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Bioactividad de extractos de Melia azedarach L.
sobre el taladro del maiz Sesamia nonagrioides Lef.

M. RiBA, E. TORRA Y J. MARTI

A partir de un extracto metandlico de semillas de Melia azedarach se han aislado los
compuestos responsables de su actividad biolégica como agentes inhibidores de la ali-
mentacién y reguladores del desarrollo sobre Sesamia nonagrioides. Las pruebas bio-
l4gicas de actividad se han realizado incorporando cada fraccién a la dieta, hojas de
maiz o dieta sintética, de larvas de 2.° estadio del insecto.

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion a escala semipreparativa, uti-
lizando un cartucho de fase reversa, ha permitido separar dos componentes con canti-
dad y pureza suficientes para poder ser analizados con posterioridad mediante técnicas
espectroscopicas.

M. RiBa, E. TORRA y J. MARTI. Unidad de Proteccién de Cultivos Centro UdL-IRTA.

Rovira Roure, 177. 25006-Lleida.
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INTRODUCCION

En el campo de los Aleloquimicos, inves-
tigaciones multidisciplinarias sobre fisiolo-
gia y bioquimica de los insectos y sobre eco-
logia quimica, en especial estudios de las
relaciones planta-insecto, han puesto en evi-
dencia que determinados metabolitos secun-
darios de algunas plantas podian actuar
como inhibidores de la alimentacién del
insecto, o también inducir cambios en el cre-
cimiento, desarrollo, reproduccion, diapau-
sa, y comportamiento general de los mismos
(WITTAKER, 1970).

Dentro de este ambito los productos més
prometedores descubiertos hasta ahora se
han encontrado en especies de las familias
Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiatae
y Canallaceae (JACOBSON, 1989). De todas
ellas destaca la familia de las Meliaceae, y
mas concretamente la especie Azadirachta
indica A. Juss (“neem”), de la que se ha

obtenido entre otros productos la
Azadiractina, uno de los compuestos con
mayores perspectivas en el campo de los
insecticidas biorracionales (SCHMUTTERER y
ASCHER, 1981, 1984 y 1987).

La caracterizacidn de productos naturales
con actividad plaguicida, bien con miras a un
hipotético empleo directo en la lucha contra
plagas, bien para uso como modelos en estu-
dios estructura-actividad, o bien en estudios
sobre la viabilidad de implantacién en plan-
tas sensibles, por ejemplo utilizando técnicas
de ingenieria genética, de genes exdgenos
capaces de inducir la produccién de com-
puestos Utiles para su autodefensa, constitu-
ye en conjunto un trabajo apasionante de
investigacion en este campo (HILLER y otros
1987).

Melia azedarach, de la misma familia
Meliaceae, es un arbol originario de Asia,
que hoy en dia se encuentra naturalizado en
muchas regiones subtropicales de Asia,
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Africa, y también se ha implantado en zonas
de climatologia calida de América y sur de
Europa. En Lleida se le encuentra como
arbol ornamental en muchas calles, plazas y
jardines de nuestros pueblos.

Sesamia nonagrioides constituye, junto
con Ostrinia nubilalis, las dos plagas de
lepidépteros mds dafiinas de los campos de
maiz de los paises del Area Mediterranea
(ANGLADE, 1972). Todos los métodos de
lucha ensayados hasta la fecha contra la
plaga (métodos culturales, uso de varieda-
des con cierta resistencia a los taladros, tra-
tamientos quimicos con plaguicidas sisté-
micos mas o menos selectivos...) han dado
resultados irregulares y poco satisfactorios,
debido fundamentalmente a la proteccién
que para el insecto supone su régimen
enddfito.

En nuestro laboratorio se ha iniciado
recientemente una linea de investigacién
dirigida al estudio de los agentes responsa-
bles de la bioactividad de extractos de
especies botanicas de interés fitosanitario.
En este sentido estudios previos sobre
extractos de M. azedarach mostraron la
existencia de una serie de compuestos con
fuerte actividad bioldgica sobre lepidépte-
ros y heterdpteros. Este fue el punto de par-
tida del presente trabajo, en el que se ha
intentado aislar algunos de estos compues-
tos presentes en extractos de semillas de
dicha planta. Las pruebas de bioactividad
se llevaron a cabo sobre larvas de S. nona-
grioides, insecto ampliamente estudiado en
nuestro Centro.

MATERIAL Y METODOS
Cria de S. nonagrioides.

La cria del insecto se llevé a cabo en
nuestro laboratorio y se iniciaba a partir de
puestas sobre las vainas de plantas de
maiz. Ante la inminencia de la eclosién, lo
que se deducia por observacién de la trans-
parencia de la vaina, se procedia a la sepa-
racién de los huevos del resto de la planta

y se depositaban en cajas de cria junto con
una porcién de hoja de maiz desinfectada y
con una porcion de dieta, que servia entre
otras cosas como agente humificador. Las
cajas se introducian en la cdmara de cria y
se dejaban en condiciones de desarrollo
continuo (16L:80, 25°C), hasta que las
larvas llegaban al 3« estadio. En este esta-
dio se colocaban en cajas mayores, trans-
parentes y permeables al oxigeno y hume-
dad, a las cuales se afiadia periédicamente
dieta artificial (Portout y Bugs, 1974)
hasta la pupacién. En todo el proceso se
vigilaba especialmente la aparicién de
hongos. Una parte de larvas de 2.° estadio
se separaban para realizar las pruebas bio-
l6gicas.

Al pupar las larvas eran sexadas, por
observacién de orificios genitales. Cuando
las pupas adquirian una coloracién oscura
eran trasladadas, en proporcién 2 machos/l
hembra, a las jaulas de reproduccién y
puesta, que contenian plantas de maiz de
unos 20 cm de altura en macetas donde las
hembras fecundadas iban a depositar las
puestas. Las pupas se depositaban sobre el
substrato de la planta para evitar su deseca-
cién. Para alimentar a los adultos se intro-
ducia en las jaulas una solucién de sacaro-
sa.

Obtencion del extracto de semillas de M.
azedarach

La recoleccion de frutos de M. azedarach
se realizé en el mismo Campus de la ETSIA
(UdL) durante febrero de 1994 después de su
maduracién. Se procedia entonces a la
extraccién manual de las semillas, que pos-
teriormente eran trituradas y secadas en estu-
fa de aire forzado a 40-50°C, durante 48
horas.

Para la obtencién del extracto seguimos la
metodologia propuesta por WARTHEN y otros
(1984), ligeramente modificada por noso-
tros. Dicha metodologia, que se presenta en
forma esquemdtica en la figura 1, consistié
en la extraccion con metanol del material
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E\daterial vegetal: Semilla triturada (50g)J

500 ml metanol
Agitacién (3 h), reposo
Filtacién (Whatman n° 40)

[

Fraccion metanolica 1

Residuo sélido 1

500 ml metanol
Agitacién (3 h), reposo
Filtacién (Whatman n° 40)

|

Fraccién metandlica 2

Residuo sélido 2

Extracto [

Lavado con 400 ml metanol:hexano (1:1)
Sepacién h’c]uido-lfquido

|

Fraccién metanélica 3

Residuo sélido 3

;

se desprecia

Lavado con 400 ml metanol:hexano (1:1)
Sepacién liquido-liquido

Fracci6n metandlica 3

Residuo sélido 3

Extracto I

se desprecia

Figura 1.-Obtencién del extracto de semillas de M. azedarach.
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vegetal triturado, para obtener el denomina-
do Extracto I. Este extracto fue deslipificado
mediante extraccién liquido-liquido con
mezcla metanol-hexano, obteniéndose al
final el extracto II. En él se concentraba la
actividad y fue tomado como producto de
partida para la obtencién de los principios
activos de la planta.

Partiendo de 50 g de material vegetal se
consiguieron 0.5 g de Extracto II.

Aislamiento y purificacién
de los compuestos activos del extracto
de M. azedarach

Se llevé a cabo por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) a escala semipre-
parativa. Para ello se emple6 un médulo de
compresi6n radial (Waters RCM 25x10 cm),
con un cartucho de fase reversa (Prep Nova-
Pak® HR C-18, de 6 p, 60 A). El registro de
todo el proceso cromatografico se realizé
con un detector Diodo-Array, trabajando con
una longitud de onda de 220 nm. La fase
mévil fue metanol: agua (1:1) o metanol, con
un flujo de 6 ml/min.

En la figura 2 se puede observar un esque-
ma del proceso de purificacién cromatogra-
fica del extracto II.

La actividad de las diferentes fracciones
procedentes de la manipulacion del extracto
se evalué mediante bioensayos de la activi-
dad antialimentaria y la actividad reguladora
de crecimiento.

Partiendo de 0.4 g de Extracto II se llegé
finalmente a obtener: 8 mg. de F24, y 2 mg.
de F332, fracciones que contenian los pro-
ductos responsables de la actividad biologi-
ca.

Pruebas
biolégicas de actividad

Para cada fraccién probada se utiliz6 un
minimo de 30 larvas S. nonagrioides. Estas
larvas pertenecian a diferentes puestas con la
finalidad probar cada producto en una pobla-

cién representativa de las diferentes lineas
del laboratorio. Todas las larvas utilizadas
eran de 2° estadio.

Como punto de referencia se emple tam-
bién Azadiractina (95% de pureza, Sigma n°
A-7430), producto de efectividad contrasta-
da en larvas de lepidopteros. Igualmente se
utilizaron dos testigos: Uno denominado
blanco (no se aplicaba ni disolvente ni pro-
ducto) y otro denominado testigo (donde se
aplicaba el disolvente utilizado).

Para la realizacién de estas pruebas se lle-
varon a cabo dos tipos de ensayos diferentes:
En uno las larvas se alimentaron con hojas
de maiz tratadas y en otro con la dieta artifi-
cial tratada. En ambos casos los ensayos se
dieron por concluidos cuando la larva llegé
al estado adulto.

Los pardmetros utilizados para evaluar la
actividad de cada tratamiento fueron:

- Evoluci6n del peso medio por larva a lo
largo del periodo que duraba el ensayo.

- Incremento relativo de peso medio
durante el periodo comprendido entre dos
pesadas. Las medidas se efectuaron cada dos
dias.

- Duracién del periodo desde el 2.° esta-
dio hasta la pupacién.

- Mudas anormales.

- Mortalidad acumulada en el periodo de
experiencia.

Alimentacién de las larvas con hojas de
maiz tratadas

Para cada fraccién o producto a probar se
tomaron 20 trozos de hoja de maiz (3 x 2 cm..)
y se mojaron abundantemente por inversion
durante 30 seg. en una solucién acuosa del
mismo de concentracién 10 ppb, en presencia
de unas gotas de un tensoactivo no iénico
(Etaldina-S). Posteriormente con ayuda de
pinzas los trozos de hoja se retiraban de la
solucién y se secaban al aire sobre papel de
aluminio, tras lo cual se colocaban por pares
en cajitas para la alimentacién de las larvas.
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HPLC - senfipreparativa

(mddulo de compresipn radial 25 x 10 cm)
cartucho de fase reversa Prep Nova-Pack HR C18 6 y, 60 A
Fraccion 1 Fracci6n 2 Fraccién 3
hasta 10 min. de 10 a 20 min, de 20 a 30 min.
50:50 (metanol: agua) 50:50 (metanol: agua) 100% metanol
Subfraccién 2.1 Subfraccién 3.1
de 2 a4 min. de 2 a4 min.

50:50 (metanol: agua)

70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 2.2
de 4 a 6 min.
50:50 (metanol: agua)

—

Subfraccién 3.2
de 4 a 6 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 2.3 Subfraccién 3.3
de 6 a 15 min. — de 6 2 9 min.

50:50 (metanol: agua) 70:30 (metanol: agua)
Subfraccion 2.4 Subfraccion 3.3.1

de 15a 17 min.
50:50 (metanol: agua)

—
|
-
e

Subfraccién 2.5
de 18 a 20 min.
50:50 (metanol: agua)

de 20 a 25 min.
50:50 (metanol: agua)

-

Subfraccion 3.3.2
de 25 a 30 min.
50:50 (metanol: agua)

fum—

Subfraccion 3.3.3
de 30 a 32 min.
50:50 (metanol: agua)

—

Subfraccion 2.4
de 33 a 35 min.
50:50 (metanol: agua)

Subfraccién 3.4
de 9 a 11 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 3.5
de 11 a 13 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 3.6
de 13 a 18 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccion 3.7
de 18 a 21 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 3.8
de 21 a 26 min.
70:30 (metanol: agua)

Subfraccién 3.9
de 26 a 34 min.
70:30 (metanol: agua)

Figura 2.- Purificacién cromatogréfica del extracto de semillas de M. azedarach.
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El proceso se repetia cada dos dias,
momento que era aprovechado para pesar las
larvas. A partir del décimo dia de tratamien-
to se sustituyeron las hojas por dieta artifi-
cial no tratada.

Alimentacion de larvas
con dieta artificial tratada

La aportacién de cada producto o fraccién
a probar se realizaba en forma de disolucién
acetonica afiadida como un ingrediente mas
en la preparacién de la dieta artificial. En
cada cajita de cria se colocaba una porcién
de dieta variable segun el tamafio de las lar-
vas. La dieta se cambiaba cada dos dias,
momento en que se aprovechaba para eva-
luar el peso de los insectos.

El extracto II se utiliz6 a una concentra-
ci6n de 450 ppm, lo que equivaliaa 0.16 gde
extracto. Las fracciones resultantes del pro-
ceso cromatogréfico del extracto Fl, F2, F3,
asi como las subfracciones obtenidas a partir
de ellas, fueron utilizadas a una dosis que
correspondia a la cantidad equivalente resul-
tante del procesamiento de 0.16 g de extrac-
to II.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anadlisis cromatogrifico del extracto y
sus fracciones

En la figura 3b se presenta el cromatogra-
ma de HPLC, obtenido con la inyeccién
directa del extracto II. Es un cromatograma
en el que predominan tanto compuestos muy
polares como compuestos muy apolares. A
pesar de su complejidad se aprecia la exis-
tencia de tres zonas diferenciadas, que reco-
gimos aparte y denominamos Fl, F2, y F3.

Las fracciones F2 y F3 fueron activas en
pruebas de bioactividad (ver resultados,
Figura 8a y Cuadro 3), por lo que se conti-
nud con su estudio, mientras que la fraccién
mas polar Fl no mostré ninguna actividad en
el mismo tipo de pruebas.

En la figura 3b se presenta el cromatogra-
ma obtenida con la inyeccién de la fraccién
F2 y en el se especifican las distintas sub-
fracciones recogidas: F21, F22, F23, F24, y
F25. De todas ellas solo las fracciones F22,
F24 y F25 contenian suficiente cantidad de
producto para poder efectuar pruebas de
actividad anti-alimentaria, las restantes F21
y F23 contenian menos de 0.1 mg. y no fue-
ron probadas.

Las pruebas biolégicas realizadas
empleando las diferentes subfracciones de
F2 indicaron que la actividad se concentra-
ba en la subfraccién F24 (resultados,
Figura 8b y Cuadro 4).

El cromatograma de esta fraccién F24
activa se presenta en la figura 3c, y tal y
como puede verse, dicha fraccién contenia
dos productos, en una relacién aproximada
de 3:1. Por mas que se procedi6 a otras puri-
ficaciones, en ningtn caso se consiguié tener
un producto puro, puesto que en todos los
intentos se obtenian siempre cromatogramas
parecidos. Por todo ello se concluyé que el
producto minoritario provenia de la descom-
posicién del compuesto buscado en las con-
diciones experimentales de operacion.

La fraccién F3 segin indica el cromato-
grama de la figura 4a, fue dividida en 9 sub-
fracciones, que fueron recogidas por separa-
do y su actividad evaluada segtn el tipo de
pruebas descrito.

La fraccidn con actividad inhibidora de la
alimentacién fue ahora la F33 (Figura 8c y
Cuadro 5). En la figura 4b se puede ver su
cromatograma, que al menos contenia cuatro
productos mayoritarios. Al proceder a un
nuevo fraccionamiento de la misma conse-
guimos concentrar la actividad en la F332
(resultados, Cuadro 5).

Pruebas de bioactividad.
Pruebas con hojas de maiz tratadas.
En esta prueba pudimos determinar el

efecto del extracto II de semillas de M. aze-
darach, sobre larvas S. nonagrioides, y
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Figura 3.-Cromatogramas HPLC: (A) del extracto II, (B) de la fraccién activa F2, (C) de la fraccién activa F24. La
fase mévil fue 6 ml/min de metanol/agua (50:50), que a partir del minuto 20 se cambiaba a 100 % metanol. El detector
trabajaba a A 220 nm. La fase estacionaria fue un cartucho de cromatografia preparativa de fase reversa C18 . En el eje

de abcisas se especifican tiempos de retencidn y en ordenadas unidades de absorbancia.
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Figura 4.-Cromatogramas HPLC: (A) de la fraccién activa F3, (B) de la fraccién activa F33. La fase mévil fue de 6
ml/min de metanol:agua (70:30), a partir del minuto 18 se cambié por una fase 100% metanol. El detector trabajaba a
una A de 220 nm. La fase estacionaria fue un cartucho de cromatografia preparativa de fase reversa C18. En el eje de

abcisas se especifican tiempos de retencién y en el de ordenadas unidades de absorbancia.
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Figura 5.-Evolucién del peso medio de una larva S. nonagrioides de 2.° estadio, alimentada con hojas de maiz tratadas
con extracto Il y azadiractina. El tratamiento se realizé durante 11 dias, tras lo cual se sigui6 con dieta normal.

compararlo con el producido por azadiracti-
na, frente a blanco y testigo.

La evolucién del valor medio de pesos de
larvas de S. nonagrioides a lo largo de la expe-
riencia, se puede observar en la figura 5.
Segtin se ve las larvas del ensayo blanco y tes-
tigo tienen la misma velocidad de crecimiento,
lo que indica que el disolvente utilizado (ace-
tona calidad analitica) no tiene efecto alguno
en el comportamiento antialimentario de las
larvas S. nonagrioides. Por otro lado, la velo-
cidad de crecimiento de las larvas tratadas con
azadiractina y con extracto es similar durante
el periodo de tratamiento, pero pasado éste
una porcién de las larvas tratadas con extracto
se recuperan y llegan a pupar, cosa que no
sucede en el tratamiento con azadiractina, en
que mueren todas a los 40 dias.

Si se compara las curvas de evolucién de
larvas no tratadas con las tratadas con extrac-
to, a partir del instante en que se suprime la
dieta téxica, se observa una coincidencia
remarcable de las mismas. Ello indicaria que
finalizado el tratamiento con extracto, cuando

este se sustituye con dieta normal, las larvas
que sobrevivieron pudieron eliminar el efecto
de la toxina y presentaron una pupacién nor-
mal, con un peso equivalente, aunque al tiem-
po considerablemente superior que el control.

Igualmente se aprecian diferencias signifi-
cativas respecto de los controles considerando
los porcentajes de mortalidad y la duracién del
desarrollo larvario, tal como se deduce de los
datos de Cuadro 1.

En la figura 6 se representa la evoluci6n del
incremento relativo de peso medio porlarva y
dia en todo el periodo de la experiencia. De
nuevo vemos la similitud entre los testigos que
presenta un incremento bastante constante
durante la experiencia, exceptuando el incre-
mento notorio al cambiar el régimen alimenti-
cio de las larvas. El extracto IT y la azadiracti-
na muestran por contra un claro efecto de
fagodeterrencia, importante en el experimento
con extracto II, donde puede observarse que
en los primeros dias la larvas no sélo no
ganan, sino que incluso pierden peso. Esto
puede atribuirse a que la larva pierde su apeti-
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Figura 6.-Evolucién de incremento relativo de peso medio por larva y dia en la experiencia con hojas de maiz tratadas
. La flecha indica periodo final de tratamiento e inicio de alimentacién normal.

to, deja de comer, produce pocos excrementos
y probablemente experimenta una pérdida de
energia en la produccién de biomasa para
intentar la desintoxicacién, tal como ha sido
descrito para otros lepidépteros como Heliotis
virescens (BArRLEY y KrLockg, 1987) o
Ostrinia nubilalis (ARNALSON y otros, 1985),
entre otros.

Otro hecho observable s que en el caso de
la Azadiractina no se ve ningiin cambio al aca-
bar el tratamiento, la dosis de téxico ingerida
ha sido lo suficientemente elevada para provo-
car la muerte de todas las larvas a los 42 dias.
Con el extracto II en cambio, si bien se apre-
cia un porcentaje de mortalidad significativo,
las larvas que sobreviven terminan desintoxi-

Cuadro 1.— Porcentaje de mortalidad y duracion del desarrollo de larvas de S. nonagrioides de 2° estadio
alimentadas con hojas de maiz tratadas con extracto II y azadiractina. (FT), porcentaje acumulado al
final del tratamiento; (FP) porcentaje acumulado hasta la pupacién; ET, error tipico; (n), niimero de
medidas contabilizadas en el analisis. Para cada ensayo las medias seguidas por la misma letra no son

significativamente diferentes (prueba LSD, p<0.05). El niimero de larvas al inicio de cada ensayo fue de 30.

Tratamiento % de mortalidad Duracion del desarrollo
(Dias)
(FT) (HP) Media+ET (n)
blanco 0 0 23+0.15 a (29
testigo 0 0 23+0.18 a (29)
extracto 11 3 77 45+£5.2b (7)
azadiractina 33 100 42




BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 22, 1996 271

Cuadro 2.- porcentajes de mortalidad y duracion de desarrollo de larvas S. nonagrioides de 2°
estadio alimentadas con dieta artificial y con hojas tratadas con extracto I1. (FP), porcentaje de
mortalidad acumulada hasta la pupacién; ET, error tipico; (n), mimero de medidas contabilizadas
en el anilisis. Para cada ensayo las medias seguidas por una misma letra no son significativamente
diferentes (prueba LSD, p<0.05).

Tratamiento % de mortalidad Duracién del desarrollo
(Dias)
(HP) Media+ET (n)
blanco hojas 23.2+0.15a (21)
blanco dieta 23.7+0.85 a (26)
extracto II hojas 454+5.2b(7)

extracto II dieta

61.5+0.87 c (4)

candose, recuperan el peso normal y presentan
una muda normal, aunque con un periodo de
desarrollo més largo que los testigos.
Refiriéndonos a la mortalidad (figura 7),
también pueden apreciarse diferencias noto-
rias entre ambos téxicos. Durante el trata-
miento el extracto produce una mortalidad del
65% y la azadiractina solo un 5 %, sin embar-
go la Azadiractina produjo una mortalidad
escalonada tanto durante como después del
tratamiento, llegando al 100% de mortalidad;
por contra con extracto II, la mortalidad dis-
minuye notablemente tras el tratamiento, sien-
do solo de un 10 %. La mayoria de las larvas
morian ante la imposibilidad de desprenderse

Porcentaje de mortalidad

del exubio, unas pocas, en caso de tratamien-
tos con azadiractina, morian al poco tiempo de
adquirir coloraciones negruzcas.

Pruebas con dieta artificial tratada

Comparacion de tratamientos
en hojas y en dieta

Para comparar la actividad del extracto II
en aplicaciones a dieta artificial o en hojas
podemos observar los datos del cuadro 2.
Como puede verse no existen diferencias en
la velocidad de crecimiento de las larvas una

[ Azadiractina
W Extracto Il
M Blanco

H Testigo

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41

Dias transcurridos desde inicio tratamiento hasta pupacién

Figura 7.-Evolucién de la mortalidad de las larvas S. nonagrioides alimentadas con hojas de maiz tratadas con extracto
II y azadiractina.
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A

—— Blanco
——+—— Testigo
——F1

G R 4

— —F3
——— Extracto Il

Peso medio de una larva
en gramos

14 710131619 222528 31 34 37 40 43 46 4952 55 58 61 &4 67

Dias transcurridos entre pesadas desde inicio tratamiento

0.25

B

0.2 ——i—— Blanco

—+— F2
0.15
—o— F22

——— F24

0.1
——— F25
0.0

Peso medio de una larva en gramos

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61
Dias transcurridos desde inicio tratamiento hasta pupacién
0.3

0.25

~—{— Blanco
—=— F3

—=— F33

Peso medio de una larva en gramos
o
—
(4]

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43

Tiempo en dias desde inicio tratamiento hasta pupacién

Figura 8.-Evolucién del peso medio de larvas S. nonagrioides de 2.° estadio: (A) alimentadas con dieta tratada con
extracté I y sus fracciones cromatograficas Fl, F2 y F3, (B) alimentadas con F2 y sus subfracciones cromatograficas
F24, F25 y F26 y (C) alimentadas con F3 y las sus subfracciones cromatograficas F33 y F332.
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Cuadro 3.- Datos de mortalidad y duracién del desarrollo obtenidos al alimentar larvas
de S. nonagrioides de 2° estadio con dieta tratada con extracto de M azedarach y las fracciones
cromatogrificas del mismo. (FT), porcentaje acumulado de mortalidad al final del tratamiento;
(HP), porcentaje acumulado de mortalidad hasta la pupacién; ET, error tipico; (n), niimero
de medidas contabilizadas en el analisis. Para cada ensayo las medias seguidas
por una misma letra no son significativamente diferentes (prueba LSD, p<0.05).

Tratamiento % de mortalidad Duracién del desarrollo
(Dias)

(FT) (HP) Media+ET (n)
blanco 13 13 23.7£0.8 a (26)
testigo 16 16 31.8+1.3 b (25)
extracto I1 66 86 66.4:4.5d (5)
F1 26 26 31.5¢1.1 b (21)
F2 76 83 61.5£0.8d (4)
F3 36 46 47.2+1.6 ¢ (16)

vez acabado uno u otro tratamiento, tampo-
co se vislumbran diferencias en los porcen-
tajes de mortalidad, y aunque si aparecen al
considerar la duracién del periodo larvario,
éstas son debidas, probablemente a la distin-
ta duracién del tratamiento en ambos casos,
11 dias en la experiencia en la que se ali-
menta a larvas con hojas tratadas y 42 dias
en experiencia en que se aplica el tratamien-
to con la dieta.

Bioactividad de las fracciones del extrac-
to II: F1, F2 y F3

Los resultados obtenidos se presentan en
la figura 8a y en el cuadro 3. De la misma se
deduce que las fracciones F2 y F3 conjunta-
mente con el extracto II muestran mayor
actividad inhibidora de la alimentacién que
los controles. La velocidad de crecimiento
de las larvas tratadas con F2 no difiere signi-
ficativamente del tratamiento con extracto,
mientras que los tratamientos con F3 presen-
ta un comportamiento intermedio entre
ambas y los controles. Esto mismo se evi-
dencia en los datos de la tabla 3, donde de
nuevo dichas fracciones son significativa-
mente superiores al blanco, en datos de mor-
talidad global y también en datos de dura-
ci6n del periodo de desarrollo. El comporta-

miento de las larvas tratadas con Fl no difie-
re del que experimentan los testigos.

Bioactividad de las subfracciones de F2

Como ya se ha indicado solo pudo eva-
luarse la actividad de las subfracciones F22,
F24 y F25. El cuadro 4 y la figura 8b com-
pendian los resultados obtenidos. Como
puede verse nuevamente, las fracciones que
presentan diferencias significativas con el
blanco son F2 y F24, tanto en la evolucién
de peso medio de larvas en el tratamiento,
como en datos de mortalidad o de tiempos de
desarrollo larval. Con ello debe concluirse
que la actividad biolégica se ha concentrado
en F22. Esta fraccién se vio era lo suficien-
temente pura para proceder a su andlisis
espectroscopico.

Bioactividad de las subfracciones de F3

La segunda fraccién activa del extracto
(F3) mostraba al menos 9 productos que fue-
ron recogidos y probados siguiendo la
misma metodologia. De la observacién de
resultados de cuadro 5 y la gréfica de la figu-
ra 8c se deduce que todas las subfracciones
probadas mostraron actividad nula, excep-
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Cuadro 4.- Mortalidad larvaria y duracion de desarrollo de larvas S. nonagrioides de 2°
estadio alimentadas con dieta tratada con F2 y sus subfracciones cromatograificas. (FT),
porcentaje acumulado de mortalidad al final del tratamiento; (HP) porcentaje acumulado
de mortalidad hasta la pupacion; ET, error tipico; (n), nimero de medidas contabilizadas
en el andlisis. Para cada ensayo las medias seguidas por una misma letra
no son significativamente diferentes (prueba LSD, p<0.05).

Tratamiento % de mortalidad Duracién del desarrollo
(Dias)

(FT) (HP) MediazET (n)
blanco 13 13 23.7+0.8 a (26)
F2 76 83 61.5+£08c @)
F22 0 0 22.8+ 0.5 a(28)
F24 10 17 46.2+3 b (23)
F25 3 3 25.1£0.7 a (29)

Cuadro 5.- Mortalidad larvaria y duracion del desarrollo de larvas S. nonagrioides de 2°
estadio alimentadas con dieta tratada con F3 y sus subfracciones cromatogrificas. (HP) porcentaje
_ de mortalidad acumulada hasta pupacién; ET, error tipico; (n), nimero de medidas contabilizadas
en el andlisis. Para cada ensayo las medias seguidas por una misma letra
no son significativamente diferentes (prueba LSD, p<0.05).

Tratamiento % de mortalidad Duracién del desarrollo
(Dias)
(HP) MediazET (n)
blanco 13 23.7 + 0.85 a (26)
F3 46 47.140.47 d (16)
F31 13 23.4 + 0.45 a (26)
F32 6 23.4 +0.54 a (28)
F33 3 33.4+0.85¢c (29)
F34 10 23.6 + 0.46 a (27)
F35 3 23.6 + 0.49 a (29)
F37 3 243 +0.82 a (29)
F38 3 24.9 + 0.85 a (29)
F39 6 22.8 +0.47 a (28)
F332 10 265+032b (27
F333 6 23.3+0.18 2 (28)
F334 16 229 +0.39 a (25)
F335 16 23.1+0.252(25)
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tuando la subfraccién F33. Parece, pues, que
es en esta subfraccién donde se ha concen-
trado la actividad.

Bioactividad de las subfracciones de F33

El cromatograma de F33 mostraba aun un
conjunto de al menos cuatro productos
mayoritarios. La bioactividad de los mismos
una vez separados se deduce a partir de los
datos de la tabla 5. De su estudio se deriva la
apreciaciéon de diferencias significativas
entre blanco y la fraccién F332 en la dura-
cién del periodo larvario. Las restantes sub-
fracciones no muestran ninguna actividad,
con lo que se concluye que es este producto
el responsable principal de la actividad de
F33.

En la figura 8c se describe la evolucién
del peso medio de las larvas tratadas con la
fraccién F332 comparativamente con F33 y
F3. Si bien la bioactividad de F332 continua
siendo superior al blanco, en cada etapa del
proceso separativo se esta perdiendo efecti-
vidad. La explicacién de esta pérdida de acti-
vidad hay que buscarla en alguna de estas
causas, no excluyentes entre si: Una proba-
ble degradacién quimica de los productos en
su manipulacién, una pérdida fisica como

ABSTRACT

consecuencia de una recuperacion deficiente
en cada etapa cromatografica, y la existencia
de alguna hipotética sinergia, que ldgica-
mente se perderia en el proceso cromatogra-
fico.

CONCLUSIONES

- El extracto metandlico de semillas de M.
azedarach presenta una fuerte actividad
antialimentaria para las larvas de S. nona-
grioides. Este efecto se manifiesta tanto con
la incorporacién del producto en dieta artifi-
cial, como con su aplicacién en hojas.

- El efecto anti-alimentario del extracto es
comparable con el de la azadiractina. Sin
embargo, hay que sefialar que una parte de
las larvas tratadas con extracto se recuperan
al interrumpir el tratamiento, y las tratadas
con la misma dosis de Azadiractina no pue-
den hacerlo muriendo todas ellas antes de
llegar a pupar.

- Existen al menos dos productos en el
extracto responsables de la actividad antiali-
mentaria, estos productos han sido aislados
por cromatografia liquida de alta resolucién
semipreparativa, utilizando pruebas biol6gi-
cas de actividad antialimentaria como indi-
cador.

RiBA, M.; E. TORRA Y J. MARTI, 1996: Bioactividad de extractos de Melia azedarach L.
sobre el taladro del maiz Sesamia nonagrioides Lef. Bol. San. Veg. Plagas, 22 (2): 261-276.

A systematic investigation of methanolic extracts of the seeds of Melia azedarach, has
been carried out to isolate the main compounds, biologically active as feeding inhibitors
and as insect growth regulators, for the Mediterranean Corn Borer, Sesamia nonagrioi-
des. Biological activity of each fraction was evaluated by presenting it to the 2 on. instar
larvae of the insect into its feeding diet, maize leaves or synthetic diet.

A high performance liquid chromatographic reversed phase procedure has been deve-
loped whereby the two main active products of the extract could be isolated in amount

enough to be later analyzed using spectroscopic techniques.

Key words: Melia azedarach. Sesamia nonagrioides, antifeedant activity, insect
grown regulator activity, high performance liquid cromatdgraphy.
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