un Regu-
lador de Crecimiento de los Insectos (RCI),
afectando a la produccién de ecdisona y de
hormona juvenil (SCHMUTTERER, 1990;
SCHMUTTERER, 1995). Desde el punto de
vista ambiental se trata de una materia acti-
va muy prometedora, por su rapida degrada-
cién que minimiza el problema de residuos,
su baja toxicidad en mamiferos y por su
benignidad en gran parte de los enemigos
naturales (SCHMUTTERER, 1990, VINUELA et
al., 1996; SUNDARAM et al., 1997).

La mayoria de los preparados comercia-
les elaborados a partir del Neem, utilizan
como principio activo la Azadiractina. Sin
embargo muchos de estos productos basa-
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dos en el mismo principio activo, revelan
importantes variaciones en cuanto a su bio-
eficacia, vida media y calidad de las formu-
laciones (ERMEL y KLEEBERG, 1995).
Igualmente los efectos que se observan en
los insectos son muy diferentes dependien-
do de la especie tratada y de la formulacién
empleada: inhibidor de la muda, antiapetiti-
vo, repelencia, supresién o reduccién de la
fecundidad, perdida de vigor, etc. (REM-
BOLD y PUHLMAN, 1995).

Ceratitis capitata (Wiedemann) se contro-
la en nuestro pais, con insecticidas de sinte-
sis fundamentalmente organofosforados,
como Fentién, Malatién, y Triclorfén. Estos
productos presentan la problematica de
tener un amplio espectro de actividad y baja
selectividad en comparacién con la mayoria
de los insecticidas de nueva generacién
(ADAN et al.,, 1996). Ademas el uso del in-
secticida Fention, tiende a limitarse debido a
los problemas de residuos en los frutos que
su persistencia origina (CONTI y PUSINO,
1994; ANONIMO, 1996).

Con el fin de evaluar el potencial de la Aza-
diractina para el control de esta importante
plaga de los frutales, se han realizado pruebas
de toxicidad en laboratorio de dos formulados
con este principio activo, sobre los distintos
estados de desarrollo de C. capitata, baséndo-
nos en las posibles alternativas al control de
esta plaga (ADAN et al., 1996). Align se ha re-
gistrado recientemente en nuestro pais para su
uso en viveros y ornamentales, y estd pen-
diente su ampliacién a cultivos comestibles
(RUIZ et al., 1996). Neem-¢ en el momento de
la realizacidn de los ensayos, se encontraba en
un periodo de prueba, pero ensayos prelimi-
nares apuntaban a una buena actividad sobre
diversas especies plaga en general, y sobre C.
capitata en particular.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico

Las moscas empleadas en los ensayos
proceden de una cria de laboratorio, que se

realiza desde hace afios en condiciones
constantes de temperatura (25 = 2 °C), hu-
medad relativa (75 + 5%) y fotoperiodo
(16:8 horas luz:oscuridad).

Insecticidas

Neem-e distribuido por Biagro S.L. es un
concentrado emulsionable acuoso con un
0,3% de Azadiractina extraida de la semilla
de A. indica, asi como aceite de neem en
una proporcién no especificada.

Align® es un concentrado emulsionable
con un 3% en Azadiractina obtenido a partir
de la semilla de A. indica. Distribuido por
Sipcam Inagra S.A.

Ensayos

Para todos los ensayos las soluciones de
insecticida se disolvieron en agua destilada
y se expresaron en mg de materia activa por
litro. El nimero de repeticiones varié de tres
a cinco, y el niimero de individuos tratados
por repeticion entre 10 y 50. Todos los ensa-
yos se repitieron al menos dos veces, con el
fin de reproducir los resultados. El segui-
miento de los ensayos se prolongé hasta
descartar posibles retrasos en el desarrollo
como consecuencia del tratamiento con
Azadiractina.

Actividad ovicida: Se trataron siempre
huevos de menos de 5 horas de edad de la
mosca, aplicdndoles directamente 1 ml de
las soluciones insecticidas, o de agua en el
caso del control, a cada unidad muestral (50
huevos), sobre cajas de plastico (9 X 2,5 cm)
con la base forrada en papel del filtro. Una
vez tratados se dejaron secar durante media
hora a temperatura ambiente. Después la
cajas se cerraron con tapas no ventiladas y se
guardaron en la cdmara de cria a las condi-
ciones ambientales constantes ya descritas.

El rango de concentraciones empleado fue
inicialmente el mismo para los dos produc-
tos, variando de 1 a 1.000 mg/l i.a., para
después incrementar o reducir estas dosis en
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funcién de la actividad observada. Se inici6
el recuento de larvas eclosadas a partir de
las 48 horas de realizar el tratamiento.

Actividad larvicida en neonatas: En este
caso se traté la dieta segiin el método des-
crito por VINUELA et al. (1993) y posterior-
mente se sembré con larvas neonatas (de
menos de 10 horas de edad; 50 larvas por
unidad muestral, 3 repeticiones). El rango
de dosis vari6 entre 0,1 y 50 mg/l i.a. Para el
seguimiento de los efectos de estos produc-
tos a lo largo del ciclo, en el momento pré-
ximo a la pupacién (dia 6 de tratamiento), se
facilité el abandono de las cajas por parte de
las larvas que se disponian a pupar (retiran-
do las tapas, y elevando su base). A estas
larvas que puparon fuera de la dieta las 1la-
mamos larvas saltadas para distinguirlas de
las que puparon en el medio larvario. De
esta forma, calculando el cociente entre el
porcentaje medio de pupas saltadas dividido
por el total de pupas formadas, pudimos ob-
tener una medida de la movilidad larvaria.
Una vez realizado el recuento de las pupas,
se las traslad6 a cajas no tratadas y ventila-
das, para evaluar también la emergencia de
adultos.

La mortalidad larvaria se calculé como el
ndmero de larvas muertas hasta la pupacién
respecto del nimero inicial de larva tratadas,
y la mortalidad de pupas como el nimero de
pupas muertas hasta la emergencia respecto
del nidmero total de pupas formadas.

Ensayos en larvas de tercer estadio: para
este tratamiento se emplearon siempre lar-
vas que habian saltado de la dieta y estaban
a punto de pupar. La forma de aplicacién
fue por inmersién, bafiando las larvas en las
soluciones durante diez minutos. El nimero
de larvas por unidad muestral fue de 10 y el
nimero de repeticiones de cuatro. Las dosis
variaron de 10 a 100 m/l i.a. Se evaluf la
pupacién y la emergencia de adultos.

Ensayos de actividad adulticida: Se trata-
ron adultos de menos de 24 horas de edad,
en una proporcién de 5 hembras y 5 ma-
chos por repeticion (4 repeticiones). El in-
secticida se suministré en los bebederos
segin el procedimiento descrito por BUDIA

y VINUELA (1996), y se comprobé que las
moscas acudian con normalidad a los bebe-
deros durante las primeras 8 horas de trata-
miento. También dispusieron de comida no
tratada. La mortalidad se evalué durante los
primeros siete dias de tratamiento. El rango
de concentraciones empleado varié de | a
100 mg/l i.a.

Andlisis cromatogréfico de los formulados

Una vez obtenidos los resultados que indi-
caban una bioeficacia diferente para las dos
formulaciones, se calculé el contenido en
azadiractina de éstas, realizando una croma-
tografia liquida de alta presién (HPLC). De-
bido a la ausencia de un método estandar, se
puso a punto el siguiente procedimiento: se
realizé una deteccién ultravioleta de onda
fija a 214 nandmetros, con una fase mévil
H,0O:acetonitrilo (80:20), con un flujo de 1,2
ml/minuto, empleando una columna Spheri-
sorb ODS-2 (C18),

Analisis estadistico

Los datos se procesaron con el Andlisis de
la Varianza Unifactorial (Anova) y el test
LSD para establecer las diferencias signifi-
cativas entre las medias (P = 0,05) (STAT-
GRAPHICS, 1987). En los casos que los datos
se ajustaron a la regresidn probit, se calcula-
ron las dosis letales con el paquete informa-
tico POLO-PC (1987). Los limites fiducia-
les para las dosis letales DL, y DL;, corres-
ponden a una probabilidad del 95%.

RESULTADOS
Actividad ovicida

El comportamiento de los dos formulados
en este tratamiento fue muy distinto. En el
Cuadro 1, se dan los valores de las dosis le-
tales obtenidas mediante anélisis probit.
Mientras Align tuvo una buena accién ovi-
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Cuadro 1.-Tratamiento ovicida

Formulado Neem-e Align
DL, (a) 760,2 1,4
(limites fiduciales) (667 4; 867,6) 0,8;1,9
DLy, (a) 1.790,3 4,2
(limites fiduciales) (1.397,9; 2.916,3) (3.2; 54,8)
Pendiente + e.s. 3,5+0,3 2,7+0,2
Potencia relativa 514,5
(limites fiduciales) - (407,3; 693,2)

(a) Dosis en mg i.a./l.

Andlisis Probit (limites fiduciales con un intervalo de confianza del 95%).

cida, con una DLy, de 1,4 mg/l (3% = 7,6; 4
g.1.) Neem-e sélo fue activo a concentracio-
nes muy elevadas (DLs, de 760,6 mg/l
(x?=10,0; 5 g.1.). Los datos de los dos trata-
mientos pudieron ajustarse al test de parale-
lismo para compararlos (x> = 22,1; 10 g.1;
pendiente comiin = 3,0). Como resultado de
este test la potencia de Align respecto de
Neem-¢e fue mds de 500 veces superior.
También se observé en los dos tratamien-
tos un desfase en la eclosién proporcional a

la dosis empleada. En el caso del control,
las larvas eclosaron con normalidad a los 2
dias del tratamiento, mientras que a las ma-
yores concentraciones la poca eclosién que
tuvo lugar, se retrasé hasta el dia 6.

Actividad larvicida en neonatas

De nuevo Align fue mds activo que
Neem-e (Cuadro 2), pero esta vez las dife-

Cuadro 2.-Tratamiento de larvas neonatas. Porcentajes medios + error estindar

ALIGN

Dosis mg/l ML MP MOV AE
0 20,7+3,6a 1,3x14a 93,1+20a 780+4,7a
0,1 247+68a 4,0+2,0ab 91,9+08a 70,7+45a

1 86,7+4,1b 133+4,1b 114+60b 0b

NEEM-E

Dosis mg/l ML MP MOV AE
0 53+3,0ab 1,3+07a 98,6+0,7a 933+24a
0,1 0,7+04a 1,3+£0,7a 100+0,0a 97,3+18a
1 87+24ab 27+27a 91,1+3,6ab 88,7+ 4,8 ab
10 147+25b 87+30a 83,7+24b 76,7+3,6b
50 76,0+ 10,5¢ 60+2,0a 739+140b 18,0+85¢

ML: mortalidad larvaria (porcentaje de larvas muertas respecto del total de larvas sembradas); MP: mortalidad pupal
(porcentaje de pupas muertas respecto del total de pupas formadas); MOV: movilidad larvaria (porcentaje de larvas sal-
tadas respecto del total de larvas sembradas); AE: adultos emergidos (porcentaje de adultos formados respecto del ni-

mero de larvas sembradas).

Dentro de la misma columna y para cada producto, los datos seguidos de la misma letra no difieren significativa-

mente (AOVA y LSD, P = 0,05).
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rencias entre los dos productos fueron de
menor magnitud. Align produjo una morta-
lidad larvaria del 86,7% a 1 mg/l y a esta
misma dosis no emergid ningtin adulto. Para
el caso de Neem-e la mortalidad larvaria fue
del 76% a la mayor dosis aplicada, 50 mg/l,
y no se inhibid por completo la emergencia
de las moscas.

Otros efectos observados en este trata-
miento, fueron un retraso en el crecimiento
larvario (las larvas puparon 6 dias mds
tarde a partir de 1 mg/l para los dos produc-
tos) y una pérdida de movilidad larvaria
(Cuadro 2), mucho mds acusada en el trata-
miento con Align.

Actividad larvicida en tercer estadio

En esta etapa de desarrollo de la mosca de
la fruta, los dos productos fueron mucho
menos activos en comparacién con el trata-
miento a neonatas (Figura 1). Sin embargo
de nuevo Align redujo la emergencia de

adultos de forma mucho mis eficaz que
Neem-e. Ninguno de los productos afecta-
ron a la pupacion. Para el caso de Align, los
resultados pudieron ajustarse a la recta de
regresién ponderada probit, y calcularse las
dosis letales (3* 1,2; 3 g.l.). Estos valores
fueron DL, de 56,4 mg/l (42,6; 71,5) y
DLy, de 170,8 mg/l (122,3; 324,7).

Actividad en adultos

Align a una dosis médxima de 100 mg/l
no tuvo un efecto téxico directo sobre los
adultos de la mosca (Figura 2). Por el con-
trario, Neem-e si lo manifestd, siendo in-
cluso mds activo que cuando se aplicd
sobre larvas neonatas. Para este producto
se calcularon las dosis letales a los siete
dias de iniciarse el tratamiento (¥2 3,1; 4
g.1.) obteniéndose una DLy, de 21,4 mg/l
(16,6; 24,7) y DLy, de 39,1 mg/l (34,1;
49,0). La mortalidad fue equivalente para
machos y hembras.

Dosis ppm

I J I J 1
40 60 80

% mortalidad

5 align

. neem-e

Fig. |.-Porcentajes medios de mortalidad en el tratamiento de las larvas de tercer estadio.
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~ Para cada compuesto, las dosis con distinta letra indican significacion estadistica al 5% (ANOVA y LSD).

Fig. 2.-Porcentajes medios de mortalidad en el tratamiento de adultos recién emergidos.
Para cada compuesto, las dosis con distinta letra indican significacién estadistica al 5% (ANOVA y LSD).

Anadlisis cromatografico

Con el método empleado, la proporcién
de Azadiractina en Align fue del 3%, coin-
cidiendo con la informacién con la que con-
tdbamos, pero para Neem-e fue 10 veces in-
ferior a la que en principio suponiamos.

DISCUSION

En nuestros ensayos Align ha demostrado
una buena accién ovicida sobre la mosca de
la fruta. Sin embargo, otros autores (RUIZ et
al., 1996), tras ensayar sobre un amplio es-
pectro de especies de diversos ordenes de
insectos, (hemiptera, lepiddptera, diptera,
etc.), sefialan que Align no actia sobre los
huevos de insectos fitéfagos. La eficacia de
Align ha sido equivalente a la de Fention (a
partir de 1 mg/l, la eclosion fue inferior al
50% y desde 4 mg/l del 10%), para igual
tipo de tratamiento y sobre la misma pobla-
cion de C. capitata (ADAN et al., 1996).

En cuanto a la accién de otros extractos de
Azadiractina en tratamientos de contacto
sobre huevos, mencionando sélo las citas
que hemos encontrado en especies de dipte-
ros, se han observado reducciones significa-
tivas de la eclosion en las moscas Phormia
terraenovae Robineau-Desvoidy, y Sto-
moxys calcitrans (Linnaecus) (WILPS, 1995),
y en Liriomyza sativae Blanchard y L. trifolii
(Burgess) (WILLIAMS y MANSINGH, 1996).

También en el caso del tratamiento de lar-
vas neonatas, la actividad de Align fue equi-
valente a la observada para Fention, que a
una concentracién mdxima de 0,8 mg/l pro-
dujo una mortalidad larvaria cercana al 90%
(ADAN et al., 1996). Las referencias a una
buena actividad larvicida de diversos extrac-
tos de Azadiractina son numerosas, tanto en
especies de dipteros como en otros ordenes
de insectos. STEFFENS y SCHMUTTERER (1982)
trataron con un extracto de Azadiractina de
la semilla en metanol, el mismo estadio lar-
vario de la mosca de la fruta, y compro-
baron también que una importante mortali-
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dad tuvo lugar en el momento de la meta-
morfosis, aunque para la mayor dosis con
que trataron, 20 ppm, se produjo una emer-
gencia de adultos en torno al 5%.

Respecto al retraso en el crecimiento y la
pérdida de movilidad en el tratamiento de
larvas neonatas, debido al método emplea-
do, que consiste en incluir las larvas recién
eclosadas en la dieta artificial ya tratada, no
podemos establecer si estos sintomas apare-
cieron porque las larvas apenas se alimenta-
ran, o porque la ingestidn de las sustancias
téxicas las debilitaron. En otras especies de
moscas en las que las larvas crecieron en
dieta tratada se han observado los mismos
sintomas (WILPS, 1995).

El tratamiento de larvas de tercer estadio
no afectd en ningiin caso a la pupacién, pero
Align sf redujo de forma significativa la
emergencia de adultos. Aunque aparente-
mente, este producto ha sido mds activo en
larvas neonatas, no podemos comparar su
actividad en los dos estadios larvarios, al
tratarse de dos tipos de ensayos muy dife-
rentes. Las larvas neonatas estuvieron en
contacto con la dieta tratada durante todo el
desarrollo larvario, mientras que las de ter-
cer estadio s6lo se sumergieron en las solu-
ciones con insecticida durante 10 minutos.
STARK et al. (1990) aplicaron un extracto de
azadiractina en etanol sobre el medio de pu-
pacién de larvas maduras de tercer estadio
de tres especies de tefritidos, C. capitata,
Dacus cucurbitae Coquillet y D. dorsalis
Hendel, obteniendo en todas ellas mayor efi-
cacia que en nuestro caso. Aunque tampoco
observaron ningiin efecto en la pupacién, la
emergencia de adultos se suprimié totalmen-
te para dosis menores o iguales a 14 ppm.
Tal vez parte de esta mayor actividad, en
comparacién con nuestros resultados, se
deba a que las larvas estuvieron en contacto
con la arena tratada durante siete dias.

En general son pocas las citas que men-
cionan efectos téxicos de la azadiractina en
tratamientos directos sobre adultos de insec-
tos. Los resultados de Align en C. capitata
coinciden con los de RUIZ et al. (1996) que
sefialan la no toxicidad del producto sobre

un gran niimero de especies de insectos en
estado adulto. También la mortalidad que
causé Neem-e coincide con los resultados
de Bioagro (datos no publicados), que sefia-
lan una toxicidad sobre adultos de C. ca-
pitata. Esta toxicidad es menor que la pro-
ducida por fentién en ensayos de iguales ca-
racterfisticas, ya que para este producto se
obtuvo una DL, de 1,2 mg/l a los 8 dias de
tratamiento (ADAN et al., 1996).

Un tratamiento tépico de aceite de Neem
y azadiractina de semilla sobre las moscas
tsetse Glossina morsitans morsitans West-
wood, G. m. centralis Machado y G. pallidi-
pes Austen, produjo una significativa morta-
lidad (WILPS, 1995). WILLIAMS y MAN-
SINGH (1996), en una recopilacién sobre la
actividad de distintos extractos del Neem en
insectos, sefialan toxicidad en adultos en un
pequeiio nimero de especies de distintos 6r-
denes. Pero lo mas curioso de estos datos es
que en la mayoria de los casos el extracto
aplicado fue en parte o totalmente aceite de
Neem. Recordemos que la materia activa de
Neem-e es, en parte, aceite de Neem.

Es frecuente encontrar resultados de gran
variabilidad en la actividad de la azadiractina
y otros derivados del Neem. Para ERMEL y
KLEEBERG (1995), uno de los problemas
pendientes de resolucién en la tecnologia de
la extraccién de la azadiractina, es la acepta-
cién de un método estdndar que permita esti-
mar su proporcion en la formulacién. Asi
estos autores han comprobado que al medir
las concentraciones de un extracto con distin-
tos métodos, los valores en azadiractina pue-
den ser muy distintos, y que a menudo no
hay una correlacién entre la concentracién de
azadiractina mencionada y su bioeficacia. En
nuestro caso, tras el andlisis cromatografico
la concentracién de Neem-e fue 10 veces in-
ferior a la que figuraba en la informacién téc-
nica proporcionada por Bioagro.

Una estimacién incorrecta de la propor-
cién de materia activa puede explicar en
parte las diferencias en la actividad insecti-
cida entre Align y Neem-e, pero cuando al
tratar adultos, los resultado son los opues-
tos, y Neem-e pasa a ser mds téxico que
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Align, ha de haber ademds otros factores
que expliquen este comportamiento tan dis-
tinto para dos productos con el mismo prin-
cipio activo. La informacién técnica de los
dos formulados sé6lo habla de azadiractina,
sin entrar a describir la proporcién de los
distintos isémeros que pueden extraerse de
la semilla del neem. Sin embargo WILLIAMS
y MANSINGH (1996), hablan de una fuerte
correlacién entre la estructura y la actividad
de las azadiractinas. Pero esta correlacion a
la que aluden, tal vez no deba entenderse
como un grado de bioeficacia distinto para
el mismo estadio de desarrollo del insecto,
sino para diferentes estados de desarrollo.
Al menos el primer caso, parece estar des-
cartado por los resultado del trabajo de
REMBOLD y PUHLMANN (1995), que al tra-
tar la dieta con nueve isémeros de azadirac-
tina sobre el dltimo estadio larvario de Epi-

ABSTRACT

lachna varivestis (Mulsant), para todos los
casos se obtuvieron DL, dentro de un rango
de 0,3-2,8 ppm.

En cualquier caso, aun quedan muchos as-
pectos por aclarar de las muchas posibilida-
des que ofrecen los principios activos del
Neem, y la azadiractina en particular, para
el control de plagas. Por el momento, como
hemos podido comprobar en este trabajo, es
dificil obtener conclusiones generales sobre
los modos de actuacién de distintos extrac-
tos de azadiractina incluso para aplicarlo
sobre la misma especie.
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The toxicity of Align and Neem-e, two azadirachtin formulations, has been evalua-

ted in laboratory in the different developmental stages of the fruit fly Ceratitis capitata
(Wiedemann). Results were very different depending on the formulation and develop-
mental stage tested. Neem-e, at low concentrations, did not exhibit ovicidal or larvici-
dal effects, but Align, at a dose of 4.2 mg/] inhibited the eclosion of 90% of the treated
eggs and a dose of 1 mg/l prevented adult emergence in neonate larval treatments via
treated diet. Contrary to these results, adults of the fruit fly did not show any toxic ef-
fect when treated via ingestion with Align, but when Neem-e was applied to them, a

100% mortality was scored at a dose of 50 mg/l.

Key words: Align, Neem-e, azadirachtin, toxicity, Ceratitis capitata, developmen-

tal stages, mode of action.
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