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RESUMEN

Los productos del metabolismo secundario de plantas suelen ser
de interés biotecnologico como plaguicidas naturales utiles para
mejorar estrategias agroecologicas o en el manejo de ecosistemas
mas amigables con el ambiente. Con el propdsito de iniciar estu-
dios en esta tematica se procedi6 a: a) establecimiento, en medios
solidos y en suspension, de cultivos celulares de Azadirachta indi-
ca; b) extraccion secuencial fraccionada, aislamiento y deteccion
de Azadiractina mediante cromatografia de capa fina; c) identifica-
cion, cuantificacion del compuesto por cromatografia de liquidos,
y comprobacion de su actividad biologica. Todas las actividades se
realizaron en el laboratorio de biotecnologia de células vegetales
del centro de investigaciones y estudios avanzados (CINVESTAV),
Meéxico, a finales del afio 2009. Los resultados indican la presen-
cia de terpenoides en los extractos obtenidos, la Azadiractina fue
aislada y detectada mediante cromatografia de capa fina (R, 0,2).
Este compuesto fue identificado también por la coincidencia de su
tiempo de retencion (20 min) con el del estandar en la cromatografia
liquida de alta resolucion de la muestra semipurificada. Fue cuan-
tificado interpolando su absorbancia en la curva de calibracion ob-
tenida con diferentes concentraciones del estandar. Se encontraron
1.67 mg g! peso seco de este compuesto en las semillas estudiadas,
y mediante bioensayos fue comprobado el efecto fungicida del ex-
tracto. Adicionalmente, fueron establecidos cultivos in vitro.
Palabras clave: neem, limonoides, agroecosistemas, ecologia qui-
mica.
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ABSTRACT

Secondary metabolites of plants are of biotechnological interest
because, for example, they could be natural pesticides helpful to
improve environmental friendly strategies or for agroecological
management. In order to begin studies in this area it proceeded:
a) establish cell suspension cultures of Azadirachta indica; b) ex-
traction, isolation and detection of Azadirachtin by Thin Layer
Chromatography; c) identification and quantification of AZA by
Liquid Chromatography, and verification of their biological activi-
ty. All activities were conducted in the Laboratory of Plant Biotech-
nology of the Research Center and Advanced Studies (CINVES-
TAV), Mexico, at the end of 2009. Results indicate the presence of
terpenoids in the extracts; Azadirachtin was isolated and detected
by Thin Layer Chromatography (R, 0.2). This compound was also
identified in semipurified sample by the coincidence of its retention
time (20 min) with the chemical standard by Liquid Chromatog-
raphy High Resolution; besides it was quantified by interpolation
of their absorbance in the calibration curve obtained with different
concentrations of the standard. In the analyzed seeds was found
1.67 mg g dry weight of Azadirachtin and through bioassays was
showed the fungicidal effect of the extract. Additionally, plant cell
cultures in vitro were established.

Key words: Neem, limonoids, agroecosystem, chemical ecology.

60



m AL E RA Revista Cientifica
Vol. 14. N° 23, p. 60-66 / diciembre 2014

ISSN 1998-8850
www.una.edu.ni/diep/calera

PROUESEIN DECLANS

n la actualidad existe una gran cantidad de proble-

mas ambientales que presionan para que las activi-

dades de desarrollo de la sociedad estén sustenta-

das en procesos y tecnologias limpias. Las politicas
gubernamentales y planes de desarrollo agricola que existen
alrededor del mundo, orientan la reduccion del uso de agro-
quimicos en general y promueven una produccion agricola
sostenible, adicionalmente la tendencia agroecologica para el
manejo de los agroecosistemas fomenta el uso de bioplagui-
cidas. Son muchos los productos que pueden ser obtenidos de
las plantas y a lo largo de la historia de la humanidad, se han
utilizado también principios activos o extractos procedentes
de ellas como insecticidas, aunque entonces sin saber cuales
eran los compuestos que tenian esa propiedad.

Sin embargo, desde la mitad del siglo XX los pla-
guicidas quimicos ocuparon un lugar preferencial y su uso
continuo e indiscriminado ha tenido un impacto ambiental
negativo que implica pérdidas de calidad de las aguas y el
suelo, contaminacion de habitats, desarrollo de resistencias
en las especies, riesgos para la salud humana y desequilibrios
ecologicos.

La pérdida de las cosechas y de su calidad por la accion
de plagas continua siendo uno de los principales problemas
que enfrenta la agricultura y debido a los problemas ambien-
tales generados por los plaguicidas quimicos, los productos
naturales con su diversidad estructural se han convertido en

Cuadro 1. Aspectos etnobotanicos de Azadirachta indica

una alternativa para el disefio de métodos de manejo de pla-
gas, efectivos y ecologicos (Opara y Obani, 2010).

Adicionalmente, es de interés estratégico fomentar el
estudio y valoracion de la biodiversidad local mediante el
desarrollo de nuevos bioproductos que en combinaciéon con
el conocimiento tradicional conduzcan a un mayor aprove-
chamiento y conservacion de la misma, contribuyendo asi a
convertir la ventaja comparativa de bio-riqueza en ventaja
competitiva para promover el desarrollo sostenible.

El arbol de Neem (Azadiracta indica) es de crecimiento
rapido, robusto, de hoja perenne, puede alcanzar una altura
de 30 m y vivir por mas de 200 afios; es madera fina y dura,
resistente al comején, de valor energético alto, pero no pre-
ciosa. La floracion depende de las condiciones edafoclimati-
cas, en clima tropical ocurre entre los meses de abril y mayo
pero suele prolongarse hasta diciembre intermitentemente y
en menor porcentaje. La polinizacion es por Ceratopogoni-
dos. Presenta inflorescencia en panicula con flores pequenas,
blancas, aromaticas. El arbol adulto produce entre 25 a 100
kg de frutos, drupas oblongas, amarillentas que contienen
de una a dos semillas de color caf¢ (MARENA e INAFOR,
2002).

Posee una raiz pivotante de crecimiento rapido, clave
para resistir la sequia y para sobrevivir en suelos pobres; este
conjunto de caracteristicas lo convierten en una opcion alterna-
tiva para mejorar medios de vida del productor (Gruber, 1994).

Aspecto

Detalles

Nombre cientifico

Nombre comin Neem, Margosa

Clase Magnoliopsida
Familia Meliaceae

Origen Sur y sureste de Asia
Distribucion

Lugar y fecha de recoleccion

Caracteristicas del habitat

Azadirachta indica A. Juss

zonas tropicales y subtropicales de Africa, América y Australia
km 13 Carretera Norte, Managua, 22 de octubre 2009

Sabana, destacandose el componente herbaceo y algunos pocos arboles predomi-
nantemente de A. indica

Usos Medicinales, abono verde, forraje, forestal, en Nicaragua se comercializa como
insecticida botanico (Neem 20) y para el manejo de plagas y control de parasitos

del ganado
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El extracto de semillas del arbol de Neem provee de
un insecticida natural para el manejo de plagas, ya que es
conocido que afecta mas de 300 especies de insectos, orga-
nismos patdogenos y nematodos del suelo (Stoney, 1998). En
estos arboles se encuentra la sustancia Azadiractina (AZA),
triterpeno caracteristico de la familia Meliaceae localizado
en la corteza, hojas, frutos del arbol, y usualmente en mayor
concentracion en la semilla. Quimicamente es muy intere-
sante, debido a su compleja estructura que implica retos para
su sintesis en laboratorio. Bioldgicamente es un compuesto
importante por sus efectos negativos sobre el crecimiento y
la capacidad de alimentarse de algunos insectos, artropodos
y de otros phyla relacionados (Coventry y Allan, 2001); pero
sin efectos toxicos significativos en vertebrados y el hombre
(Adan et al., 1998).

Aunque la actividad biocida de extractos de Neem ha
sido ampliamente reportada, el contenido de los componen-
tes con esta actividad varia de acuerdo no sélo al estado de
madurez del fruto, sino también posiblemente en relacion a
la variedad genética (Ramos et al., 2004). De manera que
es pertinente sefialar que la viabilidad econdémica y técnica
de cualquier producto natural requiere no solo ser evaluado
desde el punto de vista social, ambiental y financiero, sino
que adicionalmente es un factor clave el poder disponer del
producto en cantidades necesarias para satisfacer la demanda
comercial del mismo.

Debe destacarse que en la agricultura moderna toda es-
trategia de manejo integrado que apoye alternativas no con-
vencionales y mas limpias requiere de fundamentos ecoldgi-
cos, del conocimiento de las interacciones que ocurren desde
el nivel quimico, el bioldgico e incluso el social.

Con el interés de fortalecer estrategias biotecnoldgicas
amigables con el ambiente que contribuyan al manejo eco-
logico de los sistemas de produccion agricola en Nicaragua,
hemos procedido a extraer y determinar el contenido de AZA
presente en semillas y hojas de A. indica asi como a confir-
mar su actividad fungicida, lo que sentara bases para futuros
estudios de optimizacion in vitro del proceso bioldgico de
sintesis con fines de comercializacion de este principio activo
de bajo efecto residual.

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento de cultivos celulares como posibles
productores de AZA. Frutos de A. indica fueron colecta-
dos en octubre del 2009 en arboles que crecen en campos
alrededor de la Universidad Nacional Agraria, en Managua,
Nicaragua. El establecimiento de cultivos celulares se realizo
en el laboratorio de biotecnologia de células vegetales del de-
partamento de biotecnologia del CINVESTAYV, México D.F.
Se disefid un DCA con 12 tratamientos y dos repeticiones;
los cultivos fueron colocados en medio Nm (Nitsch y Nitsch
modificado) o Murashige y Skoog (MS) adicionado con 3%
de glucosa, y diferentes combinaciones y concentraciones de
acido naftalenacético (NAA) (1 o 1.86 mg/l); acido indolbu-

tirico (IBA) (1 mg/l); acido 6 benzilaminopurina (BA) (1 o
0.56 mg/l); acido indolacético (AIA) (1 mg/l). En todos los
casos el pH se ajusto a 6. Se agrego6 Phytagel™ (2 g/l) para
solidificar el medio de cultivo. Los explantes fueron obteni-
dos de yemas axilares de plantulas procedentes de semillas
de Nicaragua germinadas in vitro. El material vegetal fue
previamente desinfectado con etanol (70% v/v y Cloralex
15% v/v). Los tratamientos fueron colocados en cuarto de
crecimiento a 25 + 2 °C y 600 luxes. Se evalu6 cualitativa-
mente el desarrollo de callos, raices, area foliar. Posterior-
mente, las mismas composiciones del medio nutritivo, pero
sin Phytagel, fueron también utilizadas para los cultivos en
suspension los cudles fueron establecidos a 100 rpm en simi-
lares condiciones de luz y temperatura.

Extraccion, aislamiento, deteccion del triterpeno en cro-
matografia de capa fina. El tejido vegetal correspondiente
a 0.5 g peso fresco (hojas o semillas) de 4. indica se homo-
genizo en nitrogeno liquido, las grasas fueron removidas con
hexano (1:10). Posteriormente, fueron adicionados 2 ml de
éter de petroleo, las fracciones obtenidas fueron separadas,
secadas con nitrogeno liquido y redisueltas en un ml de me-
tanol. Una alicuota de estas fracciones fue aplicada a las
placas con silica gel para detectar el compuesto de interés al
realizar la cromatografia de capa fina (TLC por sus siglas en
inglés). La fase movil usada fue hexano (3): etil acetato (7).
La deteccion del compuesto de interés se realizo al observar
el color de las manchas (rosado) después de asperjar la placa
con vainillina (1% solucion de H,50,) y compararlas con el
estandar. Como estandar se uso Azadiractina al 95 % (Sigma)
(C,H,,0,,; peso molecular: 720.72).

Identificacién, cuantificacion de AZA y comprobacién de
su actividad biologica. Con el objetivo de semipurificar la
muestra, la silica correspondiente a las manchas que indica-
ban la presencia de Azadiractina fue separada de las placas y
diluida en metanol. Después de dos dias el extracto obtenido
fue filtrado, colocado en rotavapor para remover el solvente
y reconcentrado en metanol (100 ul): agua (100pul) para su
posterior analisis por cromatografia liquida de alta resolu-
cion (HPLC).

UV espectrofotometro

Diferentes concentraciones de estandar de Azadirachtin
fueron preparadas con diferentes solventes y escaneadas en
la region UV.

Finalmente, 100 pl de la fraccion extraida y semipurificada
de la silica fueron inyectados al equipo de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) para identificar el triterpeno. Las con-
diciones de corrida en HPLC para las soluciones metandlicas del
extracto fueron columna C18, tasa de flujo 0.5 ml min’!, detector
UV-VIS, longitud de onda 214 nm, volumen de muestra 20 pl,
fase movil acetonitrilo-agua. La cantidad de AZA presente fue
calculada interpolando su absorbancia en la curva de calibracion
obtenida con diferentes concentraciones del estandar.
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Actividad biolégica. Durante el establecimiento de los cul-
tivos in vitro se detectaron cepas de Fusarium spp creciendo
en algunos de estos cultivos; por las caracteristicas del cre-
cimiento se postuldé que el hongo podria estar conviviendo
con los cultivos vegetales. Por sospechar un posible efecto
elicitor fue entonces aislado, propagado e inoculado en con-
diciones asépticas a hojas de plantas de Neem. Para ello,
hojas de plantas de 4. indica creciendo previamente en ma-
cetas o potes, se desinfectaron en una solucion de Cloralex
(15% v/v) y posteriormente se lavaron con agua destilada, a
continuacion el limbo de la hoja fue introducido en tubo de
ensayo con Fusarium en medio agar PDA (papa dextrosa).
Finalmente, toda el area foliar de la planta se sell6 con bol-
sa plastica desinfectada para restringir el intercambio con el
ambiente, el pote fue colocado en camara de crecimiento a 24
+1 °Cy luz continua.

Adicionalmente, se comprobd la actividad biologica del
extracto mediante bioensayos. Para su preparacion se usaron
placas Petri con medio agar PDA (papa dextrosa) el que fue
esterilizado, enfriado y mantenido a 12°C.

Posteriormente, se difundieron en condiciones asépticas
cinco ml de suspension del indculo obtenido de las cepas de
Fusarium y se agregaron 5, 10 o 20 ul del extracto metandlico
utilizado en el HPLC. Las placas fueron dejadas en condicio-
nes asépticas sin tapar, para permitir la evaporacion del meta-
nol. Después de una hora fueron selladas y mantenidas a una
temperatura de 25°C + 2°C durante 10 dias para su incubacion.
Se prepararon dos repeticiones y un control negativo de meta-
nol al 50%. Después de transcurrido el tiempo de incubacion,
se procedio a observar las zonas claras de inhibicion del creci-
miento para valorar la actividad antifingica.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento de cultivos celulares. Estudiar la propa-
gacion in vitro de Neem no fue objetivo de este trabajo de
investigacion, no obstante, resulta de interés sefialar algunos
aspectos relacionados con este proceso puesto que los culti-
vos celulares son potenciales productores de Azadiractina. El
desarrollo de callos, brotes foliares e incluso raices (figura 1)
ocurrio6 preferentemente en el medio MS. En el frasco ultimo
de la derecha se observa la formacion de brotes foliares des-
pués de ocho semanas.

Figura 1. Formacion de callos potencialmente embriogénicos de
color crema, amarillo o café modulares y friables, obtenidos a partir
de apices de hojas de Neem cultivadas en medio MS suplementado
con 1 mg/l de NAA y de BA respectivamente y 3% de glucosa.
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En el MS/2, con la concentracion de sales inorgéanicas
reducida a la mitad, sin glucosa, ocurrié germinacioén de se-
millas de Neem. Fue observada una formacion mas acelerada
de brotes foliares cuando callos provenientes de hojas se de-
sarrollaron en condiciones de luz y en el medio adicionado
con BA o con IBA. Tal como fue esperado, se formaron rai-
ces en el medio MS adicionado con auxina, AIA (1 mg/l) y
con la concentracion de sales reducida a la mitad.

En el MS adicionado con NAA (1.86 mg/l), BA (0.56
mg/l) y 3% de glucosa se logroé el establecimiento de suspen-
siones celulares a partir de callos friables. Por otro lado, los
problemas de oxidacion en el medio MS fueron minimos y la
formacion de callos semifriables o friables principalmente a
partir de explantes de hoja se acelero.

En la figura 2 se muestran raices y suspensiones celu-
lares establecidas en el medio MS pero generados a partir
de explantes de hojas y callos respectivamente. Quraishi et
al., (2004) sefialan que las semillas almacenadas pierden su
viabilidad, lo que podria conducir a dificultades en la con-
servacion de Neem, especie con amplio uso en la industria
maderera, medicinal y de agroquimicos. Incluso en algunos
paises, la demanda de uso a que ocasionalmente estas plan-
tas son sometidas, podria conducir a su desaparicion en los
ecosistemas. Ante esta situacion la regeneracion in vitro de
plantulas de Neem y los cultivos celulares, se constituye en
una importante alternativa de propagacion, conservacion y
para el mejoramiento y produccioén de concentraciones mas
altas de AZA o alglin otro metabolito de interés.

Figura 2. Cultivo in vitro de raices (al fondo) y suspensiones celulares
de A. indica en medio MS adicionado con NAA (1.86 mg/1), BA (0.56
mg/l) y 3% de glucosa.

Extraccion, aislamiento, deteccion y cuantificacion del
triterpeno. Las placas de cromatografia asperjadas con vai-
nillina (1% v/v) mostraron manchas que coincidieron con el
estandar de referencia. El valor del R (0.2) de la Azadiractina
aislada desde las muestras coincidi6 con el del estandar (fi-
gura 3). En carriles 1 y 4 de izquierda a derecha se coloco la
fase metandlica del extracto obtenido a partir de hojas, en ca-
rril 2 esta la fase hexanica; 3 y 5 fase metandlica y hexanica
respectivamente de muestras obtenidas a partir de semillas.
En el carril S se coloco el estandar. La placa a la izquierda fue
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revelada usando vainillina-ac sulfurico, por lo que se observa
en el estandar y en algunas muestras el color rosado caracte-
ristico de AZA.

Este metabolito secundario vegetal fue detectado en
todas las muestras o fases de la extraccion. La placa a la de-
recha es la misma antes del revelado y bajo luz UV-corta, se
observa en las muestras la presencia de otros terpenos posi-
blemente nimbina, salannina entre otros compuestos.

Figura 3. Cromatografia en capa fina que muestra la presencia de
diversos compuestos y especificamente la Azadiractina, Rf (0.2),
aislada a partir de hojas y semillas de 4. indica; en todos los casos
se colocaron 20 pl de extracto crudo.

Cuando la Azadiractina aislada fue analizada utilizando
HPLC, metodologia analitica que permite la identificacion
del compuesto, el tiempo de retencion del estandar, 20 minu-
tos, coincidio6 con el de las muestras de semillas y hojas (figu-
ra4a, b, c). Como se observa en el recuadro a la derecha de la
figura 4a, la longitud de onda donde el compuesto muestra su
maxima absorbancia es 214 nm. La cantidad encontrada en

la semilla fue calculada en 1.67 mg g’ de peso seco. Espar-
za-Diaz et al., (2010) reportan concentraciones de 2 478, 565,
422 y 150 ppm en el extracto metandlico, hexanico, oleoso y
acuoso respectivamente, obtenido de semillas de Neem. Por
otro lado, Arias et al., (2009) trabajando con una metodolo-
gia especial que incluye técnicas de hidrodestilacion y flui-
dos supercriticos para extraer aceites esenciales, encontraron
aproximadamente 1.13 mg g’/ de AZA en semillas.

Aun se requiere mayor informacioén acerca de la ruta
metabdlica de los limonoides, en particular de AZA, estudios
en este sentido y relacionados con las variables de crecimien-
to del cultivo y con parametros hidrodinamicos de transfe-
rencia de masa y calor serdn necesarios para optimizar la
produccion en biorreactor de este insecticida natural.

Comprobacién de actividad biolégica y bioensayos. El
crecimiento de Fusarium fue inhibido por una alicuota del
extracto metandlico utilizado para la identificacion del com-
puesto en HPLC, como se muestra en la placa del centro en
la figura 5. El efecto fungicida de extractos de Neem ha sido
previamente reportado (Bowers y Locke, 2000) y el bioensa-
yo realizado durante este estudio confirmo¢ la actividad anti-
fingica de los extractos, como se muestra en la placa del lado
izquierdo de esta figura.

Se midié el crecimiento de la colonia después de cinco
dias, y se determind 25% como el porcentaje de inhibicion
al tomar el control negativo como el 100%. De acuerdo con
Fernandez y Gonzalez (2008), hay actividad inhibitoria del
crecimiento cuando ésta es mayor al 20%.
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Figura 4. Cromatograma en HPLC del estandar de AZA (a); del extracto metanélico semipurificado de semillas (b); y de hojas (c) de 4 indica.
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Figura 5. Fusarium spp creciendo con 10 pl del extracto metano-
lico obtenido de semillas (a); con metanol al 50%, control negativo
(b); y en medio agar PDA (c).

Al menos 25 principios activos de Neem con activi-
dad bioldgica sobre artropodos han sido aislados (Isea ef al.,
2013). No obstante, si bien es importante obtener altas con-
centraciones de AZA en los extractos; no debe obviarse que
también podrian estar presentes otros terpenos, visibles en
las placas de TLC (figura 3) y en los cromatogramas (figura
4a 'y 4b), que posiblemente ejercen un efecto toxico aditivo.
Caracteristica que agrega cualidades a este producto natural
ya que obstaculiza el desarrollo de resistencias en los mi-
croorganismos patogenos.

Como se ha mencionado la cepa de Fusarium spp uti-
lizada en este estudio fue aislada de los cultivos in vitro de
Neem; Girish y Shankara (2008) reportan diferentes espe-
cies de Fusarium identificados como hongos endofiticos
presentes en la corteza interna de esta especie. Es necesario
profundizar los bioensayos e investigar si la produccion de
terpenoides esta relacionada con estrategias de adaptacion de
A. indica.

En otras especies vegetales las aplicaciones de extrac-
tos de A. indica, realizados sobre la base de estudios toxico-
logicos, podria convertirse en una medida preventiva viable
del manejo del ataque de hongos fitopatdogenos; usualmen-
te, el porcentaje de reduccion de una concentracion dada de
microorganismos modelos resulta ser una manera eficaz de
evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos naturales.

Por lo tanto, otros bioensayos y con un mayor espectro de
organismos blancos deberan ser realizados con AZA purifica-
da ya que so6lo de esta manera sera posible atribuir la actividad
biologica a una determinada estructura quimica. Estudios de
dosis-respuesta son recomendables para determinar la minima
concentracion necesaria para controlar plagas y minimizar los
efectos que este compuesto purificado o en extractos de Neem
pudiera tener sobre organismos benéficos, los seres humanos y
el ambiente. Aunque no fue posible realizar pruebas de D, los
bioensayos realizados indican un efecto negativo del extracto
sobre el crecimiento de Fusarium spp.

Por otro lado, las bases de la quimiotaxonomia son uti-
les para ampliar el espectro de plantas biocidas y fundamen-
tar estudios ecotoxicologicos, ya que se ha sefialado que la
presencia de ciertos metabolitos secundarios esta relaciona-
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do con el estado evolutivo de la familia botanica y con los
mecanismos de proteccion de estas especies contra herbivo-
ros, patégenos u otros agresores, lo que sugiere que pueden
producir compuestos activos de manera diferenciada, lo cual
suele correlacionarse con la posicion sistematica de la espe-
cie (Gottlieb et al., 1995; Gottlieb y Borin, 2004).

En el contexto del manejo sostenible fundamentado en
el conocimiento de las interacciones agroecoldgicas, este tipo
de productos se constituyen en una alternativa viable para el
productor, incluso con rasgos culturales que facilitan no so-
lamente bajar costos de produccién sino también fortalecer
el desarrollo de agroecosistemas amigables con el ambiente.

En este estudio hojas de planta de Neem fueron inocula-
das (figura 6), con la cepa de Fusarium que fue aislada de los
cultivos in vitro, con la intencioén de conocer mas acerca de la
respuesta fisioldgica de la planta al investigar efecto elicitor
en la produccion del compuesto de interés. En la figura 6b
puede observarse leve clorosis en dichas hojas después de
dos dias de inoculacion del hongo. No obstante, los ensayos
realizados hasta el momento no permiten postular si AZA es
0 no una fitoalexina, en este sentido es preciso realizar mas
estudios relacionados con su biosintesis y las enzimas que la
regulan.

También es necesario conocer mas de la actividad bio-
cida de estas biomoléculas, lo que requiere de la participa-
cion multidisciplinaria de especialistas para profundizar en el
conocimiento del gran ntimero de variables que pueden afec-
tar la actividad y la calidad de los extractos, y ademas debe
optimizarse el uso de estos productos naturales como parte
de estrategias de manejo agroecolodgico de diversos cultivos.

Todo lo anterior ratifica la importancia agroecoldgica
de estudios que permitan profundizar en el conocimiento
cientifico de las propiedades quimicas de las especies vege-
tales propias del pais, zona o localidad.

e
Figura 6. Plantas de Neem creciendo en condiciones asépticas (a),
planta de Neem elicitada con Fusarium spp con clorosis en zona

apical (b).

CONCLUSIONES
Utilizando el medio MS se lograron establecer cultivos celu-
lares, incluso de cultivos de raices y de células en suspension
de A. indica. El extracto metandlico obtenido procedente de
la semilla y con un contenido de 1.67 mg g’ de AZA mostrd
25% de actividad antifungica. Las propiedades biocidas del
extracto dependen de la composicion quimica conformada
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por diversos terpenos, entre los cuales la Azadiractina fue
identificada utilizando cromatografia de capa fina y HPLC.
Sin embargo, no existe suficiente informacion acerca del mo-
delo de molécula a la cual atribuir la propiedad biocida, por
lo que es necesario identificar el resto de compuestos y sus
efectos asi como la ruta de sintesis de estas biomoléculas.
Asimismo se requiere conocer mas acerca de los mecanis-
mos fisiologicos de adaptacion o de respuesta a estrés que
A. indica posee para relacionar la estructura con la actividad
bioldgica, ecoldgica, y toxicologica.
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