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RESUMEN

Se evalué el contenido de azadiractina A en semillas de nim (Aza-
dirachta indica A. Juss) cosechadas en 2002 de arboles plantados en
Sinaloa. Los frutos fueron colectados directamente de los arboles y
procesados en el Laboratorio de Toxicologia del Centro de Investiga-
cion en Alimentacién y Desarrollo, Unidad Culiacan. La azadiractina
A se cuantificé por cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa, provisto con un detector UV-VIS a 217 nm. Se observaron
diferencias significativas en el contenido de azadiractina A entre los
genotipos de diferentes origenes, atribuibles a variaciones genéticas.
Los resultados indican que en Sinaloa los arboles provenientes de Fi-
lipinas mostraron mayor contenido de azadiractina A en sus semillas
con una concentracién media de 2895 pg g, comparada con 1994 ug
¢! en semillas de arboles originarios de Haiti. El estado de madurez
de los frutos al momento de cosecharse es determinante para obtener
mayores niveles de azadiractina A, ya que al avanzar la madurez del
fruto de verde-amarillo a amarillo, hubo una reduccion del 35 % en
el contenido de azadiractina.

Palabras clave: Azadirachta indica, azadiractina A, variacion gené-
tica, semillas de nim.

SUMMARY

Azadirachtin content in neem seeds (Azadirachta indica A. Juss)
was evaluated in 2002 from trees planted in Sinaloa, México. Fruits
were collected directly from trees and processed in the Toxicology
Laboratory at the Centro de Investigacion en Alimentacién y Desar-
rollo, Campus Culiacan. Azadirachtin A content was quantified by
reverse phase high resolution liquid chromatography using a UV-VIS
detector at 217 nm. Significant differences in azadirachtin A content
were found among genotypes from Filipinas and Haiti, probably due
to natural genetic variation. Seeds from trees introduced from the
Philippines had a mean azadirachtin A content of 2895 pg g, as

Recibido: 17 de Marzo del 2004.
Aceptado: 22 de Octubre del 2004.

compared to 1994 pg g’ in trees introduced from Haiti. Fruit matur-
ity stage at harvest determines azadirachtin A content, since yellow
fruits had 35 % less azadirachtin than green-yellow fruits.

Index word: Azadirachta indica, azadirachtin A, genetic variation,
neem seeds.

INTRODUCCION

El arbol del nim o margosa (Azadirachta indica A.
Juss) pertenece a la familia Meliaceae y es nativo de India.
Se encuentra ampliamente distribuido en el Sur y Sureste
de Asia y en la mayor parte de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Benge, 1989). Este arbol es co-
nocido por sus propiedades medicinales en humanos (Kau-
sik et al., 2002) y por su uso en control de plagas en culti-
vos agricolas (Koul ef al., 1990). Los extractos obtenidos
de su semilla contienen diversos agentes bioactivos contra
hongos (Govindachary et al., 1998) e insectos; el mas po-
tente es el nortriterpenoide conocido como azadiractina
(Mordue y Blackwell, 1993). Se ha demostrado la presen-
cia de isémeros nuevos de azadiractina (Govindachari et
al., 1991), de los cuales azadiractina A (Figura 1) es el
metabolito més importante, por su actividad insecticida y
cantidad presente en las semillas de nim (Rembold, 1989;
Jones et al., 1989).
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Figura 1. Estructura quimica de la azadiractina A (Rembold, 1989).

Este limonoide interfiere en el proceso normal de la
metamorfosis de insectos, reduce la fecundidad, el creci-
miento, la ovipostura y la alimentaciéon de los insectos
(Schmutterer, 1990). La azadiractina se presenta en cual-
quier parte anatomica del arbol; sin embargo, la concen-
tracion mas alta se obtiene de las semillas (Dai et al.,
2001).

El contenido de azadiractina en semillas obtenidas de
arboles de nim a nivel mundial o dentro de un mismo pais
es variable. Por ejemplo, Ermel ef al. (1984) evaluaron la
cantidad de azadiractina en semillas de arboles localizados
en diferentes regiones de India, Togo, Sudin y Nigeria;
observaron que los niveles de este limonoide varian de
1000 a 6000 pg g’y sugirieron que estas diferencias se
deben a condiciones ambientales locales como humedad
relativa, precipitacion o temperatura. Kumar y Parmar
(1997) también estudiaron el contenido de azadiractina de
algunos ecotipos de la India y sugirieron que las causas de
la variacion en el contenido de azadiractina se deben a di-
ferencias en las condiciones climatoldgicas donde se loca-
lizan los cultivos de nim. Sin embargo, Sidhu et al. (2003)
observaron en India que los arboles de un mismo origen,
cultivados bajo las mismas condiciones de suelo y clima,
poseen diferencias significativas en la capacidad de pro-
duccién de azadiractina, por lo que sugieren que la diver-
sidad genética en plantas de un mismo origen es determi-
nante para la produccién de azadiractina y no los factores
climaticos.

La introduccién del arbol del nim en el noroeste de
México se inici6 en la década de los noventas a partir de
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dos origenes. El primer grupo se plant6 en Los Mochis,
Sinaloa y se propagd en la parte centro y norte del estado
de Sinaloa. El otro grupo fue introducido a Todos Santos,
Baja California Sur y su propagacion se extendié hasta el
centro de Sinaloa.

Debido a que la azadiractina A es el componente activo
del nim que se utiliza para determinar la calidad de la ma-
teria prima para formular plaguicidas, el objetivo de este
estudio fue determinar si existen diferencias en el conteni-
do de azadiractina A en las semillas de arboles introduci-
dos en el noroeste de México a partir de los dos sitios de
origen mencionados, asi como en frutos de diferente estado
de maduracién.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de frutos y preparacién de semillas de nim

Los muestreos de frutos de nim se realizaron en agosto
de 2002 en dos areas geograficas del estado de Sinaloa. En
el Centro del estado en el municipio de Culiacin se mues-
trearon arboles en la plazuela Rosales -a orilla del rio Ta-
mazula- y en las instalaciones del Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
también en el municipio de Angostura en el Rancho El Ca-
chor6n. En el Norte del estado las muestras se tomaron en
Guasave en Juan José Rios, asi como en el municipio de
Ahome, en Los Mochis y en el Rancho Camayeca (Figura
2). Se colectaron tres muestras de un kilogramo de fruto
maduro (color amarillo), directamente de las ramas de los
arboles seleccionados al azar en cada plantacion.
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Figura 2. Sitios de muestreo de semillas de drboles de nim plantados en el centro del estado de Sinaloa; Culiacdn (1) y Angostura (2); y en el norte, Gua-

save (3) y Ahome (4).

Para la evaluacion del efecto del grado de madurez en
la cantidad de azadiractina de las semillas se utilizaron
muestras de arboles de Juan José Rios. Se tomaron tres
muestras de un kilogramo de frutos en dos estados de ma-
durez, verde-amarillo y amarillo. En el laboratorio los fru-
tos fueron despulpados, lavados manualmente y las semi-
llas se secaron directamente al sol por 4 h y bajo sombra
durante 15 d. Finalmente, las semillas sin testas fueron
almacenadas a 5 °C.

Molienda y extraccion de azadiractina A

Se molieron 5 g de semillas de nim en una licuadora
comercial. Se pesé un gramo de semilla y se colocd en tu-
bo de plastico de 50 mL. Posteriormente se adicionaron 50
mL de metanol y se agit6 por 10 min en un vortex a su
méxima capacidad. Enseguida, la muestra se centrifugd a
4960 g por 10 min y de la fase acuosa se filtraron 5 mL a
través de una membrana acrodisc de 0.45 micras de poro.
Este filtrado se coloco en viales de 1 mL y el automues-
treador inyectdé 20 mL por muestra al sistema cromatogra-
fico (Kaushik, 2002).

Determinaciéon de azadiractina del aceite de nim

La determinacion de azadiractina A se obtuvo utilizan-
do la metodologia desarrollada por Kaushik (2002). Se uti-
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lizé un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion equipa-
do con un automuestreador marca Varian Prostar modelo
410, un sistema de bombeo de solventes marca Varian
Prostar modelo 240, un detector Varian UV-VIS modelo
Prostar 310 y un sistema integrador de datos Varian Pros-
tar Work Station version 5.5, una columna Waters de 150
x 3.9 mm empacada con Novopack C-18 de tamafio de
particula 4 Mn. La fase moévil consisti6 en agua-
acetonitrilo (60:40) a un flujo de 1 mL-min" por 30 min.
La deteccion de azadiractina se llevd a cabo por absorban-
cia a una longitud de onda de 217 nm. Todos los analisis
se llevaron a cabo a temperatura ambiente. El pico corres-
pondiente a la azadiractina se detect6 a los 5.3 minutos y
fue validado con un estindar certificado (Sigma-Aldrich,
St. Louis MS.) con pureza de 95 %.

Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al
azar con arreglo factorial de tratamientos. Los factores
evaluados fueron: origen del germoplasma con dos niveles
(Filipinas y Haiti) y localizacion del germoplasma, ya fue-
se en el Centro o en el Norte de Sinaloa. El nimero de re-
peticiones fue variable y por cada muestra se hicieron
cuantificaciones de azadiractina por triplicado. A falta de
interaccion, las medias de los efectos principales significa-
tivos se separaron por la prueba de Tukey (P < 0.5). Por
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otra parte, el efecto del grado de madurez de los frutos se
experiment6 s6lo con los arboles de Los Mochis, en el
cual se consideraron dos estados de madurez, verde-
amarillo y amarillo. El disefio experimental también se
hizo completamente al azar y la separacion de medias por
Tuckey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han utilizado diversos métodos cromatograficos para
determinar el contenido de azadiractina en semillas, aceite
y formulaciones a partir de semillas de nim. Ermel et al.
(1984) utilizaron la cromatografia de capa fina en extractos
de semillas de nim, Johnson y Morgan (1997) y Ambrosi-
no et al. (1999) reportaron el uso de la cromatografia de
fluido supercritico para la determinacion, tanto cualitativa
como cuantitativa de azadiractina en extractos crudos de
semillas de nim; debido a que estas técnicas no requieren
de una limpieza de las muestras, no se pueden utilizar co-
mo métodos de rutina para la determinacién de azadiracti-
na.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es am-
pliamente utilizada para la determinacién de azadiractina
en semilla, aceite y productos derivados del nim y sélo di-
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fiere en los métodos de extraccién o limpieza de la mues-
tra. La extraccion de fase soélida se ha utilizado para la ex-
traccién de los limonoides en cultivos de tejidos y se puede
utilizar para el anilisis de azadiractina en semillas de nim
(Jarvis y Morgan, 2000). Recientemente, Sharma et al.
(2003) utilizaron la extraccion metandlica de azadiractinas
A, By H a partir de semillas de nim previamente desen-
grasadas para la posterior purificacion de los limonoides.
En el presente estudio se determiné el contenido de azadi-
ractina con la metodologia reportada por Kaushik (2002) y
con metanol como solvente de extraccion de la azadiractina
A. Ese método es econdmico y accesible para ser estable-
cido para el control de calidad del aceite de semillas de
nim.

En la Figura 3 se presentan los cromatogramas: Fase
mdvil (a), concentracién conocida de azadiractina A (b) y
una muestra procesada de semilla de nim (c). El cromato-
grama correspondiente a la inyeccion de una concentracién
conocida mostré un pico con un tiempo de retencién 5.3
min. Este pico puede también ser claramente distinguido
en muestras de semillas de nim a las que se les determind
el contenido de azadiractina A, donde el tiempo de reten-
cion de este limonoide fue de 5.3 min., igual al cromato-
grama con estandar.
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Figura 3. Cromatogramas de liquidos de alta resolucion para la determinacion de azadiractina A en semillas de nim. a. Fase movil; b. Estdndar de azadi-

ractina A; c. Muestra de semilla de nim.
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El analisis estadistico indic6 que no hubo una interac-
cion significativa entre el origen del germoplasma y la in-
fluencia del ambiente en el cual se desarrollan las plantas.
Esto significa que la cantidad de azadiractina A no esta
condicionada por la interaccién de estos dos factores, sino
por los efectos principales, mismos que se presentan a con-
tinuacion.

Efecto del sitio en que se encuentra el
Germoplasma

No se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes sitios localizados en el norte y centro de Sinaloa,
con medias de 2463 y 2233 ug g' de azadiractina A en
semilla, respectivamente (Figura 4). Esto contrasta en lo
reportado por Ermel ez al. (1987), quienes reportaron una
alta variabilidad en el contenido de azadiractina entre
muestras de varias regiones geograficas del mundo, y su-
gieren que dichas diferencias podrian deberse a condicio-
nes ambiental en humedad, precipitacion y temperatura.
Kumar y Parmar (1997) también evaluaron ecotipos pre-
sentes en India y observaron grandes variaciones en el con-
tenido de este limonoide, por lo que igualmente sugirieron
que la variacién se debe a la intensidad de las precipitacio-
nes pluviales, a las sequias extremas y a la humedad relati-
va en los diferentes ambientes. En los datos de Sinaloa re-
sulté evidente una alta variabilidad entre las diferentes po-
blaciones muestreadas, que indican que no hay diferencias
significativas dentro de los ambientes evaluados, que se
requiere de un tamafo de muestra més elevado, o que no
existieron diferencias ambientales importantes entre los
sitios muestreados.
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Figura 4. Contenido de azadiractina A en drboles de nim plantados en
dos regiones del estado de Sinaloa en México.
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Efecto del origen del germoplasma
El anilisis estadistico indic6 una alta significancia

(P<0.0001) para origen de los arboles como efecto prin-
cipal.
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Figura 6. Comparacion de medias en el contenido de azadiractina A en
semillas de nim colectados en estado verde-maduro y maduro

Los érboles originarios de Filipinas produjeron mayor
cantidad de azadiractina, con una media de 2895 pg g'de
semilla, mientras que los arboles originarios de Haiti rin-
dieron s6lo 1994 g g”'. En un estudio similar; Sidhu ez al.
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(2003) evaluaron la variabilidad en el contenido de azadi-
ractina A en semillas de nim de 4rboles originados en dife-
rentes sitios de India; sus resultados sugieren que existen
variaciones entre individuos de una misma regién, por lo
que los factores climaticos no son determinantes para que
un ecotipo de nim muestre un alto contenido de azadiracti-
na. Estos autores sugieren que la variabilidad genética pue-
de afectar el nivel de produccién de azadiractina. Los re-
sultados obtenidos en Sinaloa muestran que las diferencias
en la produccién de azadiractina A en una regién entre
germoplasma de diferente origen, se debe a la variacién
genética intrinseca, ya que los arboles se encontraban en
un mismo sitio y con condiciones muy similares de suelo,
clima y agua.

Efecto de la madurez del fruto

Se determiné que a medida que los frutos maduran,
disminuye el contenido de azadiractina A en las semillas.
El contenido promedio de azadiractina en semillas de nim
de frutos verde-amarillos fue de 4210 Sidhu et al. (2003),
mientras que en semillas de frutos amarillos, mas madu-
ros, el contenido fue de 2750 pg g'. Shirish er al. (1995)
también encontraron que los niveles de azadiractina son
mas altos en semilla de nim de frutos verde-amarillo que
de frutos amarillos, mientras que Ramos et al. (2004) re-
portaron disminuciones significativas después de la madu-
rez fisioldgica del fruto.

CONCLUSIONES

La concentracién de azadiractina A en semillas de nim
en Sinaloa estd determinada por el genotipo, mientras que
el ambiente no ejerce un efecto significativo. En Sinaloa
los arboles de nim provenientes de Filipinas tienen semillas
con mayores concentraciones. No obstante tanto los arbo-
les provenientes de Filipinas como los de Haiti producen
cantidades de azadiractina suficiente para ser utilizadas
como materia prima para la produccién de plaguicidas. Por
otra parte, el estado de madurez mas apto para la colecta
de frutos de nim es cuando estdn cambiando de color verde
a amarillo, debido a su alto contenido de azadiractina A en
sus semillas.
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