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RESUMEN

El acaro V. destructor Anderson y Trueman (varroa), causante de la varroasis de
las abejas (Apis mellifera L.), se considera a nivel mundial como la plaga de mayor
importancia en la apicultura; el uso indiscriminado de productos quimicos para su
control ha generado resistencia en el acaro. Una opcion que se ha estado
estudiando es el efecto de extracto de neem, Azadirachta indica A. Juss., que ha
mostrado tener efectos de repelencia, antialimentarios y alteraciones en el
desarrollo de numerosas plagas. Por este motivo se estudio el efecto del extracto
oleoso de neem en el control de varroa. La investigacion se encaminé a explorar
los efectos que causa el neem a varroa, asi como una evaluacion sobre abejas
adultas. En la primera parte de la investigacion se extrajo el aceite de neem,
posteriormente se realizaron pruebas de repelencia donde se tratd a pupas de
abejas por aspersion mediante la torre de pulverizacion de Burgerjon, con
concentraciones de 2%, 4%, 8%, 16%, 32% y 64% de la solucibn madre de neem;
se les incub6 a 32 + 2°C y 70 £ 10% HR, y se determiné la capacidad de las
varroas para localizar y alimentarse de pupas con o sin tratamiento, en
observaciones desde 30 min hasta 7 h. En la segunda parte, en pruebas de
toxicidad en varroas y abejas adultas, se aplicaron las mismas concentraciones
sobre hembras de varroas y abejas obreras adultas, por aspersion, incubadas a la
misma temperatura y HR, provistas de alimento adecuado, y se registrd su
mortalidad a las 24 y 48 h. En la dltima etapa se asperjaron larvas de abejas
proximas a ser operculadas, con las mismas concentraciones, se esperd a que
fueran operculadas por las obreras adultas, se abrieron con mucho cuidado las
celdas y se les introdujo una varroa hembra, se cerraron y después se incubaron
con las mismas condiciones anteriormente mencionadas, se dejaron desarrollar,
se sacaron antes de la emergencia de las abejas adultas, y entonces se
contabilizé la descendencia de varroa en cada celda. En pruebas de repelencia,
las concentraciones que mostraron el efecto repelente mas consistente fueron 2%,
8% Yy 64%; sin relacion directa entre concentracién y efecto. En pruebas de

toxicidad, la concentracion que presentd mayor mortalidad en varroas fue la del
Vi



4%, que causo6 un 50% de mortalidad a las 48 h y fue significativamente diferente
del testigo (P<0.05). En toxicidad en abejas ninguna de las concentraciones
mostré diferencias significativas contra el testigo a las 48 h. En pruebas de
exposicion de neem sobre la supervivencia, reproduccion y desarrollo de varroa,
todas las concentraciones mostraron diferencias significativas contra el testigo
(P<0.05).

Palabras clave: abejas, Apis mellifera, apicultura, varroa, neem.
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ABSTRACT

The mite V. destructive Anderson and Trueman (varroa), cause of the
varroasis of the bees (mellifera Apis L.), considers itself at world-wide level
like the plague of greater importance in the beekeeping; the indiscriminate
chemical agent use for its control has generated resistance in the mite. An
option that is had been studying is the effect of extract of neem, Azadirachta
indicates A. Juss., that has shown to have repellency effects, inhibition
feeding and alterations in the development of numerous plagues. For this
reason the effect of the oily extract of neem in the control of varroa studied.
The investigation was directed to explore the effects that neem causes
varroa, as well as an evaluation on adult bees. In the first part of the
investigation the oil of neem was extracted, later were fulfilled repellency
tests where it treated to pupas of bees by aspersion by means of the
pulverization tower of Burgerjon, with concentrations of 2%, 4%, 8%, 16%,
32% and 64% of the mother liquor of neem; + was incubated to 32 2°C and
70 to them £ 10% HR, and the capacity of varroas was determined to locate
and to feed themselves on pupas with or without treatment, in observations
from 30 min to 7 h. In the second part, in adult tests of toxicity in varroas and
bees, the same concentrations were applied on females of varroas and adult
working bees, by aspersion, incubated to the same temperature and HR,
provided of adapted food, and its 48 was registered mortality to 24 and h. In
the last stage larvae of bees next sprinkled themselves to be offspring, with
the same concentrations, was expected to that they were offspring by the
adult workers, to open by far well-taken care of the cells and one was
introduced to them varroa female, were closed and later they were incubated
with the same conditions previously mentioned, were let develop, they
removed before the emergency of the adult bees, and then the descendants

of varroa in each cell were entered. In repellency tests, the concentrations
VIl



that showed the more consistent repulsive effect were 2%, 8% and 64%;
without direct relation between concentration and effect. In toxicity tests, the
concentration that presented/displayed major mortality in varroas was the
one of 4%, that caused a 50% of mortality to 48 h and was significantly
different from witness (P<0.05). In toxicity in bees no of the concentrations
showed significant differences against the witness 48 h. In tests of exhibition
of neem on the survival, reproduction and development of varroa, all the

concentrations showed significant differences against witness (P<0.05).
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1. INTRODUCCION

La apicultura genera una importante cantidad de empleos y es la tercera fuente
captadora de divisas del subsector ganadero, lo que evidencia su importancia
dentro de la ganaderia nacional. (Ortega y Ochoa, 2004). Esta actividad es
fundamental para el mantenimiento de los ecosistemas y para el incremento de la
productividad agricola por la polinizacion de cultivos; alrededor de un 85% de esta
polinizacién es llevada a cabo por la abeja melifera Apis mellifera L. (Ortega y
Ochoa, 2004). Como otros animales domésticos, la abeja también sufre diversas
enfermedades, la mas importante y que representa pérdidas econémicas para los
apicultores de todo el mundo es la varroasis, causada por Varroa destructor

(Anderson y Trueman, 2000., Sammataro et al., 2000).

El acaro Varroa destructor (al que en lo sucesivo se le llamara varroa, excepto
donde se discute acerca de su origen y taxonomia) se introdujo a México
alrededor de 1990 (Rodriguez et al., 1992) y es el principal problema parasitario
de la apicultura a nivel nacional y mundial. Esta parasitosis afecta a larvas y
adultos de obreras y zadnganos, a las que succiona la hemolinfa, ocasionandoles
deformaciones en alas, patas y abdomen y predisponiéndolas a otras
enfermedades (Moretto et al., 1993).

El uso indiscriminado de productos quimicos para controlar la varroasis ha
favorecido la aparicion de resistencia en muchos paises (Thompson et al., 2002).
En México, las colonias infestadas con este acaro son tratadas con productos
qguimicos de sintesis, principalmente piretroides, entre los que podemos mencionar
en especial Apistan® (fluvalinato) y Bayvarol® (flumetrina) (Otero-Colina, 2000).
Aungque éstos tienen una alta eficacia y permiten un control adecuado, hay
estudios que determinaron que algunas poblaciones del acaro varroa ha

desarrollado resistencia hacia ellos (Rodriguez-Dehaibes et al., 2005).
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Investigadores y apicultores de ltalia y Francia han trabajado con métodos de
control a base de moléculas naturales para el control de varroa, en particular con
el empleo de acido férmico, acido oxalico y timol, que tienen las ventajas de no
contaminar la miel y tener un costo muy bajo; a este conjunto de métodos le

[laman control alternativo (Vandame, 2000).

Los productos naturales de origen vegetal revisten gran importancia en la
actualidad para el manejo de plagas; tal es el caso del arbol del neem Azadirachta
indica A. Juss (Meliacae), del cual se extrae gran diversidad de compuestos
secundarios; de ellos la azadiractina es el de mayor importancia pues actla como
repelente, antialimentario y retarda el crecimiento de los insectos, entre otros
efectos (Schmutterer, 1990; Mordue y Blackwell, 1993).

Las semillas de neem contienen componentes que controlan alrededor de 100
especies de insectos, acaros, nematodos y plagas de vegetales; sus principales
formulaciones son extracto acuoso, aceite y polvo de semilla de neem (Lale y
Abdulrahman, 1998). Debido a las caracteristicas antes descritas, el arbol de
neem adquirié gran importancia en los ultimos 30 afios; el principal motivo de su
introduccién a México y América Latina fue su utilizacién en el control de plagas

agricolas (Ramos, 2002).

De acuerdo con Gonzalez-Gémez et al. (2006), un extracto de neem a
concentracion de 1.33% causo repelencia en varroa que llevéd a la muerte de este
acaro por inanicion, mientras que Sanchez (2006) determind los efectos que
extractos de neem causaron en el desarrollo de larvas de abejas y en su
aceptacion por parte de las obreras nodrizas. La concentracion de 1.33% no causo
efectos negativos en el desarrollo de las larvas de abejas, las que fueron
aceptadas, alimentadas y operculadas por las obreras nodrizas. Por lo anterior se
sugiere gque el neem puede ser usado en colmenas para el control de varroa sin
gue cause dafos importantes a las abejas; sin embargo es importante determinar
los mecanismos de accion del neem y profundizar mas sobre su efecto en el

acaro.
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Los efectos subletales pueden ser utiles en el control de varroa; cualquier efecto
en este acaro que afecte su capacidad para encontrar a su huésped podria tener
un valor practico y de importancia para su control. Colin et al. (1994) desarrollaron
un protocolo para evaluar los efectos subletales de aceites esenciales para

controlar parasitos de las abejas.

En este trabajo se evalud la repelencia y toxicidad del aceite del neem cosecha
2009, y sus efectos sobre la reproduccion, supervivencia y desarrollo de varroa.

Tirado, P.C. e 3



2. OBJETIVO GENERAL

2.1. Determinar la toxicidad aguda, la repelencia y las alteraciones en la
fecundidad y el desarrollo de varroa causadas por neem (Azadirachta. indica)
de cosecha 2009, cuando es aplicado directamente sobre estos acaros y

cuando es aplicado en obreras que luego estos acaros parasitan.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1. Evaluar la repelencia del aceite del neem en diferentes concentraciones

sobre varroa, cuando el aceite es aplicado a pupas de abejas.
3.2. Evaluar la toxicidad aguda del neem sobre varroa.

3.3. Evaluar los efectos del neem sobre la supervivencia, reproduccion y
desarrollo de varroa, cuando este producto es aplicado sobre larvas de
abejas proximas a ser operculadas y por lo tanto el &caro es forzado a tomar

contacto con él.

4. HIPOTESIS

4.1. Existe repelencia del aceite de neem hacia varroa, la cual es
directamente proporcional a la concentracion de los extractos.

4.2. El aceite de neem es toxico para el 4caro varroa.

4.3. El extracto del neem afecta la reproduccion, supervivencia y
desarrollo de varroa, cuando las pupas que le sirven como alimento son

tratadas con dicho extracto.

Tirado, P.C. 4
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5. REVISION DE LITERATURA
5.1. Varroa destructor
5.1.1. Origen y antecedentes de varroa

La varroasis es la principal parasitosis de las abejas, pues causa grandes pérdidas
econémicas en la apicultura. Acaros del género Varroa y de especie indefinida
fueron descubiertos en la isla de Java por Edward Jacobson y después descritos
por Oudemans en 1904; se le llamé Varroa jacobsoni Oudemans, que parasitaba a
su hospedante natural Apis cerana, hasta que Anderson y Trueman (2000)
descubrieron que en realidad se trataba de por lo menos dos especies (V.
jacobsoni y V. destructor). La ultima de ellas adquirio la capacidad de parasitar a la
abeja occidental Apis mellifera y a partir de entonces se distribuyé rapidamente en
gran parte del mundo (Oldroyd, 1999). Esta especie en un principio se confundié
con V. jacobsoni. En 1999 V. destructor se distribuia en la mayoria de los paises
donde se practicaba la apicultura, con excepcion de algunas partes de Africa,
Hawaii y Australia (Rinderer et al., 2001). Actualmente varroa se distribuye en todo
el mundo (De Elis y Munn, 2005).

El acaro V. destructor es considerado en la actualidad una plaga de gran
importancia de A. mellifera ya que su presencia ha provocado muerte en muchas
colonias de varias partes del mundo (Martin, 1998); estos dafios se deben
principalmente a que el comportamiento de defensa de A. mellifera contra V.
destructor estd menos desarrollado que el de A. cerana contra V. jacobsoni
(Moretto y Leonidas, 2003).

5.1.2. Biologia de varroa

Varroa afecta tanto a la cria como a las abejas adultas; prefiere a los zanganos
pero puede también parasitar a las obreras. Las reinas son practicamente inmunes

(Santillan-Galicia et al., 2002). En su ciclo de vida tiene dos fases, una forética y

Tirado, P.C. 5
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otra reproductiva (Steiner, 1986); el acaro adulto y todas sus etapas de desarrollo
parasitan tanto a crias de obreras como de zanganos, alimentandose de su
hemolinfa. Abejas adultas parasitadas por s6lo un acaro sufren una reduccion de
longevidad de hasta 50% (De Jong et al., 1982). Las pupas parasitadas por cinco
0 mas acaros sufren pérdida de peso y posibles deformaciones (Henderson et al.,
1986).

5.1.3. Caracteristicas morfoldgicas de varroa

La hembra adulta es de color marron o café rojiza, de forma ovalada y plana (Fig.
1). Sus dimensiones son de 1 mm de largo por 1.6 mm de ancho. Los machos son

de color palido aperlado, miden 0.7 mm por 0.7 mm (Ifantidis, 1983).

Figura 1. Hembra adulta de Varroa destructor vista bajo microscopio compuesto.

5.1.4. Ciclo de vida

Estos &caros prefieren a la cria de zanganos para su reproduccién, por el tiempo
de operculacion que es mayor que el de las obreras (Martin, 1994); sin embargo,
cuando no existen zanganos parasitan obreras. La hembras adultas empiezan el
ciclo de reproduccion cuando entran en una celda que contiene una larva de

obrera o de zdngano con 5 a 5.5 dias de edad; méas de una hembra adulta podria

Tirado, P.C. St 6
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entrar en una celda (Henderson et al., 1986). Una vez en el interior, la hembra
adulta se sumerge en el alimento de la larva acumulado en el fondo de la celda;
agui solo consume restos de ese alimento. Cuando la celda es operculada y el
alimento es consumido por la abeja inmadura, el acaro comienza a alimentarse de
la hemolinfa de la pupa o larva de obrera o zangano en desarrollo (De Jong et al.
1982). Una hembra pone su primer huevo a las 60 h después que la celda fue
operculada y los subsecuentes cada 30 h; el primer huevo da origen a un macho y

los subsecuentes a hembras (Martin, 1994).

Después de eclosionar del huevo, un acaro pasa por los estadios de protoninfa y
deutoninfa, antes de ser adulto. El tiempo de desarrollo de un huevo a un adulto
es diferente de macho a hembra; 5.5 y 7.5 dias, respectivamente. La duracion de
los estadios es 1.5 dias como huevo, 1.5 a 2.5 dias como protoninfa, y 3 a 3.5 dias

como deutoninfa (Martin, 1998).

Si sélo entr6 una hembra adulta (fundadora) a la celda, las hembras hijas seran
fecundadas por el anico macho disponible, que es su hermano. Pero si entraron
dos 0 mas hembras fundadoras, sus hijas se podran aparear con cualquiera de los
machos disponibles en la celda. Cuando las abejas adultas emergen de sus
celdas liberan a las hembras adultas de acaros que habia dentro de las celdas,
mientras que los machos y todas las hembras que no completaron su desarrollo

mueren. El contacto entre abejas permite la infestacion de nuevos hospederos.

Los machos tienen un aparato bucal adaptado a la transferencia del esperma, o
espermadactilo, que limita su capacidad para perforar la cuticula de las pupas de
abejas para alimentarse; sin embargo, se pueden alimentar de la hemolinfa de las
abejas a través de los orificios que dejan las varroas hembras (Donzé y Guerin,
1994).

Fuera de la celda las hembras de varroa llevan a cabo su fase forética; una vez
que estos acaros salen de las celdas, se desplazan por si mismos y suben al

cuerpo de las abejas adultas, donde ubican la union de los segmentos
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abdominales; esto porque de ahi se alimentan por ser una membrana suave (De
Jong, 1990).

5.1.5. Efecto de varroa sobre abejas

Varroa causa distintos tipos de dafo a las abejas; tanto la hembra fundadora como
su descendencia perforan la cuticula de las prepupas y pupas de las abejas para
absorber su hemolinfa. Con ello les causan deformaciones en alas, patas y

abdomen, y las predisponen a otras enfermedades (Moretto y Leonidas, 2003).

Las hembras de varroa se pueden alimentar de abejas adultas pero los dafios
principales lo hacen a las crias en sus celdas operculadas, pues dentro de las
celdas ocurren la reproduccion y el desarrollo de los estadios inmaduros de varroa
(Moretto y Leonidas, 2003).

Las abejas que fueron parasitadas durante su etapa de pupa normalmente
sobreviven, aunque estén débiles y su longevidad se reduzca. Cuando una celdilla
contiene mas de un acaro, aparecen dafios visibles en las abejas adultas, como
alas malformadas y abdémenes mas pequefios, asi como pérdida de peso
corporal (De Jong et al. 1982). El dafio acumulado a lo largo de varios afios y las

poblaciones crecientes de varroa causan una alta mortalidad en las abejas y

5.2. Neem (Azadirachta indica)
5.2.1. Antecedentes

Algunos insecticidas sintéticos usados los ultimos 40 afios en ambientes agricola,
forestal y doméstico no han cumplido los requerimientos para un manejo integrado
de plagas; por esta razon, el problema de resistencia a pesticidas se ha
incrementado y por otro lado ha crecido el interés por el desarrollo de insecticidas

botanicos. En los ultimos 20 afios se han estudiado extractos y componentes del
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arbol de neem (Azadirachta indica), el cual tiene una especial atraccién para

entomologos alrededor del mundo (Schmutterer, 1990).

El neem es originario de la India, es una de las fuentes mas ricas de metabolitos
secundarios en la naturaleza. Pertenece a la familia de las meliaceas (Fig. 2); es
originario del sur y sureste de Asia, pero hoy también se produce en areas
tropicales y subtropicales de Africa, América y Australia. En los Gltimos afios ha
sido introducido en algunas ciudades, principalmente para reforestacion vy
produccion de madera en areas secas, pero también como arbol de sombra en

avenidas y para produccion de insecticidas naturales (Schmutterer, 1990).

Figura 2. Flores del arbol de Azadirachta indica A. Juss.

El neem o margosa, también llamado lila, es un arbol de hojas perennes, de rapido
crecimiento que puede alcanzar alturas hasta de 25 metros; crece principalmente
en climas donde la precipitacion anual oscila entre los 400 y 800 mm, y hay una
estacion seca. El neem también puede tolerar severas sequias y superficies

pobres, incluso suelos salinos (Schmutterer, 1990).
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Los frutos del neem son la fuente més importante de los ingredientes que afectan
a insectos; estos frutos solo se producen una vez al afio y en ocasiones dos, son
ovalados, de un largo aproximado de 1.4-2.4 cm, cuando estan maduros su color
es amarillento y el grano café (Fig. 3). Es importante mencionar que las hojas

también pueden ser usadas para el control de insectos (Schmutterer, 1990).

Figura 3. Izquierda; frutos maduros de neem, derecha; semillas.

En los Ultimos afios se han dado avances en investigaciones sobre la parte
guimica del neem; asimismo, se ha logrado un progreso considerable en el
conocimiento de la actividad biolégica y las aplicaciones medicinales de esta
planta, a la que se le considera una valiosa fuente de productos naturales Unicos
para el desarrollo de medicinas contra varias enfermedades y también para
productos industriales como bioinsecticidas, jabones y pastas dentales, entre otros
(Biswas et al., 2002).

En estudios preliminares llevados a cabo por Naumann e Isman (1996), se
determiné el efecto de productos a base de neem como bioinsecticidas en larvas
de abejas. Estas son dificiles de manipular y mantener fuera de sus celdas,
porque son dependientes de las adultas nodrizas para su cuidado y alimentacion;
por lo tanto, aplicaron neem directamente a las larvas en sus nidos y examinaron

el porcentaje de mortalidad de las larvas causado por diferentes dosis de neem,
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asi como los efectos sobre longevidad de las sobrevivientes a la edad adulta. En
dichos estudios no se encontraron efectos significativos sobre mortalidad de larvas

ni deformaciones.

En México se ha probado que el neem es efectivo contra plagas como la broca del
cafeto (Hypothenemus hampei). El efecto que causa en esta plaga es
antialimentario y de repelencia, asi como la inhibiciébn de su oviposicién y muda
(Rodriguez, 1998).

5.2.2. Ingredientes activos

Aunque el neem tiene varios principios activos que explican sus efectos sobre
insectos, el de mayor importancia es la azadiractina (AZ). Esta se encuentra en las
semillas del neem; sin embargo, la cantidad de este componente puede variar
considerablemente por el ambiente y posibles razones genéticas. ElI mayor
rendimiento que se ha obtenido fue de 10 g/kg de semillas (Schmutterer, 1990). La
azadiractina puede servir como antialimentario, antioviposicional, regulador del
crecimiento, reductor de la fecundidad, y causa trastornos en el crecimiento y
reduccion de salud en insectos (Schmutterer, 1990). La azadiractina es un
terpenoide, su primera formula estructural fue hecha en 1972 (Kraus y Page,
1995). La azadiractina esta formada por un grupo de isbmeros estrechamente
relacionados denominados de la A ala G (AZ A a G). AZ A es el componente mas
importante en términos de cantidad de extracto de neem de semillas, pero AZ E es
valorado como el mas efectivo en la regulacion del crecimiento de insectos
(Schmutterer, 1990).

El aceite de neem podria clasificarse como acido farmacéutico, también puede ser
utilizado en el tratamiento de nifios que sufren deficiencias nutricionales, como
cicatrizante de heridas, en cosméticos y plaguicidas, entre otros. La mayoria de
los acidos grasos del neem poseen una notable actividad frente a bacterias y virus
(Gosse et al., 2005).
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5.2.3. Efectos del neem sobre varroa y abejas

Investigaciones realizadas por Peng et al. (2000) presentan avances del efecto del
neem sobre varroa. Mediante la aplicacion de extracto de neem adicionado a
jarabe de azucar y administrado a las abejas como alimento, se alcanzé entre 50%
y 90% de mortalidad de varroa. En el mismo trabajo se observdé que una
aplicacion topica de 0.5 pL de azadiractina entre 100 y 500 ppm (intervalo de
concentraciones para aplicar en campo contra insectos fit6fagos) al cuarto instar

larval, no afecto el desarrollo de la abeja.

Por su parte, Schenk et al. (2001) mencionan que las abejas adultas son
relativamente inmunes al neem, por lo que los tratamientos con este producto para
el control de parasitos y patdgenos de abejas pueden ser explorados. Por su
parte, Whittington et al. (2000) mencionan que los tratamientos con neem deben
ser modificados en su temporada de aplicacion debido a que encontraron cierta

mortalidad de la cria y pérdida de reinas en sus ensayos.

Naumann e Isman (1996), en una investigacion sobre los efectos toxicos de
insecticidas a base de neem sobre larvas de abejas, cuando aplicaron un producto
rico en azadiractina, con 5 ppm del producto, no observaron deformaciones en

pupas ni adultos.

Otro estudio de importancia es el de Gonzalez-Gémez et al. (2006), quienes
determinaron que el extracto de neem tiene la capacidad de repeler a las varroas
a grado tal que al parecer les causa la muerte por inanicién. Por esta razon es de

gran importancia seguir evaluando sus efectos.
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6. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Acarologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, asi como en el apiario localizado en dicho
Campus. Para efectos de trabajo, el estudio se dividié en cuatro etapas que se

muestran a continuacion:
= Extraccion de aceite de neem
» Prueba de repelencia de neem sobre varroa con eleccién
» Toxicidad aguda de neem sobre varroa

» Efecto del neem sobre la reproduccién y el desarrollo de varroa.

6.1. Extraccion de aceite de neem

Se extrajo aceite de semillas de neem cosechadas en julio y agosto de 2009, en
una plantacién establecida en el Colegio de Postgraduados, el cual esta ubicado
en el municipio de Manlio Fabio Altamirano, Veracruz. El primer paso fue
recolectar toda la fruta madura posible, la que se dejo fermentar durante 20 a 30
dias; luego se despulpé la fruta para recuperar la semilla, mediante un arnero o
cernidor, donde a través de un tallado y abundante agua se elimind la pulpa.
Luego del despulpe se dej6 secar la semilla ya limpia en un lugar sombreado y
seco durante 25 dias. El siguiente paso fue descascarillar la semilla con ayuda de
un molino (Fig. 4), ya que el material util es la semilla y no la cascarilla
(endocarpio); la cascarilla se elimind6 mediante un aparato de aire zaranda (Fig. 5)

y se recuperaron 6.3 kg de semilla sin endocarpio.

Para finalizar la primera etapa, la extraccion de aceite de semillas de neem se

realiz6 con un extractor de acero inoxidable con forma de cilindro, dentro del cual
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se pone la semilla molida y se le oprime con ayuda de una prensa hidraulica por
un émbolo del mismo material, para después recuperar el aceite extraido en un
recipiente con ayuda de un embudo (Fig. 6). Se procuré que el recipiente fuera
oscuro y permaneciera fresco para evitar la degradacion del aceite; para esto se
tap6 con papel aluminio y se introdujo dentro de otro recipiente mas grande con

agua tratando de mantener el aceite lo méas fresco posible.

Figura 4. Molino para separar semillas.
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Figura 6. Extractor de aceite de neem. A la izquierda se observan las piezas que
componen el extractor (de arriba hacia abajo: émbolo, cilindro, malla, filtro y las dos
piezas del receptor de aceite, todo de acero inoxidable). A la derecha se observa como

debe quedar armado.
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Una vez que se obtuvo el aceite puro, se hizo una suspension con agua destilada
y Tween 20® como coadyuvante (emulsionante) en proporciones de 1:1:1 (peso:
peso: peso), a la que se le llamo suspension madre de neem. De esta suspension
se extrajeron alicuotas para hacer las diluciones a 2%, 4%, 8%, 16%, 32% y 64%

de neem necesarias para los bioensayos.

6.2. Pruebade repelencia con posibilidad de eleccién

Estos bioensayos se hicieron con el objetivo de determinar si los extractos de
neem de la cosecha 2009 conservaban las propiedades de repelencia detectadas
por Gonzalez-Gémez (2005) y confirmadas por Sanchez (2006), por lo que se
siguié basicamente el mismo método empleado en dichos estudios, como se

describe a continuacion.

Para disponer de los ejemplares de varroa necesarios para los bioensayos
(hembras adultas), se realizaron trabajos de campo para colectar en forma rapida
a estos &caros en colmenas infestadas. Para ello se seleccionaron colonias
“fuertes”, con seis 0 mas panales cubiertos con cria operculada; en cada una de
ellas, a manera de trampa, se coloc6 un panal con cera estampada con celdas del
tamafio de la cria de machos (zanganos), de manera que la reina se viera
estimulada a poner huevos no fecundados que resultaran en zanganos, los cuales
son preferidos por varroa para parasitarlos (Maul, 1983). Las colmenas que se
eligieron para ello fueron alimentadas con jarabe de azlcar en concentracion 2:1
(azlcar: agua), para simular la entrada de néctar y estimular la ovipostura por
parte de la reina. Cuando las abejas obreras habian sellado con cera (operculado)
las celdas que contenian las larvas maduras de zanganos, los panales fueron
retirados de las colmenas e incubados a 31°C y 50-70% de humedad relativa,
luego de lo cual las celdas operculadas fueron abiertas cuidadosamente después
de ocho a nueve dias, para colectar a las hembras adultas de varroa que se

usaron en los bioensayos.
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Los ejemplares de varroa que se colectaron fueron confinados en cajas Petri en
cuyas tapas habia orificios de ventilacion cubiertos con malla, para prevenir su
escape. Se les proporcionaron pupas de zanganos como alimento y se les
mantuvo a 32 + 1°C y 40-60% de humedad relativa, por un maximo de 24 h antes
de la realizacion de los bioensayos. Para designar a las 10 varroas que se usaron
en dichos bioensayos se llevd a cabo una seleccién al azar de la siguiente
manera: se dibujé una cuadricula enumerada por debajo de la caja Petri que
contenia a las varroas previamente colectadas, se seleccion6 al azar un niumero
gue correspondiera con uno de los cuadrantes enumerados debajo de la caja Petri
y se extrajeron las varroas de esa zona hasta completar las 10 necesarias para

cada unidad experimental.

Se aplico extracto de neem a pupas de abejas de tres a cinco dias de edad (de
0j0s rosa a o0jos morados), por aspersion, en diluciones de 2%, 4%, 8%, 16%, 32%
y 64%, mas un testigo al que se aplicd agua destilada. Se utilizé el método de
aspersion mediante una torre de nebulizacién de Burgerjon (1956) (Fig. 7) con el
fin de que la aspersion sobre las pupas fuera lo mas uniforme posible. La torre de
Burgerjon funciona con un compresor de aire que ayuda a la nebulizacion del
producto en gotas de 15 um de diametro, aproximadamente, segun el tipo de
boquilla. La torre se calibré con el propésito de aplicar de 1 a 2 mg/cm? de las
suspensiones, cantidad que recomienda la Organizacién Internacional de Control
Bioldgico (Hassan, 1985); lo anterior se logré con la aplicacion de 15 mL de la
solucién a una presion de 10 Lb/pulgada® 6 0.703 kg/cm?, y después se dejé un

minuto mas para permitir la sedimentacién del producto sobre las pupas.

Las pupas tratadas fueron colocadas inmediatamente después en arenas de
observacion preparadas con cajas Petri de plastico de 8 cm de diametro, con tapa
provista de un orificio de ventilacion. Cada caja estaba dividida en dos zonas
principales (A y B), y cada zona formada por tres subdivisiones (a, b y ¢) (Fig. 8);
la zona cero correspondio al centro de la caja, en la cual se colocaron 10 hembras

de varroa, mientras que en los extremos de la caja, zonas (Ac y Bc) se colocaron
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tres pupas de abejas obreras (cuerpo blanco y ojos de rosa a morados), en cada
una, como se muestra en la Figura 8. Sélo las pupas colocadas en la zona Ac
habian sido tratadas previamente por aspersion de 15 mL de las concentraciones
antes mencionadas. Se hicieron cuatro repeticiones por tratamiento y se tomaron
cuatro lecturas de la ubicacion de los acaros a 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 48y 72 h
después de la aspersidén con extracto de neem; en ellas se cuantificé la tendencia
de dichos acaros a desplazarse de una zona a otra. El bioensayo realizado
corresponde a la prueba de repelencia con posibilidad de eleccion, de acuerdo con
el método propuesto por Colin et al. (1994) y retomado por Gonzéalez-Gomez et al.
(2006).

Para determinar numéricamente si existio repelencia o atraccion por los extractos,

se uso la siguiente formula (Colin et al., 1994):

VR =100 + {(Ba + 2Bb + 3Bc + 4Pb) — (Aa + 2Ab + 3Ac + 4Pa)} 10/S
Donde:

VR = Valor de repelencia

Aa = numero de acaros sobre la zona Aa

Ab = nimero de acaros sobre la zona Ab

Ac = numero de acaros sobre la zona Ac

Pa = numero de acaros sobre las pupas del lado A (tratadas)
Ba = numero de acaros sobre las zona Ba

Bb = nimero de acaros sobre las zona Bb

Bc = nimero de acaros sobre las zona Bc

Pb = nimero de &caros sobre las pupas del lado B (no tratadas)

S = numero de acaros sobrevivientes al momento de la observacion
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La citada notacion da un valor promedio superior a la posicion de un parsito
sobre una pupa (x 4) o en inmediata proximidad (x 3), en contraste con una
posicion mas alejada de las pupas o mas central (x 2 6 x 1). Si todas las varroas
permanecen sobre la zona del centro o hay un reparto equitativo sobre ambas
zonas, los valores de A se contrarrestan con los de B. Si todos los acaros
permanecen sobre las pupas de la zona B, los valores de A serdn de cero y los de
B seran de 40. El numero 100 tiene por funcion desplazar el origen y facilitar el
analisis estadistico; entonces, los valores fluctian entre 60 y 140; es decir, desde
una fuerte atraccidon hasta una total repelencia, respectivamente. El factor 10/S
sirve para compensar la mortalidad de los &caros al momento de la observacion.

Figura 7. Torre de pulverizacién de Burgerjon

Tirado, P.C. 19




Figura 8. Fotografia y esquema de la unidad experimental.

Como variable de respuesta en la prueba de repelencia con posibilidad de
eleccién se usaron los valores o indices de repelencia, calculados como se explicé
arriba, correspondientes a las lecturas tomadas a 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h,
48 y 72 h. Estos valores se compararon mediante analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias de Tukey bajo un disefio completamente al azar.
Asimismo, se contabiliz6 el nidmero de varroas encontradas sobre las pupas
tratadas (lado A) tanto en los tratamientos como en el testigo, con el fin de
confirmar la repelencia, para después realizar un analisis de varianza y

comparacion de medias de Tukey.

6.3. Pruebade letalidad aguda en varroa y abejas

Se colectaron hembras adultas de varroa por el método de panal trampa con cera
estampada con celdas “zanganeras” como se describié arriba. A partir de la
suspension madre de neem se prepararon diluciones 2%, 4%, 8%, 16%, 32% y
64%. Para la aplicacion en varroa, grupos de 10 hembras adultas se colocaron en
una caja Petri (14 cm diametro) con el fondo cubierto con un circulo de papel filtro,

y enseguida se les aplicaron las suspensiones por aspersion mediante la torre de
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pulverizacion de Burgerjon. Al terminar la aplicacion se transfirieron las varroas a
cajas Petri (8 cm de diametro) tratadas con una capa de fluén (politetrafluoro
etileno) en las paredes laterales, para impedir que escaparan. Luego se
adicionaron pupas de abejas de ojos rosas a violeta como alimento, y se les
incub6 a 32 £ 2°C y 70 + 10% HR. Paralelamente a los tratamientos hubo grupos

testigo, a los que se aplicé agua destilada.

Para la prueba de toxicidad aguda en abejas, se colectaron abejas adultas
sacudiendo los panales. Las abejas, antes de la pulverizacion, se anestesiaron
con CO; durante 15 segundos. Se seleccionaron grupos de 30 obreras adultas, y
se aplicaron los mismos tratamientos que con los &caros. Enseguida las abejas
fueron transferidas a jaulas de madera y malla de hierro galvanizado, de
15x15%15 cm (Fig. 10), y les incub6 a 32 + 2°C y 70 + 10% HR, agregandoles
agua y pasta de azucar como alimento. Tanto para varroas como para abejas, la
aplicacion de cada dilucion de extracto de neem, asi como los testigos, se realizd

en cuatro repeticiones; las lecturas de mortalidad se registraron a las 24 y 48 h.

Figura 9.- Prueba de toxicidad en varroas.
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Figura 10. Prueba de toxicidad en abejas.

6.4. Efecto de exposicion del neem sobre la supervivencia,

reproduccion y desarrollo de varroa

En una primera etapa, se examinaron colmenas con la finalidad de identificar
panales con abundantes larvas de abejas obreras proximas a ser operculadas; es
decir larvas grandes, de instares 4 y 5 (segun Rembold et al., 1980), de
aproximadamente 6-7 dias de edad, y de ellas se identificaron manchones
uniformes para posteriormente aplicarles tratamiento con extracto de neem. Se
eligieron panales con manchones de larvas de la edad anotada, y a cada panal se
le suministré una de las siguientes concentraciones de extracto de neem: 0%
(testigo tratado con agua destilada), 2%, 4%, 8%, 16%, 32% y 64%, todas por
aspersion mediante la torre de Burgerjon y mediante el método descrito con
anterioridad. Cada tratamiento (concentracion) tuvo cuatro repeticiones (panales).
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Después de la aplicacién de neem, los panales se regresaron a las colmenas de
donde habian sido retirados, llevando un control de dias. Aproximadamente dos
dias después de que las larvas de abejas habian sido operculadas se sacaron los
panales; con mucho cuidado se abrieron 15 celdas por cada repeticion y en cada
una se introdujo una varroa hembra adulta; entonces se cerraron y se llevaron a
una incubadora, simulando las condiciones de la colonia. En ésta permanecieron
hasta dos dias antes de la fecha estimada de emergencia de las obreras adultas;
es decir, se retiraron a los 19-20 dias después de que la reina puso los huevos y
se colocaron en un congelador a -21°C, donde permanecieron hasta el momento

en que se examinaron.

Para la identificacion de la porcion de panal que habia recibido un tratamiento y
tenia larvas de abejas de edad apropiada, se marco esta area con la ayuda de un
marco (Fig. 10) de madera dividido en cuadrantes de 5 x 5 cm marcado con
coordenadas; este marco también se utiliz6 como referencia para la aplicacion de

cada tratamiento de neem en larvas y para la tomar lectura de los datos.

La variable de respuesta de los tratamientos aplicados fue el numero de
descendientes de las varroas introducidas en las celdas previamente tratadas con
extracto de neem a las concentraciones anotadas, asi como el estado de
desarrollo de esos descendientes. Para determinar lo anterior se procedié a abrir
las celdas donde se habian colocado las varroas y antes que nada identificar si
estaba la varroa fundadora; cumplido lo anterior, con mucho cuidado y con ayuda
de un microscopio y una lampara de luz fria, se extrajeron y cuantificaron todos los
descendientes de la cada varroa hembra y se colocaron por separado en
pequefias capsulas de plastico con acido lactico, para identificar los estados de
desarrollo de los ejemplares presentes en cada celda. Se inicié por el testigo y se

continud con los tratamientos a concentraciones crecientes.

Posteriormente y con la ayuda del microscopio, se colocaron los individuos
encontrados de cada celda en una cépsula de plastico, se identificé la

composicién de la familia de varroa; es decir, cuantos huevos, protoninfas,
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deutoninfas y adultos habia en cada celda parasitada artificialmente por varroa.
Para identificar si el experimento tuvo éxito en cuanto al trabajo, en el testigo se

tuvo que haber observado desarrollo de varroa, que fue el caso.

Figura 11. Marco con coordenadas utilizado para tomar con precision las lecturas

de los tratamientos.

6.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Con el fin de determinar la repelencia o atraccion del extracto de nheem cosecha
2009, los valores de repelencia resultantes de la aplicacion de la formula
propuesta por Colin et al. (1994) en tiempos sucesivos se analizaron con el
procedimiento GLM del programa SAS (SAS, 2000), esto mediante un disefio
experimental completamente al azar. La comparacion de medias de los

tratamientos se realiz6 mediante una prueba de Tukey (a=0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Prueba de repelencia con posibilidad de eleccion

La variacion a lo largo del tiempo de los valores de repelencia aparece en la Fig.
11. En las primeras lecturas de 30 y 1 h, no existieron diferencias entre
tratamientos y el testigo, pero a partir de la tercera lectura hubo varios
tratamientos que se separaron significativamente del testigo; estos fueron los
tratamientos del 2%, 16%, 32% y 64%, y también estos tratamientos mostraron
valores consistentemente mas altos de VR. En general, el efecto de las
concentraciones mas altas de extracto de neem fue estable hasta los 72 h. Por su
parte, el testigo oscilé siempre constantemente en VR alrededor de 100, lo cual
muestra que los &caros se manejaron apropiadamente. Por otra parte, el
experimento no mostr6 una asociacion entre la concentracion y el valor de

repelencia.

Para la variable de respuesta del nUmero de varroas posadas sobre pupas en los
lados Ay B (Fig. 12), se observé que a medida que aumenté la concentracion de
neem, el nimero de varroas posadas sobre las pupas de abejas colocadas en el
lado A (tratadas) fue menor, y llegd practicamente a cero en el tratamiento con
64% de extracto de neem. En esta variable se observa una asociacion entre la

concentracion del extracto y el nimero de varroas posadas sobre pupas tratadas.
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Figura 12. Valor de repelencia en las primeras 72 h, correspondientes a diferentes
concentraciones de extracto de neem. Literales diferentes indican diferencias

significativas entre concentraciones a un mismo tiempo de lectura (P < 0.05).
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Figura 13. Promedio del nimero de hembras de varroa que se posaron sobre
pupas de abejas tratadas (PA) y no tratadas (PB) con extracto de neem, en
lecturas tomadas de 0.5 a 72 h después de la aplicacién. Literales diferentes
indican diferencias significativas entre pupas tratadas y no tratadas con respecto a

cada concentraciéon (P < 0.05).

7.2. Prueba de toxicidad en varroas

En la evaluacion de toxicidad, el testigo presenté casi un 100% de supervivencia
24 h después de la aplicacién de los tratamientos, mientras que a las 48 h se
observo una ligera mortalidad en todos, incluyendo el testigo. Se observé que en
las dosis mas altas hubo una mortalidad significativamente mayor que la del
testigo (P < 0.05).y su valor maximo fue de 50% a las 48 h (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Numero de varroas sobrevivientes en lecturas tomadas a 24 y 48h,
consecutivas a la aplicacion de diferentes concentraciones de extracto de neem
(A. indica). Literales diferentes indican diferencias significativas entre filas
(P < 0.05).

Concentracion NUumero de varroas NUmero de varroas

de neem
Lectura 24 horas Lectura 48 horas

TESTIGO
0% 9.75 a 9.5 a

2% 95 a 9.5 a

4% 6.5 a 5 b

8% 8.75 a 8.5 ab

16% 6.5 a 6 ab

32% 9.25 a 8.75 ab

64% 7.5 a 6.5 ab
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7.3. Prueba de toxicidad en abejas

Los resultados de la prueba de toxicidad en abejas obreras aparecen en el Cuadro
2. Sélo la concentracion 8% fue diferente del testigo. En la lectura de 48 h, la
mortalidad aumento incluyendo la del testigo y ningun tratamiento fue diferente del
testigo. A ninguna de las concentraciones hubo una asociacion entre

concentracion y letalidad.

Cuadro 2. Porcentaje de abejas sobrevivientes a las 24 h, a diferentes

concentraciones de extracto de neem (A. indica)

Concentracion Porcentaje de abejas Porcentaje de abejas

de neem
Lectura 24 horas Lectura 48 horas

TESTIGO 98.38 bc 92.58 ab

2% 100 c 98.33 b

4% 94.18 ab 92.54 ab

8% 88.43 a 83.6 a

16% 95.84 abc 95.84 ab

32% 98.24 bc 95.62 ab

64% 98.24 bc 97.43 ab
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7.4. Efecto de exposicion del neem sobre la supervivencia,

reproduccion y desarrollo de varroa

El nimero de descendientes producidos por las hembras fundadoras de todos los
tratamientos con extracto de neem fue significativamente menor que en el testigo
(P < 0.05). La reduccion en el nimero de descendientes producidos fue mayor a
medida que aumentaron las concentraciones del extracto de neem, pero no hubo
diferencias significativas entre tratamientos. En el testigo, el numero de
descendientes fue muy cercano al 2, lo que se considera dentro de los limites
normales, mientras que en los tratamientos de 32 y 64%, la gran mayoria de las

hembras fundadoras (95%) no tuvieron ningun descendiente.
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Figura 14. Numero de descendientes de hembras fundadoras de varroa
consecutiva a la aplicacion de tratamientos de extracto de neem. Literales iguales

significan que no hubo diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, a = 0.05)
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8. DISCUSION
8.1. Prueba de repelencia con posibilidad de eleccion

El VR observado en el caso del testigo tuvo un promedio de 100.36, lo que
concuerda con los datos de Gonzalez (2005) y con Colin et al. (1994), quienes
siempre tuvieron VR de alrededor de 100 en el testigo, lo que muestra que las

hembras de varroa se distribuyen uniformemente en las arenas de observacion.

Para el aceite de neem a diferentes concentraciones el efecto repelente vario,
pero a partir de la segunda hora la concentracion del 2% mostré un VR promedio
de 121.53, obteniendo su VR mas alto, 128.50, a las 72 h. Gonzalez-Gémez et al.
(2006) encontraron para la concentracion del 2% de las cosechas 2002 y 2003 de
neem un VR maximo de 132, mayor que el resultado obtenido en esta tesis, pero
en contraste dichos autores observaron una reduccion del efecto de repelencia en
todas las concentraciones al paso del tiempo. En los resultados obtenidos en esta
tesis, se mantuvo un efecto constante al paso de tiempo a excepcion de la

concentracion del 4%.

Gonzalez Gémez et al. (2006) encontraron que para la evaluacién de cosecha
2003, el 4% fue la concentracion que mayor repelencia presentd, misma que
alcanzé hasta un 139 de VR en su mayor valor; en cambio, en esta evaluacién, la

que presentd mayor VR fue 128.50 y fue por la concentracion del 2%.

Colin et al. (1994) encontraron que el extracto de Thymus vulgaris tuvo el VR mas
alto, 124 alas 24 h, el cual disminuyé con el tiempo. Estos valores contrastan con
los obtenidos en esta investigacion, que fue de 117.25 a las 24 y aumento a las 72
h a 128.50.

Gonzalez (2010) observo en su evaluacién de aceite de neem, hasta las 24 h,
mostro su principal efecto repelente; estos datos difieren de nuestra evaluacion, ya
que a la segunda hora el tratamiento de 2% de neem mostré un importante VR, de
123. Para los casos de 2 y 64%, mostraron valores contantes a lo largo de las
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lecturas y a las 72 h fueron diferentes del testigo; en cambio Gonzélez (2010)
encontré que 8, 16, 32 y 64% fueron diferentes del testigo.

La variacion en la intensidad del efecto repelente de los extractos de neem en
cosechas sucesivas, 0 en distintos experimentos, se considera normal, ya que es
una consecuencia inevitable del uso de productos naturales, en este caso el
extracto de neem, cuya composicion es indeterminada. Es bien conocido que la
composicion de los extractos vegetales varia de una cosecha a otra, incluso de
una etapa fenoldgica a otra o dependiendo del método de extraccion usado (Ermel
et al., 1987).

En cuanto a la prueba de repelencia contabilizando Unicamente el niumero de
varroas encontradas sobre las pupas tratadas, se observé una total preferencia
sobre las pupas no tratadas a partir del 2%, pero hubo mayor numero de varroas
sobre pupas no tratadas en las concentraciones de 4, 8 y 64%. Gonzélez-Gémez
et al. (2006) observaron igual una preferencia por las pupas no tratadas igual que
Sanchez (2006), quien encontré preferencia por las pupas no tratadas en

cosechas de neem 2004 y 2006.

Gonzélez (2010) encontr6 que las concentraciones de 16, 32 y 64% fueron
significativamente diferentes del testigo en todas las lecturas, con menos varroas y
mas estables en el tiempo, donde el nUmero de varroas que se posaron sobre las
pupas tratadas fue de 0 a 0.25. En cambio, nuestros resultados sélo la del 32 y
64% mostraron de 0.025 a 0.225 varroas posadas en pupas tratadas,
respectivamente, mientras que 16% mostr6 mayor nimero de acaros posados

sobre pupas tratadas.

Colin et al. (1994) evaluaron la efectividad de Thymus vulgaris, Salvia officinalis,
Anona spp. y Chenopodium spp. Estos autores observaron un efecto de
repelencia que impidié que las hembras varroa se posaran sobre las pupas de

abejas.
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8.2. Prueba de toxicidad en varroas

En la evaluacion de extracto de neem cosecha 2009, no se mostré un efecto de
toxicidad en varroas; sin embargo, a la concentracion de 4% a las 48 h, se
observé una mortalidad del 50% de varroas. En pruebas realizadas por Gonzélez-
GOmez et al. (2006), aun la dilucion mas alta de neem (50%) no ocasioné
mortalidad de varroa. Por su parte, Melathopoulos et al. (2000), al probar aceite
de neem por aplicacion topica, observaron 45% de mortalidad de varroa, mientras
que Colin et al. (1994) determinaron que S. officinalis y Chenopodium spp.

causaron un 90% de mortalidad de varroa 16 h después de la aplicacion.

8.3. Pruebade toxicidad en abejas

Para este caso, no se mostr0 mortalidad en abejas diferentes del testigo, a
excepcion del 8% en la lectura de 24 h, que mostr6 menor nimero de abejas
sobrevivientes, con valor de 88.43%. Los datos concuerdan con los que obtuvieron
Gonzalez Gbémez et al. (2006), quienes no encontraron mortalidad

significativamente diferente de la del testigo, con concentraciones de 2 y 4%.

Naumann et al. (1994) encontraron que el extracto de semillas de neem es un
insecticida seguro cuando al momento de usarlo hay abejas meliferas presentes,
los tratamientos que ellos usaron no repelieron las abejas. Por otro lado, Crane et
al. (1984) mencionan que las abejas pueden hacer contacto con el arbol de neem
0 con sus productos en diversas formas. Sus flores atraen a las abejas obreras,

quienes obtienen néctar y en menor proporcién polen.
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8.4. Efecto de exposicion del neem sobre la supervivencia,

reproduccion y desarrollo de varroa

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que hubo una diferencia entre
todos los tratamientos con concentraciones crecientes de neem con respecto al
testigo; se observé que a mayor concentracion menor reproduccion de acaros
varroa en celdas tratas con extracto de neem. Estos datos concuerdan con Peng
et al. (2000), quienes encontraron que a mayor concentracion de azadiractina,
disminuye la fecundidad de los &caros varroa. Es importante mencionar que estos
autores realizaron aplicaciones tdpicas. También dichos autores muestran que la

reproduccion de varroa se ve afectada en cuanto aumenta la concentracion de
azadiractina.
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9. CONCLUSIONES

v" En condiciones de laboratorio, se observé un efecto repelente del extracto
oleoso de neem que impidi6 que las hembras adultas de varroa localizaran
a pupas de abeja y se alimentaran de ellas. La repelencia méas alta y
estable fue de la concentracion del 2%. Por lo tanto se concluye que el
extracto de neem cosecha 2009 muestra repelencia pero este efecto no es

directamente proporcional a las concentraciones.

v' La concentraciéon de 64% de extracto de neem aplicada sobre pupas de

abejas fue la que permitid que menos acaros se posaran sobre ellas.

v A las concentraciones utilizadas de extracto de neem, no hubo efecto téxico
significativo sobre varroas y abejas, sélo con la del 4% se observé un 50%
de mortalidad en varroas a las 24 h. Para abejas, la concentracion del 8%

se postula que provoco que un 11.6% de las abejas se murieran a las 24 h.

v' La aplicacién del extracto de neem en pupas que luego fueron parasitadas
por varroa afectd la supervivencia, la reproduccion y el desarrollo de este
acaro; a mayor concentracion de neem fue menor la reproduccion de

varroa.
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10. RECOMENDACIONES

e Se propone que se evallen formulaciones y métodos de aplicacién de

neem, para recomendar alternativas viables a apicultores.

o Identificar formulaciones de aceites y desarrollar tecnologias de aplicacion,
esto encaminado a la reduccion de costos laborales y proteccion al

ambiente.

e Otro punto importante es investigar el efecto de la adiccion de
emulsionantes y neem; es decir, si éstos aumentan la eficacia de los
tratamientos o bien si la combinacion de dos o mas aceites esenciales

aumenta la eficacia en los tratamientos.
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