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1. Justificacion:

Este Informe se presenta como parte de los requisitos para la obtencion del titulo de grado
Quimico, orientacién Agricola y Medio Ambiente, plan de estudios 2000 de la Facultad de
Quimica, UdelaR.

El plan de trabajo fue realizado en base a un proyecto ya en marcha en el Instituto de
Investigacion Agropecuaria (INIA), Estaciéon Las Brujas, denominado “Produccion local
participativa de bioplaguicidas (ANIl_AIS 662), financiado como Proyecto de Alto Impacto
Social por parte de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion. El mismo involucra la
investigacion, obtencion de conocimientos y transferencia de tecnologia a los productores
dedicados a la Agricultura Organica, como parte de los Programas Nacionales de Produccion
Fruticola y Produccion Familiar de INIA.

Plan de Trabajo:

El Plan de trabajo propuesto para Practicantado de Quimico, vinculo los siguientes puntos:



*Cuantificacién de principios activos fitosanitarios en Melia azedarach (TLC,
espectrofotometria, HPLC).

*Obtencidn de principios activos limonoides a escala preparativa (TLC, LC, HPLC).

*Participacion en realizacion de pruebas de formulacion y efectividad de bioplaguicidas en

laboratorio y campo.

*Obtencion de extractos estandarizados de Melia azedarach y otros coadyuvantes de origen

botanico.

2. Objetivos

*Realizar un estudio de la capacidad bioplaguicida de extractos de frutos de Melia azedarach
junto a coadyuvantes naturales, evaluando su estabilidad en condiciones de almacenamiento y

efectividad frente a insectos plaga en condiciones de laboratorio y campo.
*Determinar la naturaleza quimica de los principios bioactivos.

3. Resumen:

En éste trabajo se realizaron avances en el estudio del proceso de extraccion, almacenamiento
y aislamiento de principios bioplaguicidas en extractos del arbol del paraiso (Melia azedarach),
realizando formulaciones de los mismos junto a coadyuvantes naturales, y evaludndolas en

bioensayos en laboratorio y pruebas de campo.

La extraccién de los principios activos plaguicidas (limonoides) fue a partir de los frutos de
paraiso molidos, empleando una mini-planta extractora y etanol como solvente. Dicho proceso
extractivo fue evaluado a través de los parametros materia seca y contenido de limonoides

totales, los que siguieron una tendencia logaritmica con el tiempo.

A los extractos se le realizaron pruebas de degradacién en almacenamiento bajo condiciones
de oscuridad, determinando contenido de limonoides totales y pH. Los resultados indicaron una
buena estabilidad hasta la quinta semana de ensayo, y marcada diferencia respecto de
estudios previos en condiciones de luminosidad, reflejando el caracter fotolabil de los

limonoides.

Para la obtencion de estdndares y para determinar la identidad quimica de los principios
activos, se realizaron varios procedimientos de aislamiento y purificacion de limonoides. Los
mismos permitieron la obtencidon de fracciones enriquecidas en un compuesto (presente en
frutos y semillas) que fue sometido a andlisis estructural por RMN y UV con reactivos de

corrimiento.



Para evaluar la efectividad de éstos extractos se prepararon varias formulaciones, una de las
cuales incluyé una porcion de extracto etandlico de Quillaja brasiliense Los resultados
obtenidos en laboratorio frente a Diabrotica speciosa (Coleoptera:Crysomelidae) y en campo
frente a Trialeurodes vaporariorum (Homoptera:Aleyrodidae) fueron promisorios, lo cual

indicaria la factibilidad del empleo de éste tipo de preparaciones en predios organicos.

4. Introduccion.

4.1- La problematica de la Agricultura Convencional: empleo masivo de agroquimicos
sintéticos.

Anualmente, una tercera parte de la produccion mundial de alimentos es perdida por la accion
de enfermedades y plagas, tanto a campo como en almacenamiento (Carpinella, 2003). Dentro
de tales agentes perjudiciales a la produccion, los insectos son los mayores responsables,
debido al gran numero de especies e individuos existentes y a la gran capacidad de adaptacion

gue han desarrollado a lo largo de su historia evolutiva (Bentancourt & Scatoni; 1999).

La solucién tecnoldgica que ofrece la agricultura convencional a partir de la llamada
“Revolucion Verde”, es la aplicacion masiva de pesticidas sintéticos. Los mismos han
demostrado una diversidad de efectos ambientales y ecoldgicos no deseados, desequilibrando
el balance natural en los ecosistemas (Bhatl, 2004). Dentro de ellos se incluyen: la generacion
de resistencia por parte de los insectos plagas, el exterminio de los enemigos naturales de los
mismos, la resurgencia de plagas secundarias, bioacumulacion y biomagnificacién de residuos
a lo largo de la cadena tréfica, y extensién de los mismos a matrices ambientales como suelo,
aire y agua (Habib, 2010; Brunherotto, 2001, Isman, 2002). Segun Habib, en promedio sélo el
0.1% de la cantidad de principio activo aplicado llega a su organismo blanco. Ello puede ser
aln mas critico, ya que hay ejemplos de pesticidas que al degradarse en el ambiente, pueden
derivar en productos mas téxicos que el principio activo original, como el conocido caso del
Parathion y su derivado Paraoxon (Joiners et. al., 1971).

Los pesticidas sintéticos también han demostrado tener una gran nocividad a la salud humana,
siendo responsables de intoxicaciones agudas, y en el caso de exposiciones crénicas pueden
derivar en enfermedades letales como el cancer entre otros (Prakash, 1997). El problema es
agravado debido a la transmision de los contaminantes por el aire, agua, y alimentos, lo que lo

hace un tema de primer orden en Salud Publica.

Lo mismos efectos nocivos son aplicables a otros agrotdxicos empleados en Agricultura
Convencional, por ejemplo herbicidas, fungicidas y nematicidas. En el mismo sentido, la gran
aplicacion de fertilizantes inorganicos trae aparejado la contaminacion de las napas freaticas e
incluso eutrofizacién, hecho que redunda en la pérdida de la biodiversidad acuética. (DINAMA,
2009).



El Uruguay ha sufrido un gran incremento en la utilizacion de agrotoxicos, lo cual se refleja en
la Figura 1, como volumen de importacion de los mismos. El aumento sostenido en la
importaciéon de dichas commodities se debe a la expansion de los cultivos de secano en el
pais, principalmente del cultivo de soja. La importaciéon de fungicidas, herbicidas e insecticidas
aumento un 160% en el periodo 2004-2008 respecto de 1999-2003, y casi un 400% respecto
del quinquenio 1994-1998. El mayor responsable de ese aumento fue el herbicida glifosato
(DINAMA, 2009).
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Figura 1: Importacién nacional de agrotdxicos en afios recientes.
Fuente: DINAMA.

El gran impacto ambiental y social que surge de la aplicacion de éste tandem de compuestos
sumamente nocivos a los agroecosistemas, puede devenir en una pérdida anunciada de la
calidad de vida humana y poner en serio riesgo la sustentabilidad de dichos sistemas
(Gonzalez de Molina & Guzman Casado; 2006). Es por ello que desde unos afios a ésta parte,
se ha comenzado a plantear la posibilidad de hacer una gestibn mas razonable y
ambientalmente amigable de los sistemas de produccién agricola a través de la llamada

Agricultura Organica.
4.2- La Agricultura Organica.

La Agricultura Orgéanica es aquella en la que la produccién de alimentos se realiza a través de
metodologias amigables al medio ambiente, generando productos seguros, de calidad y
seguridad para el consumo humano (FAO, 2003). Esta practica tiene uno de sus pilares en el
Manejo Integrado de Plagas (MIP), en donde se respeta el principio de biodiversidad, no
procurando eliminar las plagas sino mantener su poblacion dentro de limites econémicamente
tolerables (FAO, 2003). Las tecnologias aplicadas incluyen la utilizacion de semioquimicos

(compuestos involucrados en procesos de comunicacion quimica en la naturaleza), técnicas de



manejo cultural, empleo de organismos benéficos, aplicacion racional de pesticidas de sintesis,
entre otras (FAO, 2003; Bentley, 1990; Isman, 2002).

Los productos alimenticios organicos son altamente estimados por sus caracteristicas inocuas
para la salud, ya que para su cultivo no se emplean productos quimicos agresivos ni materiales
transgénicos. Los consumidores valoran asimismo el respeto por la naturaleza, la vinculacion
familiar generalmente imperante y el rol de la mujer en dicha produccion (INIA, 2009). Todo ello
se ha favorecido por una creciente preocupacion por el medio ambiente y la preservacion de

los recursos naturales, lo que se ha reflejado en los medios masivos de comunicacion.

Actualmente, en el Uruguay se cuenta apenas con 1900 hectareas dedicadas a la produccion
organica, en emprendimientos generalmente de escasa extension superficial, donde el rubro
con mayor participacion es el horti-fruticola (DINAMA, 2009; INIA, 2009).

4.3- Los Bioplaguicidas.

Una técnica bastante empleada en Agricultura Organica refiere al uso de bioplaguicidas:
organismos vivos (caso de microorganismos), parte de los mismos o compuestos derivados de

ellos que se emplean para el control de plagas en los agroecosistemas (FAO, 2003).

Dentro de los bioplaguicidas, los extractos de plantas conteniendo compuestos quimicos
derivados de las mismas (conocidos como botanicals en inglés), si bien son una técnica de
aplicacion milenaria, han ejercido en las Ultimas décadas una gran atraccién para la produccion
organica (Bhatl, 2004; Isman, 2002; Puri, 1999). Ello se debe a su especificidad de accion, la
degradacion de los compuestos a campo sin dejar residuos téxicos, la no afectacion de
organismos superiores, incluyendo al ser humano, entre otras (Isman, 1997, 2002; Roy, 2006;
Costa, 2004). Estudios con extractos de meliaceas, han demostrado que la especificidad de
accién puede verse comprometida en funcién de la dosis aplicada: dosis superiores a las
recomendadas aumentan la mortalidad de enemigos naturales de las plagas (Pevelig, 2006).
Sin embargo, la aplicacién en dosis adecuadas puede redundar en una mayor emergencia de
parasitoides de las mismas (Charleston, 2006), con su consiguiente beneficio ambiental y
econdmico. Por ello no hay que perder de vista que la aplicacibn en campo debe ser
responsable en cuanto a cantidad y periodicidad, y basada en el monitoreo de la poblacion

existente de los insectos dafiinos.

La accion biolégica en el control de plagas se debe a compuestos del metabolismo secundario,
los cuales cumplen generalmente la funcion de defensa quimica del organismo vegetal ante el
ataque de herbivoros, producto de la coevolucién (Bentley, 1990; Arnason 2004; Hammad,
2008). A pesar de que dichos compuestos de defensa sean téxicos a las plagas, la funcion
observada no suele ser la muerte del herbivoro, sino la deterrencia alimentar y de oviposicion,
la regulacién en el crecimiento y desarrollo de los insectos, y la disminucion de la fertilidad
(Isman, 2002).



La degradabilidad y la no toxicidad resultante de los bioplaguicidas se basa en la alta relacion
carbono/nitrégeno comparado a los pesticidas sintéticos, y en la ausencia de funcionalidades
quimicas persistentes como grupos fosforados, compuestos halogenados y con metales
pesados en su estructura (Prakash, 1997).

Otro aspecto interesante de los pesticidas botanicos es que su accioén no se debe a un principio
activo en general, sino que en los extractos suele haber decenas de componentes muy
relacionados estructuralmente, los que ejercen efecto sinérgico (Philogene, 2005).
Adicionalmente, los metabolitos de plantas pueden tener sitios de accion multiples y en muchos

casos novedosos (Prakash, 1997).

La Quimica de pesticidas ha tomado como ejemplo los compuestos aislados de las plantas y
ha sintetizado derivados para su aplicacion a campo con el objetivo de independizarse de la
fuente vegetal. Esto es particularmente importante en el caso de las especies nativas con baja
velocidad de proliferacion, permitiendo asi también la preservacion de los recursos naturales
(Costa, 2004). Un ejemplo en éste sentido ha sido el descubrimiento de extractos con
capacidad pesticida en el Piretro (Chrysantemun cinerariaefolium, Asteraceae), la que se debe
a compuestos terpénicos no convencionales (ausencia del patrén propio de biosintesis de los
mismos) denominados piretrinas, los que son miméticos de la hormona juvenil de los insectos
(Bentley, 1990; Viegas Junior, 2003; Isman, 2002). Los compuestos sintéticos surgidos a partir
de tal estudio se conocen como piretroides, siendo su mecanismo de accion similar al de los
pesticidas organofosforados (OP), con una mayor capacidad de degradacion en el ambiente
(Viegas Junior, 2003).

Los pesticidas botanicos, a pesar de presentar minimos efectos nocivos al medioambiente, han
tenido varios impedimentos para su desarrollo. Los principales refieren a la estandarizacion y
control de calidad de las formulaciones, escasez de la fuente original, y el registro en las
normativas nacionales (Isman, 1997; Costa, 2004). La estabilizacion es dificultosa debido
principalmente a la variabilidad propia de los metabolitos secundarios en funcion de las
condiciones ambientales imperantes (Arnason, 2004; Carpinella, 1999). Aspectos tales como
optimizacién de las condiciones de extraccion y almacenamiento (con la posible generacién de

artefactos), son alin materia pendiente en muchos casos (Bhatl, 2004).

Metabolitos activos aislados de plantas pueden causar resistencia al ser aplicados solos, por
ejemplo: en el caso de la toosendanina, la polilla del tabaco (Spodoptera litura) se habitua a la
misma en 5 horas (por la activacién de posibles vias de detoxificacién) y lo mismo ocurre con la
azadirachtina (Isman, 2002). Sin embargo no se observa resistencia al aceite de neem ni a
extractos de Melia azedarach. Lo anterior marca la necesidad de emplear extractos y aceites
en las aplicaciones y no los componentes puros, dado que las mezclas generarian el efecto

sinérgico antes mencionado.

Por todo lo antedicho, los pesticidas botanicos han sido objeto de muchos planes de

bioprospeccién a lo largo del mundo, en la busqueda de posibles principios activos y
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formulaciones ambientalmente seguras. Ello se basa en que plantas relacionadas
filogenéticamente suelen poseer metabolitos secundarios similares, por lo que miembros de
familias de plantas con probada capacidad pesticida, suelen ser blanco de los estudios
(Arnason, 2004). En dichos planes de prospeccion, no puede faltar la adquisicién y valoracion
de los conocimientos no cientificos propios de diferentes grupos humanos (etnoprospeccion), lo
cual puede ahorrar muchos esfuerzos de investigacion (Bhatl, 2004).

4.4- Meliaceae, una familia promisoria.

Las meliaceas son conocidas desde antiguo como plantas con accién biolégica en medicina
natural, principalmente en la India y China (Hammad, 2008). La estrella dentro de ellas es el
Neem (Azadirachta indica), al cual la cultura popular y la religion han dado caracter de divino
(Puri, 1999). Dicho autor menciona una gran diversidad de usos homeopaticos de la corteza,
hojas y flores, reportados e incluidos en la Farmacopea India. Los mismos incluyen
tratamientos de piel, antipirético, anti-ulcérico, antimalarico, antiparasitario, antiinflamatorio, etc.
A pesar de lo antedicho, como todo producto bioactivo, tiene su dosis recomendada, ya que por
sobre el umbral puede actuar como narcético (Puri, 1999).

Sin embargo, las propiedades insecticidas que presentan las meliaceas, son las que han
contribuido a un gran énfasis en su investigacion (Bonhenstegel, 1999; Nakatatani; 1994,
Suresh 2002; Champagne, 1992). Por ejemplo el arbol del Neem posee reportada actividad
anti-alimentaria y regulatoria del crecimiento y desarrollo de distintos tipos de insectos y acaros
(Viegas Junior; 2003; Isman 1997; Puri, 1999). Otras meliaceas tales como Trichilla spp.,
Cedrela spp., Swietenia spp, Guarea spp., Khaya spp. y Chukrasia spp. han demostrado
también contener principios altamente téxicos para los insectos (Arnason, 2004; Regnault-
Roger 2005; Abdelgaleil, 2005).

El &rbol del paraiso y el de Neem son muy relacionados filogenéticamente, lo que se puede
apreciar en uno de los sindnimos del Neem: Melia azadirachta, lo cual ha provocado confusion
en algunas regiones (Puri, 1999). Melia toosendan, Melia volkensii, Azadirachta excelsa y
Azadirachta siamensis son otras especies que han recibido atencién en cuanto a su estudio
(Arnason, 2004; Peveling, 2006; Puri, 1999), por estar muy emparentadas al Neem, lo que

hasta la fecha constituye un debate entre los taxénomos.
4.5- Melia azedarach, el arbol del paraiso.

El arbol del paraiso (figura 2), Melia azedarach, es una especie caducifolia de la familia de las
Melidceas, originario de Persia, China e India (Hammad, 2008). Las propiedades
farmacolégicas de dicha especie son enormes y por tal aparece (al igual que el Neem) en la
Farmacopea china y en la medicina india para el tratamiento de malaria y dolores estomacales
e intestinales provocados por parasitos (Ong, 2007; Srivastava 1986; Nakatani, 1994; Oelrichs,
1983).
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El paraiso fue introducido en Uruguay y muchos paises del mundo debido a las caracteristicas
ornamentales de su porte y a la produccion de madera, lo cual lo hace un arbol de preferencia
para los paisajistas, urbanistas e ingenieros forestales. Una muy buena cualidad que presenta
en ese sentido es la gran resistencia al frio y climas aridos (Hammad, 2008), lo cual ha
repercutido en una excelente adaptacion a nuestras condiciones climatolégicas. Debido a ello
se ha naturalizado (crece sin necesidad de ser plantado) no sélo en nuestro pais sino en el
resto de América, Africa y Australia (Oelrichs, 1983; Nakatani, 1994; Zhou, 2004; Hammad,
2008).

El paraiso ha sido tempranamente reportado como téxico para el hombre y mamiferos
principalmente por la ingestion de sus frutos, habiéndose constatado muerte de nifios por éste
motivo (Oelrichs, 1983). Existen también una gran variedad de reportes en que se ha visto la
toxicidad para el ganado vacuno y lanar, cerdos, aves y cabras (Oelrichs, 1983; Carpinella;
1999). Empero, la variabilidad en la toxicidad en locaciones geogréficas tan distantes es
considerable, debido a la diferente composicion fitoquimica de las poblaciones (Carpinella,
1999; Hammad, 2008).

Sin embargo, la accién contra insectos es la mas profusamente probada: los extractos de
diferentes 6rganos provocan alto nivel de deterrencia (alimentar y de oviposicién), y mayor
duracion de los estadios larvales y pupales en insectos plaga (Carpinella, 2006; Peveling, 2006;
Charleston, 2006; Nathan, 2006; Coria, 2007). El efecto anti-alimentar llega a ser tan
importante que provoca la muerte de insectos por inanicion en bioensayos de consumo de no
eleccion (Defag6, 2006). Los insectos afectados pertenecen a varios Ordenes: Coleoptera,
Diptera, Lepidoptera, Thysanoptera, Hemiptera, Homoptera e incluso acaros (Carpinella, 2006).
Dicha actividad se debe a compuestos de naturaleza nortriterpenoide (triterpenos modificados),

conocidos genéricamente como limonoides (Ahn, 1994; Carpinella, 2006).

La efectividad de los extractos acuosos y alcohdlicos de paraiso est4 probada no sélo para
plagas agricolas, sino también contra una diversidad de parasitos y organismos nocivos para la
ganaderia (Maciel, 2006; Carpinella 2006), por lo cual también pueden ser una herramienta de
interés para la produccion organica de carne, la que en el pais es apenas un 4% (DINAMA,
2009).

De hojas, raices, corteza y frutos de Melia azedarach se han aislado compuestos limonoides
conocidos como meliacarpinas, azedarachtinas, nimbolidinas y otros, que poseen propiedades
anti-alimentares y téxicas debido a interferencia con las funciones fisioldgica y bioquimicas
bésicas (Srivastava, 1986; Carpinella, 2002, 2003; Nakatani, 1994; Huang, 1995;
Bohnenstegel, 1999). Las meliacarpinas (como la toosendanina y la meliartenina) han
demostrado actividad antialimentaria del mismo orden que la azadirachtina A del Neem, la cual
parece no estar presente en Melia azedarach. (Carpinella 2003, 2006). En base a tales
compuestos, fue patentado en Argentina un extracto alcohdlico para repeler insectos
(Xanthogalleruca luteola y Epilachna paenulata) (Carpinella, 2006).
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Figura 2: Melia azedarach L., el paraiso. Vista de los frutos, y su utilizacion como arbol de

ornato publico.

Fuentes: http://flowersinisrael.com/Flowgallery/Melia_azedarach flower2.jpg

http://online-media.uni-marburg.de/biologie/botex/mallorca05/bildgross/melia_azedarach2.jpg

4.6-Los limonoides, compuestos polifuncionales.

Los limonoides son principios amargos presentes en el orden Rutales, principalmente en la
familia de los citricos (Rutaceae) y Meliaceae. La estructura quimica de algunos limonoides de
melidceas es mostrada en la figura 3, caso de la azadirachtina A, el limonoide con mayor
actividad anti-insecto y principio activo de varias preparaciones comerciales patentadas
(Suresh, 2002; Isman, 1997), y la toosendanina aislada de corteza y frutos de M. azedarach
(Isman, 2002; Meng, 2009). En el paraiso, en la FQ-UdelaR se caracteriz6 estructuralmente un

limonoide relacionado (Diaz, 2009), cuya estructura se muestra también en la figura 3.

La diversidad y complejidad estructural de los limonoides es enorme (mas de 300 reportados),
en los cuales cambios en el patron de sustituciéon, estado de oxidacién, hidrofobicidad,
conectividad molecular, potencial electrostatico y distancia geométrica pueden influenciar su
actividad bioldgica (Suresh, 2002; Champagne, 1992; Roy, 2006).

Generalmente los limonoides son hallados en todo el vegetal, pero dentro de un mismo
organismo, los diferentes 6rganos producen diferentes tipos de compuestos (Champagne,
1992), lo cual implica diferente nivel de actividad bioldgica de los extractos (Brunherotto, 2001;
De Souza, 2001; Coria; 2007; Valladares, 2003). Champagne y Roy refieren que el patron
biosintético independiente del 6rgano es el mismo: incrementar el estado de oxidacion y el
rearreglo del esqueleto original hidrocarbonado de los esteroles eufano y tirucalano (conocidos
como protolimonoides o protomeliacinas) originados en la ciclacion del escualeno (Champagne,
1992; Roy, 2006). Las modificaciones posteriores dan la gran variabilidad, la que es mucho
mayor en Meliaceae que en Rutaceae (Roy, 2006).

Sin embargo nada se sabe del lugar fisico y la enzimologia involucrada en la sintesis dentro de
la célula, a excepcion de los frutos de Citrus (Rutaceae), donde la sintesis se da en la
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membrana carpelar luego del dafio del tejido, liberando un sabor amargo al jugo (Champagne,
1992).

Los limonoides por mucho tiempo fueron considerados carentes de actividad fisiolégica
(Suresh, 2002) hasta que se demostré6 su capacidad como sustancia reguladora del
crecimiento (IGR, por sus siglas en inglés) de insectos, y posteriormente su potencial anti-

alimentario (Champagne, 1992).

En cuanto a relacién estructura-actividad, se ha demostrado que la porcion hidroxi-furanacetal
y el grupo funcional epéxido son responsables por la actividad deterrente, y la porciéon de la
decalina (anillo C-seco: modificado de la biosintesis original) es fundamental para la actividad
IGR (Viegas Junior, 2002). Sin embargo, la actividad puede ser modificada por la sustitucion en
posiciones de los anillos de decalina (Roy, 2006). A pesar de ello, no son conocidas con

firmeza las bases moleculares del mecanismo de accién deterrente y regulador del crecimiento.

También se ha constatado que la actividad antialimentaria se reduce mucho por accién de la
luz, lo cual produce una foto-degradacién por accion directa sobre el anillo furdnico (Suresh,
2002).

Si bien la actividad anti-insecto es la mayormente reportada, en la literatura existen casos de
limonoides con actividad anti-acaros, bactericida, antifingica (fungiestatica y fungicida),
nematicida, helminticida y protozoaricida (Srivastava, 1986; Sharma, 2003; Maciel, 2006; Roy
2006).

Pero la bioactividad de éstos metabolitos no termina alli, ya que se han aislado también de la
corteza y frutos del paraiso, limonoides con actividad citotoxica (Ahn, 1994; Tayeka, 1996;
Zhou, 2004).

A)
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Figura 3: Limonoides de Meliaceae: A) Azadirachtina A, el principal compuesto limonoide del
arbol del Neem (Azadirachta indica). Limonoides de Melia azedarach: B) caracterizado en FQ-

UdelaR (Diaz y Rossini, 2009) y C) Toosendanina.

4.7- Estudios en Uruguay.

En Uruguay, el plan de bioprospeccién se ha llevado a cabo por varias instituciones, las que
incluyen a la Universidad de la Republica (UdelaR), Instituto de Investigaciones Biolégicas
Clemente Estable (IIBCE) y al Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), en vias

de valorizar la biodiversidad nativa y contribuir al desarrollo sustentable de la nacion.

Dentro de tales planes de prospeccion, el arbol del paraiso ha sido objeto de investigacion en
un esfuerzo conjunto entre INIA y la Facultad de Quimica (FQ-UdelaR) a través del proyecto
PDT 77/20 (Responsables: Ing. Agr. PhD. Roberto Z6ppolo y el Quim. Facundo Ibafiez). Su
posterior seguimiento en INIA fue a través del comienzo de ejecucion (setiembre de 2009) del
proyecto “Produccion local participativa de bioplaguicidas (ANII_AIS 662) bajo los mismos
responsables; y en FQ-UdelaR fue en estudios de posgrado (Quim. Martina Diaz; tutoria Prof.

Dra. PhD. Carmen Rossini).
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Al igual que en el caso de los pesticidas sintéticos, los bioplaguicidas deben ser aplicados junto
a coadyuvantes para aumentar su potencial de accion. En INIA se ha trabajado en la
realizacion de formulaciones insecticidas a base de Melia azedarach con el agregado de
extractos de Quillaja brasiliense (Quillaja) y Achyroclines satureoides (Marcela). La Quillaja
aporta saponinas (glucosidos de esteroides o de triterpenoides), que debido a sus propiedades
surfactantes, posibilitan la penetracién a través de la cuticula cerosa de plantas e insectos
plagas, incorporandose a su medio interno (Chapagain & Wiesman 2006). La Marcela aporta
flavonoides (tales como la quercetina), que al ser compuestos polifenoles actian como
antioxidantes y filtros UV para la proteccion de los limonoides contra los efectos degradativos
de la luz. Es pertinente también aclarar que tanto las saponinas como los flavonoides pueden
tener efecto pesticida, lo cual posibilitaria una sumatoria de efectos, no descartandose la

sinergia entre los diferentes metabolitos (Philogene, 2005).

Los resultados que se han obtenido hasta el presente en los estudios de las formulaciones a
base de paraiso en INIA Las Brujas, han demostrado una reduccién del consumo de tejidos
foliares (deterrencia alimentaria) para la especie Spodoptera littoralis (Lepidoptera:Noctuidae),
efecto insecticida moderado para Trialeurodes vaporariorum (Homoptera:Aleyrodidae) y
disminucion de la oviposicion para Tuta absoluta (Lepidoptera:Gelechiidae) y Bonagota
cranaodes (Lepidoptera:Tortricidae); todos insectos de alta incidencia de dafio en sistemas
hortifruticolas (Ibafiez, Zoppolo; 2008). Dichos extractos testeados contra insectos benéficos,
como la abeja melifera (Apis mellifera) y la avispa parasitoide Ageniaspis citricola, demostraron
ausencia de efectos negativos para la supervivencia de los mismos. De la misma forma se
hicieron ensayos de toxicidad con mamiferos, ejemplificando los mismos con la administracion
de extractos crudos concentrados a ratas hembras Wistar. Los extractos no indujeron a la
muerte de los animales en ningln caso con la dosis limite de 2000 mg/kg de peso vivo, ni se

hallaron alteraciones al efectuar la necropsia de los individuos (Ibafiez, Zoppolo; 2008).

En ensayos de campo, se evalué la toxicidad de las formulaciones de Melia azedarach contra
Thrips tabaci (plaga del cultivo de cebolla), mostrando un control similar al del piretroide A-

cialotrina (Borges, 2010).

En cuanto a la determinacion de limonoides, se ha observado una mayor concentracion de los
mismos en los frutos maduros comparados a los frutos verdes y las hojas verdes y senescentes
(Ibafiez, Zoppolo; 2008).

Por su parte en FQ-UdelaR, Diaz ha observado deterrencia alimentar en ensayos con
Spodoptera littoralis y Epilachna paenulata (Coleoptera:Coccinellidae), e inhibicion de
asentamiento para los pulgones Myzus persicae y Ropalosiphum padi (Homoptera:Aphididae).
Sin embargo no se determind toxicidad de contacto contra Nezara viridula
(Hemiptera:Pentatomidae) ni en ensayos de canulacién oral contra larvas de S. littoralis (Diaz,
2010).
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Aparte del limonoide representado en la figura 3, Diaz ha aislado también de poblaciones
uruguayas de paraiso, el triterpenoide ohchinolal y derivados, los cuales no han demostrado
hasta el momento actividad bioldgica por separado, lo cual indicaria un fuerte efecto sinérgico
de sus constituyentes (Diaz, 2010).

5. Materiales y métodos.

5.1- Obtencién de extractos de Melia azedarach y Quillaja brasiliense

5.1.1 Material vegetal

Los frutos de paraiso fueron colectados a partir de especimenes existentes en la Estacién
Experimental INIA-Las Brujas en el periodo junio-octubre de 2010. Los frutos fueron
almacenados a temperatura ambiente hasta su posterior procesamiento. EI mismo se realizé
mediante un molino de martillos que homogenizo el material vegetal. Se aseguré que los frutos
procesados tuvieran caracteristicas similares y no se encontraran en grave estado de deterioro

ante visibles ataques fungicos.

Las hojas de Quillaja brasiliense fueron colectadas de un espécimen existente también en INIA
Las Brujas. Una vez cortadas, fueron secadas en estufa a 60 °C durante 24 horas, para

posteriormente realizar la extraccion.
5.1.2 Proceso de extraccion

Una vez obtenido el material homogéneo, se realizé la extraccién de los principios activos
limonoides de M. azedarach a través de una maquina transportable especifica a tal fin
(Extractor rapido Timatic, figura 4), la cual realiz6 ciclos alternativos de extraccion dindmicos y

estaticos con etanol absoluto (S.A.T., Las Piedras) como solvente de extraccion.

Los extractores rapidos sélido-liquido de la serie Timatic® (Perugia, Italia) se utilizan para la
extraccion de diferentes principios activos de vegetales a temperatura ambiente o bajo
calentamiento. El ciclo de extraccion alterna una fase dinAmica obtenida a presion programada
(que fuerza el solvente de extraccion hacia el tejido vegetal) con una fase estéatica en la que los
principios activos se transfieren hacia el solvente. Durante la fase dinamica se posibilita una

percolacion forzada con recirculacion de aquél (INIA, 2009).

Los extractos obtenidos a través de ésta metodologia son limpios, de acuerdo a un sistema de

filtros que posee el extractor.
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Figura 4. Maquina de extraccion Timatic®.

1) Panel de control, 2) Botén de Emergencia, 3), camara de extraccion, 4) Contenedor de
solvente.
Fuente: INIA Las Brujas

Los parametros de extraccién fueron los siguientes:
Masa vegetal extraida: 4 kilos.

Volumen de solvente de extraccion: 15 litros de etanol.
Temperatura de funcionamiento: Temperatura ambiente.
Ciclo: *tiempo de compresion: 5.0 minutos

*tiempo de descompresion: 6.0 minutos

Numero de ciclos: 90.

Numero de percolaciones: 10.

El extracto obtenido de paraiso por éste medio tiene un fuerte color amarillo y olor

caracteristico.

El mismo procedimiento y pardmetros fueron empleados para la extraccion de las saponinas de

Quillaja, obteniéndose un extracto verdoso.

Los extractos de ambas especies fueron almacenados a temperatura ambiente al abrigo de la

luz hasta posterior tratamiento y disposicion de los mismos.
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Para el andlisis del proceso de extraccion se tomaron muestras a diferentes tiempos del
proceso de extraccion de frutos de Melia azedarach y se determinaron los pardmetros
limonoides totales y materia seca.

5.2- Cuantificacién de principios activos fitosanitarios de Melia azedarach

5.2.1 Tratamiento de los extractos

Los extractos, una vez obtenidos fueron modificados en su pH para estudiar la degradacién de
los principios activos limonoides a diferentes condiciones de acidez.

Para ello se ajust6 la acidez a pH= 7 (con NaOH) y pH= 4 (con acido acético) en porciones por
duplicado, dejandose asimismo de comparacion, un duplicado de pH inicial del extracto (tal

cual se obtiene con el Extractor Timatic).
5.2.2 Ensayos de Almacenamiento.

Porciones de 500 ml de extractos fueron almacenadas a temperatura ambiente, en condiciones

de abrigo de la luz.

Las porciones fueron muestreadas semanalmente hasta la quinta semana del ensayo, y cada

dos semanas luego del la quinta, por la obtenciéon de 100 ml de cada extracto.

En todos los casos, los tratamientos fueron almacenados en heladera a -5° C hasta su

correspondiente analisis.

5.2.3 Determinacion de limonoides totales.

Este método permite realizar la determinacion de limonoides totales en relacion al patron de

toosendanina a través de un desarrollo de color y posterior medicién espectrofotométrica.

Para ello se procedié tomando como base la técnicas descripta en Dai (1999), Breksa, (2007) y
Abassi (2005).

Preparacion de la muestra
Los solventes empleados fueron todos de calidad HPLC.

Se tomaron las muestras de extractos de los diferentes tratamientos y primeramente se les
midié el pH correspondiente.

Una alicuota de 4.00 ml fue tomada de cada extracto etandlico y se le agregaron 2.00 ml de
agua destilada y 200 pl de una solucién de NaCl al 5% en agua (tuvo por objetivo romper la
posible emulsién formada al mezclar la soluciéon organica con agua). El desgrasado de la
muestra se realizé6 por medio de seis extracciones con 2.00 ml de n-hexano (J. T. Baker).
Luego de cada adicién se agité vigorosamente y se sometié la muestra a centrifugado (3500
rem, 3 minutos; centrifuga VWR Clinical 100) para lograr una nitida separacion de las capas
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organica (superior) y acuosa (inferior). La capa organica se destin6 a recuperacion del solvente
y se sigui6 trabajando con la acuosa. Posteriormente se adicionaron de forma secuencial tres
porciones de 2.00 ml de diclorometano (Dorwil) y nuevamente se centrifugé (3500 rpm, 5
minutos), luego de agitaciéon vigorosa. En ésta etapa se quedd con la capa enriquecida en
limonoides (capa inferior organica) y se desecharon las capas acuosas con las sustancias mas
polares. Todas las capas organicas de cada muestra fueron reunidas y se le adicion6 una
punta de espatula de MgSO, (s) para secar las mismas. Posteriormente se realizd una filtracién
mediante papel de las fracciones organicas y se evapor0 el exceso de solvente mediante
rotavapor (Technolab RE 52AA). El residuo de éste proceso se retomé en 6.00 ml de

acetonitrilo (Merck). El esquema separativo se presenta en la figura 5.
Desarrollo de color y medida espectrofotométrica

Se tomaron porciones de 525 ul del extracto resultante del proceso anterior (para cada uno de
los tratamientos) y se le adicionaron 825 ul de una solucion stock de acidos perclérico-acético
(HCIO4/ HAc; 36:24) (Merck y Dorwil respectivamente) y 825 ul de una solucion 37 mg/ml de
DMAB (1,4-dimetilaminobenzaldehido; Sigma Aldrich) en la solucién stock, agitando luego
vigorosamente. EI DMAB es un indicador especifico que reacciona con anillos furanicos,
tiofuranicos e inddlicos (Breksa, 2007). El proceso de desarrollo de color se hizo por duplicado
para cada uno de los tratamientos, junto a estandares de toosendanina a 0.05, 0.1, 0.2, 0.3y

0.5 mg/ml con el objetivo de desarrollar una curva de calibracién.

La medicién espectrofotométrica fue realizada a los 30 minutos del agregado de reactivos a los
extractos o patrones, en un espectrofotdbmetro Shimadzu UV-Vis 160 A de doble haz. Segun

bibliografia y de acuerdo a la determinacion experimental, el maximo de absorcion se presenta

a 505 nm.
Extracto etandlico de Melia
azedarach
Dilucidn, 2.00 ml de H,0
\ 4
[ Extracto acuoso ]

Desgrasado, 6 x 2.00 ml de hexano
Fase acuosa ¢ Fase orgdnica
[ Extracto limonoides ]

Particidn, 3 x 2.00 ml de CH,Cl,

Fase acuosa ¢ Fase orgdnica

. Extracto limonoides
Sustancias

polares l Evaporacion a vacio. Retomado en AcCN
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Figura 5: Esquema separativo empleado para la cuantificacion de limonoides totales a través
de espectrofotometria UV en los extractos alcohélicos de Melia azedarach.

5.2.4 Analisis por cromatografia en capa fina (TLC)

A los extractos etandlicos de almacenamiento (y posteriormente a cada fase del proceso de
aislamiento, ver mas adelante) se los sometié a corridas de cromatografia en capa fina con
placas de silica gel como fase estacionaria (Silica gel 60 Fzs4; Merck KGaA) y una mezcla de
acetato de etilo (AcOEt) y n-hexano (3:1) como fase movil. En todos los casos se sembraron 5
pl de cada uno de los extractos. Las corridas fueron realizadas en una camara cromatografica,
y el revelado de las placas fue mediante dos reactivos reveladores: Vainillina sulfdrica y

reactivo de Ehrlich, cuyas preparaciones se detallan a continuacion.

Vainillina: Vainillina al 3% (p/v) en etanol absoluto con 1% (v/v) de H,SO,. Revelador de
compuestos esteroidales. La coloracién que desarrolla éste revelador con los limonoides es

marrén-violeta.

Reactivo de Ehrlich: DMAB al 2% en la solucion stock acida mencionada en el apartado

anterior. Revelador de furanos, tiofuranos y derivados inddlicos. La coloracion que da a los

limonoides éste revelador es rosado-rojiza.

Las semanas de almacenamiento en oscuridad ensayadas fueron: 0, 1, 2, 3, 4,5y 7apH 7. A
la par se sembraron estandares de Toosendanina de 0.3, 0.5 y 1.0 mg/ml, para realizar una
estimacion de las cantidades relativas a lo largo de las semanas con un programa especial a tal
fin (TLSee).

Luego de realizar las corridas se tomaron fotografias de las placas y se escanearon ya que la
coloracion de las manchas no permanece en el tiempo.

Por problemas en la obtencién de las imagenes (escaner con poca definicion y fotografias con

luces y sombras), no se pudo realizar la cuantificacion.

Para ulteriores andlisis rapidos se utilizo solamente el reactivo de Ehrlich como revelador ya
gue las placas reveladas por Vainilina presentan muchas interferencias con altos Rf

(compuestos mas apolares) como se puede ver en la figura comparativa 6.
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Figura 6: Comparacion de las corridas de TLC para limonoides.en las diferentes semanas de
almacenamiento. La primera corresponde al revelador de Vainillina sulfirica y la segunda al de

reactivo de Ehrlich.
5.2.5- Anédlisis de materia seca (MS).

Los mismos fueron realizados para estudiar la variacion de dicho parametro con el tiempo de
extraccion durante el proceso. La materia seca es lo que resta de un material vegetal luego de
realizar un calentamiento hasta peso constante, evaporandose el agua y componentes
volatiles, y permaneciendo los componentes fijos como azlcares, proteinas, metabolitos de alto
peso molecular (incluido limonoides), etc.

Para ello se colocaron 20 ml del extracto alcohdlico en capsulas de porcelana y las mismas
fueron depositadas en estufa (24 horas, 105 °C) hasta completa sequedad. Se pesaron las
capsulas antes y después de la evaporacion del solvente, y la materia seca se calculé como la
diferencia entre ambas masas.

5.3 Obtencién de principios activos limonoides a escala preparativa
5.3.1 Aislamiento y purificacion por fraccionamiento.

En los procedimientos que se describen a continuacion se trat6 de aislar limonoides de frutos y
extractos de frutos de Melia azedarach por técnicas usuales empleadas en el aislamiento de
productos naturales. Sin embargo, en la literatura se cita la labilidad de éstos compuestos al

calor y a condiciones ligeramente &cidas (incluso por la realizacion de cromatografia en
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columna con silica normal), lo cual abre la posibilidad de aislar artefactos mas que compuestos
nativos de la planta. (Nakatani, 1994; Huang, 1995; Jarvis 1998).

5.3.1.1 A partir de los frutos de Melia azedarach

Se realiz6 éste procedimiento tomando como modelo la técnica descripta para la azadirachtina
en Schroeder & Nakanishi, 1987. El esquema de los pasos seguidos se puede visualizar en la

figura 8.

Los solventes de éste proceso fueron todos reusados, salvo en la etapa de retomado que
fueron de calidad HPLC.

Es importante establecer que éste procedimiento y el siguiente descripto, fueron seguidos con
el objetivo de obtener un solido cristalino para poder realizar estudios estructurales. En ningn
caso se obtuvo un sélido, sino mas bien liquidos pastosos que debieron ser retomados en
solventes para realizar estudios cromatograficos en HPLC. Ello sin duda, se debe a que (a
pesar de que se purificaron los extractos), las impurezas no se pudieron eliminar, lo cual
impidio la cristalizacion. El procedimiento de evaporacion de solvente (mencionado en la figura
8 y siguientes) seguido fue simplemente dejar las fracciones bajo campana de extraccién, en
una placa de Petri limpia, hasta remocion total de aquél.

Desgrasado y extraccion

Para ello se parti6 de 1.00 kg de frutos de paraiso finamente molidos y se le realizé un
desgrasado en condiciones estaticas con n-hexano (tres veces con dos litros de solvente,
durante dos dias y medio cada vez). Posteriormente, a los frutos desgrasados se les realizé la
extraccion propiamente dicha con dos litros de etanol (también con tres etapas de dos dias y
medio cada una) por agitacién mecanica (Agitador Arrow 2000, velocidad 2; ver figura 7).
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Figura 7: Dispositivo empleado para la extraccién de material vegetal en el procedimiento de

obtencioén de los limonoides a escala preparativa a partir de los frutos de M. azedarach.

Luego del anterior proceso se realizaron particiones con MeOH/hexano (3 x 75 ml) para un
desgrasado mas fino, y H,O/EtOAc (3 x 200 ml) para descartar los compuestos muy polares. El
extracto en acetato de etilo fue a su vez filtrado sobre Silica gel 60 (0,063-0,100 mm; Merck)

para eliminar la humedad remanente en el mismo.

Al extracto resultante se lo sometié a cromatografia a vacio en embudo de Buchner, con silica
gel 60 (5 cm I. x 7 cm d.i.) como fase estacionaria y la fase movil fue variando segun las

fracciones colectadas (cada una de las mismas fue de 30 ml) como se detalla a seguir:
*Fraccion 1: n-hexano

*Fracciones 2 a 6: AcOEt-hexano (3:1)

*Fraccion 7: AcOEt-MeOH (3:1)

*Fraccion 8: AcOEt-MeOH (1:3)

*Fraccion 9: MeOH
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Figura 8: Esquema del procedimiento seguido para el aislamiento de limonoides a partir del los

frutos de M. azedarach.
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Las distintas fracciones fueron analizadas por TLC segin el procedimiento descripto
anteriormente, con siembra de 5 pl de muestra y reveladores de DMAB (Erlich) y Vainillina. De
tal analisis se decidié reunir las fracciones 6-9.

Separacion por cromatografia en columna

1° Las fracciones anteriores fueron objeto de una nueva cromatografia para aumentar la
eficiencia de separacion (ésta vez sin vacio) con silica gel 60 (18 cm I. x 0.5 cm d.i.) como fase

estacionaria. La fase movil fue AcOEt-hexano (3:1) y las porciones colectadas fueron de 5 ml.

De ésta separacion resultd (evidenciado por TLC) una fraccién (f;) que aparentemente tenia
una Unica mancha. Dicha fraccion fue luego inyectada en HPLC en donde se aprecio un pico
gue satur6 el detector a un tiempo de retencion menor que la toosendanina (ver figura 20 en

Resultados y Discusion).

2° A las fracciones de la primera columna no separadas se les volvié a hacer cromatografia en
columna, continuando con el aumento de la eficiencia por el aumento del largo de columna (26
cm. L. x 0.5 cm d.i.) de fase estacionaria silica gel 60, con la misma fase mévil y el mismo

volumen de colecta de fracciones.

Del andlisis simultdneo por TLC se aprecié que las fracciones 4 a 7 revelaban manchas
similares en coloracion a la toosendanina y fueron reunidas para una nueva separacion en

columna. También dicha porcién fue inyectada en HPLC.

3° Esta vez el cambio introducido fue la fase movil ya que se emple6 AcCN y se colectaron

porciones de 2 ml.
Dos fracciones mas (f; y fs) se guardaron para una nueva separacion.

4° Esta separacion en columna fue realizada cambiando la fase estacionaria ya que se realizd
con Li Chroprep RP 18 (25-40 um) (fase reversa). La separacién fue realizada en una columna
de dimensiones (2 cm |. x 0.5 cm d.i.). Las fracciones colectadas fueron de 1 ml, segun el

siguiente esquema de fases mdviles.
*Fracciones 1y 2: H,O-MeOH (9:1)
*Fracciones 3 a 5 H,O-MeOH (7:3)
*Fracciones 6 a 8: H,O-MeOH (5:5)
*Fracciones 9 a 12: MeOH

Del andlisis por TLC surgi6 que en las fracciones fy, f,, f4, fs y f7 se evidenciaron pocas manchas
(figura 9), las cuales revelaron por ambos reveladores (DMAB y Vainillina) en la misma
coloracién que la toosendanina, indicando una correspondencia presumible a limonoides. Por

un error experimental dichas fracciones no pudieron ser sometidas a HPLC (contaminacién de
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la muestra al intentar cristalizar). Aln asi y a pesar de la poca separacion que se evidencia en
la figura 9, se puede inferir que éste procedimiento puede llevar a la obtencidn de estdndares
limonoides, siempre y cuando se parta de una cantidad inicial superior a la del procedimiento

descrito anteriormente (escalado).

Figura 9: TLC revelada por DMAB mostrando las fracciones resultantes del proceso descrito en
el texto comparado al patrén de toosendanina (T). Se puede evidenciar que todas las

fracciones revelan aparentes compuestos limonoides.

Todo el proceso anterior fue tomado como know-how para la obtencién de limonoides a escala
preparativa del propio extracto obtenido del extractor rapido Timatic®, ya que la disponibilidad

de frutos fue escasa en ésta etapa del estudio.
5.3.1.2- A partir del extracto realizado en Timatic® de Melia azedarach

5.3.1.2.1- Primer Procedimiento

27



Extracto etandlico de Melia
azedarach (Timatic®)

Evaporacidn a vacio.

\ 4

[ Extracto concentrado ]

Desgrasado

A 4
[ Extracto desgrasado ]

Cromatografia a vacio

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Fracciones Fracciones Fracciones
7al0 11a15 16a18
cc cC Evap. solvente
Liquido
Fraccione Fracciones Fraccione Fracciones pastoso
s82a20 21 a3R s7a15 16224
cc Evap. solvente
\4
$ $ Lig. pastoso
v Retomado
Liquido HPLC
retomado
v
Fracciones
9a1l

Evap. solvente

v
Lig. pastoso
A

! Retomado

Liquido HPLC

retomado

Figura 10: Esquema del primer procedimiento seguido para el aislamiento de limonoides a
partir del extracto de frutos obtenido del extractor Timatic®.

En ésta oportunidad se partio de 5 litros del extracto, y se le concentr6 en rotavapor hasta 500

ml, tratando de evitar la exposicion excesiva al calor que pudiese degradar los principios
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activos. Posteriormente se efectud el desgrasado con n-hexano en bola decantacién por

agitacién con 6 porciones de 150 ml.

Al extracto anterior se lo separ6 mediante una cromatografia a vacio en embudo de Buchner,
con silica gel 60 (5 cm |. x 7 cm d.i.) como fase estacionaria y la fase mévil fue modificandose

segun la siguiente descripcion:

*Fracciones 1 a 5: n-hexano (100ml). El objetivo de ésta colecta fue hacer un desgrasado mas

fino.

A partir de aqui se comenzaron a tomar fracciones de 50 ml.
*Fraccion 6: AcOEt-hexano (1:1)

*Fracciones 7 a 9: AcOEt-hexano (3:1)

*Fracciones 10 a 12: CH,Cl,-AcOEt-hexano (4:3:1)
*Fracciones 13 a 15: CH,Cl,-MeOH (3:1)

*Fracciones 16 a 18: CH,Cl,-MeOH (1:1)

*Fracciones 19 a 21: MeOH

Las distintas fracciones fueron analizadas por TLC segun el procedimiento descripto
anteriormente, con siembra de 5 ul de muestra y revelador de DMAB (Erlich) y Vainillina
sulfurica. De ello surgié que habia tres grupos de fracciones diferenciados en cuanto a los
compuestos revelados: grupo 1 (f; a fio, mas apolares), grupo 2 (f1; a fis) y grupo 3 (fis a fig;
mas polares). En base a ello se decidid realizar una cromatografia liquida en columna que

permitiese una mejor separacion.
Separacion por cromatografia en columna

Dado que en éste procedimiento a partir del extracto fue obtenida mayor cantidad de muestra,
se decidié utilizar una columna cromatografica mayor (para no saturar la silica), conectada a
una bomba peristaltica (Tris Pump, Teledyne ISCO; figura 11), cuyo objetivo es pulsar la fase
movil a través de aquella con movimientos peristalticos. Ello repercute en una mayor velocidad

de flujo y con ello una mayor eficiencia cromatografica.
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Figura 11: Sistema cromatografico con bomba peristaltica empleado para la separacién de los
extractos de Melia azedarach.

Grupo 1: La separacion en la columna (fase estacionaria: silica gel 60; 19 cm. L. x 2.0 cm d.i.)
fue realizada isocraticamente (fase mévil: AcOEt-hexano (3:1)) colectando fracciones de 5 ml.
A ésta separacion se sometieron los grupos 1y 2, mientras que el grupo 3 fue empleado para

intentar obtener un sélido (vease figura 10).

Es digno de mencionar que a partir de éste procedimiento, se enfoco en las fracciones que de
acuerdo a la evaluacion realizada por TLC, presentaban mayor intensidad de mancha de los

reveladores especificos, con lo cual presumiblemente, también mayor contenido de limonoides.

Luego de la cromatografia en columna con bomba peristaltica, mediante evaluacién por TLC se
evidencié posible presencia de limonoides en las fracciones 21 al 38, por lo que se decidié

hacer un paso més de cromatografia en busgueda de aislar algin compuesto.

Con las fracciones anteriores reunidas se les volvié a someter a cromatografia en columna
(fase estacionaria: silica gel 60, 25 cm L x 0.5 cm d.i.), con la fase movil variando (debido a que
la isocrética anterior insumié mucho tiempo) segun:

*Fracciones 1 a 7: AcOEt-hexano (3:1)
*Fracciones 8 a 13: MeOH-AcOEt-hexano (4:3:1)

*Fracciones 14 a 20: MeOH
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Se obtuvieron tres fracciones (9 a 11) presumiblemente enriquecidas en limonoides (segun los
reveladores de TLC) que fueron sometidas a andlisis por HPLC, luego de intentar la

cristalizacion.

Grupo 2: En éste caso también se realizé cromatografia en columna con la misma columna
(recuperada) que el grupo anterior (con bomba peristaltica) y recogiendo el mismo volumen de

fracciones (5 ml), pero variandose la fase movil:
*fracciones 1 al 10 (AcOEt-Hexano) (3:1)
*fracciones 10 al 20 (MeOH-AcOEt-Hexano) (4:3:1)
*fracciones 20 al 30 MeOH

De acuerdo a la evaluacion por TLC, se decidio juntar las fracciones 16 a 24, tras lo cual se la
dejo evaporar el solvente e intentar obtener un sélido. Lo anterior tampoco se pudo lograr, pero

se obtuvo un liquido pastoso que fue retomado en MeOH y destinado a analisis por HPLC.

Grupo 3: Por la misma metodologia citada se permitié6 evaporar el solvente a temperatura
ambiente bajo campana (con el objetivo inicial de poder obtener cristales) resulté en un liquido
de consistencia aceitosa, que al someterse a TLC revel6 varias manchas, una de las cuales fue

al mismo Rf que la toosendanina.

Como se describe en Resultados, el andlisis por HPLC de las diferentes fracciones, arrojo
ausencia de toosendanina o posibles limonoides con tiempo de retencion similar (al menos en
cantidades apreciables), volviéndose a encontrar el mismo gran pico de un compuesto con bajo

indice de retencién (mas polar que los limonoides) del primer procedimiento.

Dado que en el paraiso estan reportados compuestos flavonoides como la quercetina
(Carpinella, 2006) y que las fracciones obtenidas presentaban color amarillo (tipico de éste tipo
de compuestos), se decidié realizar un nuevo proceso procurando eliminar los posibles

limonoides en un paso de clean-up y también variar las fases estacionarias empleadas.
5.3.1.2.2- Segundo Procedimiento

En ésta oportunidad (ver figura 12) también se partié del extracto concentrado (50 ml), al cual
se lo sometid a desgrasado (3x150 ml de n-hexano) y nuevamente cromatografia a vacio
(sembrando 25 ml del extracto desgrasado), con variacién solamente en el grado de polaridad
del gradiente de fase mévil, ya que el largo de columna se mantuvo constante (110 g de silica:

7 cm en embudo Buchner), colectando 50 ml de fracciones.
El gradiente de fase movil fue:
*Fraccion 1: n-hexano
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*Fraccion 2 a 4: AcOEt-hexano (1:1)
*Fracciones 5 a 7: AcOEt-hexano (3:1)
*Fracciones 8 a 10: AcOEt-MeOH (3:1)
*Fracciones 11 a 13: AcOEt-MeOH (1:1)
*Fracciones 14 y 15: AcOEt-MeOH (1:3)
*Fracciones 16 a 18: MeOH

Del andlisis posterior por TLC con reactivo de Ehrlich y Vainillina sulfirica, se decidié colectar
las fracciones 6 a 9, con presumible mayor cantidad de limonoides, aunque las fracciones 11 a
14 también evidenciaron posible presencia (aunque con revelado de mayor grado de
sustancias no deseadas).

Extracto etandlico de Melia
azedarach (Timatic®)

Evaporacidn a vacio.

A 4

[ Extracto concentrado ]

Desgrasado

A 4

[ Extracto desgrasado ]

Cromatografia a vacio

'

Fracciones Fracciones
6a9 11a14
Tratamiento con PPVP (batch) v 2)CCsio,
) 4

Fracciones con bajo Fracciones

15a20

HPLC

contenido de flavonoides

1) CCSiO;, CCAlLO3

v 4

Fracciones

Fracciones
3a8

11a14 HPLC

CC—Cys

\ 4
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Figura 12: Esquema del segundo procedimiento seguido para el aislamiento de limonoides a
partir del extracto de frutos de M. azedarach obtenido del extractor Timatic®.

Como se puede apreciar en el esquema, se siguid trabajando con ambas porciones. En éste
caso se aplico a las fracciones sin solvente en batch una porcion de 1 g de PPVP (poli-
polivinilpirrolidona, P-6755; Sigma Aldrich; figura 13), cuya funcién es eliminar los polifenoles
del extracto (incluyendo los flavonoides) (Glenn, 1972). La pasta solida resultante del

tratamiento se retomé en 5 ml de AcOEt-Hexano (3:1) y se lo sometio a dos diferentes tipos de

IS

N~ O
H

M

cromatografia en columna.

H

Figura 13: Estructura quimica de la polivinilpirrolidona (PVP). La PPVP (polimero con
entrecruzamiento de cadenas de PVP) es empleada para la eliminacion de compuestos

polifendlicos de muestras biolégicas.
Fuente: Sigma Aldrich

Cromatografia en Silica:

1) La columna tuvo las dimensiones de 25 cm L x 0.5 cm d.i., las fracciones colectadas fueron

de 1mly el gradiente de fase mévil fue el siguiente:
*Fracciones 1 a 3: Tolueno

*Fracciones 4 a 6: (Tolueno: AcCN) (3:1)
*Fracciones 7 a 9: (Tolueno: AcCN) (1:3)
*Fracciones 10 a 12: AcCN

*Fracciones 13 a 15: MeOH

Del andlisis por TLC (Vainillina sulfdrica y reactivo de Ehrlich) surgié que los limonoides se
encontraban en las fracciones 11 a 14, pero igualmente habia otro tipo de compuestos con Rf

mayores, por lo cual se decidio seguir purificando a través de una fase reversa.
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2) Se empled nuevamente la columna conectada a la bomba peristéltica; fase estacionaria:
silica gel 60; 19 cm. L. x 2.0 cm d.i.. Las fracciones colectadas fueron de 2 ml, de acuerdo al
gradiente:

*Fracciones 1 a 4: n- Hexano
*Fracciones 5 a 8: (AcOEt-Hexano) (1:1)
*Fracciones 9 a 13: (AcOEt-Hexano) (3:1)
*Fracciones 14 y 15: AcOEt

*Fracciones 16 a 25: MeOH

De acuerdo a las corridas por TLC realizadas, las fracciones 15 a 20 resultaron enriquecidas en
posibles limonoides, por lo cual fueron evaporadas a vacio e inyectadas a HPLC, como lo

indica el diagrama.

Cromatografia en Fase Reversa (C;s):

La fase empleada fue la Li Chroprep RP 18 (25-40 um) utilizada anteriormente. Las
dimensiones de la columna fueron 2 cm I. x 0.5 cm d.i. Se colectaron fracciones de 1 ml,
variando el gradiente de fase mévil como se indica (igual que en la anterior cromatografia

reversa):

*Fracciones 1y 2: H,O-MeOH (9:1)

*Fracciones 3, 4, 5 H,O-MeOH (7:3)

*Fracciones 6, 7 y 8: H,O-MeOH (5:5)

*Fracciones 9, 10, 11y 12: MeOH

La limpieza de la columna se llevé a cabo con tetrahidrofurano (THF).

Se obtuvo una fraccion (8) cuyo revelado por los dos reactivos resulté en coloracién propia de

limonoides. A continuacién se diluyé en 1/10 en MeOH vy se inyecté en HPLC.

Cromatografia en Alimina

Las dimensiones de la columna fueron 10 cm I. x 0.5 cm d.i. y se colectaron fracciones de 2 ml.

La fase movil vario de acuerdo a:
*Fracciones 1 a 5: (AcOEt-Hexano) (3:1)
*Fracciones 6 a 10: (AcOEt-MeOH-Hexano) (8:7:1)

*Fracciones 11 a 15: (AcOEt: MeOH) (1:1)
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*Fracciones 16 a 20: MeOH

Del andlisis por TLC surgid que las fracciones enriquecidas en limonoides fueron las

correspondientes 3 a 8, pero sin poder lograr una separacion definida.
5.3.1.2.3- Eliminacion del componente desconocido.

A lo largo de los tres procedimientos descriptos, se obtuvieron fracciones enriquecidas en un
compuesto con tiempo de retencion en HPLC (fase reversa) de 6, 15 minutos que saturé el
detector (ver Resultados). Por su pronta elucién se consideré pudiese tratarse de un
compuesto muy polar, y dado que las fracciones presentaban notorio color amarillo, se penso

en la posibilidad que fuese un flavonoide.

Es por ello que se ided otro procedimiento intentando evitar la presencia de flavonoides y

procurando obtener un soélido para realizar andlisis estructurales.

Para ello se tomaron 90 ml del extracto y se le hizo tres veces particién con 100 ml entre H,O y
CH.Cl,. Las fases organicas fueron reunidas y secadas con MgSOQO,, para posteriormente
eliminar el solvente por evaporacion en rotavapor. Siguiendo la técnica propuesta en Houghton
(1998), al residuo anterior se lo disolvié en una mezcla MeOH-H,O (1:1) junto a 7.5 g de PPVP
solido, para posteriormente filtrar y centrifugar (5800 rpm x 10 min). La eliminacién del MeOH
se realiz6 por evaporador rotatorio, mientras que la eliminacion del H,O (previo congelado a -
80°C se realiz6 en un liofilizador (LabConco Freeze Dry System. Freezones 4.5). De lo anterior
se obtuvo un sélido marrén y un aceite pastoso, adherido a las paredes de los tubos. El mismo
fue posteriormente retomado en MeOH e inyectado en HPLC, donde se constaté la eficacia del

procedimiento en la eliminacion del componente problema.
5.3.2 Pruebas de precipitacion.

Debido a que los procedimientos de fraccionamiento no parecieron funcionar muy bien en la
obtencién de limonoides, se intentd realizar una precipitacion de los mismos en base a dos
argumentos: 1) que existe bibliografia que considera dicho aspecto (Melwita, 2010) que
describe la precipitacion selectiva de azadirachtina del aceite de Neem y 2) observaciones
experimentales realizada en el procedimiento de cuantificacion de limonoides totales descripto

en el apartado 5.2.3 y aislamiento de limonoides por fraccionamiento en el apartado 5.3.1.1.

Las observaciones fueron que 1) al retomar el residuo remanente de la evaporacion de
diclorometano con acetonitrilo, y llevarlo al freezer (-5 °C), luego de un par de horas aparecia
un precipitado blanco y 2) el extracto de AcOEt (figura 8) almacenado en heladera también

presentaba abundancia de un precipitado blanquecino fino, que a la postre resulté hielo.

Para evaluar la primera observacion se emple6 el mismo procedimiento descripto en la figura 5,
salvo que a fines comparativos se retomo el residuo en metanol y acetonitrilo y se lo llevé a

freezer. Al cabo de 24 horas se observo el mismo precipitado en la fraccion de AcCN y no asi

35



en la correspondiente al MeOH. Se hizo TLC del mismo (disuelto en MeOH), pero no se pudo
observar ninguna mancha con los reveladores de limonoides empleados (DMAB y Vainillina).
Es por ello que se supone que el precipitado no sea de limonoides, quedando pendiente la
realizacion de test fitoquimicos para discriminar por grupo de metabolitos primarios y

secundarios.
5.3.3- Extraccién en fase sélida (SPE) de varios 6rganos de Melia azedarach.

Para evaluar la posible presencia de toosendanina en diferentes 6rganos, se tomaron muestras
de: corteza, hojas, ramas nuevas, frutos verdes, semillas (disponibles con anterioridad) de
arboles de paraiso existentes en INIA Las Brujas. Los diferentes drganos fueron molidos
mediante licuadora y mortero de porcelana, tomandose 1.0 g para realizar la extraccién con
10.00 ml de (EtOH-H,0) (60:40) a través de ultrasonido por 45 minutos. Luego de ese tiempo,
las porciones fueron centrifugadas (10 min x 4000 rpm), y del sobrenadante se tom6 1.00 mli
para la extraccion en SPE en cartuchos de C18 (Supelclean ENVI-18; Supelco). La elucion de
los compuestos retenidos fue con alicuotas de 1.00 ml de: 1) H,O, 2) AcCN-H,O (1:1), 3) AcCN
y 4) THF. La fracciéon de acetonitrilo y agua de cada uno de los érganos fue inyectada en

HPLC. En todos los casos, el agua empleada fue ultrapura.
5.3.4- Anélisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Para éstos andlisis se empled un equipo compuesto por un controlador Waters 600, equipado
con Autosampler 717 plus y controlador de temperatura Waters TCM. Los detectores
empleados fueron UV Waters 486, y de fluorescencia Shimadzu RF-10 AXL.

Se inyectaron en HPLC tanto el estandar de toosendanina en AcCCN o MeOH (1 mg/ml) como
las fracciones obtenidas en el proceso de aislamiento y purificacion (siempre en solvente
compatible a la fase mdévil). Las condiciones de corrida fueron las siguientes. Inyeccién: 10 pl,
temperatura: 40 °C, columna Rigel HPLC C18 (250 mm |. x 4.6 mm d.i.; 5 um de tamafio de
particula). Fase mavil isocratica de AcCN-H,O (35:65) a un flujo de 1 ml/min. Las muestras

previo a inyectar se filtraron por medio de un filtro de 0.45 ym (Millipore).

Inicialmente se empled deteccion por fluorescencia con Agy: 230 Nmy Agm: 320 nm, segln la
técnica publicada por Meng (2009), lo que no demostré respuesta significativa a los analitos.
Por ello a posteriori se detecté por UV a 215 nm (Ong, 2007).

5.3.5- Comparativa con patrones

Con el objetivo de saber si el compuesto problema pudiese ser alguno de los patrones
disponibles en el laboratorio (flavonoides previamente descriptos en Melia azedarach y el

limonoide azadirachtina), se procuré comparar su elucion junto a la de éstos ultimos.

Es asi que se inyectd en HPLC bajo las mismas condiciones anteriormente descriptas, un

estandar de flavonoides: Rutina (1,42 mg/ml; Fluka) y Quercetina dehidratada (1,66 mg/mi;
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Sigma Aldrich) en MeOH (Carlo Erbba Reagents) y un estdndar de Azadirachtina aprox. 1
mg/ml preparada de una soluciébn madre de aprox. 5 mg/ml (Sigma Aldrich). En éste Ultimo
caso no se evidencid pico en HPLC debido presumiblemente a la degradacién que hubiese
ocurrido (la solucion tenia 1 afio y medio de antigliedad).

La Quercetina es un flavanol, que al combinarse y formar enlace glicosidico con el disacarido
Rutinosa (Ramnosa (B-1,6) Glucosa) forma la Rutina, la cual tiene amplia distribucion en el
reino vegetal, incluyendo las hojas de Melia azedarach (Carpinella, 2006).

OH
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Figura 14: Estructura del glicésido Rutina: Quercetina (aglicona) + Rutinosa (disacarido),

empleados para comparar la elucién del compuesto problema.

5.3.6- Andlisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

A la fraccién 4 del procedimiento de aislamiento a partir de frutos de Melia azedarach se la
sometié a analisis por RMN, evaporando a sequedad la misma, obteniéndose un sélido amarillo
amorfo, que fue retomado en CHCI; deuterado (Minipul). Se realizaron experimentos de ‘H y de
COSY a 400 mHz en FQ-UdelaR.

5.3.7- Ensayos de corrimiento de bandas en UV:

5.4 —Ensayos de efectividad del bioplaguicida

5.4.1- Formulacion

Las formulaciones empleadas tuvieron en cuenta antecedentes previos (lbafiez, 2008: a, b, c;
Diaz, 2010) y el hecho de que los extractos etandlicos se deben aplicar diluidos en agua al

material vegetal porque de lo contrario marchita las hojas (J. P. Burla, comunicacién personal).

Dicho lo anterior, las formulaciones empleadas para los ensayos de laboratorio fueron al 0.1%,
1% y 10% del extracto diluido en agua; y 10% con 1% de extracto de hojas de Quillaja (para

gue las saponinas actuaran como humectantes).
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Un extracto al 1% con extracto etandlico de Quillaja al 1%, fue empleado para el ensayo de
campo.

5.4.2-Pruebas a laboratorio

El organismo con el <cual se realiz6 el ensayo fue Diabrotica speciosa
(Coleoptera:Chrysomelidae), colectado sobre zapallos en el Mddulo de Produccién Organica de
INIA Las Brujas. La plaga se conoce vulgarmente como “San Antonio Verde” o “vaquilla de las
cucurbitaceas, plaga polifaga cuya distribucion se restringe a las Américas (Bentancourt &
Scatoni, 1999). Este insecto (figura 15) ha sido reportado en mas de 60 especies, sin embargo
aparece intimamente relacionada a las cucurbitaceas (familia del zapallo), tolerando por tal los
principios amargos cucurbitacinas (EPPO, 2005). Es particularmente tolerante al frio, pasando
el invierno como adulto oculto en plantas perennes. En cuanto a su biologia, tiene tres estadios
larvales y su tiempo de desarrollo es de 25 dias, y de 6 dias para el caso de la pupa;
reproduciendo tres generaciones anuales. Con su aparato masticador causa un gran dafio en
los cultivos, desde el primer estadio larval en el que afecta al sistema radicular. Sin embargo
los adultos comen sobre hojas, frutos y especialmente el polen de las flores, lo cual
compromete la descendencia del cultivo y lo hacen una plaga de consideracion (EPPO, 2005,
Bentancourt & Scatoni, 1999).

Figura 15: Adultos de Diabrotica speciosa, “San Antonio Verde”, plaga de cucurbitaceas.
Fuentes:

http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/agricultura/aa-insectos/diabrotica-speciosa-01.jpg

http://farm3.static.flickr.com/2034/2534888883 b93034a1d0.jpg

Metodologia:

A cada adulto se lo someti6 a un bioensayo de consumo con eleccién de alimento. Para ello se
colocaron en placas de Petri de plastico dos trozos foliares de papa (Solanum tuberosum;
reportada como consumida in vivo por la plaga) a manera de circulos de 2 cm de didmetro. Uno

de los mismos fue sumergido 5 segundos en agua (control) y el restante fue sumergido de la
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misma manera en cada uno de los tratamientos descriptos anteriormente: 0.1%, 1%, 10% y
10% con Quillaja. Los insectos fueron dejados en condiciones con luz y a temperatura
controlada de 25 °C durante 24 horas, tiempo tras el cual se los sac6 de las placas y se
recogieron las muestras foliares. Con las mismas se hizo una estimacion de la cantidad

consumida (segun la porcion entera de hoja fuese 100%).
5.4.3-Relevamiento de las condiciones fitosanitarias del cultivo de tomate a campo.

En una recorrida efectuada por el equipo técnico del proyecto, visitando predios de productores
organicos de tomate (Solanum lycopersicum) de la localidad de Santa Rosa, se evalud el
estado fitosanitario de los cultivares. En la misma se constaté que la “mosca blanca”
(Trialeurodes vaporariorum, ver seccion siguiente) no es un problema generalizado en todos
los predios, sino que depende mucho de la gestion que lleva a cabo el productor en su
explotacién, asi como de la antigiedad que la misma posea. Asi predios en los cuales la
explotaciéon no lleva mas de dos afios, no poseen problemas de mosca blanca (habiéndose
constatado visualmente altos niveles de parasitoides y depredadores), presumiblemente por no
haber encontrado todavia las condiciones biologicas para establecerse, lo cual es tipico de K
estrategistas (Stubbs, 1977).

Una plaga que va en aumento a percepcién de los productores y los técnicos es la llamada
“vaquilla” o “bicho moro” (Epicauta adspersa, Coleoptera:Meloidae), del cual fue constatado
gravisimos dafios en cultivo de acelga durante la recorrida. Uno de los productores (Derlys
Tejera) dijo haber aplicado extracto de paraiso al 1% (suministrado por INIA) sin efecto

aparente.

Otra observacién muy interesante fue realizada en la casa del productor Daniel Bentancor,
quien aplica una formulaciéon comercial a base de Neem en invernaculos, teniendo algunos
bajo el tratamiento con el hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii (ensayo montado por
INIA Las Brujas). En éstos ultimos se observé un gran nivel poblacional de moscas blancas,
mientras que en los tratamientos con Neem era casi inexistente la plaga. Vinculado a ello, en
los alrededores de los invernaculos tratados con Neem se pudo evidenciar malezas con altas
presencias de moscas blancas. Ello es una verificacibn mas de que el Neem tiene actividad

repelente contra dichos insectos, lo cual esta profusamente comprobado (Puri, 1999).

En la gira también se pudo apreciar predios con problemas de la polilla Tuta absoluta y de “San

Antonio Verde”.
5.4.4-Pruebas a campo.

El ensayo fue realizado fue en la localidad de Santa Rosa (departamento de Canelones) en el
predio de productores organicos (Manuel y Julio Moura), en cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum) en invernaculo. Este ensayo fue realizado previo a la recorrida anteriormente

expuesta.
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La plaga que mas afectaba a la explotacion era la “mosca blanca” (Trialeurodes vaporariorum),
un homaoptero, llamado asi por el polvillo blanco y sedoso que producen sus alas (Bentancourt
& Scatoni, 1999). Son insectos hemimetabolos o de metamorfosis incompleta, que pasan por
cuatro estadios ninfales, los que posteriormente dan paso al adulto. El primer estadio ninfal es
el dnico con capacidad de movimiento, mientras que los restantes estadios son de forma
aplanada y permanecen inmoviles en el envés de las hojas (Bentancourt & Scatoni, 1999). Las
ninfas secretan una sustancia azucarada, favoreciendo la aparicion de fumagina: un hongo

oscuro que cubre el follaje entorpeciendo la fontosintesis (Bentancourt, 2004).

Figura 16: Adulto y ninfas de mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum), plaga de tomate.

Fuentes:
http://hightunnels.cfans.umn.edu/images/GHWF%20(W.%20Billen,%20Pflanzenbeschaustelle,
%20Weil%20am%20Rhein,%20Bugwood.orq).jpg

http://www.inia.cl/ururi/images/plagas/pimiento/plagas_pimiento_8.jpg

Como todos los homopteros tanto ninfas como adultos tienen un aparato bucal pico suctor
(estilete) que usan para alimentarse de la savia vegetal. Al hacerlo, no sélo causa dafios a las
estructuras vegetativas por la introduccion de aquél (dafios directos), sino también por la
introduccion de virus y bacterias fitopatdgenas, desencadenando enfermedades en el cultivo
(dafios indirectos). Otro dafio indirecto es por la aparicién de fumagina (Bentancourt & Scatoni,
1999; Bentancourt, 2004).

Metodologia:

Para la realizacion del ensayo, el invernaculo fue dividido en 4 cuadrantes y el tratamiento
aplicado por rociado en dos de ellos (cuadrantes 1y 4), dejdndose dos controles (2 y 3). Como
se dijo anteriormente, el bioplaguicida aplicado fue el extracto etandlico de Melia azedarach al

1% con Quillaja como coadjuvante.

Para evaluar la poblacion de moscas blancas se tomaron al azar diez plantas de tomate y se

contd el niumero de insectos adultos en el envés de las tres hojas de mayor desarrollo de la
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plantacion (superiores). El seguimiento del tratamiento fue realizado por el equipo técnico del
proyecto, contando cada una semana el nimero de insectos durante 3 semanas.

6- Resultados y Discusion
6.1-Analisis del Proceso de Extraccion

Los resultados del andlisis del proceso de extraccion en la maquina Timatic, en cuanto al
contendido de limonoides y materia seca a través del tiempo de extraccion son dados en la
figura 17.

A pesar de que el muestreo en periodos cortos de extraccién no fue realizado, se aprecia
claramente la tendencia logaritmica en cuanto a ambos parametros en funcion del tiempo. Ello
indicaria que la maquina es muy eficiente a tiempos iniciales y luego la capacidad va
disminuyendo (la pendiente tiende a ser cero a tiempos largos de extraccion) de acuerdo a que
el solvente de extraccibn se va saturando en los compuestos a ser extraidos. Dicho
comportamiento ya habia sido observado en INIA Las Brujas para el parametro materia seca,
pero aun no para la concentracion total de limonoides (Borges, 2010).
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Figura 17: Andlisis del proceso de extraccién. A) Contenido total de limonoides (mg/ml); y B)

materia seca (g/100 ml) en funcion del tiempo de extraccion.

De acuerdo a los resultados mostrados (figura 17), se deduce que la extraccion a tiempos
largos posiblemente solo incremente el nivel de impurezas (materia seca no relacionada a
limonoides). Lo antedicho se visualiza en que la casi totalidad de los limonoides ya son
extraidos a los 400 minutos (alrededor de 0, 075 mg/ml), donde el contenido de materia seca
es de 0.1 g/100 ml; mientras que en 1100 minutos el contenido en limonoides es practicamente
el mismo y la materia seca es mas del doble que a los 400 minutos (aproximadamente 1,5
0/100 ml; figura 17). Igualmente deberia evaluarse a través de bioensayos si la presencia de
esos componentes fijos puedan tener un sinergismo en cuanto a la actividad biolégica; caso
contrario la extraccién a largo periodos de tiempo carece de sentido, incrementando los costos

del procedimiento.
6.2-Analisis de almacenamiento de los extractos.
6.2.1-Condiciones de oscuridad

A continuacion se representan la variacién de los parametros estudiados: pH y contenido total
de limonoides, en funcién de los diferentes tiempos de almacenamiento (Tablas 1y 2, Figura
18).
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Muestra Dia 0 Semanal | Semana2 | Semana3 | Semana4 | Semana5 [ Semana7 | Semana9
phinicial 1 | 0,80736821 | 0,59243006 | 0,99505855 | 0,83011057 | 0,71463587 | 0,84427256 | 0,660166676 | 0,66670298
phinicial 1R{ 0,8063884 | 0,65185592 | 0,93955189 | 0,82030612 | 0,74078109 | 0,94122774 | 0,720082793 | 0,66125606
phinicial 2 * 0,84658987 | 0,99912002 | 0,93795958 | 0,91944006 | 0,9303339 | 0,769105071 | 0,71681464
ph inicial 2 R¢ * 0,84750411 | 1,04650376 | 0,91835067 | 0,95430034 | 0,94013835 | 0,784356446 | 0,6993845
ph4d1l 0,819126 | 0,83379046 | 0,80958505 | 0,81268043 | 0,94776404 | 0,94231712 | 0,810501661 | 0,66670298
ph41Rep [ 0,81618656 | 0,87036021 | 0,84207676 | 0,81050166 | 0,97281987 * 0,727708481 *
ph42 0,85243974 | 0,75516548 | 0,80687741 | 0,82357427 | 0,5839098 | 0,90854622 | 0,680864971 | 0,71136772
ph42Rep [ 0,87105624 | 0,78076431 | 0,84613823 | 0,84318318 | 0,71681464 | 0,77782014 | 0,709188954 *
ph71 0,9367039 | 0,84658987 | 0,81500034 | 0,90200991 | 0,93795958 | 0,98698186 | 0,776730759 | 0,66125606
ph71Rep [ 0,91318832 | 0,84384714 | 0,81635416 | 0,90854622 | 0,94885342 | 0,95974726 | 0,740781088 | 0,66997113
ph72 0,92004703 * 0,89893725 | 0,89547361 | 0,90636745 | 0,94885342 | 0,681954355 | 0,64709407
ph 7 2Rep 0,89751127 * 0,9151831 | 0,83664688| 0,88893731 | 0,92924451 | 0,696116346 | 0,69066943

oscuridad.

Tabla 1: Concentracion total de limonoides (mg/ml) determinadas por el método de DMAB-UV respecto de los diferentes tiempos de almacenamiento en

Nota: Las casillas en las que se ha representado un asterisco (*) indican datos no disponibles.

Muestra Dia0 Semanal | Semana2 | Semana3 | Semana4 | Semana5 | Semana7 | Semana9
ph inicial 1 5,17 4,61 4,94 4,84 4,67 4,86 4,39 4,63
ph inicial 2 5,12 4,66 4,97 4,76 4,38 4,9 4,33 4,55
ph41l 3,7 3,01 3,67 3,34 2,9 3,84 2,64 2,78
ph42 3,58 2,62 3,47 3,12 2,68 3,53 2,2 2,46
ph71 6,89 7,04 5,95 5,98 6,04 6,93 6,11 6,05
ph72 7,26 6,97 6,06 6,99 6,52 7,21 6,62 6,82

Tabla 2: Variacion de pH con el tiempo de almacenamiento en oscuridad.
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Figura 18: Representacion gréfica de la variacion en el contenido de limonoides (A) y en el pH
(B) de los extractos almacenados a oscuridad en funcién del tiempo de almacenamiento.

Segun se desprende de los datos precedentes, el contenido de limonoides se mantiene
aproximadamente constante hasta los 30-35 dias (a pesar de la variabilidad mostrada en la

tabla 1, lo cual puede deberse a errores de método), tras lo cual comienza a descender
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paulatinamente. La degradacion verificada en condiciones de oscuridad es inferior al 15% en
todos los casos después de 65 dias. Esto es muy importante considerando la posibilidad de
fabricar formulaciones comerciales, ya que ello podria asegurar la adecuacién y actividad del
producto (mantenido en recipiente cerrado y al abrigo de la oscuridad) con el transcurso del

tiempo.

En cuanto al contenido de limonoides, no hay diferencias apreciables entre tratamientos (pH 4,
ph 7 y ph original), lo que indicaria una buena estabilidad a pH s relativamente acidos. Sin
embargo de la visualizacion de la estructura quimica de limonoides (figura 3) se puede
identificar abundancia de funcionalidades organicas hidrolizables (ésteres, éteres) a pH acidos.
Dichas reacciones no afectarian la estructura basica sino los sustituyentes, lo cual no seria
percibido por ésta metodologia (los productos de degradacion continuarian siendo limonoides).
En éste sentido, hay trabajos que reportan la sensibilidad de los limonoides a trazas de acidos,
sugiriendo la utilizacién de cromatografia flash y HPLC preparativa debido a la degradacion de
los mismos en silica normal (Nakatani, 1994). Sin embargo también existen publicaciones
como la de Jarvis (1998) en que reporta que la azadirachtina es muy estable a temperatura
ambiente en soluciones acuosas de pH 4 a 6, y que es estable por meses en solventes

organicos (siempre protegido de la luz, incluso con la presencia de estabilizadores UV).

En la figura 18 B se aprecia que el pH del extracto natural es aproximadamente 5, lo que se
debe a que el solvente (etanol) con su caracter fuertemente polar extrae compuestos organicos

acidos (muy polares).

En cuanto a la variacién del pardmetro pH con el tiempo de tratamiento, éste permanecié
practicamente incambiado a lo largo de la realizaciébn del ensayo (las variaciones incluso
podrian deberse a la deriva propia del instrumento), lo que quiza tenga su origen en un efecto
buffer de metabolitos extraidos, incluyendo residuos aminoacidicos de proteinas, pares acido

base de acidos organicos, posibles alcaloides, etc.
6.2.2- Comparativa con condiciones de almacenamiento bajo luz.

A continuacion (figura 19) se presentan la comparacion de los resultados mencionados en el
apartado anterior respecto de los ensayos de degradacion en condiciones luminosas realizados
anteriormente en INIA Las Brujas. Dicha evaluacion fue realizada solamente a lo largo de tres

semanas, por lo que la comparacion se realiza en ese intervalo de tiempo.
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Figura 19: Grafico comparativo del almacenamiento de los extractos de M. azedarach en

condiciones de luz y oscuridad en cuanto a contenido de limonoides (A) y pH (B).

Los resultados plasmados en el gréfico 19 A demuestran que la degradacién en condiciones
luminosas es muy superior a la constatada en condiciones de oscuridad. Asi, en condiciones

luminosas la degradacién es muy rpida al inicio, llegando al 50% al cabo de dos dias, lo cual
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se debe al caracter fotolabil de los limonoides ya mencionado. A partir del segundo dia la
concentracion se mantuvo constante hasta la tercera semana en que se realiz6 el experimento.
Esto es una evidencia de la propiedad de rapida fotodegrabilidad de los componentes
limonoides del paraiso que se podria dar en condiciones de aplicacion. Sin embargo en éste
estudio no se realizo la aplicacion sobre la matriz vegetal, lo que pondria en marcha procesos
de biodegradacion por parte de microorganismos que eliminarian dicha persistencia en el
ambiente, como es el caso de la bacteria del suelo Acinetobacter sp. que utiliza limonoides

como fuente de carbono (Vaks, 1981).

Por su parte, la comparacion en el parametro pH demuestra que el mismo se mantiene
constante tanto a condiciones luminosas como de oscuridad, lo cual es coherente debido a la

inexistencia de relacion entre ambos aspectos.

Para complementar éstos estudios deberian realizarse ensayos de residualidad en matrices
tales como agua y suelos. Lo mismo es importante debido a que es una buena herramienta
para ver cuanto del producto aplicado no llega a la plaga (eficiencia de aplicacion), para la
evaluacion del riesgo a que estan expuestos los consumidores y para la evaluacion de los

posibles impactos ambientales (Ruch, Trifolio-M GmbH).
6.3- Aislamiento de limonoides
6.3.1- A partir de frutos de Melia azedarach.

Segun lo indica la figura 9, dos fracciones se obtuvieron de éste procedimiento
presumiblemente enriquecidas en limonoides. Sin embargo del analisis por HPLC, resulté que
ambas fracciones estaban muy enriquecidas en un compuesto de tiempo de retencion 5.7 a 6.2
minutos bajo las condiciones detalladas en Materiales y Métodos. A continuaciéon se presenta el
cromatograma de una de ellas (fraccién 4) en comparacién con el estdndar de toosendanina,
donde se aprecia claramente la diferencia en la retencién lo que se deberia a la mayor
polaridad del compuesto desconocido respecto del patrén.
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Figura 20: Cromatogramas comparativos de la fraccion presumiblemente enriquecida en
limonodes (fraccién 4) del procedimiento de aislamiento de limonoides a partir de frutos (A),
respecto del estandar de toosendanina (B).

6.3.2- A partir del extracto realizado en Timatic® de frutos de M. azedarach
6.3.2.1- Primer Procedimiento

Segun se indica en la figura 11, éste procedimiento rindio al igual que el anterior, dos conjuntos

de fracciones enriquecidas en limonoides segun el andlisis efectuado por TLC.

Sin embargo ambas porciones inyectadas en HPLC exhibieron el mismo pico que en el caso
anterior, con una concentracion muy alta que llegd a saturar el detector. En la figura 21 se

muestra las fracciones 9 a 11, siendo que la 16 a 24 es muy parecida.
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Figura 21: Cromatogramas de las fracciones 9 a 11: resultado del primer procedimiento de

aislamiento de limonoides a partir del extracto etandlico de semillas de paraiso.
6.3.2.2- Segundo Procedimiento

El tercer procedimiento de aislamiento practicado, resulté en tres conjuntos de fracciones, de

las cuales: la 8 presentdé como mayoritario el mismo pico que en los casos anteriores (aunque
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muy lejos de la saturacion del detector); y las (3 a 8), y (15 a 20) se vieron muy enriquecidas en
componentes de baja retencion.

En el caso de la fracciones (15 a 20) se observé un pequefio pico en el mismo tiempo de
retencion de la toosendanina indicado en la figura 20, aspecto ausente en los otros dos
conjuntos de fracciones. En dicha fraccion aparece también (aunque como minoritario), el pico

correspondiente al compuesto problema.
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Figura 22: Cromatogramas resultantes de las fracciones del segundo procedimiento de
aislamiento a partir del extracto etandlico de semillas de paraiso. Fracciones (3 a 8) (A), 8(B) y
(15-20) (C).
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Para obtener algun elemento mas en torno al componente desconocido, se realizé un espectro

UV-Vis de la fracciébn 8 en el rango 200-800 nm, y la comparacion de elucion con los

estandares rutina y quercetina, los cuales se exhiben a continuacién.
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Figura 23: A) Espectro UV-Vis (200-800 nm) de la fraccién 8, con patrén de bandas

caracteristico de flavonoides y B) Cromatograma comparativo de los patrones de flavonoides

rutina y quercetina junto al compuesto desconocido (grafico en misma escala).

El patron de bandas en el espectro UV/MeOH mostrado en la figura 23 A es tipico de flavonas

y flavonoles 3-O-sustituidos (Mabry, 1970; Martinez, 2005) con su banda | (correspondiente al

anillo B) en un méximo de 325 nm y la banda Il (correspondiente al anillo A) con un maximo a

254 nm, siendo precisamente ésta longitud de onda la tipica para deteccion de flavonoides en
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HPLC (Martinez, 2005). Segun la figura 23 B, se pudo constatar que el componente
desconocido no fue ninguno de los dos patrones de flavonoides inyectados.

6.3.3- Separacion por SPE de diferentes 6rganos de Melia azadarach

En la evaluacion de los diferentes érganos por extraccién con SPE, se constatdé una diferencia
en el perfil quimico de corteza, hojas ramas y frutos. En éste dltimo caso, tanto el extracto de
frutos maduros, asi como el de frutos verdes y las semillas tuvieron un perfil idéntico, con la
presencia mayoritaria del compuesto previamente detectado en el aislamiento y aparentemente

sin presencia de toosendanina.

La figura 24 muestra la comparacion de los perfiles cromatograficos.

2604
240H
2204

A)

2004
180
1604
140
1204
100K
a0
B4
Al
20

R |

Voltage(mv]

Timwe{min)

B)

W oltago mv

w0l q —

0 L] 10 15 20 25
Thene{auin]

51



2.8

[~]
=

W ileageimv)

yI g B F

5 10 15 o ) o
Timedmia}

D) 4504

40

350

Valingzinw j

-L--._...._,_. mps st

15 0 25 30
Tinse(mink

Figura 24: Cromatogramas comparativos de los extractos de corteza (A), hojas (B), frutos

maduros (C) y ramas jévenes (D) de Melia azedarach.

Como se puede constatar por la figura 24, los extractos de cada uno de los érganos aparecen
muy limpios, lo cual hace ver que la metodologia con SPE sea muy buena como clean-up. Sin
embargo se constatd nuevamente la presencia del compuesto problema (tr: 6. 398 min) y
aparecieron unos picos mayoritarios en corteza (tr: 7.140 min), ramas (tr: 12.865 min) y hojas
(tr: 13. 407 min). De acuerdo a la evaluacién realizada por TLC de las diferentes fracciones,
sélo la porcion de frutos maduros, semillas y frutos verdes fueron los que presentaron revelado
semejante a la toosendanina de acuerdo al revelador de Vainillina.

A pesar de que no es mostrado en la figura, no se pudo hacer una comparacion fehaciente con
el estandar de toosendanina, ya que en las veces en que fue realizado su cromatograma, varié
considerablemente en su retencién, generando mucha incertidumbre. Aln asi el pico mostrado
en el extracto de ramas es el mas promisorio (a pesar del resultado negativo con el revelador

vainillina) de ser un limonoide de acuerdo a su retencion relativa en fase reversa.
6.3.4- Anédlisis por RMN.

Como se muestra en la figura 25, el espectro de la fraccion 4 no es nada claro (alto nivel de
ruido), a pesar que la misma tuviese un componente muy mayoritario, lo cual puede ser debido
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a interferencias de impurezas. Lo anterior no es raro que acontezca en aislamiento de
productos naturales (M. Diaz, com. pers.).

Las sefales a desplazamientos quimicos (6) de 3.5 ppm y 7.25 ppm corresponden a los
protones del agua y del solvente. Las sefiales a ® entre 0.7 y 1.7 corresponden a sefiales de
metilos. Dada la poca claridad del espectro, no se pueden asignar sefiales ni suministrar

integracion de manera confiable.
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Figura 25: Espectro de "H RMN de la fraccién 4 (componente desconocido).

En el experimento de COSY no se pudieron apreciar acoplamientos.

6.3.5- Resumen de lainformacién estructural del compuesto desconocido.

*Segun su indice de retencion en HPLC-C5: es mas polar que la toosendanina y la quercetina,
pero menos que la rutina.

*Solubilidad: EtOH, MeOH, AcOEt, AcCN, CH,Cl,, CDsCls.

*Insolubilidad: Hexano.

* Segun reveladores de TLC: compuesto triterpenoide con heterociclo furanico o inddlico.
*Segun pruebas PPVP-HPLC: componente polifendlico.

*Solido amarillo en evaporacién a sequedad, impartiendo dicho color a los extractos.
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*Segun su espectro en UV/MeOH: componente flavonoide. Banda II: 254 nm, Banda I: 325 nm.
Maximo de absorcion a la longitud de onda tipica de deteccion de flavonoides.

*Segun RMN: presencia de metilos en la molécula.

*Distribucién: frutos maduros, frutos verdes y semillas de Melia azedarach.

6.4- Efectividad del Bioplaguicida
6.4.1- A laboratorio.

A continuacion se presentan el resultado que se obtuvo en el bioensayo de consumicién con
eleccion por parte del crisomélido Diabrotica speciosa, realizado con la metodologia ya

descripta.
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Figura 25: Datos crudos del ensayo de alimentacion con Diabrotica speciosa. La notacion

indica el nimero de tratamiento y la repeticién. Tratamientos 1) Melia 10% con Quillaja 1%, 2)
Melia 10%, 3) Melia 5%, 4) Melia 1%.

Como se puede ver en las figura 25 y 26, hay una diferencia apreciable entre el consumo del
tratamiento y del control para cada uno de los tratamientos evaluados, siendo siempre mayor el
consumo para éste Ultimo caso. Lo antedicho verificaria el efecto deterrente y anti-alimentario
(repelencia al consumo) propuesto para los extractos de fruto del &rbol del paraiso.

Se calcul6 el indice de preferencia (IP; Diaz, 2010) e indice de consumo (FR; Gonzélez-

Coloma, 2009), los cuales dan una medida objetiva del consumo en cada tratamiento.

% IP= (C-T)/(C+T)*100
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% FR= 1-(T/C)

De acuerdo a éstos pardmetros, la inhibicion en la alimentacion fue mayor en el tratamiento con
extracto de Melia azedarach al 1% y menor para el caso del tratamiento al 0.1%.

Es llamativo que sea mayor la inhibicion a la concentracion de 1% que a la de 10%, siendo que
en ésta Ultima seria mayor la concentracion de limonoides; dicho comportamiento ya habia sido
observado en ensayos a campo en INIA Las Brujas (Borges, 2010). Lo anterior puede deberse
a saturacion de receptores de los principios activos (Liu, 2008)

El efecto del agregado de Quillaja brasiliense a los extractos de M. azedarach (tratamientos 1y
2) no parece tener efecto sobre la alimentacion, ya que ambos indices tienen valores muy
proximos. Ello indicaria que las saponinas presentes en Quillaja, no tendrian un efecto

antialimentario significativo.
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Figura 26: Resultado de bioensayo de consumo con eleccion de hojas de papa (Solanum
tuberosum) para Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae, en cuanto al indice de
preferencia (IP) y el de consumo (FR). Tratamientos 1) Melia 10% con Quillaja 1%, 2) Melia
10%, 3) Melia 5%, 4) Melia 1%. (n=10 por tratamiento).

De acuerdo a Gonzalez-Coloma (2009), para el caso del indice de consumo (FR), se considera
gue los extractos son activos si el valor numérico del mismo supera el 75 %. Segun ese criterio,

s6lo el extracto de frutos de Melia azedarach al 1% resultaria activo (figura 26).

Para el caso de Diabrotica speciosa, Valladares (2003) ya habia observado efecto deterrente
de extractos alcohdlicos de Melia azedarach, aunque con un porcentaje muy marcado: 95-
100%, lo que puede deberse a diferencias en la composicion de metabolitos entre arboles de

diferentes poblaciones o a diferente tolerancia de la plaga.
6.4.2- A campo

En la tabla siguiente se presentan los resultados crudos del ensayo.
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Semana0 Semanal Semana2 Semana3

Cuadrante Planta N2 moscas N2 moscas 2 N2 moscas 3 N2 moscas 4
1 1 67 117 220 380
1 2 22 75 11 230
1 3 58 210 166 350
1 4 18 153 510 150
1 5 172 14 227 257
1 6 318 82 119 170
1 7 19 212 216 10
1 8 80 230 320 69
1 9 104 120 204 120
1 10 282 114 112 482
2 1 84 16 3 65
2 2 68 22 37 170
2 3 128 220 64 240
2 4 74 86 230 360
2 5 19 145 310 240
2 6 12 135 408 280
2 7 53 280 220 310
2 8 9 21 84 180
2 9 13 28 71 280
2 10 29 58 40 850

Total 2 - 489 1011 1467 2975
3 1 108 111 480 210
3 2 203 276 550 140
3 3 89 49 267 523
3 4 128 27 340 474
3 5 59 115 296 280
3 6 191 258 312 410
3 7 93 340 354 363
3 8 4 450 280 186
3 9 149 76 220 270
3 10 55 62 232 300
4 1 84 220 298 210
4 2 68 65 160 270
4 3 128 42 224 120
4 4 74 175 120 270
4 5 19 120 77 180
4 6 12 72 190 200
4 7 53 96 220 280
4 8 9 40 64 150
4 9 13 164 120 340
4 10 29 187 210 224

Total 4 - 489 1181 1683 2244



Tabla

3: Resultados crudos del conteo de adultos en el ensayo de campo contra Trialeurodes

vaporariorum en las diferentes semanas de tratamiento con extracto de Melia al 10% y Quillaja

al 1%.

Cuadrantes de tratamiento: 1y 4; cuadrantes testigos: 2 y 3.

Los resultados permiten realizar varias observaciones:

1

2)

3)

4)

D

o

o

o
)

N

(O]

o

o
1

ivel Poblagional

El bioplaguicida no disminuyd la poblacion de la plaga en términos absolutos, ya que su
ndamero aumento a lo largo del desarrollo del ensayo. Es razonable que ello suceda en
virtud de que la formulacion (como la mayoria de los bioplaguicidas) tiene descripto
efecto anti-alimentario mas que efecto pesticida (mortalidad de la plaga).

La poblacion final de adultos en las plantas tratadas con la formulacion fue casi un
tercio menos que en las plantas testigo (figura 27). Si bien deberian realizarse test
estadisticos, las diferencias entre ambos conjuntos de datos (tratamiento y testigo)
fueron incrementandose conforme transcurrido el ensayo (visualizado por el menor
solapamiento de las barras de error tipico en el tiempo). Ello permite inferir que en un
tiempo razonable de tratamiento (y aplicando apenas se detecta la plaga) el
bioplaguicida permitiria realizar un aceptable control poblacional del adulto del insecto
dafiino.

La disminucion relativa de la plaga no necesariamente se puede deber a mortalidad de
la misma, sino a un efecto deterrente que haya ahuyentado a los insectos hacia otros
cuadrantes o fuera del invernaculo.

Los datos recabados no se pueden correlacionar con el dafio causado, ya que no sélo
los adultos se alimentan del cultivo, sino también las ninfas. Para una evaluacion mas
precisa de la efectividad, se deberia cuantificar aquél en las diferentes etapas del
ensayo.
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Figura 27: Ensayo de campo en cultivo de tomate por aplicacion de bioplaguicida frente a
Trialeurodes vaporariorum. El nivel poblacional se describe en namero total de individuos en el

follaje superior de 10 plantas elegidas al azar (ver metodologia).

Alineado a lo obtenido de no mortalidad y posible deterrencia, en un reporte con la mosca
blanca Bemisia tabaci, De Souza (2001) no observé efecto ni en la mortalidad ni en la duracion
de estados larvales con extractos acuosos de frutos maduros de Melia azedarach, aunque si
afectaron los extractos de hojas y frutos verdes. En el mismo sentido, Nardo (1997), también
observé la ausencia de mortalidad, pero comprob6 la deterrencia a campo de los extractos
acuosos de hojas y frutos de paraiso y su consiguiente disminucion en la transmisiéon del

mosaico dorado del poroto (virus fitopatdégeno).

De esta manera, aunque la formulacion no tenga incidencia directa en la mortalidad de los
individuos, al inhibir la alimentacion, contribuye a una menor incidencia de dafios, tanto directos
como indirectos, aportando de esta forma el propésito fundamental de la Agricultura Organica:

el respeto de la Biodiversidad.

7- Conclusiones

Respondiendo a los objetivos inicialmente planteados, se puede decir que éste trabajo aporté

informacion respecto a:

*La extraccién de limonoides en la mini-planta extractora, deduciéndose la necesidad de
realizar el proceso de extracciébn en menor tiempo que el hasta ahora practicado (por ejemplo
en 400 minutos, 6. 66 horas) en virtud de que a tiempos mayores s6lo aumenta la extraccion de

componentes fijos (materia seca) y no asi la cantidad de limonoides.

*El estudio de las condiciones de degradacion de los limonoides totales (técnica:
espectrofotometria UV) bajo condiciones de oscuridad y la comparacién con estudios previos
de almacenamiento bajo luz, demostraron claramente la foto-labilidad de ésta clase de
metabolitos, y la persistencia de la formulacion en almacenamiento en oscuridad. El primer
punto es muy adecuado para formular productos ambientalmente seguros, mientras que el

segundo punto de es fundamental a la hora de realizar una posible formulacién comercial.

*Los procedimientos de aislamiento de sustancias seguidos a partir de extracto de frutos de M.
azedarach llevaron a la caracterizacién de un flavonoide (s6lido amarillo), del que se obtuvieron
algunos datos estructurales (HPLC, RMN, TLC, UV).

*En los extractos preparados, los limonoides se presentan en muy baja concentracion (en la
comparacion con el estdndar de toosendanina), por lo cual no se pudo detectar por la técnica
SPE-HPLC.
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*La evaluacion de los perfiles quimicos en HPLC de diferentes érganos del paraiso, permitio
establecer una clara diferencia entre los extractos de corteza, hojas, ramas y frutos; y una
similitud entre los extractos de frutos maduros, verdes y semillas, abundando el componente

flavonoide identificado.

*La presencia de compuestos ubicuos (flavonoides) en el extracto no debe menospreciarse,
pues también pueden ser responsables de la actividad bioldgica o en su caso ser parte de un

sinergismo, potenciando las sustancias activas.

*Las pruebas de efectividad del bioplaguicida realizadas, junto a la informacion ya generada a
nivel nacional, demuestran que los extractos de frutos de Melia azedarach son una herramienta
promisoria para la aplicacion a predios organicos, ya que permite un cierto control de las plagas

con minimo riesgo ambiental y bajo costo econémico.

Un gran aporte de éste proyecto de desarrollo de bioplaguicidas ha de ser en el aspecto social,
ya que la participacion de los productores en la generacién de conocimientos y la interaccién
con los técnicos trabajando codo a codo, puede repercutir en la consecucion de una
herramienta de manejo de plagas “hecha en Uruguay”, fruto del trabajo de todos los actores

involucrados.
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