EDUCAC IéN ri’@ TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco

W

[

INSTITUTO TECNOLOGICO
DE TLAJOMULCO, JAL.

TESIS

Valorizacion del potencial de especies del género Artemisiaen
el estado de Jalisco como fuente de sustancias nematicidas.

QUE PRESENTA:

Ing. Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta.

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. Héctor Flores Martinez

REVISORES DE TESIS:

Dra. Norma Alejandra Mancilla Margalli
MC. Carolina Le6én Campos

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS EN AGROBIOTECNOLOGIA

TLAJOMULCO DE ZUNIGA, JALISCO. DICIEMBRE, 2019.



DEDICATORIA

“Dulce es el fruto de la adversidad, que como el sapo feo y venenoso, lleva en la
cabeza una preciosa joya”

W. Shakespeare.

Para mi familia, lo mejor de mi vida.



AGRADECIMIENTOS

Le agradezco a Dios por haberme guiado a lo largo de mi preparacion, por ser mi
fortaleza en los momentos de debilidad.

Doy Gracias a mis Padres la Sra. Guadalupe Huerta Baltazar y el Sr. David Ramirez
Rodriguez por vivir conmigo mis triunfos y mis fracasos, por los valores que me han
inculcado, por el apoyo incondicional que siempre han tenido para mi y mis hermanos,
por brindarme una vida llena de aprendizaje, experiencias y sobre todo felicidad. Pero
sobre todo, gracias infinitas por ser un ejemplo de vida. Los amo y soy muy bendecida
por Dios por haber puesto a personas como ustedes como padres.

A mis hermanos por ser parte importante de mi vida. A Lesdy Ramirez por ser una
hermana y amiga incondicional en todas las etapas de mi vida. A Rafael Ramirez por ser
un gran hermano. Gracias por llenar mis momentos de alegrias, amor y apoyo.

A Moisés Hernandez Davila porque vives conmigo mis triunfos y fracasos, por el amor,
comprension y apoyo que has tenido para mi en estos afios. Gracias mi amor por
ensefiarme el valor de la perseverancia en el trabajo al perseguir tus suefios y motivarme
siempre para que yo logre cumplir los mios.

Agradecimiento al Dr. Héctor Martinez Flores por la confianza y oportunidad brindada
para desarrollar el tema de Maestria, por brindarme su apoyo, dedicacion y
conocimientos. A la M.C. Carolina Ledn Campos, por todo el apoyo y la disposicién
prestados.

Agradezco a la Dra. Irma Guadalupe Lopez Muraira por su apoyo en el proceso de
elaboracion de la tesis, ademas de sus consejos y recomendaciones. Al Ing. Rubén
Iruegas Buentello, por brindarme su tiempo y compartir sus conocimientos para el apoyo
de este proyecto.

A la Dra. Norma Alejandra Mancilla Margalli por la disposicion en cada asesoria, y por
todas las aportaciones para la mejora de este trabajo.

A mi mejor amigo Adrian Chavira por el apoyo en momentos dificiles, por estos afios de
amistad.

A mis compafieros de Maestria, Juan Carlos, Claudia, Mary y Rigo por haber compartido
tantos momentos agradables.

Carmen Cortés por compartirme sus conocimientos, su disposicion y apoyo en los
experimentos realizados.

Mary Vargas un agradecimiento especial por el apoyo en el proceso final.






INDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS Pagina
RESUMEN ..ottt ettt sttt e sttt e s sttt e s sttt e e s sabe e e e s aasbaeessasbeeeesabeeeesannseeessnsaeessnns Vi
A B ST R A C T ettt sttt e s sttt e s ettt e s s bttt e e s a bt e e e s sttt e e e aabee e e e abbaeeeeabaeeeeabraee s Vil
1. INTRODUCCION ..ottt ettt ettt et es s st s s s s neneneens 1
2. MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt sttt n sttt e stnsssssassnans 2
2.1 GENEIO AMEIMISIAL ..c..eiviriitiitietietesie ettt ettt sttt b bbbt eb e sb e bt bbbt eb e bt bt eseebeeaeeneas 2
2.2 ArtemiSIA JUAOVICIANG .......ocveeiiiiiiiiiieitee ettt 2
P R - V(o 0] 4 1T T U TPV URURUPURURPRURON 2
2.2.2 Descripcion morfologica de a planta.............cceecveiiiiiiieiiecie e 2
2.2.3 Aplicacion EtNODOLANICA ........c.eevvieiiieiieciie ettt s e et e e sae e s s e ebeesaeessseenseens 3
2.3 Metabolitos con actividad NEMALICIAA ..........cc.covieririiiiiiie e 3
2.3.1 Lactonas SESQUILEIPENICAS .......ccueiveeireeitieitieeieesteeete et esteesaeeseesteesaseeseesseesaseeseesseesssesaseens 4
2.3.2 ACEIES ESENCIAIES......c.eiiiiiiiiciiiteee e e e 4
2.3.3 CUMANNAS ....ccutitieiieittet ettt bttt b et b et b e et h et s b et sas e bt sane st e eanenneeanens 5
2.3.4 Triterpen0S IMONOIAES. ........veiiiieecee ettt s e et e e s e e e e e s be e e sateeesnreeennns 5
2.3.5 FIAVONOIUES......ceiiiiiiiiietct ettt st b e nr e 6
2.3.6 AICAIOIAES. ...ttt 6
2.3.7 ESTEIOIUES ...ttt b ettt ettt ettt 7
2.3.8 QUINONAS.....c.ueiieieiieeeeeiee et eere e e e eete e e e eetteeeeeee b e e eeeetbeeeeseataeeeeasbeeeeeaesbeseesasbaeeesabeeeeennsreeens 7
PG I S Y= o 1o 1 F= 1 SRS 7
2.3.00 TANINOS ..ottt b et et b e et b e a bbbttt s h bt eh et b e e nre e 8
2.3.11 GIlUCOSIAOS CIANOGENICOS....cccvvieiiiieitieeeiree ettt e steeeere e st e sbeeestaeesbaeesateeesaseesaaeesareeennreeennns 9
2.4 Nematodos fllOPALOGENOS. .......cceivieeiiei ettt et e e sre e st e e e ba e e sre e e aveesaaeesareeesnreeennns 9
2.4.1 GENEIANAAES ..ottt bttt 9
2.4.2 Descripcién morfolégica de 10S NEMALOAOS .......c..eeecuiieiiiieiiee et e 10
2.4.3 ClaSITICACION.....cuiiiiieieetee ettt b ettt bt ettt 10
2.4.4 Género Meloidogyne SPP Y SU IMPACTO. ........cueieiiieeiiiecieeeciteeccteeeieeesre e esireeeteeesreeesareeens 12

P N W R O Tor [ 1 o] [0] (0T (o TR TP P PRSP 13
2.4.4.2 DISHIDUCION ...ttt sttt sttt ettt b et be e nbeennen 15
2.4.4.3 DafN0 e 1@ PIANTA .....veeeiiei et ettt e e are e enaeas 16
2.4.5 MELOAOS A€ CONLIOL.....c.uiiiiiiiiiiiiee ettt bt 16
3. JUSTIFICACION. ..ottt sttt et s et s s s sasssaeteseseaesssnsasennans 18



B, HIPOTESIS.....o oottt ettt ettt ettt st et s st et en e san e 19

OBJIETIVO GENERAL ...ttt sttt ettt e e sttt e e st e e s s nbe e e e e e 20
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt sesenn s seneneens 20
6. MATERIALES Y METODOS ......cooiiiieeteeeieeeeeeetet ettt tessseseses st sesssssssannanans 21
6.1 COlECIA A AMEMUSIAL...c.viiriiiiiietieii ettt sttt ettt et e bt e sane e beenbee e 21
6.2 Identificacion botanica de 1a planta............ccooeviiiiiiniiee e 21
6.3 Conservacion del material VEgetal...........covoiiiiiiiiiiiiee e e 21
6.4 ANALISIS FIEOQUIMICO.....cctiiciiicie ettt e e e e baeeaaeebeesnae e 22
6.4.1 Frente de retenCiOn (RF)......oooioiii ettt e 23
6.4.1.1 Lactonas SESOUItEIPENICAS .........cccveeirieriieiieeitiecteeeteesteeseessaeesteesseesereesseessaessseeseesseeenns 24
6.4.1.2 ACEITES ESENCIAIES. ......ooiiiiiiiiiiciec e e e 24
6.4.1.3 CUMABIINGS.....ceotieiiiitiiieitt ettt sttt e b e et b et sae e bt sanesbe e s e sneennens 24
I I 1 (=T 0= o 1 USSR 24
6.4.1.5 FIAVONOIAES. ......coviiiiiiiiitieiect ettt st st 24
6.4.1.6 AICAIOIIES.......ouiiiiiiieiiiee e e et 25
6.4.1.7 GrupoSs ESLEIOIJAIES ........eieiieeceiee et e et sre e e sare e eaneas 25
5.4.1.8 SAPOYENINAS ....cccuvieeiiieiieeeiiee ettt e sttt seeestreesteeesereeessseessseesbeeessbeeesseesreeesreeesnreeenneeas 25
6.4.2 Pruebas €n tUDOS € ENSAYO.......c..eccveiiieiieeiiee ettt e et e e st e e sereeenaeas 26
B.4.2. 1 TANINOS. c..ccutitieiieiteete ettt ettt st s b et s b e et eb bttt h e ne et 26
B.4.2.2 QUINONAS....ccotieeeeeireeeeeeteee e eette e e e et eeeettaeeeesetbeeeeeettaeseestreeeesetbaeeeseabsesseantreeeesnstaeeeennsees 26
B.4.2.3 SAPONINAS .....vveieiieeciee ettt ettt ste e st e et e e sbe e e s be e e ab e e e tae e s taeesabe e e taeestreeataeennreeenreas 26
6.5 ENSAYOS DIOIOGICOS. .....ooiiiiiiceee ettt ettt et e et e e st e e ab e e sba e e sbaeesateeenreeans 27
6.5.1 Obtencidn de extracto para ensayos biolOgICOS.........cccceevveevciieiiee e, 27
6.5.2 Material DIOIOQICO. .....c..ueieieeeieecee e et et et et e s 28
6.5.3 Reproduccion y mantenimiento del Nnematodo............ccceecveeeeiieiiee e, 28
6.5.4 EXtracCion de NEMALOTOS .........coueuirieriiiienie ettt sttt sttt 29
6.5.5 DISEN0 EXPEIMENTAL......cccuiiiiiee et e et e e e be e e s te e e sateeenaeas 30
6.6 MELOUOS ANAIILICOS ....c.veiuviiieiieiieetee ettt r e 31
6.6.1 Cuantificacién de lactonas sesquiterpénicas por espectrofotometria UV-VIS............. 31
7. RESULTADOS Y DISCUSION.....cociiiiteieieeeeeeieeeeeeteseee e te e tesesesesesesns s sasaesesesesssssssasesnans 34
7.1 Colecta de AIEIMISIA .....cc.eiiiiieieitiee ettt sb ettt sbeenae e 34
7.2 ldentificacion botanica de [a Plant@............covee i 34
7.3 Conservacion del material VEQETaAL............coouviiiiiiiiiie ettt 35



7.4 Evaluacion fitoquimica.................
7.5.1 ldentificacion de especie .....
7.6 Métodos analiticos ...........ccce.ee.

7.6.1 Ensayos biolégicos...............

7.6.2 Cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas por espectrofotometria UV-VIS

presentes en el extracto etandlico

CONCLUSIONES..........cccveiee
REFERENCIAS CITADAS ...........



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Especies reportadas en Herbario de la Universidad de Guadalajara. ........................ 21
Cuadro 2. Metodologia general de evaluacion fitoquimica utilizada............ccccceevvvvveenierieenneenen. 27
Cuadro 3. Resultados de perfil fitoquimico. (Il) presencia de dos manchas () presencia de una
MANCNA () NO AETECTAUO. ... .eeieietietee ettt ettt e sbe e s saneens 36
Cuadro 4. Resultados del andlisis por cromatografia en capa fina (TLC). ......ccccovvevvvenenienennnns 38
Cuadro 5. Andlisis fitoquimico en tubOS d€ ENSAYO. ........cceeeeriiriiriieieree e 39
Cuadro 6. Porcentaje de mortalidad promedio por tratamiento..........ccccceeveeverreeeceeescer e 43



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida de MeloidOgyNe SSP......ccceceiirierrieenienieeieeniee ettt 15
Figura 2. Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana establecido en las instalaciones del Instituto
TecnolOgICO A TIAJOMUICO. ......ovuiiiiriieieeieteee et sttt ettt et sbe et e saeenees 22
Figura 3. Preparacion de muestra a) Triturado de muestra vegetal, b) solventes utilizados...... 22
Figura 4. Camara CromatOgrafiCaL..........covuiiieiiirieiiiieseee ettt st s 23
Figura 5. Placa de vidrio SiliCa g€l B0...........couiiiiiiiiiiiiieesie e e 23
Figura 6. MUESLIE0 €N CAMPO. ......cceiieeeiieeiieeesteeeiteeesteeessreesteeessbeesssseeessseesseeesssesessseesseessssesensnes 28
Figura 7. Infestacion de plantas de tomate 39 dias después de germinacion (DDG). ................ 29
Figura 8. Embudo de Baermann modificado. .............ccceveriieiiiiiiiieciee e 30
Figura 9. Centrifuga MaNUAL ..........occuieeiieiiie ettt e e e st e e s steeenaeesnreeesnseeensneas 30
Figura 10. Diagrama general de limpieza de eXtraClo..........ccceevcveriicieeeiiee s et 31
Figura 11. Espectrofotometro PerkinEimer Lambda XLS+. .........cccocevviiivieniiiieesiese e 32
Figura 12. Reaccién quimica para la cuantificacion de artemisinina. ..........cccceeceevereenereenennenn 33
Figura 13. Distribucion de especies de Artemisia ludoviciana en el estado de Jalisco............... 34
Figura 14. Hojas de Artemisia ludoviciana shsp mexicana..........cccccccevvveevceieviee e, 35
Figura 15. SECAUOr CONVECLIVO. ......ccvieiiieeiieeeiiee st sre e sete et e e sve e et ee s staeesteeesnteeesaeesnsaeesnseeesneas 35
Figura 16. Evaluacion fitoquimica para la deteccién de lactonas sesquiterpénicas.................... 36
Figura 17. Evaluacion fitoquimica a) cumarinas, b) flavonoides. ..........cccccocevvievieiieiciecceee, 37
Figura 18. Placas de cromatografia de alcaloides...........c.ccooviiiieiiiiie i 38
Figura 19. Pruebas fitoquimicas en tubos a) saponinas, b) taninos, c) quinonas. ..................... 39
Figura 20. Pruebas fitoquimicas en tubos para la identificacion de presencia de triterpénos... 40
Figura 21. Nematodos en raiz de tomate observados en microscopio 10X. .......ccccceeevveerveeennnen. 40
Figura 22. Hembra de MelOidOgYNE. ........cccuviiiieiiieie ettt ree e e eaneas 41
Figura 23. Juveniles de MeloidOGYNE. ......ccueieiee ittt e srre e st eeaneas 41
Figura 24. Tincién en raiz a) Huevecillos, b) Juvenil de primer estadio (J1).........cccceecvvvevveeenneen. 42
Figura 25. Nematodo muerto por extracto de A. ludoviciana sbsp ludoviciana observado en

g1 o (oS Tot0] o] o TSRS 44
Figura 26. Porcentaje de mortalidad por tratami€nto. ..........ccceeecveeeiiieeiiee e 45
Figura 27. Curva linealizada de porcentaje de mortalidad/t para Artemisia ludoviciana sbsp

18T [0 AVZ[o1 = 1 o = VAT 46
Figura 28. Curva linealizada de porcentaje de mortalidad/t para Artemisia ludoviciana sbsp
TS (Tor= 1 = VPSPPSRI 46
Figura 29. Muestra de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana. ..........ccccceeeeeievviee e, 47
Figura 30. Curva de calibracion para lactonas sesquIterpEniCas. .........cccceeeveeevieeeceeecciveecvee e, 48



RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo valorar el potencial de especies del género
Artemisia presentes en el estado de Jalisco como fuente de sustancias nematicidas. Se
realizé la colecta de las especies en dos municipios, reportdndose Artemisia ludoviciana
sbsp ludoviciana y A. ludoviciana sbsp mexicana, ambas consideradas malezas de
cultivos. Con el fin de ahondar en el conocimiento de estas subespecies se realizé un
andlisis fotoquimico de las hojas, en el que se evalud la presencia de los principales
grupos de metabolitos secundarios asociados con actividad nematicida: lactonas
sesquiterpénicas, aceites esenciales, cumarinas, triterpenos, flavonoides, alcaloides,

esteroides, sapogeninas, quinonas, taninos y saponinas.

Mediante ensayos biologicos se evaluo la mortalidad de individuos de nematodos del
género Meloidogyne con el empleo de extractos de hoja seca obtenidos con etanol al
70%. Los ensayos in vitro se realizaron bajo un disefio completamente aleatorizado con
9 repeticiones. La unidad experimental consistio en una caja plastica de 2.5 cm de
diametro y 0.8 cm de altura (15 larvas J2), en presencia del extracto de la planta. Se
evaluo6 la mortalidad a los 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 min, se determiné la mortalidad de
los nematodos, considerando como muertos a aquellos que presentaban inmovilidad

expresandose el resultado como porcentaje de mortalidad.

El extracto de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana es una buena alternativa de
producto nematicida el presentar porcentajes de mortalidad de 100% en un tiempo de 90

min.

Vi



ABSTRACT

The present study aimed to assess the potential of species of the genus Artemisia as a
source of nematicidal substances. The species were collected in two townships of the
state of Jalisco, reporting Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana and A. ludoviciana sbsp
mexicana, both considered crop weeds. In order to deepen the knowledge of these
subspecies, a phytochemical analysis of the leaves was carried out, in which the
presence of the main groups of secondary metabolites associated with nematicidal
activity were evaluated: sesquiterpenic lactones, essential oils, coumarins, triterpenes,

flavonoids, alkaloids, steroids, sapogenins, quinones, tannins and saponins.

Biological tests evaluated the mortality of individuals of Meloidogyne nematodes with the
use of extracts macerated in 70% ethanol. In vitro tests were performed under a
completely randomized design with 9 repetitions. The experimental unit consisted of a
plastic box 2.5 cm in diameter and 0.8 cm high (15 J2 larvae), with plant extract added.
Mortality was evaluated at 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 minutes, dead and alive nematodes
were quantified and nematode mortality was determined, to those who presented

immobility expressed as a percentage of mortality.

The extract of Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana is a good alternative to a

nematicidal product, presenting 100% mortality rates in a time of 90 minutes.

Vi
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1. INTRODUCCION

Las plantas, a través del tiempo y como resultado de la evolucion, han desarrollado
estructuras morfoldgicas y bioquimicas para defenderse de agentes patdgenos y
depredadores. Existe un amplio repertorio de compuestos quimicos llamados
metabolitos secundarios, presentes en concentraciones variables en los tejidos

vegetales, que participan en la defensa natural de las plantas (Vivanco et al., 2005).

Uno de los principales problemas en la agricultura son los ocasionados por plagas, tales
como los nematodos fitoparasitos. Se ha estimado que éstos causan alrededor de $157
mil millones de pesos en pérdidas agricolas anuales, la mayoria de las cuales son
debidas a nematodos del género Meloidogyne, considerados los mas dafiinos debido a
su prevalencia mundial y a las pérdidas de rendimiento causadas a una extensa gama
de cultivos (D’Addabbo et al., 2017).

Los nematicidas sintéticos han sido el principal método para el control de nematodos y
se ha enfatizado la necesidad de investigar productos menos dafiinos para el medio
ambiente, como las formulaciones nematicidas derivadas de plantas (D'Addabbo et al.,
2017).

Los extractos de algunas plantas han demostrado tener compuestos quimicos con
propiedades que controlan poblaciones de nematodos de suelo, tal es el caso de la
planta Artemisia annua, cuyos efectos en el control de Meloidogyne spp. han mostrado
resultados positivos (D’Addabbo et al., 2017). Los nematicidas derivados de plantas
podrian ajustarse bien a los principios del manejo integrado de plagas, gracias a su
seguridad para el medio ambiente, los seres humanos y los animales por su modo de

accion selectivo y la ausencia de resistencia a las plagas.

Por ello, este estudio tiene como finalidad evaluar el potencial de algunas especies del
género Artemisia reportadas como maleza para el estado de Jalisco, como posible uso
nematicida y de las cuales se sabe muy poco sobre los principios activos que contienen
(Ruiz y Suarez, 2015).

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta 1
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2. MARCO TEORICO
2.1 Género Artemisia

El género Artemisia incluye un gran niumero de especies vegetales, aproximadamente
400. La mayoria de los representantes son hierbas o arbustos aromaticos quienes, en
tltimas fechas, han adquirido una gran relevancia como fuente de importantes

compuestos bioactivos (Rzedowski y Calderon, 1997).

En 1999, Pérez et al., describieron que en México existen ocho especies de Artemisia,
una de ellas introducida (A. vulgaris.). Cuatro de estas especies (A. filifolia., A.
franseroides, A. khlotzchiana y A. ludoviciana) comparten las caracteristicas de olor

fuerte y sabor.

2.2 Artemisia ludoviciana
2.2.1 Taxonomia

La taxonomia de esta especie constituye un complejo taxondomicamente muy dificil y es
tratado de diversas maneras por muchos autores. Es reconocida como una especie muy

variable, dividida en varias subespecies (Rzedowski y Calderon, 1997).

Artemisia ludoviciana es una especie ampliamente distribuida en todo el territorio
mexicano y se conoce comunmente como "estafiate”, con propiedades meédicas similar
a otras especies del mismo género. Se ha informado que también tiene actividad

antifangica contra patdégenos de plantas y vertebrados (Damian et al., 2008).

En el Valle de México se distribuye la subespecie Artemisia ludoviciana ssp. Mexicana,
(sus sinonimias son Artemisia mexicana, A. ghisbreghtiana). En la Flora de

Norteamérica se reconocen seis variedades.

2.2.2 Descripcion morfoldgica de la planta
La CONABIO (2009), describe al estafiate (como se le conoce a A. ludoviciana) como

una hierba aromatica, robusta, a veces un poco lefiosa en la base, que crece en
manchones y tiene hojas angostas y bicoloras. Presenta un habito y forma de vida
perenne, de 1 a 1.5 m de alto. Generalmente, presenta de varios a muchos tallos, a partir

de una base rizomatosa, estriado (con rayas longitudinales) y anguloso, flocoso-

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta 2
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tomentoso (con pelos largos y entrelazadas), 3-5 mm de ancho en la base. Presenta
hojas alternas, sésiles o con un peciolo corto y ancho, a veces agrupados en las axilas
de una hoja, de hasta 15 cm de largo, de 1-10 mm de ancho, indivisas y lineares a
lanceoladas, elipticas u obovadas a divididas, blanco-tomentosas en ambas caras
cuando joven, margen revoluto. La inflorescencia es una panicula o racimo folioso, 20-
50 cm de alto, ramas de hasta 30 cm, las cabezuelas generalmente en ramitas

secundarias, casi sésiles.

Las cabezuelas a menudo son péndulas. Involucro campanulado, sus bracteas 6 a 16,
las interiores de 2 a 4 mm de largo, mas o menos tomentosas por fuera; receptaculo
hemisférico; flores periféricas 5 a 12, sus corolas angostamente cilindricas, de 1 a 1.5
mm de largo; flores del disco6 a 15, sus corolas tubulosas o con la garganta
campanulada, de aproximadamente 2 mm de largo, tefiidos de purpuras, que luego
cambian a color paja. Sus frutos y semillas son aquenios algo comprimidos, en forma de
clavo o elipse, de aproximadamente 1 mm de largo, glabros, café claro, con 12 costillas.

Su raiz consiste principalmente en un rizoma.

2.2.3 Aplicacion Etnobotanica
Las partes consumidas de la planta son los tallos, hojas y flores en infusiones de té, las

cuales antiguamente se empleaba para quitar los dolores que provienen del frio o la
flatulencia, también para la cura de cdlicos del intestino, contra la debilidad de las manos,
lastimaduras de los pies y contra el cansancio. Aunque se ha encontrado que su uso mas
generalizado es como antihelmintico, para controlar la disenteria y el vomito (Becerra et
al., 1993).

2.3 Metabolitos con actividad nematicida
Chitwood (2002), menciona que las plantas compuestas son una gran fuente potencial

de compuestos nematicidas, principalmente los constituyentes del metabolismo
secundario implicado en los mecanismos de defensa de las plantas contra agentes
abioticos y bioticos. Estos compuestos nematicidas se pueden obtener directamente
como extractos de plantas, formulaciones fitoquimicas o enmiendas organicas, 0 se

pueden usar como compuestos modelo para el desarrollo de derivados sintetizados

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta 3
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guimicamente. De entre los principales compuestos a los que se les ha asociado con

propiedades nematicidas, se encuentran los siguientes:

2.3.1 Lactonas sesquiterpénicas
Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un grupo de terpenoides C15 con un

anillo lactonico; son sustancias amargas que se encuentran comunmente distribuidas en
todas las partes de las plantas principalmente en especies de la familia Asteraceae, en
concentraciones que varian entre 0.01 y 8% del peso seco, encontrdndose las
concentraciones mayores generalmente en las hojas; son bastantes solubles en
cloroformo y en éter etilico. Presentan gran importancia por la variada accion biol6gica
qgque han demostrado: accién citotdxica, antitumoral, inhibidoras del crecimiento de
bacterias, entre otras (Ruiz y Suéarez, 2015).

Constituyen un extenso grupo de productos naturales puesto que se conocen mas de
4500 registros reportados en el buscador SciFinderSchola 2018. Estos metabolitos son
primariamente clasificadas con base en su esqueleto carbociclico como
germacranolidos, guaiandlidos, eudesmandlidos y pseudoguaianolidos, entre otros
(Scotti et al., 2012)

La absintina, la cual es un sesquiterpeno dimérico producido por Artemisia absinthium,
se ha reportado como responsable de una actividad anti-alimentaria en insectos y

nematodos (Guesmi et al., 2013).

2.3.2 Aceites esenciales
Los aceites esenciales son mezclas de compuestos volatiles, que incluyen terpenos de

bajo peso molecular y constituyentes fendlicos, que tienen una funcion importante en la
defensa quimica de las plantas contra insectos, patdégenos fangicos y nematodos. Son

producidos por especies de plantas aromaticas de muchas familias botanicas.

Debido a la baja toxicidad y la persistencia en el medio ambiente, asi como a la baja
induccion de resistencia en los organismos objetivo, los aceites esenciales se consideran
cada vez mejores candidatos para el desarrollo de nuevas formulaciones nematicidas
sostenibles (Lahlou, 2004).
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Se ha probado in vitro la actividad nematicida de extractos de plantas que contienen
aceites esenciales, tales como Cymbopogon spp., Mentha spp., Eucalyptus spp.,
Pelargonium graveolens y Ocimun basilicum (Sangwan et al., 1990; Leela et al., 1992;
Oka et al., 2000; Pandey et al., 2000; Batish et al., 2008; Ntalli et al., 2010),
principalmente contra los nematodos de Meloidogyne y el nematodo de madera de pino
Bursaphelenchus xylophilus.

2.3.3 Cumarinas
Las cumarinas son los metabolitos mas comunes derivados de la ruta biosintética del

shikimato-corismato (Garcia et al., 2003). Son sustancias solubles en soluciones
acuosas o alcohdlicas de hidroxido de sodio; ademéas de ser sustancias fluorescentes
bastante fotosensibles. Cuando se encuentran en forma de glicosidos, se pueden extraer

con metanol o etanol (Valencia, 1995).

Hasta la fecha, se han reportado mas de 1500 cumarinas identificadas en mas de 800
especies de plantas, que actian como agentes antimicrobianos y como inhibidores de
germinacion. Algunas muestran fototoxicidad frente a insectos, tras activarse por luz UV,
accion llevada a cabo por bloqueo de la transcripcion y de la reparacion de DNA,

provocando la muerte celular (Avalos y Pérez, 2009).

2.3.4 Triterpenos limonoides
Los limonoides son un grupo de triterpenos alterados metabdlicamente que ocurren en

especies pertenecientes a la familia Rutaceae (Akhtar, 2000). De entre los principales
compuestos limonoides de importancia comercial se tienen a los provenientes del arbol
de neem (Azadirachta indica) el cual contiene mas de 100 compuestos, que se incluyen
azadirachtin, salannin y nimbin (Schmutterer, 1990), funcionan como repelentes e
inhibidores del crecimiento de insectos. Azadirachtin es un triterpeno limonoide presente
en hojas del neem que demostro efectos contra nematodos fitoparasitos de los nudos de
la raiz en experimentos de campo e invernadero en el sur de Italia (D'Addabbo et al.,
2017).

Posteriormente, Mojumder y Raman (1999); Rodrigues et al., (2001) demostraron el
efecto nematicida de las formulaciones de Azadirachtin sobre especies de nematodos

guisticos, como Heterodera cajani y Heterodera glycines (nematodo del quiste de la
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soya). Sepulveda et al., (2004) mencionan que el triterpenoide cucurbitacina de las raices

de pepino (Cucumis sativus) es un compuesto con accion nematicida.

2.3.5 Flavonoides
Ntalli y Caboni (2012), reportaron una actividad nematicida constante para los

flavonoides, los cuales son compuestos que presentan un esqueleto carbonado que
contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos arométicos unidos por un puente de tres
carbonos. Se clasifican en funcién del grado de oxidacion del puente de tres carbonos,
siendo los principales: antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas.

Entre sus funciones se encuentra la defensay la pigmentacion (Avalos y Pérez, 2009).

En la ruta de biosintesis de flavonoides, la primera etapa consiste en la condensacion de
3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-cumaril-CoA. Esta reaccion esta
catalizada por chalcona sintasa y da lugar a naringerina chalcona, precursor de los

flavonoles y antocianinas (Valencia, 1995).

Los flavonoides son conocidos como toxicos para los insectos, hongos, bacterias,
malezas y nematodos, reportandose una actividad nematicida consistente contra
Meloidogyne incognita (D'Addabbo et al., 2017). Asi mismo, Karr et al., (1990) realizaron
estudios con flavonoides procedentes de la planta Chenopodium ambrosioides, quienes

los identificaron con propiedades nematicidas.

2.3.6 Alcaloides
Los alcaloides constituyen un grupo heterogéneo de substancias organicas

nitrogenadas. Tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al
menos un atomo de nitrogeno en la molécula y exhiben actividad biolégica (Avalos y
Pérez, 2009).

La mayoria de los alcaloides se encuentran en forma de sales de &cidos organicos, otros

se encuentran en forma de glucésidos o de ésteres de acidos organicos; mientras que
en ciertos casos, puede haber un acido especial asociado a éstos. Los alcaloides ejercen
una importante estimulacion del sistema nervioso central y autbnomo. Algunos actdan
como estimulantes para dichos sistemas, mientras que otros, actian como inhibidores
(Verde-Star et al., 2016).
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Se ha documentado una actividad nematicida para los alcaloides esteroideos, como la
a-tomatina, la a-chaconina y solanina; aunque la actividad més alta contra fitonematodos
se reporto para los alcaloides de pirrolizidina de las especies de Fabaceae (Thoden et
al.,, 2009; D'Addabbo et al., 2017). Este primer autor, asimismo, reporta actividad
nematicida para extractos de Liliaceae, Apocynaceae y Papaveraceae.

2.3.7 Esteroides
Los esteroides son alcoholes secundarios policiclicos con estructura de

ciclopentanofenantreno (Valencia, 1995). Se ha reportado que en algunas plantas, la
sintesis de estos compuestos representan mecanismos de defensa constitutivos e

inducidos contra patdbgenos microbianos (Castilla et al., 2009).

2.3.8 Quinonas
Las quinonas son pigmentos que se encuentran en formas libres o combinadas con

azucares formando glicosidos. Se conocen mas de 450 estructuras que contribuyen a la
coloracion de las plantas superiores. Las quinonas naturales varian en su color desde el
amarillo palido hasta el color casi negro. Son dicetonas insaturadas, compuestos muy
reactivos, con capacidad para funcionar como sistemas redox, por lo que son sustancias
muy activas biolégicamente. Su propiedad principal es su poder purgante y se usan como

colorantes (Valencia, 1995).

2.3.9 Saponinas
Las saponinas son compuestos triterpenoides o esteroides que generalmente contienen

una o mas moléculas de azlcar en su estructura, pudiendo encontrarse como glicosidos
esteroideos, glicésidos esteroideos alcaloides o bien glicasidos triterpenos. Sin embargo,
también se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azlcar, en cuyo caso se

denominan sapogeninas (Avalos y Pérez, 2009).

En experimentos reportados in vitro en 1994 por Omar et al., se encontrd que soluciones
con 260-280 ppm de saponinas de Medicago sativa (alfalfa) reducian las poblaciones
totales, el nimero de masas de huevos y los juveniles viables del nematodo de nudo de
la raiz. Una formulaciéon de saponinas de la corteza de quillay (Quillaja saponaria) resulté
en un control satisfactorio de nematodos aun a dosis menores (San Martin vy

Magnunacelaya, 2005).
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D'Addabbo et al., (2014) mencionan que las saponinas de Medicago sativa, muestran
una composicion quimica bien caracterizada y actividades biologicas establecidas, las
cuales representan buenos candidatos para el control de fitonematodos. Argentieri et al.,
(2008) y D'Addabbo et al., (2011) en una investigacion in vitro de los efectos biocidas de
las mezclas de saponina de los tejidos de la parte superior y raiz de la alfalfa sobre
Xiphinema index, Meloidogyne incognita y Globodera rostochiensis, demostraron que las
saponinas de ambas partes de la planta eran nematotoxicas para las tres especies de
fitoparasitos y su actividad dependia de la concentracion y el tiempo de incubacién de

los nematodos.

Debido a sus caracteristicas quimicas, fisicas y fisiol6gicas, las saponinas naturales
muestran un amplio espectro de efectos biologicos y farmacolégicos que también
incluyen actividades fungicidas, molusquicidas, antibacterianas y antivirales. Los efectos
biol6gicos de las saponinas normalmente se atribuyen a su interaccion especifica con
las membranas celulares, ya que causan cambios en la permeabilidad celular
(D'Addabbo et al., 2017).

2.3.10 Taninos
Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas,

desnaturalizandolas, documentados por su actividad contra los nematodos fitoparasitos
(Hewlett et al., 1999).

El nombre de tanino procede de la antigua practica de utilizar extractos vegetales para
convertir la piel animal en cuero (en el curtido, se unen al colageno aumentando su
resistencia al calor, al agua y a microorganismos). Existen dos categorias: taninos
condensados y taninos hidrolizables. Generalmente son téxicos debido a su capacidad
de unirse a proteinas. También actian como repelentes alimenticios de muchos
animales, como en el caso de los mamiferos, los que evitan plantas o partes de plantas
gue contienen altas concentraciones de taninos. Esto también ocurre en los frutos

inmaduros, en los que se concentran los taninos en su piel (Avalos y Pérez, 2009).

Se encontrd que los tratamientos del suelo con acido tanico controlan eficazmente la
infestacion del nematodo de nudo de la raiz (Meloidogyne arenaria) sobre la calabaza

(Mian y Rodriguez-Kabana, 1982). La aplicacion al suelo de una formulacién comercial
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de los taninos de castafio (Castanea sativa) redujo significativamente la poblacion de
Meloidogyne javanica en tomate en maceta (D'Addabbo et al., 2017).

2.3.11 Glucésidos cianogénicos
Los glucésidos cianogénicos son derivados de aminoacidos liberadores de cianuro, que

participan en la defensa de mas de 2500 especies de plantas contra depredadores y
parasitos. El cianuro es uno de los productos de descomposicion de la hidrdlisis de la b-
glucosidasa. (Mojtahedi et al., 1993; Widmer y Abawi, 2000).

El abono verde de Sorghum sudanens es ampliamente reportado por su capacidad de
supresion en nematodos de nudo de la raiz (Meloidogyne), debido al efecto de
fumigacion en el suelo del cianuro liberado por la hidrélisis de dhurrin, un glucésido
cianogénico (D'Addabbo et al., 2017).

Derivado de lo anteriormente expuesto, fue de especial interés para el presente estudio,
la caracterizacion de las especies del género Artemisia localizadas en el estado de
Jalisco, con el fin de manifestar su potencial actividad nematicida, permitiendo con ello
incrementar su valor como fuente de ingredientes activos para el desarrollo de nuevas
formulaciones de productos a base de extractos de plantas que puedan ser introducidas

en el mercado.

Las evaluaciones fitoquimicas son un medio preciso y rapido para determinar el tipo de
metabolitos secundarios presentes en una muestra vegetal (Babu y Savithramma, 2013),

por lo que fue la metodologia utilizada para este propésito.

2.4 Nematodos fitopatégenos

2.4.1 Generalidades
Los nematodos parasitos de plantas son un grupo de gusanos microscopicos que viven

en el suelo y atacan las raices o partes aéreas de la mayoria de los cultivos. Constituyen
una limitacién significativa para la agricultura de subsistencia y pueden ser dificiles de
controlar. En general, los nematodos fitoparasitos causan pérdidas anuales entre 11y
14% en cultivos de importancia econémica como leguminosas, granos, banano, yuca,
coco, remolacha azucarera, cafia de azlcar, papa, hortalizas y varios frutales,

equivalentes a USD$80 billones al afio (Guzman et al., 2012).
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Orion y Kritzman (1991), describieron los nematodos del género Meloidogyne como
endoparasitos sedentarios, los cuales una vez localizado su sitio de alimentacion,

permanecen incrustados en la raiz infestada de la planta.

2.4.2 Descripcion morfolégica de los nematodos
Los nematodos fitopatégenos son organismos pequefios de 300 a 1000 um de largo y

entre 15 y 35 um de ancho; su tamafio los hace invisibles a simple vista, pero pueden
ser facilmente observados con la ayuda de un microscopio o estereoscopio (Agrios,
2005; Guzman et al., 2012).

El cuerpo de un nematodo es mas o menos transparente, cubierto por una cuticula
incolora que a menudo presenta estrias u otras caracteristicas. Esta cuticula presenta la
muda cuando los nematodos pasan a través de sus etapas larvarias sucesivas (Agrios,
2005).

Segun el género, tienen en la region anterior (cabeza) un estilete hueco (estomatoestilete
u odontoestilete) también llamado “lanza”, pero hay algunos con estilete sodlido

modificado (onquioestilete) (Guzman et al., 2012).

El estilete es usado para perforar o penetrar las células de las plantas y a través de él
extraer los nutrientes, causando enfermedades en diferentes cultivos (Guzman et al.,
2012).

Las hembras de algunas especies cuando llegan al estado adulto son abultadas con

forma de pera o esfera (Agrios, 2005).

2.4.3 Clasificacion
Guzman et al., (2012) mencionan una clasificacion de los nematodos fitoparasitos del

sistema radical como:

» Ectoparasitos: Son los nematodos que se alimentan sin penetrar a las raices. En

general, los ectoparasitos son de mayor tamafio y con estiletes mas largos.
Estos nematodos se dividen en ectoparasitos migratorios y sedentarios.

Los ectoparasitos migratorios, se caracterizan por tener un estilete generalmente largo,

alimentarse manteniendo el cuerpo fuera del tejido de la raiz, poner los huevos
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individualmente en el suelo o en la rizosfera, y todos sus estados de desarrollo son
parasiticos; como ejemplos de este grupo, estan los géneros: Hemicriconemoides,
Longidorus, Trichodorus, Paratrichodorus, Belonolaimus, Criconemella, Xiphinema,

Paratylenchus, entre otros.

Los ectoparasitos sedentarios, se caracterizan por tener un cuerpo generalmente grueso
y en forma de salchicha, alimentarse por largo tiempo de una célula y poner los huevos
dispersos en el suelo. Como ejemplos representativos, estan los géneros Criconemella

y Criconema.

Otra clasificacion de los nematodos ectoparasitos se basa en el tamafio del estilete y se
conocen como ectoparasitos con estilete corto, los cuales se alimentan principalmente
sobre la epidermis, células corticales y pelos absorbentes de las raices, entre estos se
encuentran los géneros Tylenchorhinchus, Trichodorus, Paratrichodorus y algunas

especies de Helicotylenchus.

» Endoparasitos: Son los nematodos que penetran completamente dentro de las raices;
por consiguiente, se alimentan, se desarrollan y ponen los huevos en su interior o
adheridos a ellas. De igual manera que los ectoparasitos, estos nematodos se dividen

en endoparasitos sedentarios y migratorios.

Los endoparasitos sedentarios, se caracterizan por tener un estilete pequeio y delicado;
las hembras inmaduras y juveniles entran al tejido de la planta donde desarrollan un sitio
de alimentacion fijo e inducen la formacion de un sofisticado sistema tréfico de células
de abrigo (cuidar, criar) llamado sincitia (células gigantes), se tornan inmaviles, adquieren
una forma abultada para formar y depositar los huevos. Los machos carecen de aparato
digestivo funcional. Como ejemplos representativos de este grupo, estan Globodera,

Meloidogyne, Heterodera, Nacobbus, Punctodera y Cactodera.

Los endoparasitos migratorios, retienen su movilidad y no estan fijos en un sitio de
alimentacién dentro de los tejidos de la planta. Se alojan y migran a través de los tejidos,
no forman células modificadas de alimentacion, ni saco de huevos, y todos sus estados
de desarrollo son parasiticos. Ejemplos representativos de este grupo son:

Hirschmanniella, Radopholus y Pratylenchus.
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» Semi-endoparasitos. En este caso, solamente la parte anterior del nematodo penetra
las raices y la parte posterior permanece en contacto con el suelo. Aunque algunas
formas pueden penetrar parcialmente las raices con la parte anterior de su cuerpo, la
parte posterior de las hembras se proyecta desde las raices y llega a adquirir forma
abultada. Los juveniles o hembras inmaduras raramente penetran las raices del
hospedante completamente. En general, el tamafio de los nematodos y la longitud del
estilete son intermedios comparados con los endopardsitos y ectoparasitos. Estos
nematodos se dividen en semi-endoparasitos sedentarios y semiendoparasitos
migratorios. En los primeros, las hembras se alimentan con el cuerpo parcialmente
embebido en las raices, son de forma irregularmente abultada, poseen un saco de
huevos y se alimentan de células modificadas. Ejemplos representativos son:
Tylenchulus semipenetrans, Rotylenchulus reniformis y los géneros Sphaeronema y
Tylenchulus. En los semi-endoparasitos migratorios, las hembras introducen parte de su
cuerpo en el tejido, conservan su aspecto vermiforme, depositan los huevos libremente

en el suelo, se alimentan de células no modificadas.

2.4.4 Género Meloidogyne spp y su impacto.
Perry y Moens (2009), describen que el género Meloidogyne, agrupa a los nematodos

formadores de agallas, el cual comprende a mas de 90 especies descritas. Los
nematodos de este género son endoparasitos sedentarios quienes tienen cerca de 2,000
hospederos, entre ellos: hortalizas, frutales, ornamentales, forestales y cereales, pueden

soportar temperaturas entre los 0 a 35 °C.

La poblacién de nematodos se concentra principalmente a una profundidad de 10-25 cm
de suelo, pero se han encontrado casos de su presencia a mas de 5 m (Salmerén y
Cabello, 1989; Salazar, 2013).

La gravedad del dafio causado por Meloidogyne puede ser especifica de la especie y
también puede variar segun el huésped, la rotacion de cultivos, la estacion y el tipo de
suelo (Greco et al.,, 1992). Del mismo modo, los umbrales econémicos varian,
principalmente dependiendo de estos mismos factores. Se han establecido umbrales de
dafio para varios cultivos, donde el promedio es de aproximadamente 0.5-2 juveniles/ g

de suelo (o desde los limites inferiores de deteccién, mas de 1000 individuos / 500 cm?®
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de suelo). Cabe mencionar que el Umbral Econémico de Dafio (U.E.D.) es una densidad
minima de fitéfagos plaga que causa un dafio econémico en la cosecha, cuyo valor es al
menos igual que la medida de control. Si se supera ese umbral, es decir, ese valor de
fitofagos, entonces se entra en una zona en la que el dafio producido es de valor superior

a la medida de control.

Ademés de los costos directos, los nematodos del nudo de la raiz causan costos
indirectos debido al estado de cuarentena de algunas especies de Meloidogyne en varios
paises o regiones. Por ejemplo, Meloidogyne chitwoodi esta cada vez mas regulado
porque es una plaga grave de papa y otros cultivos econdmicamente importantes como
la zanahoria, y la distribucion geogréafica conocida aun es relativamente limitada. Esta en
la lista de plagas prohibidas de muchos paises (Canada, Europa, México y otros paises
de América Latina y el Lejano Oriente) (Hockland et al., 2006).

2.4.4.1 Ciclo biologico
El ciclo de vida de Meloidogyne es tipico de otros tipos de hematodos, comenzando por

estadio huevo, que se incuba en las raices de la planta; cuatro estadios juveniles (J1 a
J4), donde el primero de ellos ocurre aun en el huevo y el estadio adulto, que pudiera ser
hembra o macho, en donde éste Ultimo puede ser ausente, puesto que la reproduccion
es partenogénica (Figura 1). La duracion de cada uno de estos estadios difiere en cada
especie y depende de otros factores como la temperatura, la humedad y la planta

hospedante (Hernandez et al., 2012).

La hembra es sedentaria, continda alimentandose hasta el momento de depositar los
huevos, tiene forma de pera cuando es madura, la region del cuello sobresale para, de
esta manera, tener movilidad y que los huevos se alimenten de los nutrientes que son
absorbidos a través de la pared del nematodo. Las hembras depositan los huevos dentro
de un saco gelatinoso, el cual es producido por las glandulas rectales de la misma. Este
saco consiste en una estructura muy compleja que puede llegar a ser mas grande que la
hembra misma y esta compuesto de varias proteinas, mucopolisacaridos, compuestos
antimicrobianos y enzimas, mismo que es colocado por la hembra en la raiz de la planta.
La masa de huevos es inicialmente suave, pegajosa e hialina, pero se vuelve mas firme

y color marrén oscuro con la edad (Manzanilla-Lopez y Marban-Mendoza, 2012).
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Dentro del huevo, la embriogénesis procede al juvenil de primer estadio (J1), que muda
al juvenil de segundo estadio conocida como la etapa pre-parasitaria o infecciosa (J2),
ésta dependera principalmente de la temperatura y la humedad suficientes; las
caracteristicas de J2 radican en ser vermiforme con una longitud de 20 um, el cual
penetra la raiz del huésped para establecer un sitio de alimentacién que facilite su
desarrollo, es altamente mévil pues se mueve intracelularmente al sitio de alimentacion
a través del protoxilema y protofloema de la planta, induciendo a las células a
diferenciarse en “células gigantes” (nédulos, agallas); es delgado y guarda reservas de
alimentos. Este estadio (J2), puede sobrevivir en el suelo en estado de reposo durante
un periodo prolongado que dependera de la reserva de alimento que se encuentre en el
intestino. En condiciones favorables, la etapa pre-parasitaria, muda al juvenil de la
tercera etapa (J3) después de 14 dias, posteriormente al juvenil de cuarta etapa (J4) la
cual ocurre generalmente de 4 a 6 dias. En este estadio (J4), el nematodo carece de
estilete funcional impidiendo de esta manera alimentarse para finalmente llegar a la etapa
adulta (Perry y Moes, 2009).

Los machos son vermiformes como los juveniles. Este estado se produce hasta después
de la tercera etapa juvenil en donde dejan de alimentarse y se encuentran dentro de las
cuticulas de la raiz, después se libera el adulto en la cuarta muda completamente
formada, para posteriormente emigrar en busca de hembras adultos (Manzanilla-Lépez
y Marban-Mendoza, 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida de Meloidogyne ssp.
2.4.4.2 Distribucion
El nematodo agallador esta distribuido en todo el mundo, aunque ocurre con mayor
frecuencia y abundancia en regiones con clima calido y térrido con inviernos cortos y
moderados. Considerando su temperatura minima de 10 °C y a partir de la cual pueden

completar su ciclo biolégico (Perry y Moes, 2009).

Cid del Prado et al., (2001) menciona que esta presente en varias zonas agricolas de
México, atacando a un gran nimero de especies cultivadas, donde ocasiona pérdidas de

consideracion en el rendimiento y productividad.

Las especies que se han reportado para México son Meloidogyne incognita, M. arenaria,
M. javanica, M. hapla, M. chitwoodi, M. enterolobii y M. paranaensis. Las Ultimas dos
especies fueron reportadas recientemente en Veracruz, infectando sandia (Ramirez-
Suarez et al. 2014) y plantas de café respectivamente (Lopez-Lima et al. 2015). Ambas
especies, e incluyendo Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. javanica, también han sido
detectadas en tomate (Guzman-Plazola et al., 2006; Martinez-Gallardo et al., 2015), papa
(Tovar, 1994), pifia (Dominguez, 2001; Rebolledo et al., 2002), vid (Ramirez, 1989),
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guayaba (Franco-Navarro, 2000) y platano (Adriano-Anaya et al., 2008; Lara-Posadas et
al., 2016)

2.4.4.3 Dafo de la planta
Individuos del género Meloidogyne son conocidos por su habilidad para producir

cambios fisiolégicos en el sistema radicular de las plantas y causar pérdidas en la
absorcion de nutrientes afectando su crecimiento (enanismo) y su produccion (Jaramillo-
Pineda et al., 2015).

Segun Agrios (2005), la mayoria de los dafios parecen ser causados por la secrecion de
saliva introducida en los tejidos de las plantas durante el proceso de alimentacién. Cabe
recordar que estos nematodos perforan la pared celular, introducen saliva dentro del

citoplasma y extraen parte del contenido celular.

El proceso de alimentacion causa una reaccion en las células de las plantas afectadas,
resultando en la muerte o debilitamiento de los extremos de las raices, formacion de
lesiones y rompimiento de tejidos, formacion de agallas, arrugamiento y deformacion en
tallos y hojas. Estas manifestaciones son causadas por la descomposicion del tejido
afectado por las enzimas del nematodo, la cual causa desintegracion del tejido y muerte

de las células (Perry y Moens, 2009: Luc et al., 2005).

2.4.5 Métodos de control
El método de control mas utilizado es el uso de nematicidas quimicos que, ademas de

costosos, son altamente contaminantes (Vinueza et al., 2006).

Solano (2012) y Solano et al., (2014) mencionan que en los ultimos afios se han utilizado
sustancias activas como el Carbofuran (Furadan), Fenamiphos (Nemacur), Oxamyl
(carbamato), Terbufos (organofosforado), Ethoprohos (organofosforado), Dazomet
(Basamid), Azadirachtina 'y Bromuro de metilo (BM). Estos productos causan severos
dafios medioambientales, como es la contaminacion de los mantos acuiferos, el suelo y
el aire debido a su alta residualidad, principalmente debida al uso inadecuado.
Adicionalmente son muy costosos, lo cual asimismo incide en muchos casos para que el

retorno de la inversion sea igual o menor a lo producido.
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Buscando controlar a los nematodos fitoparasitos, con criterios ecologicos y econémicos,
diversos investigadores han realizado aportes importantes sobre los efectos nematicidas
0 nematostaticos de algunas plantas, como hojas, semillas y raices en forma de extractos
acuosos o simplemente como abono verde, obteniendo resultados prometedores
(Vinueza et al., 2006).

Las plantas son una gran fuente de compuestos nematicidas, principalmente
constituyentes del metabolismo secundario implicado en los mecanismos de defensa de
las plantas contra agentes abi6ticos y bi6ticos. Estos compuestos nematicidas se pueden
explotar directamente como extractos de plantas, formulaciones fitoquimicas o
enmiendas organicas, o se pueden usar como compuestos modelo para el desarrollo de

derivados sintetizados quimicamente (D'Addabbo et al., 2017).

Estos extractos vegetales presentan algunas ventajas sobre los pesticidas sintéticos,
algunos de ellos son ofrecer nuevos compuestos que las plagas no pueden inactivar, son
menos concentrados, por 1o que son menos toxicos que los compuestos puros, sufren
biodegradacion rapida, pueden poseer multiples modos de accién, haciendo posible un
amplio espectro de usos en cuanto tienen una accion selectiva dentro de cada clase de
plaga (Vinueza et al., 2006). Ademas, se pueden combinar facilmente con otras practicas
de control, como la solarizacion del suelo, agentes de control biologico, pueden también
resultar en una mejora de las propiedades fisicas y quimicas del suelo (D'Addabbo et al.,
2017).
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3. JUSTIFICACION

Los nematodos del género Meloidogyne por naturaleza son fitopatdgenos, pero sus
interacciones con otros agentes causantes de enfermedades dificultan medir su

verdadero impacto en el rendimiento de los cultivos y su estimativo.

Sin embargo, se estima que éstos causan pérdidas anuales entre 11 y 14% en cultivos
de importancia econémica como, leguminosas, granos, banano, yuca, coco, remolacha
azucarera, cafia de azucar, papa, hortalizas y varios frutales por mencionar algunos,

equivalentes a US$80 billones por afio.

El género Artemisia incluye un gran nimero de especies, aproximadamente 400. La
mayoria de los representantes son hierbas o arbustos arométicos los cuales, en ultimas
fechas, han adquirido una gran relevancia como fuente de importantes compuestos
bioactivos. A pesar del creciente interés en este género y de que Jalisco cuenta con al
menos dos especies pertenecientes al mismo, se sabe muy poco sobre los compuestos
guimicos que estan presentes en ellas. Mediante la caracterizacion de sus componentes
y la cuantificacion de metabolitos de importancia como lo son las lactonas
sesquiterpénicas, se pretende valorizarlas a través de su posible aplicacion nematicida
en practicas agricolas, puesto que los extractos botanicos presentan ventajas con
respecto a la utilizacion de productos sintéticos. Actualmente, en el manejo de
nematodos se emplean nematicidas o fumigantes de suelo del grupo de los
organofosforados (aldicarb, carbofuran), fosforados (fensulfothion, fenamiphos), que por
Su composicion quimica son téxicos para los animales y plantas e interfieren en su ciclo
de vida, con efectos nocivos sobre el medio ambiente y la salud humana. Asimismo, la
inadecuada gestion del uso de plaguicidas ha inducido resistencia de plagas y
enfermedades por su capacidad de mutacion, generando un problema de grandes
proporciones, situacion que en mucho podria verse disminuida con la utilizacién de

nematicidas naturales.
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4. HIPOTESIS

Las especies del género Artemisia presentes en el estado de Jalisco tienen potencial
agroindustrial como fuente de sustancias nematicidas contra especies del género
Meloidogyne.
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5. OBJETIVO GENERAL

Valorar el potencial de dos especies del género Artemisia en el estado de Jalisco como
fuente de sustancias nematicidas sobre el género Meloidogyne.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la presencia de dos especies del género Artemisia distribuidas en el
estado de Jalisco como fuente de sustancias bioactivas, principalmente de uso
agricola.

2) ldentificar en los extractos de Artemisa ludoviciana sbsp ludoviciana y Artemisa
ludoviciana sbsp mexicana los principales metabolitos secundarios reportados
con actividad nematicida, por medio de pruebas fitoquimicas.

3) Evaluar in-vitro el potencial de los extractos de las especies vegetales
seleccionadas como agentes de control en nematodos del género Meloidogyne.

4) Cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas presentes en el extractos con mayor

efecto potencial nematicida.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en el Herbario y en Laboratorio de Alimentos y
Productos Naturales del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco (ITTJ).

6.1 Colecta de Artemisia
Se realiz6 la visita al herbario de la Universidad de Guadalajara para corroborar la

localizacién de las especies, encontrdndose reportadas las siguientes:

Cuadro 1. Especies reportadas en Herbario de la Universidad de Guadalajara.

EJEMPLAR LUGAR DE COLECTA ANO DE COLECTA
Artemisia albula Durango 1997
Artemisia frigida Willd Nuevo Ledn 1978
Artemisia klotzchiana Besser Ojuelos de Jalisco 2000
Artemisa mexicana Willd Guadalajara Jalisco 1975
Artemisia (sin especie) Tepatitlan de Morelos Jalisco 1980
Artemisia laciniata Willd Tamazula de Gordiano 1990

6.2 ldentificacion botanica de la planta
En el Herbario del ITTJ se llevé a cabo la clasificacion taxondmica de las especies de

acuerdo con el método de Rzedowski y Calderdn (1997). En Flora de Norteamérica se
describio la presencias de 6 subespecies de Artemisia ludoviciana distribuidas en

localidades de Estados Unidos y parte de México.

6.3 Conservacion del material vegetal
Los ejemplares encontrados fueron conservados in vivo para su reproduccion (Figura 2).

Posteriormente, para su analisis, muestras de las hojas de las plantas fueron sometidas
a un proceso de secado en una estufa de aire circulante a una temperatura de 40 °C,

hasta alcanzar un porcentaje de humedad menor al 10 % en base humeda.
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Figura 2. Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana establecido en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico de
Tlajomulco.

6.4 Analisis fitoquimico
La evaluacion fitoquimica de las dos especies de Artemisia identificadas se realiz6 a

través de la obtencion de extractos vegetales con diferentes solventes de diferente
polaridad, incluyendo cloroformo, etanol y agua (Figura 4b) en cantidad suficiente para
cubrir 1 g de material vegetal de cada especie, consistente en tejido de hoja seca y
triturada (Figura 3a). La metodologia aplicada fue de acuerdo a Carvajal et al., (2009) y

Martinez et al., (2008) (Cuadro 2).

Figura 3. Preparacion de muestra a) Triturado de muestra vegetal, b) solventes utilizados.

Algunos ensayos fitoquimicos se realizaron utilizando cromatografia en capa fina. Esta

técnica analitica es precisa, rapida y sencilla (Figura 4) ya que permite separar los
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compuestos de una mezcla, con un elevado grado de pureza, para posteriormente
realizar la identificaciébn de un grupo fitoquimico especifico a través de una reaccion
quimica de derivatizacién para su facil identificacion. En ella se emplean una fase movil
(eluyente) el cual dependera del metabolito a identificar, y una fase estacionaria. Para
ello, se utilizaron placas de vidrio Silica gel 60 W F 254 S marca Merck (Figura 5) con

sus respectivas camaras cromatogréficas.

Figura 5. Placa de vidrio Silica gel 60.

6.4.1 Frente de retencion (Rf)
El Rf la relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el

origen de la placa. Este valor permite identificar las especies quimicas existentes, a partir
de la comparacion de los valores Rf de estandares obtenidos bajo las mismas
condiciones experimentales. La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el

centro de la mancha, utilizando la siguiente ecuacion:
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FM
FS

Donde
FS: Frente de solvente.

FM: Frente de mancha.

6.4.1.1 Lactonas sesquiterpénicas
La determinacion de lactonas sesquiterpénicas se llevé a cabo con la prueba de Baljet,

el reactivo se prepar6 de la siguiente manera: a) 0.5 g de acido picrico en 50 mL de
etanol al 96%, b) 5 g de NaOH en 50 mL de agua. Se mezcl6 a y b, posteriormente se

afadi6 la muestra. Es reaccion positiva si se observa el color amarillo.

6.4.1.2 Aceites esenciales
Para la determinacion de aceites esenciales se utilizo la prueba de reactivo anisaldehido.

El reactivo se prepar6é mezclando 0.5 mL de anisaldehido, 1 mL de H,SO, concentrado
en 50 mL de acido aceético glacial (CH3COOH). Coloraciones verdes, verde-amarillas

indican que la prueba es positiva.

6.4.1.3 Cumarinas
Para la determinacion de cumarinas, se tomo un volumen de extracto acuoso y se coloco

en una capsula de porcelana, se afladieron unas gotas de NH4OH y se visualiz6 con luz

UV a 365 nm. La prueba es positiva si se observa fluorescencia azul en el extracto.

6.4.1.4 Triterpenos
En la determinacién de triterpenos se empled la prueba de Liebermann. El reactivo se

preparé mezclando 1 mL de anhidrido acético, 1 mL de cloroformo y afiadiendo 3 gotas
de H,SO, concentrado. A la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 mL de cloroformo o sin
disolver, se le aflade una gota de reactivo. La presencia de un color verde-azuloso, es

prueba positiva para esteroles y color rojizo para triterpénos.

6.4.1.5 Flavonoides
En el caso de los flavonoides se realizaron 3 pruebas:

a) Shinoda: Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de etanol, agregando unas gotas

de HCI concentrado y 1 o 2 limaduras de magnesio; si la solucion se torna de color rojo
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intenso, la prueba es positiva; Con color naranja, verde o azul pueden estar presentes,

flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.

b) Reaccion élcali: Se toma un 1 mL del extracto metandlico y se agrega hidroxido de
sodio al 5 %, siendo la evidencia positiva, la presencia de un color amarillo, amarillo a
naranja naranja a rojo pueden estar presentes, flavonas, flavanonol e isoflavonas o

chalconas.

6.4.1.6 Alcaloides
Para la determinacién de alcaloides se realizd la técnica acida y la prueba basica,

utilizandose en ambas el reactivo de Dragendorff modificado, consistente en una
Solucién A: se disuelven 0.85 g de subnitrato de bismuto (o nitrato de bismuto), en una
mezcla de 10 mL de acido acético glacial y 40 mL de agua; Solucién B: se disuelve 8.0
g de yoduro de potasio en 20 mL de agua destilada. Para esta prueba se emplearon

granos de café e inflorescencia de Cannabis sativa como estandar.

Al momento de realizar el ensayo, se mezclan: 5 mL de solucién Ay 5 mL de solucion B,
se le afiade 20 mL de acido acético glacial, aforando la solucién con agua destilada a

100 mL. Es positiva la prueba cuando aparece una mancha oscura en la placa.

6.4.1.7 Grupos esteroidales
La presencia de esteroides se evalué tomando 4 mL de extracto cloroférmico, se

agregaron unas gotas de H,SO, concentrado y la mezcla se dejoé reposar por 2 min La

formacion de un anillo rojizo en la interfase indica la presencia de esteroides.

6.4.1.8 Sapogeninas
Para la identificacién de Sapogeninas se emplearon placas cromatograficas y revelaron

con reactivo de Cloruro de Zinc, el cual se preparo colocando 6 g de ZqCl, en 20 mL de
metanol. Esta prueba es positiva si aparecen coloraciones brillosas en luz a 365 nm.
Para corrobar la prueba se elaboro el reactivo de Komarowsky con dos mezlas, a) H,SO,
al 50% y b) 4-hidroxibenzaldehido al 2% en metanol, posteriormente se mezclaron 5 mL

de a con 50 mL de b, esta prueba es positiva con manchas amarillas o rosadas.
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6.4.2 Pruebas en tubos de ensayo

6.4.2.1 Taninos
Los taninos se evaluaron a partir del extracto etandlico en un tubo de ensaye. Se tomé

un volumen de extracto y se agregaron unas gotas de FeCl; al 5%. La presencia de color
azul intenso indica la presencia de galotaninos y elagitaninos. Si la coloracion es verde
intenso muestra la presencia de taninos condensados. Si existe la presencia de ambos
y en altas concentraciones la reaccion no suele distinguirse claramente y el extracto se

vuelve café oscuro o negro.

6.4.2.2 Quinonas
Se tomo6 un volumen de extracto hidroetandlico y a continuacion se extrajo con un

volumen de éter de petréleo. Se recupero la fase organica y se extrajo nuevamente con
una mezcla 1:7 de etanol:agua a 60 °C. Se separo la solucion hidroalcohdlica y se calento
para eliminar por completo el éter. Se agregdé 1 mL de agua oxigenada de 30 volumenes
y 1 mL de acido sulfarico al 50% en agua. La solucion se dejo enfriar y a continuacion se
extrajo con benceno. Se recuperd nuevamente la fase organica y se agregé 1 mL de
NaOH al 5% con 2% de NH4OH. Por ultimo, se agito levemente. La aparicion de un anillo

rojo es prueba positiva de la presencia de quinonas.

6.4.2.3 Saponinas
Se coloco en un tubo de ensaye la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 mL de agua, se agita

y se forma una espuma abundante, si ésta permanece por 1 h, la prueba se considera

positiva para comprobar la presencia de saponinas.
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PRUEBAS FASE
METABOLITO FITOQUIMICAS MOVIL EXTRACTO
L n . . X
acto as - Reactivo de Baljet. Benceno Acetato de Cloroformo
sesquiterpénicas etilo
. : Reactivo Benceno: Acetato de
Aceites esenciales . . : Cloroformo
Anisaldehido. etilo
. Fluorescencia Tolueno: Acetato de
Cumarinas . Metanol
365nm. etilo
. Prueba de Tolueno: Eter etilico:
Triterpenos . © . Cloroformo
Liebermann. Acido aceético
. Reaccion A) Shinoda, Alcet_ato. O!e etllp A'_
Flavonoides . férmico: A. acético: Agua
B) de élcali.
Agua
. ; Prueba basica y Acetato de Eter, etanol, &
Alcaloides acida con reactivo de - i o
etilo:Metanol:Agua acetico
Dragendorff.
Reactivo de ,
Esteroides Liebermann- Bencenoétﬁc():etato de Cloroformo
Burchurd LB.
: Ensayo con ZnCl, y Benceno: acetato de
Sapogeninas ) Cloroformo
Komarowsky. etilo
Quinonas Prueba de quinonas. Tubos de ensayo Etanol, éter
Taninos Reactivo de (,Be_latlna Tubos de ensayo Etanol, agua
y Cloruro férrico.
Saponinas Reaccion de espuma. Tubos de ensayo Agua

6.5 Ensayos biologicos

Los ensayos biologicos se llevaron a cabo en el Herbario del Instituto Tecnoldgico de
Tlajomulco, en condiciones de temperatura de 22 = 2°C, tomando como criterio de

seleccidon aquellos nematodos moviles juveniles en segundo estadio.

6.5.1 Obtencidn de extracto para ensayos bioldgicos
Se tomaron 10 g de partes aéreas secas de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana y A.

ludoviciana shsp mexicana para realizar la extraccion en etanol al 70% con un volumen
de 400 mL, en relacion 1:10 (w/v).

Se triturd la planta para posteriormente colocarla en un frasco de vidrio que fue
previamente tapado con papel aluminio. El material vegetal se puso en contacto con el

medio de extraccion y se almacend en un espacio a temperatura ambiente en ausencia
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de luz. Los extractos se dejaron macerar durante 11 dias con intervalos de agitacion
diaria.

6.5.2 Material biolégico

Durante los meses de septiembre y octubre de 2018, se obtuvo la tierra procedente de
un campo experimental en Michoacan (Figura 6), donde se llevé a cabo un muestreo
previo al cultivo (pepino) utilizando una pala para la toma de la muestra. Se realiz6 una
pequefia perforacion en el suelo de 40 cm de longitud y 30 cm de profundidad. La
muestra de suelo obtenida posteriormente se colocd en una bolsa de plastico.

Figura 6. Muestreo en campo.

El estudio de las muestras e identificacién de las especies de Meloidogyne spp., se
realizé en el herbario del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco conforme a la metodologia

propuesta por Cid del Prado et al., (1995).

6.5.3 Reproduccion y mantenimiento del nematodo
Se prepararon 50 macetas de plastico negras con capacidad de 5 kg, con una textura de

suelo arcilloso arenoso 1:1 y la tierra recolectada en el muestreo con porcentajes, en
seguida se realiz6 el trasplante de las plantulas de tomate de 39 dias después de

germinaciéon (DDG), colocandose 2 plantas por maceta (Figura 7).
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Figura 7. Infestacién de plantas de tomate 39 dias después de germinacion (DDG).

6.5.4 Extraccion de nematodos
Se realizaron extracciones de nematodos en suelo, 27 dias después del trasplante de

las plantas de tomate, para corroborar la presencia de Meloidogyne en las muestras.

Individuos en el estadio J2 fueron extraidos utilizando un embudo de Baermann (Figura
8), esta técnica consiste en recolectar la muestra de suelo dentro de una envoltura o filtro
poroso, ubicada en la parte superior de un embudo Illeno de agua con un cierre en la
parte inferior. Una vez que han transcurrido 24 horas los nematodos presentes en la
muestra, migran por fuerza de la gravedad hacia la base del embudo, donde son

recolectados en un vaso de precipitados para su observacion.

Por otra parte, las hembras maduras se extrajeron a partir de las raices de tomate
mediante Macerado-Tamizado-Centrifugado (Rosas-Hernandez et al., 2014). Estos
especimenes se utilizaron para la identificacion de las especies de Meloidogyne spp.,
considerando las caracteristicas morfomeétricas, la cual consiste en la forma del estilete
de hembras y machos y la forma de la region labial de los machos (no se realiz6 el patrén
perineal de hembras) (Cid del Prado et al., 1995).

Esta identificacion taxondémica cualitativa se emplea utilizando un microscopio, los
nematodos son de aspecto filiforme y al ser vistos en microscopio lucen traslucidos
envueltos en una cavidad pseudocelémica y carentes de sistema respiratorio y

circulatorio.
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Figura 8. Embudo de Baermann modificado.

Para la extraccion de machos se emplearon raices agalladas de tomate dejando éstas
en agua, mediante Macerado-Tamizado-Centrifugado (Figura 9).

Figura 9. Centrifuga manual.

6.5.5 Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con 9 repeticiones. La

unidad experimental consistido en una caja plastica de 2.5 cm de diametro y 0.8 cm de
altura. Se afiadio 1 mL de extracto etandlico de Artemisia ludoviciana subsp ludoviciana
(tratamiento 1), 1 mL de Artemisia ludoviciana subsp mexicana (tratamiento 2)
permitiendo de esta manera al solvente evaporarse a temperatura ambiente dejando los
sélidos solubles. Ademas de un testigo negativo, consistente en agua destilada y un
testigo positivo, que es un nematicida comercial de origen natural (ajo). Luego se agrego

100 pL de suspension de larvas de Meloidogyne (15 larvas) en 900 puL de agua destilada.

Se evalud contabilizando la muerte de individuos después de 15, 30, 45, 60, 75,90, 105

min. Se registré la muerte del nematodo bajo estereomicroscopio cuando no existia
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respuesta de movilidad al ser tocado con un pincel expresandose como porcentaje de
mortalidad (#Muertos/Tiempo).

6.6 Métodos analiticos
6.6.1 Cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas por espectrofotometria UV-VIS

La metodologia realizada para la cuantificacion espectrofotométrica de las lactonas

sesquiterpénicas, se realizo de acuerdo a Malca Chamache y Rodriguez Mufioz (2018).

En esta técnica se requiere la preparacion de la solucion estandar de artemisinina a una

concentracion de 1mg/mL disuelta en etanol al 70 % v/v.

6.6.1.1 Preparacion de la curva de calibracion
A partir de la solucion estandar se prepararon las diferentes concentraciones de lactona:

10, 20, 30, 40 pg/mL.

En matraces de 10 mL, se colocaron por separado 1 mL de cada concentracién de
lactona. Luego se afiadieron 1 mL de yoduro de potasio al 2% y 1 mL de HCI 5 M, se
mezclaron suavemente hasta percatar un color amarillo que indica la liberacién de yodo.
Posteriormente se afiadieron 0.5 mL de solucion de safranina al 0.01% y 2mL de acetato
de sodio 2 M. Se agitaron suavemente durante 5 min, y después se completaron a
volumen con agua destilada. Posteriormente se llevaron a leer al espectrofotometro

(PerkinEimer Lambda XLS+) a 521 nm. Se repitié el proceso por triplicado.

6.6.1.2 Preparacion de extracto para cuantificacion
Se realiz6 una limpieza del extracto de ambas variedades de Artemisia para la

eliminacién de grasas y clorofilas, entre algunos otros metabolitos que pudieran alterar

los resultados de la cuantificacion, la cual se describe en la Figura 10.

Agitacion
vigorosa[ 30min)
= Agregar S0mL

acetato de
plomo 4%

Agitacion (3 min) Concentrar

=50 mL de
extracto

#Separacion de
fases

= Precipitacion =Agregar 40 mL
=Agregar de etanol 70%
cloroformo (25

mL}

etandlico *25mL de éter
de petréleo

+Filtrar

Concentracion
[Bafic maria)

Recuperacion de
fase etanclica

Figura 10. Diagrama general de limpieza de extracto.
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La cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas se realizO6 como se describe

anteriormente sustituyendo el mL del estandar por 3 mL del extracto.
6.6.1.3 Preparacion del blanco

En matraces de 10 mL, se colocaron 3 mL de etanol al 70, se adicionaron 1 mL de yoduro
de potasio al 2% y 1 mL de HCI 5 M, se mezclaron suavemente hasta que aparezca el
color amarillo que indica la liberacion de yodo. Posteriormente se afiadieron 0.5 mL de
solucion de safranina al 0.01% y 2 mL de acetato de sodio 2M. Se agitaron suavemente
durante 5 minutos, y después se completaron a volumen con agua destilada.
Posteriormente se llevaron a leer al espectrofotdmetro (Figura 11) (PerkinEimer Lambda

XLS+) a 521 nm. Se repiti6 el proceso por triplicado.

Este método se fundamenta en que el enlace endoperoxido de la artemisinina en medio
acido, produce peroxido de hidrogeno (H203), el cual reacciona con el yoduro de potasio,
para liberar yodo (Figura 12). Este yodo liberado decolora el color rojo de la safranina O,

la cual se mide a una longitud de onda de 521.

Figura 11. Espectrofotometro PerkinEimer Lambda XLS+.
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Figura 12. Reaccion quimica para la cuantificacion de artemisinina.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Colecta de Artemisia
La colecta del material vegetal se llevé a cabo entre los meses de febrero y marzo de

2018 en tres municipios del estado de Jalisco: 1) Yahualica de Gonzalez Gallo situado
en la Zona Altos Sur de Jalisco, a los 20°59°00" de latitud norte y 103°48’30" de longitud
oeste; a una altitud de 1,790 metros sobre el nivel del mar, 2) Tlajomulco de Zufiga se
localiza en la porcion media de la region centro del estado, entre las coordenadas 20°
28’ de latitud norte y 103° 27’ de longitud oeste, a una altura de 1.575 metros sobre el
nivel del mar (Figura 13).

Para corroborar la localizacién de las especies se revisoé el herbario de la Universidad de

Guadalajara.

Artemisia
ludoviciana sbsp.
mexicana

i {4 ludoviciana
«. r - -IL__N."..?
b
Figura 13. Distribucién de especies de Artemisia ludoviciana en el estado de Jalisco.

7.2 ldentificacion botanica de la planta

Tras la identificacion botanica de las muestras colectadas de acuerdo a Rzedowski y
Calderon (1997) para el caso de la especie Artemisia ludoviciana; de la misma se
reportan dos subespecies de maleza: Artemisia ludoviciana sbsp. mexicana con
caracteristicas de hojas de color verde grisaceo, margenes generalmente lobulados,

caras abaxiales peludas y Artemisia ludoviciana sbsp. ludoviciana con margenes de la

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta 34



Maestria en Ciencias en Agrobiotecnologia

hoja planos, ésta misma revoluta; estos criterios descritos en Flora Norteamericana
(Visitado: 04/04/2018).

7.3 Conservacion del material vegetal
El secado del material vegetal de las plantas colectadas (Figura 14) fue realizado en un

secador convectivo ajustado a temperatura de 40°C + 2°C (Figura 15) hasta establecerse

un peso constante y humedad menor a 10%.

Figura 15. Secador convectivo.

7.4 Evaluacion fitoquimica
Los resultados del analisis fitoquimico de las muestras de cada especie obtenida de los

dos municipios del estado de Jalisco, muestran la presencia de varias clases de
compuestos. Las observaciones se registraron en funcion del cambio de color en las

reacciones o en el caso de las placas cromatrograficas, mediante la coloracion y nUmero
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de manchas para los diferentes ensayos, los cuales se muestran de manera general a

continuacioén en el Cuadro 3:

Cuadro 3. Resultados de perfil fitoquimico. (Il) presencia de dos manchas (I) presencia de una mancha (-) no

detectado.
Metabolitos Ludoviciana sbsp. Ludoviciana sbsp.
ludoviciana mexicana

Lactonas sesquiterpénicas I Il

Aceites esenciales - I
Cumarinas - I
Triterpénos I I
Flavonoides | Il
Alcaloides Il -
Esteroides | [
Sapogeninas I -
Quinonas - -
Taninos -

Saponinas I -

Las diferentes pruebas de identificacion quimica realizadas en los extractos obtenidos
de las hojas de A. ludoviciana sbsp. mexicana permitieron mostrar la presencia de dos
diferentes lactonas sesquiterpénicas (Figura 16b) mientras que en A. ludoviciana sbsp.
ludoviciana se encontré una sola con Rf de 0.534 (Cuadro 4, Figura 16a). Estos
resultados son acordes a los reportados por otros autores: Sagastegui (2009) reportd
mediante pruebas de colorimetria, la presencia de lactonas en un estudio sobre Artemisia
absinthium; asimismo, Saeidnia et al., (2017), reportaron la presencia de dos

sesquiterpenlactonas en Artemisia santolina.

Figura 16. Evaluacion fitoquimica para la deteccion de lactonas sesquiterpénicas

a) A. ludoviciana sbsp. ludoviciana, b) A. ludoviciana sbsp. mexicana
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La presencia de aceites esenciales en A. ludoviciana sbsp. ludoviciana es nula mientras
gue en A. ludoviciana sbsp. mexicana se identificaron dos con Rf de 0.433 y 0.265
respectivamente, existen reportes de presencia de estos metabolitos en Artemisia
ludoviciana sbsp ludoviciana con el cual se evaluo la actividad antinociceptiva por Anaya
et al., (2016) quienes utilizaron las partes aéreas de la planta. Por otra parte, aunque aun
no se han reportado en otras especies del mismo género, autores como Diaz et al.,
(2012) mencionan que el aceite esencial de Tagetes erecta presenta actividad bioldgica
sobre varios organismos, primordialmente contra nematodos. Por su parte, Regnault et
al., (2004) sefnalaron que plantas de Ocimum spp poseen aceites esenciales, con
actividad sobre Meloidogyne spp. Heterodera spp., Anguina tritici, Tylenchulus

semipenetrans y Rotylenchulus reniformis.

La prueba de cumarinas fue positiva para A. ludoviciana sbsp. mexicana (Figura 17a),
por su parte en 2015, Moscatelli reportd la cumarina escopoletina presente en la especie

Artemisia copa.

Figura 17. Evaluacion fitoquimica a) cumarinas, b) flavonoides.

La presencia de un flavonoide fue equivalente en ambas especies de Artemisia
analizadas, con Rf de 0.506, sin embargo A. ludoviciana sbsp. mexicana contiene un
flavonoide adicional con Rf de 0.49 (Figura 17b). Moscatelli en 2015 y Sagastegui en
2009, en sus estudios correspondientes con las dos especies de Artemisia, reportan

diferentes flavonoides tales como jaceosidina, espinacetina y tricina, entre algunos otros.
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Los resultados obtenidos de A. ludoviciana sbsp. ludoviciana indican la presencia de dos

alcaloides diferentes con Rf de 0.894 y 0.931, respectivamente (Figura 18a,b). estos

grupos en particular son importantes, y estan presentes en otras especies, que si bien

no son del mismo género, tienen capacidad para adherirse a los nematodos fitoparasitos,

como los formadores de agallas en el sistema radical (Meloidogyne spp.) como es el

caso del alcaloide denominado ricinina presente en Ricinus communis (Arboleda et al.,

2010).

La cromatografia realizada para la deteccién de sapogeninas (Cuadro 4), por el contrario,

sugiere que en la subespecie mexicana no se presentan estos compuestos, resultado

coincidente con reportes realizados para Artemisia absinthium por Sagastegui, (2009).

Figura 18. Placas de cromatografia de alcaloides

a) Revelado con luz UV 302nm b) Revelado con reactivo de Dragendorff.

Cuadro 4. Resultados del analisis por cromatografia en capa fina (TLC).

Ludoviciana sbsp.

Ludoviciana sbsp. mexicana

ludoviciana
Lactonas Rf: 0.534 Rf: 0.109 Rf: 0.098
Sesquiterpénicas
Aceites esenciales / Rf: 0.433 Rf: 0.265
Cumarinas / Rf: 0.08
Triterpénos Rf: 0.77 Rf: 0.77
Flavonoides Rf: 0.506 Rf: 0.49
Alcaloides Rf: 0.894 Rf: 0.931 /
Esteroides Rf: 0.686 Rf: 0.686

Sapogeninas

Rf: 0.540 Rf: 0.009

/

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta

38



Maestria en Ciencias en Agrobiotecnologia

Las saponinas estan presentes en A. sbsp ludoviciana (Figura 19a), sin embargo no asi
en A. sbsp. mexicana. Estudios sobre la presencia de ese grupo de compuestos en
especies similares no se han reportados, sin embargo son de importancia, puesto que
Chitwood (2002) reportd ocho diferentes saponinas esteroidales en especies de
Asparagus, las cuales redujeron significativamente la movilidad de juveniles de

Meloidogyne incognita.

Asi mismo, los resultados indican presencia de taninos en A. sbsp. Mexicana, de igual
manera Sagastegui, (2009) reporta en Artemisia absinthium. Finalmente La presencia

de quinonas en las dos subespecies es nula (Cuadro 5).

Figura 19. Pruebas fitoquimicas en tubos a) saponinas, b) taninos, c) quinonas.

Cuadro 5. Andlisis fitoquimico en tubos de ensayo.

Ludoviciana sbsp. ludoviciana Ludoviciana sbsp. mexicana
Quinonas - -
Saponinas *kk -
Taninos - rkk

De acuerdo a las pruebas fitoquimicas, en ambas subespecies de Artemisia se determino
la presencia de un triterpeno con un Rf de 0.77 (Cuadro 4). Para corroborar se realizaron
pruebas de colorimetria en tubos de ensayo (Figura 20). Del mismo modo, Sagastegui,
(2009) cita presencia del metabolito en hojas de Artemisia absinthium. La importancia de
este grupo de metabolitos radica en que, en otras especie de plantas como (Azadirachta
indica) las semillas han utilizadas para reducir poblaciones severas de nematodos de la

soya (Vyas, 1993; Johnson et al., 1996). En otros estudios (Silva et al., 2002; Regnault
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et al., 2004) reportan que en el extracto de esta planta han identificado terpenos como
nimbina, tionemona y azadiractina; este U(ltimo compuesto muestra accion
antialimentaria, reguladora del crecimiento e inhibidora de la ovoposicion para diversos

nematodos fitoparasitos; ademas reduce la movilidad de Meloidogyne incognita.

Adicionalmente, Regnault et al., (2004) informan actividad sobre Meloidogyne spp y
Heterodera spp, utilizando moléculas de citral, citronelol y linalol presentes en albahaca
(Ocimun basilicum), estos tres compuestos, son terpenoides.

Figura 20. Pruebas fitoquimicas en tubos para la identificacion de presencia de triterpénos.
7.5 Material biologico

7.5.1 ldentificacion de especie
Para la identificacion de las especies de nematodos se realiz6 una tincion en raices de

acuerdo a Shurtleff y Averre Ill (2000), en cuya metodologia, en general, se toman
raices de la planta infectada, se colocan en un vaso de precipitado con agua y se le
agrega una solucion de hipoclorito de sodio al 5%, estas se lavan, para posteriormente
agregar una solucion de fucsina-acida; Al finalizar la tincion se observa los nematodos
presentes en la parte interior de la raiz con la coloracién que se muestra en la Figura
21.

Figura 21. Nematodos en raiz de tomate observados en microscopio 10x.
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Manzanilla-Lépez y Marban-Mendoza (2012) y Perry et al., (2009) citan una de las
caracteristicas principales del género, la cual es representada por la hembra en forma
de pera, como se aprecia en la figura 22; estos especimenes fueron encontrados en las

raices de tomate.

Figura 22. Hembra de Meloidogyne.

La morfologia del juvenil de segundo estadio (J2) (Figura 23) presenta caracteristicas
importantes para la identificaciéon (Perry et al., 2009) como es el caso de cuerpo delgado,
posee una region anterior angosta y achatada, una region labial poco esclerotizada,

estilete “delicado” (<19 ym) y una regién hialina corta (<1/3 ym).

Figura 23. Juveniles de Meloidogyne.

En la tincion también se logr6 identificar la presencia de huevos (Figura 24a). Sin

embargo, otros géneros pudiesen presentar este tipo de estructuras, por lo que para la
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identificacion precisa de ello seria necesario el empleo de técnicas mas especificas como
el uso de técnicas bioquimicas, por ejemplo fenotipos isoenzimaticos de algunas enzimas
como esterasa, malato deshidrogenasa (MDH), gliceraldehido deshidrogenasa (GDH) o
el empleo de técnicas mas especificas de andlisis moleculares como ITS-RFLP, rDNA
(28S-5.8S-18S), COIl, LAMP y RPA (Subbotin, 2019). Se encontr6 también un huevo sin
eclosionar (Figura 24b) en donde esta presente un Meloidogyne de primer estadio (J1).

_‘ L &= “\, g,
_f‘ 4 . . '..' ":’5.;' S
[0 R Ay Ll et
PA S Ko L NS s U
-wi . .

Figura 24. Tincion en raiz a) Huevecillos, b) Juvenil de primer estadio (J1).

7.6 Métodos analiticos

7.6.1 Ensayos biologicos
En el Cuadro 6 se indica los porcentajes de inhibicién de los nematodos a diferentes

tiempos (de 0 a 90 min) en el cual se aprecia que hay una relacion entre el tiempo de
exposicion del extracto etandlico de las especies A. ludoviciana sbsp ludoviciana y A.
ludoviciana sbsp mexicana y la sobrevivencia de los individuos, debido a que conforme
aumentan los minutos de exposicion, disminuye el nimero de individuos vivos. Se
comparan ademas, estos resultados con un control positivo, el cual consistié en un

extracto de ajo comercial y con un control negativo, usando solamente agua.

De manera general, se observa que en el minuto 75 se obtuvo una mortalidad del 99.17%
en la especie A. ludoviciana sbsp ludoviciana, esto, comparado con el testigo positivo,
representa una mayor eficiencia dado que este ultimo, en el minuto 80 present6 un rango
de mortalidad de 96.46%, evidenciando de esta manera el efecto que tuvo el extracto de

A. ludoviciana sbsp ludoviciana para lograr la mortalidad de los nematodos juveniles.
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A este respecto, se ha reportado que los tratamientos de suelo infestado por Meloidogyne
incognita y M. hapla tratados con un extracto acuoso de biomasa vegetal de Artemisia
annua, reduce huevos de M. incognita e indices de J2 y agallas en las raices de tomate
(D’Addabbo et al., 2017).

Cuadro 6. Porcentaje de mortalidad promedio por tratamiento.

TIEMPO Ludoviciana Mexicana Test posit Test neg
Minutos (T1) (T2) (TC1) (TO)
0 0 0 0 0
15 70.49+14.36 37.68+13.13 0
20 42.68£13.33 0
30 79.69+8.42 54.12+12.46 0
40 78.24+20.3 0
45 92.3446.83 57.05+13.82 0
60 98.08+4.33 77.38+£10.77 91.73+7.61 0
75 99.17+2.66 80.46+11.04 0
80 96.46+5.34 0
90 100 85.88+10.9 0

Asimismo, cabe destacar la alta efectividad de los extractos de A. ludoviciana shsp
ludoviciana, en la cual a los 90 minutos de exposicion al extracto se obtuvo un 100% de
mortalidad, mientras que en ensayos in vitro realizados por otros autores (Julio et al.,
2017) utilizando hidrolato de Artemisia absinthium, se logré la mortalidad de 100% de
Meloidogyne javanica en estadio J2 hasta las 72 h de evaluacion. Estos datos
representan un parte aguas para continuar con mas investigaciones en la optimizacion
del método de extraccion, dosificacion, y un estudio en el cual se profundice en el modo
de accion en el que trabaja el extracto, pues como se observa en la figura 25 el nematodo
es envuelto por los componentes del mismo (encapsulado), logrando primeramente

inmovilidad y enseguida su muerte.
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Figura 25. Nematodo muerto por extracto de A. ludoviciana sbsp ludoviciana observado en microscopio.

En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos del porcentaje de mortalidad
correspondiente a los extractos ensayados a diferentes tiempos y el comportamiento que
se tiene con respecto al testigo negativo, en donde al finalizar el ensayo se reporta una
mortalidad del 0%. En el caso de A. ludoviciana sbsp. Mexicana, para los 90 minutos de
exposicion, se observa un incremento en el porcentaje de mortalidad de acuerdo al
tiempo transcurrido. En esta subespecie se encontr6 una mortalidad de individuos
significativa, con un 80% de eficiencia. Otros ensayos como el de Elbadri et al., (2008)
evaltan la actividad nematicida de varias plantas, obteniendo resultados de mortalidad
en rangos de 94-80 % después de una exposicion al extracto de 72 hrs. Por su parte
Insunza et al., (2001), evaluaron in vitro la actividad nematicida de extractos acuosos
Tagetes erecta sobre Xiphinema amerucanum durante 24 hrs y encontraron una
inmovilizacion significativa de nematodos de esta especie. Estos resultados determinan
gue las especies evaluadas en el presente estudio tienen un alto potencial en uso en
futuros ensayos de actividad nematicida por los tiempos menores en los cuales fueron

encontrados resultados positivos de efectividad.
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Figura 26. Porcentaje de mortalidad por tratamiento.

Con el fin de determinar el comportamiento cinético de la mortalidad expresada en
porcentaje de inhibicidn, se procedié a aplicar un modelo de primero y segundo orden a
fin de evaluar su posible representatividad y obtencion de los parametros cinéticos
correspondientes. Aplicando un modelo de primer orden (resultados no mostrados) por
se obtuvo una R2 de 0.8 para los resultados de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana, y
0.6 Artemisia ludoviciana sbsp mexicana, los cuales no son del todo satisfactorios. Por
consiguiente se optd por ensayar el empleo de un modelo de segundo orden, en el cual
se incluye un cambio de variable de acuerdo con la siguiente ecuacion:
dl,

— = Kol = 1)?

En donde:
K, es la constante de porcentaje de inhibicion de segundo orden
I, Corresponde al porcentaje de inhibicion al tiempo «

I; es el porcentaje de inhibicion al tiempo de evaluacién
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dr diferencial del tiempo

Mediante la integracién de la ecuacion anterior se llegd a la ecuacion linealizada
. . 1 ., e .
siguiente :K, = I—i por lo que se procedio a hacer las graficas de las figuras 27 y 28, en

las cuales se observa los coeficientes de correlacion para los resultados de los ensayos

bioldgicos linealizados, representativos con un R? mayor a 0.9.

Ludoviciana
1 y =0.0095x + 0.0459

N R2=0.9876
0.8 /

0.6 /

X 04 + %xRep

’ 3
0.2 / Lineal (% x Rep)

0 T 1
0 50 100

Tiempo (min)

Figura 27. Curva linealizada de porcentaje de mortalidad/t para Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana.

Mexicana
14 = y=0.0113x +0.153
1.2 R?=0.9006
1
08
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Figura 28. Curva linealizada de porcentaje de mortalidad/t para Artemisia ludoviciana sbsp mexicana.
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Con estos resultados se puede observar la representatividad de los resultados
experimentales y del modelo de segundo orden para los resultados de porcentaje de
mortalidad obtenidos, lo cual asimismo nos indica que, al menos existen dos variables
independientes que afectan el porcentaje de mortalidad a obtener, siendo muy
probablemente éstas, el tiempo de contacto y la concentracion del extracto ensayado.

Aun cuando en las condiciones actuales los nematicidas vegetales no podrian sustituir a
los productos de sintesis, por sus costos, tiempos residuales y dificultad para lograr altos
volimenes de produccidn, su uso podria seguir en expansién, ocupando espacios
importantes en los mercados, especialmente en los rubros de producciones organicas,

donde la variedad de productos ecolégicamente amigables permitidos es limitada.

7.6.2 Cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas por espectrofotometria UV-VIS
presentes en el extracto etandlico.
La cuantificacion de artemisinina del extracto de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana

(Figura 29), misma que fue quien presentd mejor actividad bioldgica, se realizd6 mediante
espectrofotometria UV- Visible, paralo cual se leyeron las absorbancias de las muestras,
referidos como artemisinina a una longitud de onda de 521 nm, utilizando el método

descrito por Sreevidya y Narayana (2018).

Figura 29. Muestra de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana.

El contenido de artemisinina se calcul6 a partir de la ecuacion de regresion de la curva
de calibracion que se muestra en la figura 30, la concentracion del extracto ensayado de

Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana fue de 84.76 pg/mL de artemisinina (0.01356 g
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de artemisinina por cada 100 g hoja desecada). Malca Chamache y Rodriguez Mufioz
(2018) reportan 0.180 = 0.001 g de artemisinina por cada 100 g hoja desecada en un
extracto etandlico al 70% en Artemisia absinthium. Para el caso de la especie A.
ludoviciana sbsp mexicana no se logro la cuantificacion debido a la turbidez del extracto
impidiendo de esta manera la reaccion y por ende la lectura en el equipo. Este resultado
quizas pudo deberse a que en la estructura de la artemisinina, se encuentra un puente
de peroxido y un anillo y-lactona, generando una polaridad media, en este caso no tan
soluble en el etanol. Sin embargo, cabe considerar que la diferencial polar de los
solventes es so6lo uno de los factores que afectan el comportamiento de la disolucion.

Curva de calibracion de artemisinina

0.1 y =0.0221x - 0.001
R*=0.9818
€ 0.08 »
£ P
~ 0.06
L
.g 0.04 /‘ ¢ Seriesl
2 002 — Lineal (Series1)
2
< 0 T T 1
2 4 6
-0.02

Concentracion de artemisinina (pug/mL)

Figura 30. Curva de calibracion para lactonas sesquiterpénicas.

En el extracto de A. ludoviciana sbsp ludoviciana se determinaron concentraciones de
0.01356 g de lactonas sesquiterpénicas por cada 100 g hoja desecada. Este dato
representa una crucial e importante iniciativa para continuar con las investigaciones
utilizando métodos mas especificos en cromatografia liquida o de gases para la
caracterizacion de los metabolitos y su posible utilidad para nuevas formulaciones de
nematicidas naturales, o algun otro producto para el control de diferentes plagas en la

agricultura.

Getsemanin Luz Maria Ramirez Huerta 48



Maestria en Ciencias en Agrobiotecnologia

8. CONCLUSIONES

e Se identificd a la especie Artemisia ludoviciana sbsp. mexicana en el municipio de
Yahualica de Gonzalez Gallo y Artemisia ludoviciana sbsp. ludoviciana en Tlajomulco
de Zuhiga.

e El extracto de Artemisia ludoviciana sbsp ludoviciana es una buena alternativa de
producto nematicida el presentar porcentajes de 100% en un tiempo menor (90 min)
comparado con Artemisia absinthium (72 h).

e El extracto de Artemisia ludoviciana sbsp mexicana puede representar también una
alternativa de producto nematicida, para lo cual es necesario la optimizacion del
extracto, para lograr un mayor porcentaje de inhibiciéon en menor tiempo.

e Los resultados del analisis fitoquimico de ambas subespecies de Artemisia, a pesar
de tratarse de Artemisia ludoviciana, presentan compuestos fitoquimicos diferentes,
lo que representa un aporte en la clasificacion quimiotaxondmica del género.

e Ambas especies son candidatas para la elaboracion de formulaciones de productos

nematicidas, consiguiendo de esa manera elevar su potencial valor comercial.
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