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Nota Cientifica
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RESUMEN

La azadiractina es un triterpenoide con propiedades insecticidas,
que es producida por el irbol de margosa (Azadirachta indica A.
Juss.). En este trabajo se determiné el contenido de este metabolito en
frutos completos de diferentes estados de desarrollo y en diferentes
tejidos del fruto (embrién, endospermo, cubierta seminal y cuerpo del
fruto). En Cérdoba, Veracruz, México, la concentracion de azadirac-
tina aumenté con el desarrollo del fruto, en la mayoria de ellos hasta
alcanzar su méximo en la madurez fisiologica, a los 127 d después de
floracion (equivalentes a 1040 unidades calor), con valores de 2.8 mg
¢! materia seca en fruto completo y de 5.88 mg g! materia seca en
embrién. El tejido del fruto con mayor contenido de azadiractina fue
el embrion, con 83 % del total.

Palabras clave: Azadirachta indica, azadiractina, desarrollo del fru-
to.

SUMMARY

Azadirachtine is a triterpenoid with pesticide properties which is
produced by neem trees (Azadirachta indica A. Juss.). In this research
the azadirachtine content in whole fruits and in its different tissues
(embryo, endosperm, flesh and seed cover) was evaluated across fruit
development. It was found that azadirachtine concentration increased
during fruit development until maximum values were reached (2.8
mg g! dm in whole fruits and 5.88 mg g"' dm in embryos) at physio-
logical maturity in most cases. Fruit physiological maturity occurred
127 days after blooming, equivalent to 1040 heat units. Embryo was
the fruit tissue with the highest azadirachtine content, with 83 % of
the total.
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INTRODUCCION

La margosa o neem (Azadirachta indica A. Juss.) es un
arbol originario de la India, que se ha extendido en Asia,
Africa, Sudamérica, Centroamérica y el Caribe. Se cultiva
principalmente para la extraccion de azadiractina, un me-
tabolito natural efectivo como insecticida, acaricida, nema-
ticida, fungicida y bactericida, cuya mayor concentracion
se encuentra en las semillas (Gera ef al., 1998; National
Research Council, 1992). En la India se le conoce también
como la farmacia del pueblo, debido a que sus hojas pre-
paradas en infusiéon son una medicina de uso popular para
el alivio de malestares estomacales, inflamaciones y mala-
ria (Rawat, 1995). En México y en América Latina su
principal utilizacion es en el control de plagas agricolas.

La actividad insecticida de la azadiractina (CssHOs),
en dosis 100 ng g, inhibe la oviposicién y el proceso de
metamorfosis, y presenta efectos antialimentarios en lepi-
dopteros, homopteros, coledpteros, dipteros, hemipteros,
himenépteros y tisandpteros (Morgan y Thornton, 1973;
Thomson, 1994). Ello se debe a que su estructura es simi-
lar a la hormona de insectos llamada “ecdisona”, la cual
controla la metamorfosis en el paso de larva a pupa y adul-
to. Ademaés, su principal ventaja radica en ser de baja toxi-
cidad para mamiferos (Gershenzon y Croteau, 1991).

La concentracion de azadiractina en las semillas de
margosa puede variar entre arboles individuales de 4 a 9
mg g' de semilla (National Research Council, 1992), ya
sea por causas genéticas, ambientales o por la interaccién
entre ambas. La concentracién también varia con la etapa
fenoldgica, pues segiin Johnson et al. (1996), la mayor se
presenta a los 127 d después de la floracién, cuando el fru-
to esti en la etapa “verde sazén”, y luego decrece incluso
durante el almacenamiento. Otros factores que influyen
son la humedad relativa y temperatura (Ermel er al.,
1987), asi como el manejo de la semilla, la exposicion a la
luz, el almacenamiento, el secado, el método de extraccion
(Schmutterer y Zebitz, 1984).

En México existen varias plantaciones de margosa,
como la del Campus Cérdoba, del Colegio de Postgradua-
dos, de la cual se hacen extracciones para uso agricola, sin
conocer la concentracién y la etapa fenoldgica més conve-
niente para la colecta del fruto. Por lo anterior, en el pre-
sente trabajo se determind la concentracién de azadiractina
tanto en frutos completos como en sus diferentes tejidos, a
través de diferentes etapas fenoldgicas, lo que podria ser-
vir para la eleccién de la fecha adecuada de cosecha y ob-
tener los mejores rendimientos de este metabolito.
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MATERIALES Y METODOS

El huerto de margosa estudiado pertenece al Campus
Cérdoba del Colegio de Postgraduados, ubicado en Ama-
tlan de los Reyes, Veracruz, México, a 18° 50 LN y 96°
55° LW, y una altitud de 660 m. Su clima es del tipo Am,
calido-himedo con lluvias en verano (Garcia, 1981). El
suelo es de textura arcillosa, moderadamente acido, rico en
materia organica en la capa de 0 a 20 cm; en temporada de
lluvias el manto fredtico se eleva y puede afectar el desa-
rrollo del arbol (Rodriguez, Com. pers.)'.

Desarrollo fenologico y colecta de
material vegetal

Para el estudio fenoldgico y andlisis de azadiractina,
cada dos semanas (a partir de la floracion, en abril 15 del
2001) y hasta finales de octubre, se colectaron brotes ter-
minales de dos ramas marcadas por arbol, ubicadas en
puntos opuestos, de 10 arboles de la variedad “Nacional”
de ocho afios de edad. Las caracteristicas fenoldgicas re-
gistradas, con sus respectivas fechas de ocurrencia, fueron:
formacion de yemas foliares, diferenciacién y desarrollo
de yemas florales hasta la antesis, y desarrollo del fruto
desde la polinizacién hasta su madurez fisiologica.

Con los datos de temperatura y precipitacion registra-
dos en la Estacion Metereoldgica del Campus Cérdoba se
calcularon las unidades calor (UC) acumuladas para alcan-
zar cada etapa fenoldgica, conforme al método residual
(Ortiz-Solorio, 1987), con la siguiente ecuacion:

3 szl'n +Tmax
2

uc Tb

donde: Tmin y Tmdx son las temperaturas minima y maxi-
ma diarias, y 7b= temperatura base. La 7b se fij6 en 15
°C, al considerar que la dptima para margosa es de 21 °C
(Parrotta y Chaturvedi, 1994).

Extraccion y cuantificacion de
azadiractina en frutos

Los frutos colectados en cada muestreo se clasificaron
en tres tamafios: frutos pequefios (194 a 828 mg/fruto),
frutos medianos (267 a 1142 mg/fruto) y frutos grandes
(289 a 1275 mg/fruto); la variacién en peso en cada tama-
fio de fruto se debe a la edad, de modo que los menores
pesos corresponden a frutos de 31 d y los mayores pesos a

p A Rodriguez (1998) Adaptabilidad del drbol de margosa (Azadirachta indica A. Juss.) en la
zona centro de Veracruz y su utilidad en el combate de la broca del cafeto (Hypothenemus hampei
Ferr). Tesis Doctoral. Colegio de Postgraduados. Campus Veracruz, México.
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frutos de 127 d de edad. Para la extraccion de azadiracti-
na, de cada tamafio de fruto y en cada fecha de muestreo
se usé una muestra de 5 g de peso fresco, que correspon-
di6 a 25, 19y 17 frutos de 31 d o 6, 5 y 4 frutos de 127 d
de edad, para los tamafios pequefio, mediano y grande,
respectivamente. Las muestras de fruto se deshidrataron en
un liofilizador Labconco modelo 4.5 ®, a -40 °C y 133 x
10” mbar, por 72 h. De la materia seca y molida se desen-
grasd 1 g mediante agitacion con 20 mL de éter de petro-
leo por 20 h en un agitador Ika Labortechnik KS 250, a
540 g. El residuo obtenido se sometid nuevamente a agita-
ci6én por 20 h en 20 mL de metanol puro para la extraccion
de azadiractina. Se recuper6 la fraccién liquida mediante
decantacion, y el disolvente se elimind mediante un rota-
vapor BUCHI modelo R-114 a una temperatura de 45 °C y
una presién de 80 kPa. El extracto asi obtenido se resus-
pendi6 en 15 mL de metanol-agua (2:1).

El extracto metanélico-acuoso se extrajo con dicloro-
metano (20 mL, tres cambios); luego se eliminé la frac-
cion acuosa y se recupero la fraccion orgénica, misma que
se llevo a evaporacion a 40 °C en rotavapor. El residuo se
resuspendié en acetonitrilo (3 mL), y luego se filtr6 en
acrodiscos Iso-disc con membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE) con poros de 0.2 um de didmetro (técnica modifi-
cada de Johnson ef al., 1996).

La cuantificaciéon de azadiractina en los extractos se
hizo por triplicado mediante inyeccion de 20 pL por mues-
tra y por repeticion, en un cromatografo de liquidos de alta
precision Hewlett-Packard serie 1100, equipado con detec-
tor UV Vis y columna Supelcosil LC 18 de 25 cm x 4.6
mm, 5 um; el eluyente fue una mezcla de acetonitrilo-agua
(70:30), a un flujo de 0.5 mL min; la lectura se hizo a
una longitud de onda de 210 nm y a temperatura ambiente
(25 °C £+ 1). Los cromatogramas resultantes de las mues-
tras se compararon con una curva de calibracion elaborada
con una solucién estdndar de azadiractina (pureza de 99
%), obtenida por dilucién de 1 mg del estindar en 2 mL de
acetonitrilo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desarrollo fenolégico

El crecimiento de hojas y flores de la margosa ocurrié
en forma simultdnea y en un periodo de tres meses, del 15
de febrero con la iniciacién floral, al 15 de abril, con la
antesis (Cuadro 1). La formacién de yemas latentes inicid
en abril, cuando se suspendié el desarrollo de nuevos pri-
mordios foliares, y los ya formados se transforman en
bracteas que se sobreponen y secretan una resina que per-
siste sobre las yemas hasta mediados de febrero del si-
guiente afio.
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Cuadro 1. Eventos fenologicos en el drbol de margosa, en Cérdoba, Ver. 2001.

Nium Evento fenolégico Descripcién Fecha de Unidades
inicio calor
acumuladas
1 Ruptura del letargo e inicio de Ruptura de la cubierta de resina que cubre las yemas, debido al crecimiento de los primordios Feb 10 452
diferenciacién foliar foliares de forma lanceolada.
2 Iniciacion floral En las axilas de los primordios foliares mas desarrollados aparecen yemas florales de forma Feb 16 482
globular. Continda la diferenciacion foliar.
3 Inicio de ramillas de la inflores- Las yemas florales forman el raquis de la inflorescencia, en cuyo extremo se forman los pri- Feb 23 515
cencia mordios de las ramillas secundarias y terciarias.
4 Iniciacion de botones florales Aparicion de primordios de botones en las ramas terciarias. La cubierta de resina de la yema Mar 16 660
desaparece por completo. Los primordios apicales cesan la formacién de nuevos primordios
de hojas; es decir, en este evento se determina el nimero total de hojas del brote.
5 Antesis Inicia la apertura de flores y la polinizacion. Abr 15 900
6 Inicia abscisién de inflorescen- Algunas inflorescencias se desprenden y caen del brote, probablemente debido a la competen- May 14 1136
cias cia por fotoasimilados entre estas estructuras.
7 Cese del crecimiento e inicia- Cesa el crecimiento de flores e inflorescencias. Las hojas dejan de crecer, atin las inmaduras. Jun 06 1351
cion de yemas latentes. Frutos Las nuevas yemas foliares se cubren de resina. Frutos de 2 mm de didmetro y 4 mm de largo.
pequetios
8 Frutos medianos Los frutos miden 7 mm de didmetro y 12 mm de largo. Jul 13 1675
9 Frutos grandes, verde sazén Los frutos alcanzan su mayor tamafio, con 10 mm de didmetro y 14 mm de largo. Es el mo- Ago 09 1973
mento de la madurez fisioldgica.
10 Frutos maduros Comienza la senescencia en los frutos. El mesocarpo adquiere una textura suave. Sep 16 2290
11 Caida de frutos Los frutos se secan completamente y caen. Oct 05 2456
12 Abscision de inflorescencias Las infrutescensias carentes de frutos, cambian de color verde a amarillo, se desprenden y Oct 14 2540

caen todas.

El desarrollo de los frutos finaliz6 a mediados de sep-
tiembre, y fue seguido de un periodo de abscision de y de
letargo; éste ultimo transcurre de octubre a infrutescensias
mediados de febrero. La duracién de los diversos periodos
fenol6gicos discrepa con la registrada por otros autores en
otras localidades, lo que se atribuye a los requerimientos
térmicos de la especie, de manera que cuanto mas bajas
son las temperaturas més dias deberdn acumularse para
completar los requerimientos de una etapa fenoldgica.

La floracién requirié 900 UC; dado que con este even-
to se inicia también la polinizacién y que la madurez fisio-
l6gica de los frutos requirié 1940 UC, la formacion de los
frutos en Coérdoba se logr6 con 115 d y 1040 UC. En la
Figura 1 se ilustran algunos estados del desarrollo del fruto
y de los tejidos que lo constituyen.

El desarrollo de las inflorescencias es acrépeto, porque
las estructuras de la base (botones, flores o frutos) se
desarrollan antes que las del 4pice, lo que origina variabi-
lidad en el tamafio de los frutos, en cualquier fecha de
muestreo.

Contenido de azadiractina en frutos

En los arboles de ocho afios de Cérdoba, Ver., el con-
tenido de azadiractina varié con el estado de desarrollo
(edad) de los frutos y con su tamafio (Figura 2). En los
frutos pequefios y grandes dicho contenido aumenté con-
forme avanzd el desarrollo del fruto, hasta alcanzar su
méximo valor (2.8 mg g’ de materia seca) a los 127 d
después de la antesis, cuando también alcanzé su mayor
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tamafio. En cambio, en los frutos medianos el maximo
contenido ocurrid a los 66 d, cuando los frutos atn estaban
a la mitad de su crecimiento; se desconoce la causa de la
diferente cinética de acumulacion de azadiractina observa-
da en frutos medianos, pero es similar a la registrada por
Gersherzon y Croteau (1991) en tejidos que sostienen al
fruto. Después del valor maximo, en todos los tamaiios de
fruto la concentracion de ese terpenoide disminuy$ rapi-
damente, pues baj6 a sdlo la mitad o menos del maximo en
apenas 20 d. Estos resultados sefialan la conveniencia de
hacer la extraccion de azadiractina en cuanto el fruto llega
a la madurez fisiologica.

En embriones obtenidos de frutos maduros de 128 d de
edad, Johnson et al. (1996) encontraron un contenido
méximo elevado (10.4 mg g’ de azadiractina) en arboles
de 15 a 22 afios plantados en regiones aridas de Sri Lanka.
Segtin el Consejo Nacional de Investigacion (National Re-
search Council, 1992), el contenido promedio en semillas
es de 4 mg g, mientras que Ermel ef al. (1984) indican
que el contenido de azadiractina varia desde 1.5 hasta 5.2
mg g, en semillas de diferentes localidades de Burma y
Togo (con lluvias de 780 a 1011 mm anuales) y de la India
y Sudén con localidades ain mas lluviosas. En Cérdoba la
precipitacion anual fue de 1592 mm, en comparacién con
esos sitios. La diferencia en concentraciones de azadiracti-
na entre las distintas localidades puede deberse a la varia-
cion en la edad de los arboles y a factores genéticos y am-
bientales.
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Figura 1. Frutos de margosa. A. A los 52 dias. B. A los 66 dias. C. A los 80 dias. D. A los 98 dias después de floracion. SE = Saco embrionario; EG = Endosper-
mo gelatinoso; HB = Hilos blancos; ME = Mesocarpio; CS = Cubierta seminal; EN = Endocarpio; COT = Cotiledones; EM = Embrion; y TE = Tegumentos. Las

barras negras representan 5 mm.

2.5 ——A——Fruto pequeiio (194 a 828 mg)
- - -O- - - Fruto mediano (267 a 1142 mg)

— - —Fruto grande (289 a 1275 mg)
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Azadiractina (mg g materia seca)

31 52 66 85 99 114 127 147
Dias después de floracién

Figura 2. Contenido de Azadiractina en frutos de margosa de tres tamarios, a
través de su desarrollo fenologico, en Cordoba, Ver. Las barras verticales
representan la desviacion estdndar (n=3); donde no se aprecian, es porque
son de menor magnitud que el simbolo.
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Entre los tejidos del fruto, el embrién mostrd la mayor
concentracion de azadiractina (Figura 3). En esta evalua-
cién se corrobord que el contenido de azadiractina aumenta
con la edad del fruto hasta lograr el maximo a los 114 d,
una semana antes de la madurez fisioldgica; esta concen-
tracién maxima fue de 5.88 mg g, lo cual representa un
aumento de 4.8 veces en relacion con frutos més jévenes,
de 80 d. Estos resultados son contrarios a los de Gershen-
zon y Croteau (1991), quienes reportaron que las estructu-
ras jévenes del fruto superan a las maduras en 2 a 10 ve-
ces, en la concentracion de azadiractina; sin embargo, es-
tos autores se refieren a tallos y hojas asociados con las
estructuras reproductivas, y no a frutos especificamente.
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Figura 3. Contenido de azadiractina en los diferentes tejidos del fruto de mar-
gosa y en diversas edades, en Cordoba, Ver. Las barras verticales representan
la desviacion estdndar (n=3); donde no se aprecian, es porque son de menor
magnitud que el simbolo.

CONCLUSIONES

En Coérdoba, Ver., la formacion de hojas y flores en
arboles de margosa es simultinea y dura tres meses (febre-
ro a abril), y requieren 900 unidades calor. La formacién
de frutos dura cuatro meses, o 1040 unidades calor, y no
compite con la formacién de hojas y flores. Sigue el perio-
do de abscision de influtescencias y frutos, junto con la
latencia de yemas axilares, de octubre a febrero.

Se confirm6 que los frutos contienen azadiractina desde
etapas fenoldgicas tempranas de su formacién y que en la
mayoria de frutos su concentracion aumenta con la edad,
desde 0.4 mg g’ a los 31 d hasta 2.8 mg g"' a los 127 d
después de la floracién (madurez fisiolgica), en frutos
completos, para luego disminuir rapidamente a la mitad en
apenas 20 d. Por tanto, conviene hacer su extracciéon cuan-
do el fruto llega a madurez fisiologica. El embrion es el
tejido que contiene més azadiractina (hasta 5.8 mg g™),
con 83 % del total en el fruto. Las maximas concentracio-
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nes registradas en Cérdoba, Veracruz son similares a las
obtenidas en otras plantaciones de margosa establecidas en
climas himedos, pero inferiores en 50 a 75 % que las
méximas obtenidas en climas aridos.
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