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Resumen

Cualquier cultivo puede verse afectado por la presencia de plagas, lo que tiene un impacto
negativo en su productividad, estas plagas tienen diversa naturaleza, a. Hongos: por
ejemplo, Fusarium solani, el cual es uno de los fitopatdgenos que mas especies vegetales
ataca a nivel mundial, provocando en éstas marchitamiento y podredumbre, b. Complejos
ambrosiales: los cuales se componen de un hongo y un insecto que interactGan mediante
una relacion simbiotica, uno de los mas dafiinos es el complejo ambrosial Euwallacea
kuroshio-Fusarium kuroshium que provoca multiples dafios, entre ellos la muerte
regresiva por Fusarium que afecta especies vegetales de interés agricola y forestal, c.
Nematodos fitopatdgenos: los cuales son organismos diminutos en forma de gusano que
habitan en el suelo, éstos ingresan por las raices de los cultivos provocando agallas,
clorosis, madurez adelantada entre otros dafios, lo cual ocasiona una disminucion
considerable en la tasa de produccion del cultivo infectado. Con la finalidad de
contrarrestar el impacto de estas y otras plagas se recurre de forma frecuente al uso de
agroquimicos de origen sintético; sin embargo, esta practica representa un gran dafio al
medio ambiente debido a la contaminacién de fuentes de agua, aire y suelos que estos
ocasionan debido a su alta persistencia, ademas de ser una amenaza para la salud humana
por la alta toxicidad demostrada de muchos pesticidas que también se asocian con el
desarrollo de un gran nimero de enfermedades.

Costa Rica es el pais de mayor consumo de plaguicidas por hectarea a nivel mundial lo
que contrasta con la buena imagen del pais en materia ambiental, es por esto que encontrar
alternativas ambientalmente amigables para el manejo de plagas es fundamental. Bajo
esta linea, la busqueda de agentes bioactivos de origen botanico constituye una base
fundamental para el desarrollo de biopesticidas eficaces, que tengan la capacidad de
contrarrestar el impacto de plagas agricolas y a su vez sean inofensivos para los humanos
y la biodiversidad en general.

En el marco del proyecto de investigacion titulado: Generacion de estrategias cientifico-
tecnoldgicas con un enfoque multidisciplinario e interinstitucional para afrontar la
amenaza que representan los complejos ambrosiales en los sectores agricola y forestal
de México”, se identifico a la especie vegetal Peperomia blanda (Piperaceae) con
potencial biocida contra algunos agentes fitopatégenos de interés agricola y forestal. Sin
embargo, los compuestos responsables de los efectos observados a la fecha no han sido
descritos. Por lo que en esta investigacion se realizo el estudio fitoquimico biodirigido de
las partes aéreas de P. blanda para encaminar esfuerzos al aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios activos en esta especie. Esta planta es una herbacea que se
encuentra usualmente en los bosques fluviales distribuida en el continente americano
desde el noreste de México hasta el sur de Brasil. En Costa Rica se puede encontrar en
toda la meseta central cerca de las regiones montafiosas.

La actividad bioldgica de P. blanda se evaluo contra los hongos F. solani y F. kuroshium,

el insecto ambrosial Xyleborus bispinatus y el nematodo modelo Panagrellus redivivus.
Para esto, se prepard un extracto crudo metandlico (EC-PB) de las partes aéreas de P.
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blanda colectada en la reserva ecoldgica conocida como el "Santuario de Bosque de
Niebla", ubicado en la Ciudad de Xalapa Enriquez, en el Estado de Veracruz, México. El
EC-PB se fraccion6 mediante cromatografia en columna abierta (CCA) de gel de silice
utilizando como fase mavil un gradiente de polaridad ascendente de diferentes mezclas
de solventes tales como hexano (HEX), hexano-acetato de etilo (HEX-AcOEt), acetato
de etilo (AcOEt) y acetato de etilo-metanol (AcOEt-MeOH). Enseguida, los eluatos
obtenidos se combinaron con base en las similitudes de sus perfiles cromatograficos
mostrados en cromatografia de capa fina (CCF) hasta obtener un total de 26 fracciones
primarias (PB-A a PB-Y).

El EC-PB no mostr6 actividad contra el escarabajo X. bispinatus y contra el nematodo P.
redivivus, mientras que en ensayos de antagonismo contra el hongo F. solani se obtuvo
una actividad moderada, observandose a 5.0 mg/mL un 38.11 + 0.24% de inhibicién del
crecimiento micelial. Por otro lado, las fracciones primarias PB-G y PB-H resultaron ser
las més activas obteniendo un 100% de mortalidad contra P. redivivus, y un 100% de
inhibicion del crecimiento micelial de F. solani y F. kuroshium a 0.4 mg/mL, 2.0 mg/mL
y 2.0 mg/mL, respectivamente. En el caso particular de F. kuroshium, la fraccion primaria
PB-H mantuvo un 100% de inhibicion del crecimiento micelial a la concentracion de 1.0
mg/mL.

Adicionalmente, se realizd6 un analisis metabolémico dirigido para la busqueda de
compuestos fendlicos mediante UPLC-MS-QQqQ encontrandose hasta 26 compuestos
diferentes entre el EC-PB y fracciones primarias activas (Anexo 5). Particularmente
destacan los compuestos &cido-3,4-dihidroxibenzdico, acido-4-hidroxibenzoico, acido
vainillinico y luteolina. Estos compuestos tienen reportes previos de actividad biocida
demostrada que se podria asociar con la actividad bioldgica observada en este estudio.

Una vez que se identifico la fraccién PB-H como la mas activa, se procedio a realizar un
analisis comparativo por metabolémica no dirigida mediante UPLC-MS-QToF a las
fraccion activa PB-H y a las fracciones adyacentes PB-G y PB-I mediante diagramas de
componentes principales y gréaficos de volcan con la ayuda del software MetaboAnalyst
e identificar tentativamente los componentes (m/z) distintivos presentes en PB-H. El
primero en identificarse tentativamente fue niloticina, el cual se trata de un triterpeno
considerado como citotoxico y que se ha probado in vitro contra el insecto vector del
dengue Aedes aegypti L. También se identifico al compuesto dilapiol, el cual se trata de
un fenilpropanoide comunmente encontrado en diferentes especies del género Peperomia
que posee actividad acaricida, repelente, insecticida, fungicida, entre otros. Niloticina y
dilapiol son la primera vez que se describen en P. blanda y debido a sus propiedades
citotdxicas se sugiere que estos compuestos sean responsables en parte de la actividad
bioldgica obtenida en esta investigacion.

Los hallazgos de esta investigacion constituyen el primer reporte de bioactividad y
fitoquimica de la especie como alternativa no convencional al uso de pesticidas sintéticos
contra fitopatdégenos de importancia nacional e internacional.

Xiv



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

A inicios del afio 1870 aparecieron en el mercado mundial los primeros plaguicidas,
inicialmente estos eran inorganicos y de origen sintético, pasarian 75 afios para que en
1945 se comenzaran a desarrollar y utilizarse plaguicidas de origen natural en conjunto
con los ya existentes. A partir de los afios sesenta, la demanda de estos productos comenzé
a aumentar de forma exponencial debido al incremento de la poblacion mundial y la
necesidad de aumentar la productividad del sector agricola para satisfacer los

requerimientos de un mercado cada vez mas competitivo y dinamico®.

En Costa Rica, el sector agropecuario representa una de las actividades econémicas mas
importantes del pais, se estima que el &rea dedicada a esta actividad ronda las 2,406,418.4
hectareas y que los ingresos generados por este mercado equivalen a 5.2% del Producto
Interno Bruto (PIB)2. Entre los principales productos agricolas se encuentran el café,
banano, pifia, cacao y cafia de azlcar. Sin embargo, muchos de estos cultivos se ven
afectados por enfermedades causadas por diversos organismos como hongos, nematodos
e insectos fitopatdgenos. Tradicionalmente, el manejo de estas enfermedades se basa en
la aplicacién de plaguicidas sintéticos en combinacion con algunas practicas culturales,
como remocién mecanica del tejido enfermo (deshoje, poda sanitaria). No obstante, con
frecuencia estas practicas no logran un nivel satisfactorio de control, por lo que es comun
tener dafios significativos después de la cosecha o detectar la aparicién de cepas de
hongos resistentes a los fungicidas de mayor uso, ademas de los problemas ambientales
que causan los agroquimicos, tales como: contaminacion de fuentes de agua y suelos que
en muchos casos se encuentran asociados con el desarrollo de enfermedades cronicas en
la poblacion®. Por lo tanto, la busqueda de métodos de control de plagas mas amigables

con el medio ambiente y con menor impacto en la salud humana es fundamental.

Cualquier cultivo puede sufrir una disminucién considerable en su taza de produccién
como consecuencia de diversas plagas, 1o que se puede traducir en pérdidas econdémicas
importantes para los productores agricolas. Por ejemplo, los nematodos fitoparasitos
inducen enfermedades en forma directa ocasionando agallas radicales, necrosis en raices,

deformaciones en tallos y bulbos, entre otros; e indirectamente, por las interacciones con
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otros agentes fitopatdgenos (hongos, bacterias y virus)?. Por otro lado, la alta humedad
relativa y la temperatura de las regiones tropicales, favorece el crecimiento de hongos
patogenos en plantas, los cuales pueden provocar la pérdida de hasta la mitad de la

produccion en algunos cultivos.

Fusarium solani es un hongo filamentoso patégeno de importancia agricola, que afecta
cerca de 111 especies de plantas de 87 géneros, este ataca principalmente a hortalizas
provocandoles marchitamiento vascular y podredumbre en la zona de la base del tallo y
raiz, generando marchitez y amarilleamiento de las hojas®. Otra plaga de importancia
agricola son los complejos ambrosiales, principalmente el conformado por el escarabajo
escolitino Euwallacea kuroshio y el hongo fitopatdgeno Fusarium kuroshium, quienes
ocasionan la enfermedad conocida como "Muerte regresiva por Fusarium" en diversas
especies de arboles de interés comercial, agricola y ornamental. Una de las especies mas
perjudicadas por la plaga es el aguacate [Persea americana Mill (Lauraceae)], cultivo con
alto valor econdémico para México al ser el mayor productor y exportador a nivel mundial.
En la actualidad, esta plaga se encuentra distribuida principalmente en el sur del Estado
de California en Estados Unidos de Norteamérica (EUA) y al noroeste de México
(Tijuana, Baja California), pero representa un riesgo potencial para todo el continente, ya
que en la mayoria de territorios latinoamericanos existe presencia de hospederos naturales

de la plaga y Costa Rica no es la excepcion®.

En Costa Rica, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia lanzo a inicios del afio 2020 el
Plan Nacional de Aguacate, en el que se plantea como metas el incremento de area de
cultivo de aguacate de altura y de bajura, ya que la produccién de ambas se complementa,
permitiendo contar con oferta nacional durante todo el afio. En total se propone aumentar
el area cultivada de 2,500 a 4,5007 héctareas. La puesta en marcha de este plan es una
razdn mas para buscar estrategias preventivas de control contra las plagas como los
complejos ambrosiales que eventualmente pueden atacar el cultivo de aguacate

costarricense.

Bajo esta linea, la busqueda de agentes bioactivos de origen botanico constituye una base
fundamental para el desarrollo de biopesticidas eficaces. En este contexto, Costa Rica es
uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo, cuenta con una gran cantidad de
plantas que ain no han sido estudiadas desde el punto de vista fitoquimico para
determinar si cuentan con compuestos bioactivos con potencial para el desarrollo de

productos con valor comercial en el sector farmacéutico o agroquimico®.



Dentro de esta variedad de plantas se encuentran las que pertenecen a los géneros
Peperomia y Piper, siendo estos los mas representativos de la familia Piperaceae, los
cuales han mostrado tener efectos biocidas entre los que destacan actividad insecticida,
antiprotozoaria, bactericida, larvicida, fungicida, entre otros; sobre diferentes organismos
fitopatdgenos, debido a la variedad de metabolitos secundarios bioactivos que

biosintetizan, por ejemplo: alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenos, entre otros®°,

Una especie representativa de la familia Piperaceae es Peperomia blanda, de la cual un
extracto crudo (MeOH) obtenido de sus partes aéreas se identificO con potencial
antifungico contra especies de hongos del género Fusarium!l. En esta investigacion
bioprospectiva realizada en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales del Instituto
de Ecologia A.C., se evaluaron diferentes especies vegetales presentes en el ecosistema
conocido como Bosque de Niebla (BN) o Bosque Mesofilo de Montafia como fuentes de
productos naturales activos con potencial agroquimico. Sin embargo, los compuestos
responsables de la actividad bioldgica descrita a nivel de extracto no fueron identificados
en esta investigacion. Cabe destacar que el BN es un ecosistema con gran presencia
también en Costa Rica y que bajos los mismos criterios resulta de gran interés para la

busqueda de productos naturales con potencial biotecnologico.

P. blanda es una planta herbacea distribuida en la mayoria del territorio del continente
americano, y en Costa Rica frecuentemente es encontrada en los bosques fluviales
cercanos a la meseta central. En el sector de las Yungas meridionales (Argentina) es
considerada como una planta comestible, principalmente utilizada como aromatizante
para productos lacteos, ademas tradicionalmente se utiliza para tratar infecciones en la
piel, lo cual ha motivado la realizacion de algunas investigaciones con esta plantat?1314,
Sin embargo, en Costa Rica no se han realizado estudios fitoquimicos sobre P. blanda, y
a nivel internacional se cuenta con algunos estudios de elucidacion de cromenos,

flavonoides y lignanos, y algunas evaluaciones de actividad antioxidante, entre otros°.

Por otro lado, en relacion al uso de plaguicidas en la actividad agricola, la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, FAO por sus siglas en
inglés, sefiala que las plagas son la causa numero uno a nivel mundial de la pérdida de
productividad de los cultivos®®, ademéas Costa Rica es uno de los paises con mayor
utilizacion de plaguicidas por hectarea agricola a nivel mundial. En el 2015, estudios
estadisticos realizados por el Instituto Regional de Estudios en Sustancias Téxicas (IRET)

muestran que Costa Rica es el mayor consumidor de ingrediente activo para el desarrollo



de plaguicidas en el mundo, con una cifra aproximada de consumo de 18.2 kg por hectarea
cultivada, seguido por China con diecisiete kilogramos®. Es por esto que la presente
investigacion tiene por objetivo realizar el estudio quimico biodirigido de las partes aéreas
de P. blanda y determinar la actividad biocida de las fracciones obtenidas para la
busqueda de los compuestos activos responsables de los efectos observados y encaminar
esfuerzos hacia la blsqueda de novedosos agentes pesticidas alternativos no
convencionales al uso de agroquimicos sintéticos para proteger los cultivos de valor
comercial y que estos puedan acceder a mercados mas lucrativos como consecuencia de

disminuir los riesgos a la salud humana y dafo al medio ambiente.

1.2 MARCO TEORICO.

1.2.1 Bioprospeccion.

Desde tiempos inmemoriales, la humanidad ha necesitado de la naturaleza con la finalidad
de suplir todas sus necesidades basicas, siendo la diversidad de plantas que existia en su
entorno uno de los recursos que mas llamo su atencion. El interés preliminar del hombre
por las plantas comenzo a partir de su necesidad de alimento, refugio y proteccion, luego
buscé entre ellas curaciones para las lesiones y enfermedades, por lo que se puede decir
que la medicina y la botanica siempre tuvieron una fuerte conexion, es por esta razon que
un gran nimero de farmacos y medicamentos modernos provienen de fuentes vegetales.
La revision bibliografica revela claramente que los recursos de las plantas ya sea en la
forma de extractos, fracciones o compuestos puros se han utilizado en todo el mundo para
tratar un gran nimero de enfermedades, que van desde trastornos de la piel, afecciones

respiratorias, digestivas y urinarias, hasta diferentes tipos de tumores y cancer?’.

La etnoboténica se refiere al estudio de las interacciones de la sociedad con la naturaleza
que puede ser abordado con diferentes herramientas y desde diferentes perspectivas,
actualmente no se cuenta con una definicion generalizada, ya que se han adoptado
distintas posturas segln autores, sitios de estudio y épocas'®. Recientemente, se han
incorporado herramientas tanto cualitativas como cuantitativas para recabar y analizar los
datos que se obtienen en una investigacion etnobotanica; una de las mas importantes es
la entrevista, esta permite establecer un contacto directo entre el investigador y el
entrevistado, con la intencion de que este Gltimo acceda a compartir sus conocimientos

que ha adquirido con la experiencia y los transmitidos de generacidn en generacién acerca



del uso de las plantas para obtener beneficios y mejorar la calidad de vida de su
comunidad. Una practica comun es aplicar este tipo de herramientas en comunidades
indigenas de diferentes grupos étnicos, los cuales por su estilo de vida tienen invaluables
conocimientos en esta materia®®.

Por otra parte, la etnofarmacologia es una disciplina dedicada al estudio del complejo
conjunto de relaciones entre plantas y animales con las sociedades humanas, cuyo
objetivo es desarrollar estrategias enfocadas en la investigacion sobre plantas con
propiedades medicinales, con la finalidad de combinar la informacion obtenida y
utilizarla para el desarrollo de productos farmacéuticos comercializables. Se estima que
antes del avance de la quimica organica sintética y la era posgendémica, mas del 80% de
las sustancias farmacoldgicas se obtenian de productos naturales o se inspiraban en
compuestos naturales y para el afio 2018 se estim6 que el 25% de los farmacos prescritos
provienen de plantas?®2L. Sin embargo, solo una pequefia parte de la biodiversidad vegetal
del mundo ha sido ampliamente estudiada para determinar su bioactividad, por esta razon
la OMS hizo un llamado en el 2005 para fomentar la investigacion de las fuentes vegetales
y explotar el potencial medicinal con miras al desarrollo de productos farmacéuticos que

ayuden a aumentar la calidad de vida de las poblaciones?’.

La mayoria de los datos botanicos sobre el uso milenario de plantas hace referencia a la
aplicacion de estas en el campo de la medicina, sin embargo, otra aplicacion importante
es su utilizacion como pesticidas naturales como agentes controladores de plagas. En
Cuba en la década de 1940 era comun utilizar extractos acuosos de plantas pertenecientes
a los géneros Nicotiana, Tephrosia y Chrysanthemum con los cuales se rociaban los
cultivos para controlar los insectos fitopatogenos. Ocimum basilicum, Tagetes erecta y
Origanum vulgare se plantaban alrededor de los cultivos de interés como cercas vivas,
los agricultores creian fielmente que estas plantas actuaban como repelentes naturales que

mantenian a las plagas alejadas de las plantaciones?.

1.2.1.1 Bosque tropical humedo

El bosque tropical humedo o bosque de niebla es un ecosistema que se encuentra
principalmente en la region intertropical de Asia, América y Africa y abarca el 2.6% de
la superficie terrestre que habitualmente se encuentran en zonas donde se condensa el aire
himedo del mar. Se caracteriza por la presencia de nubes y neblina a nivel del suelo,

también por su alta humedad, alta precipitacion y luminosidad parcial. En las montafias



continentales suele ocupar fajas altitudinales angostas que pueden ir de los 500 a los 3,000
m.s.n.m. Ademas, se presenta en fragmentos discontinuos con gran riqueza bioldgica,
pero que varian mucho en composicion debido a su origen histérico, ubicacion geografica

y posicion altitudinal entre zonas célidas, templadas y htimedas?.

La gran biodiversidad que albergan este tipo de bosques representa una potencial fuente
de compuestos activos, es por ello que los estudios de bioprospeccién son de gran ayuda

para estimar el valor ecoldgico de especies presentes en este tipo de ecosistema.

1.2.1.2 Relevancia del estudio de los compuestos fenolicos

El término "compuestos fendlicos" engloba a todas aquellas sustancias que poseen varios
grupos funcionales fenol (nombre popular del hidroxibenceno) unidas a estructuras

aromaticas o alifaticas®.

Los fenoles son formados por sintesis de novo por las plantas. Ademas, actian como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques
fangicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacion de muchas partes de la planta
(por ejemplo, los antocianos son los responsables del color rojo, naranja, azul, purpura o
violeta que encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro lado, cuando los

fenoles son oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color pardo?.

Adicionalmente, una de las caracteristicas mas llamativas de los compuestos fendlicos es
que diversos estudios han reportado una gran cantidad de actividades biologicas de los
compuestos puros 0 mediante sinergismos con otros. Por ejemplo, algunos flavonoides
como antocianinas, flavonoles y flavanonas tienen actividad antioxidante,
antimutagénico, fungiestatico, insecticida entre otros, también los derivados del acido
benzoico tienen actividad estrdgenica, antiinflamatoria, fungicida, bactericida, acaricida,
por citar algunas. Esto hace que el estudio de los compuestos fenolicos en plantas sea
muy atractivo desde el punto de vista farmacéutico y agricola, enfocado en la busqueda
no convencional de tratamientos alternativos para combatir enfermedades o ya bien, como

fitopesticidas naturales®: 2.



1.2.1.3 Analisis metabolomicos como herramienta en los estudios bioprospectivos.

El término metaboloma se puede definir como el repertorio de moléculas de un tejido,
organismo o extracto, en un momento dado; por lo tanto, la metabolomica es el estudio
de las moléculas biosintetizadas por un conjunto de células, lo que permite caracterizar el
fenotipo de un organismo en una situacién determinada y averiguar qué clase de
metabolitos biosintetiza®’.

La metabolomica puede abordarse desde dos enfoques: metaboldmica dirigida y no
dirigida. La no dirigida tiene como objetivo medir simultaneamente la mayor cantidad de
metabolitos posibles en una muestra, extrayéndolos de la matriz y siendo analizados por
métodos espectroscopicos y/o espectrométricos, una vez obtenidos los datos, estos se
procesan en softwares bioinformaticos para identificar las huellas espectrométricas
caracteristicas de cada muestra y realizar una bdsqueda comparativa con huellas
espectrométricas de moléculas ya reportadas en bases de datos espectrales para obtener
de forma tentativa la identidad de cada metabolito. Por otro lado, con la metabolomica
dirigida es posible identificar y cuantificar metabolitos mediante la co-elucién con

estandares de referencia bajo parametros de deteccidn especificos para cada compuesto
27

Los estudios quimicos biodirigidos en conjunto con los analisis metabolémicos permiten
el aislamiento de metabolitos con actividad bioldgica al enfocarse en la investigacion de
fracciones bioactivas a través de las diferentes etapas de separacion, en consecuencia,
dependen de ensayos in vivo e in vitro para determinar la eficacia de compuestos puros,
extractos y fracciones. Por lo que, los estudios biodirigidos complementados con anélisis
metaboldmicos son una herramienta poderosa para el descubrimiento de nuevos

metabolitos activos y aportar a la quimiotaxonomia de las especies investigadas?.

1.2.2 Organismos fitopatogenos.

Se denomina fitopatdgeno a un organismo, que ocasiona enfermedades en las plantas al
generar disturbios en el metabolismo celular, al secretar enzimas, toxinas, fitoreguladores
y otras sustancias y, ademas, absorbiendo nutrientes de la célula para su propio
crecimiento. Los fitopatdgenos son una amenaza mundial para la agricultura, la

biodiversidad vegetal, la salud alimentaria y la economia.



1.2.2.1 Nematodos

Los nematodos son los organismos multicelulares mas numerosos presentes en los
agroecosistemas, son animales diminutos en forma de gusano que habitan en el suelo, son
traslicidos y no presentan segmentaciones internas. La mayoria de estos organismos no
representan ninguna amenaza para la agricultura, ya que se alimentan de organismos mas
pequefios como hongos, bacterias y otros. Sin embargo, hay un grupo que si representa
un riesgo para los cultivos, se trata de los nematodos fitopatdgenos, los cuales se
alimentan de las raices de las plantas, son microscépicos y miden entre 300 um y 1000
um de longitud y entre 15 um y 35 pm de ancho. Estos organismos pueden ingresar al
interior de la raiz de la planta o alimentarse fuera de la misma. Este tipo de nematodos
cuentan con una estructura llamada estilete, la cual les permite penetrar las células
vegetales y asi extraer su contenido intracelular y alimentarse del mismo?®. Ademas, ya
que viven debajo del suelo y son microscépicos se dificulta su deteccidn a simple vista.
Algunos de los efectos mas significativos causados por el huésped son un crecimiento
reducido, clorosis en hojas, madurez adelantada o retardada. Entre los cultivos mas
afectados por la accion patogena de los nematodos destacan el meldn, frijol de soja,
zanahoria, papa, lechuga, entre otras hortalizas® 3.

Figura 1. Efecto de los nematodos sobre algunos cultivos. A) Meloidogyne sp. en zanahoria B) Solanum
tuberosum L. en raices de papa®? 33,

El problema con los nematodos se ha incrementado especialmente en el frijol de soja,
principalmente por Meloidogyne sp. conocido como el nematodo de la agalla y
Heterodera glycines conocido como el nematodo del quiste de la soja. En el caso de H.

glycines provoca pérdidas de hasta un 80% en las plantaciones; ademas, se estima que el



area afectada por esta plaga en la principal region productora de soja de Argentina es de
aproximadamente 1.5 millones de hectareas®. En la Figura 2 se puede apreciar la

morfologia de los nematodos Pratylenchus filipjev y Meloidogyne sp.

Figura 2. Morfologia de nematodos fitoparasitos utilizando un objetivo de 40X. a) Aspecto filiforme de
los nematodos fitoparasitos Pratylenchus filipjev; b) Formas globosas, hembras de Meloidogyne sp *.

En Costa Rica, uno de los cultivos mas afectados por nematodos es el arroz que se cultiva
principalmente en las regiones Huetar Norte y Huetar Atlantica, debido a la presencia de
nematodos de los géneros Pratylenchus, Meloidogyne y Helicotylenchus®®. También
Aphelenchoides besseyi es otro nematodo causante de manchas necraticas en el cultivo
de frijol nacional®’. Ademas, segin un estudio realizado por el Ministerio de Agricultura
y Ganaderia (MAG) en Costa Rica hay reportes de mas de cien diferentes cultivos
atacados por nematodos entre los que destacan el café, cebolla, chile dulce, maiz, papa,

pifia, platano, tomate, banano, cacao, meldn entre otros (Tabla 1)%.



Tabla 1. Nematodos asociados con algunos cultivos en Costa Rica.

Cultivo Nematodo asociado
. Helicotylenchus sp.
Cafe Meloidogyne arabicida
Criconemella sp.
Cebolla Helicotylenchus sp.
Chile dulce Cr_lconeme_lla SP- .
Meloidogyne incognita
. Cri lla sp.
Maiz riconemella sp

Meloidogyne incognita
Criconemella sp.

Papa Helicotylenchus sp.
Paratylenchus sp
Criconemella sp.

Meloidogyne javanica

Banano Helicotylenchus multicinctus

Meloidogyne incognita

Fuente: Ministerio de Agricultura y Ganaderia®.

Tomate

El nematodo Panagrellus redivivus (Figura 3) es una especie dioica y ovovivipara, se
pueden describir como micro-gusanos redondos de la tribu Nematoda, son muy pequefios
(aproximadamente 1.0 mm de longitud) y ampliamente utilizados en el laboratorio como
modelo bioldgico para la realizacion de bioensayos de letalidad como un primer
acercamiento in vitro al efecto sobre nematodos fitopatdgenos. Ademas, esta especie
cuenta con la ventaja de ser facilmente manipulable en el laboratorio. Otra ventaja al
trabajar con este nematodo es que en promedio presenta un contenido mayor de colesterol
en comparacion con otros nematodos fitopatogenos, lo que los vuelve mas resistentes a
los compuestos biocidas, por lo que muy probablemente los compuestos capaces de

ocasionarles la muerte, también lo haran con los considerados plagas agricolas®*.

Su ciclo de vida inicia en el Utero de las hembras y es denominado como J1, en el que se
desarrolla la embriogénesis con una duracion aproximada de 20 horas, transcurrido este
lapso el estadio J1 da lugar a los juveniles 0 J2, que emergen del huevo y son expulsados
por la vulva de la hembra como libres nadadores. Los recién nacidos (J2) contindan su
crecimiento pasando por otros dos estadios juveniles, J3 y J4, hasta alcanzar el estado

adulto a las 96 horas de su nacimiento®,
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Figura 3. Microfotografia a 40X de Panagrellus redivivus en edad J4%°.

Actualmente, las principales medidas de control empleadas contra los nematodos
fitopatdgenos son los nematicidas quimicos sintéticos, especialmente de contacto de
amplio espectro, los cuales han sido muy eficaces. Sin embargo, estos han provocado en
los agricultores dependencia, la cual se traduce en elevacion de costos. Solo en EUA se
gastan US$172 millones anuales en nematicidas de esta naturaleza. Ademas, los
nematicidas son altamente tdxicos y son considerados como un riesgo que atenta contra
la salud humana, inclusive muchos de ellos se han catalogado como carcinogénicos,
adicionalmente ocasionan dafios al medio ambiente, ya que los compuestos toxicos que
contienen persisten en el suelo durante algin tiempo, por lo que pueden infiltrarse en

aguas subterraneas y contaminarlas®.

1.2.2.2 Hongos fitopatdgenos

Los hongos son los agentes que mas causan enfermedades en plantas, asi lo indican las
cuantiosas pérdidas que originan en las cosechas y el costo econémico de los fungicidas
necesarios para su control. El efecto nocivo de los hongos se debe a su capacidad para
destruir fisicamente los tejidos de la planta, alterar la fisiologia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de 6rganos determinados y producir toxinas que afectan
tanto a plantas como animales. Por ejemplo, los hongos del género Fusarium son
considerados como hongos fitopatégenos, ya que causan un sin nimero de enfermedades
en cultivos. Sus dafios desencadenan en el hospedante una serie de afecciones

generalmente de caracter irreversible, originando pérdidas econdmicas considerables*:.
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1.2.2.2.1 Fusarium solani

Fusarium solani es un hongo filamentoso patdégeno de importancia agricola que afecta
cerca de 111 especies de plantas distribuidas en 87 géneros diferentes, provocando
pérdidas en floracion estimadas entre 50% y 80%.> Ademas, provoca marchitamiento
vascular y podredumbre en los cultivos que infecta, principalmente la zona de la base del
tallo y raiz, generando marchitez, amarilleamiento de las hojas, asi como crecimiento
retardado y necrosis en la raiz y corona, siendo las raices principales y secundarias las
maés afectadas, provocando que la planta se vuelva quebradiza y débil. Entre los cultivos
afectados por este fitopatogeno destacan tomate, mel6n, sandia, pepino, aguacate,
citricos, papa, pimientos, entre otros*2. Esto genera grandes pérdidas para los agricultores,
incrementando los costos de produccion. F. solani es miembro del complejo de especies
de Fusarium solani (FSSC) que alberga mas de 45 especies filogenéticamente similares.
Morfoldgicamente se caracteriza por la presencia de clamidiosporas, asi como sus
monofiélidos largos y macroconidias ligeramente curvados que varian de tamafio
dependiendo de la region geografica®®. En la Figura 5 se observa el dafio que causa F.

solani sobre el cultivo de tomate.

Figura 4. Amarilleamiento y marchitez de las hojas del tomate causado por F. solani**.

Este fitoparasito habita en el suelo, en restos de cultivo y plantas vivas, entre otros y se
desarrolla bajo condiciones de alta humedad y temperaturas de suelo de alrededor de
20°C. Ademas del uso de agroquimicos, la rotacion de cultivos y tratamiento del suelo
son medidas recomendables para tratar los efectos de la plaga; sin embargo, el mejor
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modo de controlar enfermedades es el uso de variedades con resistencia genética contra

esta especie de hongo®.

1.2.3 Complejo ambrosial Euwallacea kuroshio - Fusarium kuroshium.

Un complejo ambrosial se constituye cuando una determinada especie de hongo
fitopatogeno desarrolla una relacién simbidtica con especies de escarabajos escolitinos
barrenadores. En dicha relacion los escarabajos transportan hasta los arboles a los hongos,
constituyendo de esta manera un complejo vector-hospedero-patdgeno respectivamente.
Previo a la inoculacion del hospedero, el hongo es temporalmente almacenado en unas
estructuras bucales especializadas de los escarabajos denominadas micangios, dichos
escarabajos crean galerias en el tronco del arbol (hospedero), lo que le permite al hongo
atravesar la corteza y proliferar en su interior, a cambio de esto los escarabajos utilizan al

hongo como fuente de alimento para adultos y sus larvas (Figura 6)*.

Figura 5. A) Las hembras de Euwallacea kuroshio. B) Micangios donde, transportan a su hongo simbionte
C) Escarabajo deposita el hongo en el tronco formando el complejo ambrosial vector-patégeno-
hospedero®.

Euwallacea kuroshio (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae: Xyleborini) conocido
como Escarabajo Barrenador Kuroshio (EBK) es vector del hongo Fusarium kuroshium,
ademas es considerado como un escarabajo invasor y barrenador de madera que forma
parte de un género de mas de 40 especies dentro de la tribu Xyleborini, quien es la méas
grande de escarabajos con cerca de 1200 especies*; mientras que Fusarium kuroshium
es un hongo catalogado como necrétrofo, responsable de ocasionar la enfermedad
fusariosis, conocida también como "Muerte regresiva por Fusarium™. Inicialmente, los
sintomas causados por esta enfermedad son poco notorios por lo que resulta dificil su
diagnostico temprano, ya que el dafio ocurre en el tejido vascular del arbol, sin embargo

con el paso del tiempo la infeccion del xilema y tejido vascular causada por el hongo
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bloquea el paso del agua y nutrientes de la raiz al resto del arbol, causando de esta manera
la aparicion de manchas oscuras y himedas en los orificios de entrada, gomosis, exudados
blancos conocidos como volcanes de azlcar, decoloracion de las hojas y de la corteza, y
marchitez en ramas y/o corteza (producto de la necrosis del xilema y un fenémeno de
tilosis); y en Gltima instancia la muerte del arbol por el deterioro del tejido vegetal desde
las partes ascendentes hacia el tronco y la raiz, respectivamente ©. En la Figura 7 es posible
observar algunos efectos causados por el complejo ambrosial Euwallacea kuroshio —

Fusarium kuroshium.

Figura 6 Signos causados por el complejo ambrosial Euwallacea kuroshio — Fusarium kuroshium. A)
Orificios de entrada de la corteza. B) Exudados blancos y marchitez en el xilema. C) Galerias formadas por
el escarabajo barrenador de madera. D) Gomosis.*°

Este complejo plaga ataca mas de 300 especies vegetales tanto de importancia forestal
como de importancia agricola, tales como Liquidambar styraciflua, Platanus sp. y
Persea americana (mejor conocido como aguacate) por mencionar algunos ejemplos de
hospederos de este complejo. Esta plaga es nativa del sureste asiatico y se observo por
primera vez en el continente americano en el sur de California (EUA) a principios del
2012. Se cree que llegd al continente por el transporte de madera infectada,

principalmente de material de embalaje en los puertos comerciales . No obstante, en los
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Gltimos afos se ha ido dispersando por el continente, México, Panama y Costa Rica son
ejemplos de paises donde se ha reportado su avistamiento. La presencia de esta plaga en
Costa Rica la reporta Cooperband y colaboradores en una revision en el afio 2016, sin
embargo, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) de nuestro pais no tiene
reportes de la existencia de la plaga, no obstante se deben de tomar todas la medidas de
precaucion correspondientes para evitar afectaciones mayores, ya que en paises como
México se le considera al complejo ambrosial E. kuroshio - F. kuroshium una plaga

cuarentenaria®.

Costa Rica es altamente vulnerable a la aparicion de estas plagas debido a su enorme
biodiversidad, por ejemplo en el pais se reportan gran nimero de escarabajos escolitinos
como Xyleborus horridus, X. ferrugineus, X. affinis y X. volvulus quienes son potenciales
vectores secundarios o alternos de F. kuroshium, ademas muchas especies de arboles
hospederas del complejo ambrosial se encuentran en territorio nacional (Tabla 2)°L.

Tabla 2. Ejemplos de hospedadores del complejo ambrosial E. kuroshio- F. kuroshium
presentes en Costa Rica.

Liquidambar styraciflua Quercus sp.
Ricinus communis Ficus carica
Thevetia thevetioides Liquidambar styraciflua
Macadamia integrifolia Parkinsonia aculeata
Persea americana Ricinus communis

Fuente: Tropicos.org®

1.2.3 Aspectos generales de la familia Piperaceae.

Piperaceae es una familia de angiospermas tropicales que comprende un conjunto de
plantas perennes, arbustivas o arboreas, compuesta por mas de 3,000 especies distribuidas
en los tropicos humedos y calidos, la mayoria concentradas en el neotrépico del

continente americano principalmente en Centroamérica y en el norte de Sudamérica®® 5,
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Figura 7. Distribucion geografica de la familia Piperaceae en el continente americano®.

La familia de las Piperdceas se caracterizan por ser hierbas, arbustos, arboles, plantas
trepadoras o epifitas que se desarrollan y crecen en el bosque de hoja perenne y pantanoso,
usualmente en lugares oscuros y hamedos cercanos a la orilla del rio; sus hojas son
simples y alternas con gran variedad de tonalidades, siendo herbaceas o suculentas de
diferentes formas y tamarios®® 3. Estas plantas han sido utilizadas por varios grupos
étnicos durante muchos afios al atribuirseles propiedades medicinales debido a que

usualmente poseen aroma al estrujarse porque contienen aceites volatiles y alcaloides®®.

Piper y Peperomia son los géneros mas representativos de la familia con 2,000 y 1,700
especies, respectivamente®. Las Peperomias son principalmente hierbas pequenas,
suculentas, a menudo epifitas; las especies del género Piper son de estructuras mas
diversas, incluidos arbustos (la gran mayoria), enredaderas y arboles pequefios®°.

1.2.4 Bioactividad de los géneros Peperomiay Piper.

Los generos Peperomia y Piper presentan reportes de multiples actividades biologicas
comprobadas, esto se debe principalmente a la amplia gama de metabolitos secundarios
identificados en diferentes especies, alcaloides, monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropanoides, lignanos, neolignanos, esteroides, proantocianidinas, flavonas y
flavonoides son algunos ejemplos®. El género Piper ha sido el mas estudiado dentro de
la familia, ya que cuenta con el mayor numero de especies con diferentes actividades
biologicas comprobadas, tales como antiflngica, antibacteriana, antinflamatoria,
anticarcinogénica, antihipertensiva, antioxidante, larvicida, repelente entre otras®®%°. En

la Tabla 3 se muestran diferentes especies de plantas de los géneros Peperomia y Piper,
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destacando aquellas con presencia en bosque de niebla con su respectiva actividad

bioldgica demostrada.

Tabla 3. Actividad bioldgica de algunas especies de los géneros Peperomia y Piper.

Especie Actividad bioldgica Referencia
Piper rivinoides Fungicida contra Candida tropicalis Linkoln et al. (2019)
Piper betle Anticancerl’gepo contra cancer de Guha et al. (2019) 2

pancreas
Piper regnellii Antimicrobiana contra Scodro et al. (2013)%

Mycobacterium tuberculosis

Peperomia pellucida Analgésico Su Xu et al. (2006)5
Peperomia japonica Nematicida contra Caenorhabditis Nagashima et al (2018)%°
elegans

Piper rivinoides se ha utilizado para el tratamiento de infecciones debido a sus
propiedades bactericidas y fungicidas, ademas se ha reportado que su aceite esencial
contiene monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, aldehidos y compuestos
cetonicos. En una investigacion realizada por Linkoln y colaboradores (2019) se
determind que P. rivinoides tiene actividad contra Candida albicans, un hongo que se

encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina®.

Las hojas de Piper betle han sido ampliamente utilizadas en el continente asiatico como
refrescante bucal y para aliviar males estomacales; el hidroxichavicol (Figura 9) es un
compuesto aromatico presente en las hojas de P. betle, el cual tiene actividad contra
cancer de prostata, pancreas y leucemia mieloide crénico. Ademas, el compuesto ha
demostrado no ser tdxico para roedores, lo que lo vuelve un prometedor compuesto con

potencial para desarrollar un producto farmacéutico®?.
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Figura 8. Estructura quimica del hidroxichavicol encontrado en las hojas de P.betle3®.

Tradicionalmente las infusiones de hojas y raices de Piper regnellii han sido utilizados
para tratar heridas e infecciones, debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios
que alberga; esteroides, alcaloides, lignanos y neolignanos son algunos ejemplos. En una
investigacion de Scodro y colaboradores (2003) se determiné que el extracto de las hojas
de P. regnellii tiene actividad bactericida contra Mycobacterium tuberculosis (bacteria
patdgena responsable de ocasionar la enfermedad de tuberculosis), adicionalmente se
elucidaron varios compuestos activos, dentro de los que destaca eupomatenoide-5 (Figura
10), un neolignano que se perfila como candidato para desarrollar un futuro producto

farmacéutico®.

H;CO

HO

Figura 9. Estructura quimica de eupomatenoide-5 aislado de las hojas de P. regnellii®®.

Peperomia pellucida es ampliamente cultivada en territorios del sur de China,
tradicionalmente esta planta ha sido utilizada para tratar heridas en la piel, traumatismos
y sangrados multiples debido a sus conocidas propiedades analgésicas. Estudios
fitogquimicos han revelado que sus propiedades medicinales se deben a la presencia de
flavonoides, fitoesteroles y apioles. Xu y colaboradores (2006) determinaron la presencia
del compuesto 7,8-trans-8,8'-trans-7',8'-cis-7,7'-bis(5-metoxi-3,4-metilendioxifenilo)-8-
acetoximetil-8'-hidroximetiltetrahidrofurano (Figura 11), el cual exhibe propiedades

hormonales en humanos similares al estrogeno®.

18



H,CO R

HO R

H4CO

AcO

Figura 10. Compuesto 7,8-trans-8,8'-trans-7', 8'-cis-7,7'-bis (5-metoxi-3,4-metilendioxifenilo) -8-
acetoximetil -8'-hidroximetiltetrahidrofurano aislado de P. pellucida®.

1.2.5 Peperomia blanda.

Peperomia blanda (Figura 12) conocida popularmente como "verdolaguilla” es una
planta herbdcea que se encuentra usualmente en los bosques fluviales y barrancos,
bosques tropicales de hoja perenne y en las zonas de niebla, por lo general en las rocas
cubiertas de musgo en lugares humedos y en la cercania de la espuma de las cascadas,
también entre la hojarasca en el suelo de los bosques y, en ocasiones como epifitas en los
troncos de los arboles del género Diospyros®. Esta especie se puede encontrar en el
continente americano desde México hasta la mayor parte de Sudamérica en los bosques
nubosos de altura; en Costa Rica se puede encontrar en toda la meseta central cerca de las

regiones montafiosas aproximadamente a 2,500 m.s.n.m.%’,

Figura 11. Peperomia blanda®.

P. blanda se utiliza en varias culturas para tratar infecciones y heridas, esto ha motivado

la realizacién de algunas investigaciones enfocadas en evaluar la actividad biolégica de
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extractos crudos de la especie. Por ejemplo, en una investigacion de Wafa y colaboradores
(2019) se determiné que los extractos crudos de P.blanda obtenidos en éter de petroleo,
metanol y diclorometano mostraron actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus
(microorganismo que puede causar neumonia, endocarditis en humanos)®.
Adicionalmente, Dignani y colaboradores (2009) evaluaron la actividad antioxidante del
extracto crudo de diclorometano de P.blanda (Clso de 7.47 pg/mL, 27.38 pg/mL y 77.34
pug/mL, respectivamente) para el radical acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—

sulfénico) (ABTS), acido hipocloroso y cloramina de taurina respectivamente®®.,

Por otro lado, algunos investigadores han logrado aislar compuestos puros de P. blanda,
tal es el caso de los lignanos (7R,8S,7°S,8°S)-4,5,4",5 -dimetilenodioxi-3,3 - dimetoxi-
7,7 -epoxilignano y (7R,8S,7°S,8°S)-9-hidroxi-4",5" -metilenodioxi-3,4,5,3"-tetrametoxi-
7,7 -epoxilignano; también el flavonoide vicenina-2, asi como también algunos
cromenos como el 2S-(4-metil-3-pentenil)-6-formil-8-hidroxi-2,7- dimetil-2H-cromeno
(Figura 13) > 10y 7,

Figura 12. Estructuras de algunos compuestos aislados de P. blanda. A) (7R,8S,7°S,8°S)-4,5,4",5 -
dimetilenodioxi-3,3"- dimetoxi-7,7 -epoxilignano. B) (7R,8S,7°S,8°S)-9-hidroxi-4",5"-metilenodioxi-
3,4,5,3 -tetrametoxi-7,7" -epoxilignano. C) Vicenin-2. D) 2S-(4-metil-3-pentenil)-6-formil-8-hidroxi-2,7-
dimetil-2H-cromeno.

Sin embargo, a la fecha se desconoce el potencial bioldgico y quimico de P. blanda contra
organismos fitopatdgenos tales como F. solani y F. kuroshium, u organimos modelos de
plagas de interés como P. redivivus y escarabajos del género Xyleborus como X.
bispinatus, utilizando como estrategia de investigacion el estudio quimico dirigido por

ensayo u otra aproximacion cientifica.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar la composicion fitoquimica y la actividad biolégica del extracto crudo y
fracciones de las partes aéreas de Peperomia blanda colectadas en la reserva del Santuario

Bosque de Niebla del INECOL A.C., para su potencial utilizacion como fitopesticida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el efecto antifungico, nematicida e insecticida del extracto crudo de
P. blanda sobre los organismos Fusarium solani, Panagreullus redivivus y
Xyleborus bispinatus respectivamente.

2) Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto crudo activo mediante
métodos quimicos y cromatograficos.

3) Determinar el potencial antifungico y nematicida de las fracciones primarias
obtenidas.

4) Realizar el aislamiento e identificacion de los potenciales compuestos activos
mediante métodos convencionales (cromatograficos y espectrométricos) y de

vanguardia (metabolomica y derreplicacion).

CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1 Recoleccion del material vegetal.

Aproximadamente 1.0 Kg de las artes aéreas (hojas y tallos) de Peperomia blanda se
recolectaron en la reserva ecoldgica conocida como "Santuario de Bosque de Niebla"
(SBN), ubicado en el municipio de Xalapa del Estado de Veracruz, México, dado por las
coordenadas 19°30'51.0"N 96°56'48.3"0. EI SBN comprende un area de 30 hectareas de
bosque mesdfilo de montafia 0 bosque nublado en estado de restauracion, el cual forma
parte del Area Natural Protegida Estatal del Parque Francisco Javier Clavijero del
INECOL A.C. La identificacion taxondmica de la especie vegetal la realizé el Dr. Sergio
Avendafio Reyes (Curador) y el Biol. Carlos Manuel Duran Espinosa, ambos personal
técnico del Herbario XAL (Xalapa). Ejemplares herborizados se depositaron en el
Herbario de Xalapa (XAL) del INECOL A.C. bajo el nimero de voucher XAL0148074.
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Figura 13. Ubicacion geografica del Santuario del Bosque de Niebla™.

3.2 Preparacion del EC-PB.

1.0 Kg de material fresco se secd en un horno de conveccién a 40 °C durante 48 horas,
posteriormente se pulverizé en un molino de cuchillas (marca FRITSCH, modelo
Pulverisette 15). A continuacion, 55.2 g del material vegetal seco y molido se extrajeron
por maceracion empleando como disolvente MeOH en una proporcion 1:10 m/v con
agitacion constante y a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, los licores de
la extraccion se recuperaron por filtracion al vacio y el material vegetal residual se
sometio a una segunda extraccion mediante el mismo procedimiento. Los licores de
maceraciones se combinaron, filtraron y se concentraron mediante rotaevaporacion a
presion reducida en un evaporador rotatorio (Marca Biichi, modelo RI1I) a una temperatura
de 40 °C.

3.3 Fraccionamiento quimico preliminar del EC-PB mediante cromatografia en
columna abierta (CCA).

3.3.1 Seleccién de la fase mévil.

Previo al fraccionamiento por CCA, se realiz6 un analisis preliminar de la composicion
quimica del EC-PB mediante cromatografia de capa fina (CCF) en gel de silice para
determinar la fase mévil mas adecuada para iniciar el proceso de separacion, utilizando

diferentes mezclas de disolventes (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicion (%) de las diferentes mezclas de solventes (fase mavil) utilizadas
para el perfilamiento quimico preliminar EC-PB por CCF.

Fase movil HEX AcOEt MeOH
A 100 0 0
B 90 10 0
C 75 25 0
D 50 50 0
E 25 75 0
Cantidad de F 0 100 0
disolvente (%0) G 0 95 5
H 0 80 20
| 0 50 50
J 0 25 75
K 0 0 100

3.3.2 Preparacion del EC-PB para realizar la separacion por cromatografia de
columna.

La aplicacion de la muestra en la columna se realiz6 en forma seca. Para ello se tomaron
6.98 g del EC-PB, este se redisolvio en 50 mL de MeOH, posteriormente se afiadieron 40
g de gel de silice para la adsorcidn del extracto en el sorbente. Esta mezcla se homogenizé
y se dejé en reposo durante 24 horas, transcurrido este tiempo se tritur6 hasta la obtencion

de un polvo fino, el cual se utilizd como parte del volumen muerto de la columna.

3.3.3 Fraccionamiento por columna abierta (CCA).

Para el fraccionamiento por CCA se utiliz6 una columna cromatogréafica de vidrio (marca
Chemglass), cuya longitud fue de 800 mm y el didmetro interno de 40 mm. La columna
con un volumen muerto de 500 mL se empacdé con 460 g de gel de silice (Sigma, 1039596)
en suspension con 500 mL de HEX. Como fase movil se utilizaron diferentes sistemas
de disolventes en un gradiente de polaridad ascendente comenzando con HEX, HEX-
AcOEt y AcOEt, iniciando con 100% HEX hasta 100 % AcOEt, en incrementos de 5%
cada 500 mL. En seguida se utiliz6 como fase movil AcOEt-MeOH iniciando con 100%
AcOET con un incremento de 10% en MeOH cada 500 mL, hasta finalizar en una
proporcion 50:50 AcOEt-MeOH. Por altimo, se realizé un lavado con 500 mL de MeOH
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al 100%, el cual se almacend y contabilizé como un eluato mas. Por cada fase mavil de

500 mL se colectaron 12 eluatos de 40 mL cada uno aproximadamente.

Los eluatos resultantes se combinaron de acuerdo con la similitud de sus perfiles
cromatograficos en CCF, y se concentraron por medio de un sistema de evaporacion a

presion reducida para asi generar las correspondientes fracciones primarias.

3.4 Evaluacion de la actividad insecticida del EC-PB.

3.4.1 Material bioldgico.
La actividad insecticida del EC-PB y fracciones primarias se evalu6 mediante bioensayos

con escolitinos criados en condiciones de laboratorio de la especie Xyleborus bispinatus.
La colonia inicial de escarabajos fue proporcionada por el Dr. Luis Arturo Ibarra Juarez,
Investigador Responsable del Laboratorio de Entomologia Molecular de la REMAv,
INECOL. Para reproducir la colonia se tomé una hembra () madura y se sembr0 en un
tubo de pléastico para centrifuga graduado de 50 mL que contenia 30 mL de medio de
cultivo a base de aserrin de Platanus mexicana (Anexo 1). Los tubos se cerraron
permitiendo el paso del aire y se colocaron en una camara bioclimatica (PRENDON
modelo CA-156;CA-294;CA-850 ) a una temperatura de 26 °C por 30 dias, transcurrido
este tiempo se procedié a realizar disecciones en los medios de cultivo para extraer a las
hembras necesarias para los bioensayos y/o resembrar en nuevos medios de cultivo para

incrementar el nimero de individuos.

3.4.2 Método de toxicidad por contacto.

La actividad insecticida del EC-PB se determin0 por el método de toxicidad por contacto
con X. bispinatus bajo la metodologia reportada por Mostafa y colaboradores (2012)2,

De una disolucién en acetona de 2.0 mg/mL del EC-PB se tomé 1.0 mL que se distribuyd
homogéneamente en la base de una caja Petri de vidrio de 80 mm x 15 mm (Sigma
BR455732) y se colocaron en una superficie plana en una campana de extraccion durante
24 h para eliminar las trazas de solvente. Las hembras se colocaron en las cajas
impregnadas en grupos de 10 individuos/caja, seleccionadas de manera aleatoria y se
mantuvieron a una temperatura de 23.0 £ 2.0 °C. Como control negativo se utilizo el
vehiculo en el que se disolvieron la muestras (acetona) y como control positivo aceite de
esencial de neem al 100%. La lectura de mortalidad se registro a las 24 h'y se descartaron

los bioensayos con controles negativos superiores al 20% de mortalidad, considerando a
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los individuos muertos como a toda hembra que no presenté movilidad ni respondié a un

estimulo con pincel. Por cada tratamiento se realizaron cinco repeticiones (ANEXO 2).

3.5 Evaluacion de la actividad antifungica.

La cepa utilizada de Fusarium solani fue proporcionada por el personal responsable del
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales del INECOL A.C. la cual fue
amablemente donada por el Dr. Mauricio Luna (Profesor de tiempo completo de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Veracruzana), mientras que la cepa de
Fusarium kuroshium (HFEW-16-1V-019) fue proporcionada por personal técnico
responsable del laboratorio de micologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF) de la Direccion General de Sanidad Vegetal del SENASICA, México. Ambas
cepas se sembraron en agar papa dextrosa (PDA, Sigma-Aldrich) a 27 °C por 7 dias para

su reactivacion previo a su uso.

3.5.1 Preparacion de las muestras a evaluar.

Las muestras a evaluar (EC-PB y fracciones primarias) se disolvieron en un vehiculo
compuesto por HoO-MeOH (85:15), posteriormente se mezclaron con PDA hasta obtener
concentraciones de 5.0 mg/mL, 4.0 mg/mL, 3.0 mg/mL, 2.0 mg/mL y 1.0 mg/mL para el
EC-PB y de 2.0 mg/mL para las fracciones primarias. Adicionalmente, las fracciones que
resultaron mas activas se evaluaron en el mismo ensayo a 1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.2

mg/mL, respectivamente.

3.5.2 Preparacion del indculo.

Para la inoculacion del medio de cultivo se prepar6 una suspension de esporas a partir de
la cepa de interés (F. solani o F. kuroshium) con 7 dias de crecimiento previamente
resembrada en una caja Petri (60 x 15 mm). Para esto, con un asa estéril se desprendid el
micelio del hongo, este se sumergié en 10 mL de agua destilada estéril y a continuacion,
se agitd y filtré sobre papel filtro estéril. El sélido se descartd y el filtrado contenia las
esporas (suspension de esporas), posteriormente se determind el nimero de esporas
mediante microscopia usando un hemocitometro (Camara de Neubauer), se realizaron
diluciones seriadas hasta obtener una concentracién de indculo final de aproximadamente
1 x 10% UFC/mL.
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3.5.3 Ejecucion del bioensayo.

La evaluacion de la actividad antifungica se realiz6 utilizando el método de dilucion en
agar segun el protocolo de Rizi y colaboradores (2015) con modificaciones’.
Brevemente, las muestras de interés (EC-PB y fracciones) se disolvieron en un vehiculo
de H.0-MeOH (85:15) el cual se mezclé homogéneamente con medio de cultivo PDA,
esta mezcla se verti6 en una placa de 12 pozos con fondo plano a diferentes
concentraciones con un volumen final de 1.0 mL. Como control positivo se utiliz6
tiabendazol (T5535-50G Sigma-Aldrich) disuelto en H.O a una concentracion de 1.0
mg/mL y como control negativo 0.5 mL del vehiculo. Una vez solidificado el medio se
colocaron en el centro de cada pozo 2.0 pL de una suspension de esporas ajustada a una
concentracion 1 x 108 UFC/mL. Las placas se incubaron a 27.0 + 2.0 °C, se registraron
los didmetros (mm) de crecimiento micelial de los tratamientos y el porcentaje de

inhibicion se reportd a las 48 h mediante la siguiente formula:

DC‘DT) x100

Ecuacion 1: Inhibicion del crecimiento micelial (%) = (T
Donde DC es el diametro promedio del micelio del control de crecimiento en milimetros
y DT es el didmetro promedio del micelio del tratamiento en milimetros™. En el caso de
los ensayos con F. solani se realizaron 4 réplicas por muestra, mientras que para F.

kuroshium se realizaron 3 réplicas por muestra.

3.5.4 Analisis microscopico de las hifas de Fusarium kuroshium por microscopia
confocal de barrido laser (MCBL).

Los tratamientos que presentaron mayor actividad antifungica contra F. kuroshium se les
realizd un analisis microscopico para observar el dafio estructural que el tratamiento
generaba sobre las hifas del hongo. Para esto se realizaron cortes superficiales del micelio
y se colocaron en crioviales de 2.0 mL. La cepa F. kuroshium se inactivé con p-
formaldehido al 4% en una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en

inglés).

Para realizar las observaciones microscopicas, las hifas del hongo F. kuroshium se
marcaron con 50 pL de Calcofluor White (CFW) M2R (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 1.0 g/L con 100 pL de solucion PBS durante 15 min. Después, cada
muestra se tomo con ayuda de unas pinzas y se colocé en el centro de una caja Petri con

fondo de cristal y de 0.17 mm de grosor (MatTek Corporation, ashland, MA, USA) que
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contenia 100 pL de la solucion PBS. Con la finalidad de mantener las condiciones de
humedad y evitar la deshidratacion del material, se coloc6 un cubreobjetos sobre la
muestra. Las muestras tefiidas con Calcofluor se registraron en el canal gris utilizando los
objetivos Plan Apocromatico de 40X (NA 1.25, seco) y 63X (NA 1.4, inmersion) a una
longitud de onda de emisién entre 410 nmy 440 nm, y una longitud de onda de excitacion
de 405 nm. Este procedimiento también se realiz6 con el control de crecimiento (hifas de
F. kuroshium sin tratamiento) y para el tratamiento con la fraccion PB-H. El analisis se
realiz6 en un microscopio confocal TCSSP8+STED (Leica Microsystems) con una
version de software 3.1.5.16308.

3.5.5 Andlisis microscopico de las hifas de Fusarium kuroshium por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM).

Las muestras analizadas por SEM se fijaron en solucion de Karnovsky (Electron
Microscopy Sciences, USA), posteriormente el material se lavo de 2-3 veces con PBS por
cinco minutos de forma continua hasta retirar el exceso de fijador. Las muestras lavadas
se deshidrataron en un gradiente de etanol (30-100%) durante 50 min para cada
concentracion, y posteriormente se secaron en un secador de punto critico con CO2 marca
Quorum, modelo K850. Una vez secas las muestras, se colocaron en un porta-muestra
cilindrico de aluminio con cinta de carbdn de doble cara y se cubrieron con oro-paladio
en un pulverizador Quorum Q150.RS (Reino Unido) Las preparaciones se observaron y
fotografiaron en un microscopio electronico de barrido ambiental marca FEI Quanta
modelo 250-FEG, a 5,000, 10,000 y 15,000X.

3.6 Evaluacion de la actividad nematicida del EC-PB.

El ensayo se ejecutd utilizando la metodologia descrita por Katiki y colaboradores (2011)
con modificaciones’®. Se utilizaron cepas de Panagreullus redivivus preparadas por el
Msc. Oscar Carmona Hernandez quien es estudiante de Doctorado en el Laboratorio de
Ecologia Evolutiva de la Universidad Veracruzana, México. Dicha cepa se cultivo en un
medio avena:agua (1:1). Los nematodos utilizados para los ensayos se encontraban en la
etapa de desarrollo J4.

El ensayo se realizd en microplacas de 96 pozos, en cada pozo se depositaron 10
nematodos J4 extraidos en 50 uL de solucion salina amortiguadora. Para llevar a cabo la
extraccion de los nematodos se tomaron 500 mg de medio de cultivo previamente
inoculado por 10 dias y se depositaron en 2.0 mL de solucién salina amortiguadora, esta

suspension se sometid a centrifugacion a 8000 rpm por 10 minutos, el solido se descartd
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y en el sobrenadante resultante se encontraron Unicamente nematodos J4 y J5. Los J5 se
diferenciaron de los J4 por su movilidad reducida.

La solucidn salina amortiguadora anteriormente mencionada y que se utilizd como medio
para suspender los nematodos, se preparé disolviendo en un litro de agua 3.0 g KH2POg,
6.0 g Na2HPO4, 5.0 g NaCl, 0.25 g MgSO4*7 H,0.

A continuacion, se procedio a adicionar la cantidad necesaria de EC-PB vy a realizar
disoluciones seriadas hasta obtener concentraciones de 10 mg/mL, 1.0 mg/mL, 0.1
mg/mL y 0.01 mg/mL para un volumen final de 100 pL por pozo, mientras que las
fracciones primarias con mayor potencial antifungico se probaron a 2.0 mg/mL. Como
control positivo se utilizd6 CuSO4 a 5.0 mg/mL y como control negativo 100 pL de
solucion salina amortiguadora. La escogencia de los nematodos fue completamente al
azar y el tiempo de exposicion de 24 h a 22.0 £ 2.0 °C, transcurrido este tiempo se
contabilizé el nimero de organismos muertos de manera visual utilizando para esto un

microscopio marca Leica modelo DM750.

3.7 Metabolomica dirigida: Busqueda de compuestos fendlicos

El anélisis se llevo a cabo en un cromatdgrafo de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC
por sus siglas en inglés) modelo 1290 Infinity Agilent (Agilent Technologies), acoplado
a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (MS-QqQ por sus siglas en inglés, 6460
Agilent Technologies).

Los compuestos fendlicos se identificaron y cuantificaron por co-elucién con hasta 60
estandares de referencia bajo parametros de ionizacion especificos para cada compuesto
de acuerdo al método previamente reportado por Juarez-Trujillo y colaboradores (2018,
Anexo 3)"’. Para la cuantificacion de cada uno de los compuestos, se prepard una curva
de calibracion con un valor de linealidad de R*> 0.99, con un rango de concentracion de
0.25 a 18 uM. Para la adquisicidn de las huellas espectrométricas se emple6 el método de
monitoreo dindmico de reacciones multiples (AMRM, por sus siglas en inglés), la
cuantificacion de datos se llevé a cabo con el software MassHunter Workstation-
Quantitative Analysis (version B.06.00 SP01/Build 6.0.388.1) de Agilent Technologies.
Las condiciones de operacionales del equipo se resumen en la Tabla 5.

Las muestras analizadas fueron el EC-PB vy las fracciones PB-G y PB-H, las cuales se
prepararon con 50 mg de muestra en 1.0 mL de MeOH con 0.1% de &cido férmico, ambos
grado MS (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se colocaron en un bafio de ultrasonicacién

(Ultrasonic Bath Modelo 08895-91 Cole Parmer, México) durante 15 minutos para
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facilitar su solubilidad, transcurrido este lapso se filtraron sobre acrodiscos de PTFE de
0.2 um de tamario de poro (Phenomenex) y el filtrado se recupero6 para su posterior uso.

Con el filtrado se realizaron diluciones seriadas en proporciones de 1:10, 1:100 y 1:1000.

Los resultados de cuantificacion obtenidos con el EC-PB se expresaron como ug/g de
material vegetal seco, mientras que con las fracciones primarias se reportaron como ug
de compuesto por fraccion seca, para este se utilizo la concentracion en pM reportada por

el equipo y las ecuaciones 2 y 3 respectivamente.

PP . _ (uM)(FD) (V) (MM) (mE)
Ecuacion 2: ug/g de material vegetal seco = (mm)(mV)
Ecuacion 3: pg de compuesto por fraccion = (“M)(FD)(:I)TSVIM)(mF)

Donde:
uM = Concentracion detectada por el equipo en uM
FD = Factor de dilucion de la muestra
V = Volumen de solvente con el que se disolvid la muestra en litros
MM = Masa molecular del compuesto en g/mol
mE = masa del EC-PB total en gramos
mF = masa de la fraccion en gramos
g = cantidad de analito en gramos
mV = gramos de material vegetal seco

mm = masa de la muestra en miligramos
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Tabla 5. Condiciones operacionales para la metaboldmica dirigida mediante UPLC-MS-

de 99% de A e incrementando
linealmente la proporcion de B

QMQ.
Tipo de inyeccion: ESI 1 pL. muestra

c 8 ZORAX SB-C18 (1.8 um, 2.1 x Flujo: 0.1 mL/min
S 1‘§ Columna: 50 mm) Temperatura de columna: 40 °C
§ 2 Temperatura de muestra: 20 °C
S Gradiente
Q 0,
35 fagua AFODOYS 0 min 1% B, 0.1-40 min 1-40% B,

5 Fase movil: (acetonitrilo, AF0.1%), partiendo 40.1-42 min 40-90 B, 42.1-44 min

90% B, 44.1-46 min 90-1% B, 46.1-

47 min 1% B.

K Modo

o Fuente de ionizacion: Electrospray (ESI) Negativo y
= Positivo
g Fuente: 250 °C
D & Temperatura de Desolvatacion 300 °C
L 0 - -

=3 g Flujo de gas 5 L/min
° Presion del nebulizador 45 psi
z Condiciones: Temperatura de gas 250 °C
= Voltaje capilar 3500 VV
g Voltaje de nodo 500 V

Acelerador de voltaje 7V

Tiempo de exploracion

0.5 segundos

La cuantificacion se realizd con base en una curva de calibracién con 10 concentraciones (0.5, 1, 3,5, 7, 9,
11, 13,15y 17 uM) de los estandares comerciales empleando una regresién cuadratica.

3.8 Metabolomica no dirigida por UPLC - MS - QToF.

Los perfiles metabdlicos de las fracciones de P. blanda se obtuvieron siguiendo la

metodologia de Monribot-Villanueva y colaboradores (2019)8, mediante cromatografia

liquida de ultra alta resolucion (UPLC, Acquity clase I, marca Waters™) acoplado a un

espectrometro de masas de alta resolucién de tipo cuadrupolo y tiempo de vuelo (QToF,

modelo HDMI Synapt G2-Si, marca Waters™). Las condiciones de operacion del equipo

se describen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Condiciones operacionales para el analisis de metabolémica no dirigida mediante
UPLC-MS-QToF.

8 _Tipo .d,e . ESI™ (1.0 uL de muestra)
= inyeccion:
|- . -
5 .
S Tioo de Acquity BEH (1.7 mm, de Flujo: 0.1 mL/min
g P 2.1 x 50 mm) Waters™ Temperatura de columna: 40 °C
o columna: :
S Temperatura de muestra: 15 °C
c
pe) iente 9 itrilo:
§ Agua (FA0.1%) y OGre-ldli;te O/oldfoace.toriltzlolg/.
< Vil acetonitrilo (FA 0.1%), en un min L%, U.1-10 min 1-4U%,
3 Fase movil: gradiente segdn la 10.1-12 min 40-95%, 12.1-13 min
proporcion de acetonitrilo. 95%, 13.1-14 m'“s(?/5'5%! 14.1-15
min 5%.

[«5]

S Fuente de Modo

N ionizacion: Electrospray (ESI) Positivo y negativo

g Fuente: 100 °C

S Temperatura: -

59 Desolvatacion: 20°C

DD 0

gE Flujo de gas de 800 L/h

R desolvatacion:

%) . Presion del nebulizador: 4 bares

2 Especificaciones:

< Rango de masa: 100 a 1200 m/z

<

Tiempo de exploracion: 0.5 segundos.

Las fracciones analizadas fueron PB-G, PB-H y PB-I, a partir de estas se prepararon
soluciones de 50 mg/mL en 0.1% de &cido formico en MeOH vy se filtraron sobre
acrodiscos de PTFE de 0.2 um de tamafio de poro (Phenomenex).

Los datos de las relaciones masa-carga (m/z) y tiempo de retencién (tR) obtenidos por el
equipo se analizaron con los Softwares MassLynx y MarkerLynx, version 4.1 de
Waters™, en el cudl, se realizo la busqueda de las m/z de los iones moleculares en modo
de ionizacion positivo. Con los datos cromatograficos y espectrométricos se realizaron
andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) y diagramas de
dispersion (Volcano Plot) mediante el software MetaboAnalyst version 4.0 (los
parametros matematicos para la normalizacion se encuentran en el Anexo 4), esto con la
finalidad de interpretar los datos metabolomicos mediante la comparacion de los perfiles
quimicos entre las diferentes fracciones. Finalmente se identificaron de manera tentativa
metabolitos de la fraccion activa PB-H, esto se realizd por coincidencia de las huellas
espectrométricas obtenidas experimentalmente en comparacion con las reportadas en

bases de datos publicas como Metlin (https://metlin.scripps.edu) y The Human
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Metabolome Database (https://hmdb.ca); cada identificacion se clasifico de acuerdo a los

niveles establecidos por Dunn y colaboradores (2013) como se resume en la Tabla 7 *°.

Tabla 7. Niveles de confianza en la identificacion de metabolitos.

Nivel Identificacion Evidencia
1 Identificacion validada Requiere evidencia por RMN o comparacién con estandar de
referencia

2 Identificacion tentativa Coincidencia de datos de fragmentacién con bibliotecas de
metabolitos

3 Estructura tentativa Coincidencia del i6n precursor (m/z) con base de datos de
metabolitos

4 Compuesto desconocido  Solo se conoce la masa exacta, tiempo de retencion y formula
molecular

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Proceso de extraccion y separacion cromatogréafica del EC-PB.

Se obtuvieron 9.3766 g de EC-PB a parir de la maceracion de 55.2 g de material vegetal
seco de las partes aéreas de P. blanda lo que representa un 16.99% de rendimiento
respecto al peso de la droga cruda. Este rendimiento es similar al reportado por otras
especies de la familia Piperaceae, por ejemplo, se obtuvo un rendimiento de 17.61% del
extracto metanolico de Piper sempervirens, este rendimiento es relativamente similar y
puede deberse a la gran diversidad y cantidad de metalitos que biosintetizan las especies

de la familia Piperacea®,

Al realizar el perfilamiento quimico del EC-PB por CCF se determind que su naturaleza
era muy compleja debido a la gran cantidad de componentes presentes de diferentes
polaridades, no obstante, el sistema que mostr6 mejor separacion fue el conformado por
HEX-AcOEt (25:75). Cuando se utiliz6 HEX-AcOEt (90:10) y AcOEt 100% (Figura 15),
los componentes presentes eluyeron de manera diferencial por las distintas las fases
moviles debido a su afinidad, logrando una separacién parcial. Ademas, en todos los
sistemas utilizados se observo la presencia de componentes en el punto de aplicacion, que
correspondieron a compuestos con mayor polaridad, los cuales presentaron gran afinidad

con la fase estacionaria, motivo por el cual no se desplazaron del punto de aplicacion.
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Figura 14. Resultado de la separacién por cromatografia de capa fina del EC-PB, revelando con luz UV a
254 nmy 365 nm. A) HEX-AcOEt (25:75), B) HEX-AcOEt (90:10) y C) AcOEt 100%.

Luego de realizar el fraccionamiento del EC-PB se obtuvieron 205 eluatos més un eluato
final que correspondi6 a la realizacion de un lavado de la columna con MeOH 100%,
estos se sometieron a un analisis por cromatografia de capa fina para combinarse por
similitud entre los factores de retencion (RF) de los compuestos, finalizando este proceso
se obtuvieron 26 fracciones primarias. En la Tabla 8 se detallan los eluatos combinados
para formar las fracciones y el porcentaje de rendimiento de estos en funcién al peso de

EC-PB adicionado a la columna.

En la Figura 16B se muestra un ejemplo sobre la combinacion de eluatos para formar
fracciones, se puede apreciar como el perfil cromatografico de los eluatos 31 y 33 es muy
similar, lo que quiere decir que su composicion quimica no varia demasiado, por lo que
se procedi6 a combinar dichos eluatos. De forma similar se combinaron 35 con 37 y 39

con 41 y asi sucesivamente hasta obtener las 26 fracciones anteriormente mencionadas.
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Figura 15. A) Columna cromatogréfica utilizada en la separacion del EC-PB, utilizando gel de silice como
fase estacionaria y HEX-AcOEt (80:20) como fase movil. B) Resultados de CCF de los eluatos 31, 33, 35,
37, 39 y 41 utilizando como fase mévil HEX-AcOEt (80:20).

Tabla 8. Resumen de los resultados de la combinacion de eluatos producto del
fraccionamiento por cromatografia en columna abierta (CCA).

Eluatos combinados Masa de la fraccion Porcentaje de Clave de la fraccién
(mg) rendimiento (%) obtenida
6-24 4.80 0.0687 PB-A
25-28 293.40 4.1955 PB-B
29-30 11.70 0.1675 PB-C
31-34 186.70 2.6734 PB-D
35-37 44.10 0.6315 PB-E
38-42 129.50 1.7971 PB-F
43-49 262.60 3.7602 PB-G
50-71 213.80 3.0615 PB-H
72-80 61.60 0.8820 PB-I
81-86 65.70 0.9408 PB-J
87-94 72.60 1.0396 PB-K
95-99 68.60 0.9823 PB-L
100-104 55.90 0.8004 PB-M
105-107 53.10 0.7604 PB-N
108-110 66.70 0.9551 PB-N
111-134 31.20 0.4468 PB-O
135-140 4.40 0.0630 PB-P
141-148 88.70 1.2701 PB-Q
149-150 46.60 0.6673 PB-R
151-153 27.00 0.3866 PB-S
154-158 43.70 0.6258 PB-T
159-162 44.10 0.6315 PB-U
163-169 223.20 3.1960 PB-V
170-192 1680.1 24.0247 PB-W
193-205 380.00 5.4413 PB-X
206* 222.2 3.1774 PB-Y

*Eluato correspondiente al lavado final de la columna con 500 mL de MeOH 100%.
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De los 6.9836 g de EC-PB aplicado en la columna solo se lograron recuperar 4.3820 g lo
que equivale a un 62.75% de la composicion original, esto quiere decir que el restante
37.25% de los componentes quedaron retenidos en la fase estacionaria de la columna,
debido a la naturaleza altamente polar del gel de silice los compuestos retenidos en él son
de polaridad similar, ya que un disolvente de alta polaridad como el MeOH no logré la

elucion de estos de la columna.

4.2 Evaluacion de la actividad insecticida del EC-PB.
A continuacion, se muestran los resultados de la evaluacién de la actividad insecticida del
EC-PB mediante el método de toxicidad por contacto contra el coledptero modelo

Xyleborus bispinatus.

Tabla 9. Resultados de la actividad insecticida del EC-PB contra X. bispinatus.

NUmero de organismos muertos después de 24 horas de exposicion Mortalidad

Muest las 24
uestra Repeticion 1 Repeticion 2  Repeticion 3 Repeticion 4  Repeticion 5 hzr:ss (%)

Control de

crecimiento 1 0 1 0 0 4.0+0.55
Contro! 0 0 0 0 1 2.0+0.55
negativo
Extracto a
2.0 mg/mL 0 0 1 0 0 204055
Aceite de 10 10 10 10 10 100 + 0.00
neem

Los resultados se expresan como el promedio del porcentaje de mortalidad de 5 réplicas + DE.

Los resultados de la Tabla 9 demuestran que el EC-PB no tiene actividad insecticida
contra X. bispinatus a la concentracién utilizada, ya que la mortalidad obtenida por la
muestra fue inclusive menor que la obtenida en el control de crecimiento. Por otro lado,
X. bispinatus fue el organismo mas resistente de todos los evaluados en esta investigacion,

por lo que no resulta insolito el resultado obtenido.

Actualmente, no se cuentan con reportes de plantas de Piperaceas con actividad contra
insectos del género Xyleborus no obstante, existen numerosos reportes de especies dentro
de la familia con actividad insecticida, tal es el caso de Piper sarmentosum cuyo extracto
etandlico de las partes aéreas reportd un LDso de 0.14 a 25 pg/mL contra A. aegypti. Bajo
esta linea se indica que en algunas especies la actividad insecticida se alcanza a
concentraciones menores de extracto que las utilizadas en el experimento con P. blanda.®

Otro aspecto que es importante destacar es que el método de toxicidad por contacto si ha
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sido utilizado para evaluar la actividad insecticida contra especies del género Xyleborus,
como es el caso de la investigacion realizada por Martinez (2020), donde obtuvo actividad

contra X. volvulus utilizando fracciones de Chamaedorea sp. incluso a 1.0 mg/mL.2?

Pese a que el EC-PB de P. blanda no obtuvo actividad insecticida bajo las condiciones
experimentales mencionadas, el EC-PB y fracciones si reportaron actividad contra
fitopatogenos fangicos y nematodos como se vera mas adelante, esto quiere decir que el
EC-PB posee actividad biocida selectiva, lo cual es bueno, ya que actualmente uno de los
objetivos del estudio de los productos naturales es identificar alternativas no

convencionales y con alto grado de selectividad al uso de plaguicidas sintéticos®.
4.3 Evaluacion de la actividad fungicida.

4.3.1 Actividad fungicida del EC-PB contra F.solani y F. kuroshium.
Los resultados de la Tabla 10 muestran como el EC-PB tiene efecto fungicida contra F.

solani, dicho efecto es proporcional a la concentracion de extracto utilizado en el
bioensayo, lo cual era de esperarse, ya que una mayor cantidad de extracto significa una
cantidad mayor de compuestos biocidas a los que se expone el microorganismo,
consecuentemente este se traduce en un mayor efecto®. Sin embargo, los resultados de
porcentaje de inhibicién obtenidos no son altos en comparaciéon a los reportados por otras
especies, por ejemplo Tornero-Conde, (2018) reportd 74.00 £ 0.05% de inhibicion del
extracto metanolico de las partes aéreas de Piper sp. a 2.0 mg/mL contra F. solani,
resultado muy distante del 8.04% obtenido por P. blanda a ese valor de concentracion,
no obstante esto no quiere decir que P. blanda no tenga potencial como antiflngico, sino
que los compuestos responsables de dicha actividad quizas se encuentran en muy baja
concentracion en el extracto crudo. Por lo tanto, se procedio a realizar el fraccionamiento
quimico biodirigido de PB-EC para reducir su complejidad y descartar aquellos
compuestos inactivos o antagonicos y agrupar conjuntos de compuestos con mayor
actividad®. Adicionalmente, los resultados que se observan en la Figura 17 muestran poca
disminucion del didmetro de crecimiento micelial como se discutié anteriormente, no
obstante, se puede observar como el diametro de esporulacion disminuyd
considerablemente al aumentar la concentracion de EC-PB, esto podria ser una sefial de
que el EC-PB tiene compuestos que afectan la capacidad de reproduccion del hongo, sin
embargo determinar el efecto en la esporulacién del hongo luego de su exposicion contra
el EC-PB no formo parte de los objetivos de esta investigacion.
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Tabla 10. Resultados de la actividad antifungica del EC-PB contra F.solani por el método
de inhibicion del crecimiento micelial.

Muestra Porcentaje de inhibicion (%)
MeOH -H.0O (85:15) 0.35+0.12
EC-PB a 1.0 mg/mL 5.94 £ 0.47
EC-PB a 2.0 mg/mL 8.04 +£0.43
EC-PB a 3.0 mg/mL 10.14 £ 0.37
EC-PB a 4.0 mg/mL 15.73+0.72
EC-PB a 5.0 mg/mL 38.11+0.24
Tiabendazol a 1.0 mg/mL (C+) 100 £ 0.00

Los resultados mostrados son el promedio de cuatro réplicas realizadas reportadas
como porcentaje + desviacion estandar

Otro aspecto por destacar de los resultados de la Tabla 10 es el porcentaje de inhibicién
de la mezcla MeOH-H>O (85:15) utilizada para disolver las muestras de EC-PB, este
resultado fue de 0.35%, lo que indica que los porcentajes de inhibicién reportados
corresponden casi en su totalidad a la muestra en evaluacion, ya que el efecto del
disolvente es despreciable. Adicionalmente cabe destacar que el control positivo tuvo
100% de porcentaje de inhibicidn, esto coincide con lo esperado teéricamente, ya que el
tiabendazol es un compuesto quimico con actividad fungicida preventiva y curativa por

contacto de amplio campo de accion demostrada®.

Figura 16. Resultados de la evaluacion de la actividad antiflngica del EC-PB contra F. solani por el
método de inhibicion del crecimiento micelial.
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4.3.2 Actividad fungicida de las fracciones del EC-PB contra F. solani y F.
kuroshium.

Es necesario mencionar que las fracciones PB-A, PB-C y PB-P no se evaluaron debido a
que el rendimiento obtenido no fue el suficiente para la realizacion del bioensayo. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados de la evaluacion de la actividad fungicida de las fracciones
obtenidas a 2.0 mg/mL contra F. solani por el método de inhibicion del crecimiento

micelial.

Muestra Porcentaje de Muestra Porcentaje de

inhibicion (%) inhibicion (%)
PB-B 38.1+0.43 PB-N 42.7 + 054
PB-D 35.3+0.31 PB-O 39.5 + 0.55
PB-E 20.6 +0.43 PB-Q 8.4 +0.52
PB-F 35.3+0.83 PB-R 24.5 +0.58
PB-G 100.0 + 0.00 PB-S 20.6 +0.24
PB-H 100.0 + 0.00 PB-T 16.4 +0.12
PB-I 27.6+0.12 PB-U 25.5 +0.47
PB-J 22.4+0.25 PB-V 3.5+041
PB-K 43.4 +0.14 PB-W 22.7+0.38
PB-L 48.6+0.24 PB-X 25.9 +0.29
PB-M 38.8 + 0.66 PB-Y 30.4 +0.43

PB-N 42.0 £ 0.25 CH)y 100.0 +0.00

Los resultados mostrados son el promedio de cuatro réplicas realizadas reportadas
como porcentaje + desviacion estandar

*C (+): Control positivo de tiabendazol a 1.0 mg/mL

Las fracciones con mayor actividad biologica fueron PB-G y PB-H (Figura 18), ambas
fracciones consecutivas y alcanzaron un 100% de inhibicion a una concentracion de 2.0
mg/mL, estos resultados son considerados muy buenos para una fraccion primaria, por
ejemplo Tornero, (2018) mediante un fraccionamiento biodirigido de las partes aéreas de
Piper sp. logré como maximo porcentaje de inhibicion un 81.33% a 2.0 mg/mL contra
F. solani®, esto refuerza la idea discutida parrafos atras, donde se plante6 que la actividad
bioldgica de un extracto crudo no es criterio suficiente para evaluar el potencial
antifangico de los componentes, ya que un extracto crudo bajo las mismas condiciones
puede ser mas activo que otro pero esto no implica que sus fracciones primarias también
lo sean, debido a que en el extracto crudo se evalla la concentracion de componentes

activos pero no su potencia®.
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PB-G es el resultado de la combinacion de los eluatos que van desde el 43 hasta el 49,
mientras que PB-H de los eluatos que van desde el 50 al 71 como se mostro en la Tabla
8, estas fracciones eluyeron de la columna en sistemas de fase mévil de HEX-AcOEt
(60:40) y HEX-AcOEt (50:50), por lo que se podria inferir que los compuestos
responsables de la mayor actividad antifingica observada serian de una naturaleza con

polaridad media, debido a la afinidad con su sistema de elucion.

Control de
crecimiento

Figura 17. Resultado de la evaluacion de la actividad antifungica de las fracciones PB-G
y PB-H a 2.0 mg/mL contra F.solani

Los resultados de la evaluacién de la actividad fungicida contra de F. solani se utilizaron
como un primer acercamiento modelo para realizar bioensayos contra F. kuroshium
debido a su cercana relacion filogenética®’.. Una vez que se determiné cudles eran las
fracciones més activas contra F. solani se procedié a evaluarlas contra Fusarium

kurosium a distintas concentraciones, los resultados se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de la evaluacion de la actividad fungicida de dos fracciones a
diferentes concentraciones contra F. kuroshium.

Porcentaje de inhibicion

Muestra Concentracion (mg/mL) (%)
2.0 100.0+£ 0.0
1.0 34.92 £ 0.58
PB-G
0.5 10.32 +0.29
0.2 0.0+0.0
2.0 100.0 £ 0.0
1.0 100.0 £ 0.0
PB-H
0.5 19.05 +0.50
0.2 0.0+0.0
Vehiculo 0.0+0.0
Control positivo de 0.2 100+ 0.0

tiabendazol

Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas realizadas reportados como

porcentaje + DE.

Los resultados de la Tabla 12 muestran que las fracciones PB-G y PB-H no solo tienen

actividad fungicida frente a F. solani, sino que también contra F. kuroshium, sobre este

Gltimo patégeno se determind que la fraccion PB-H es la méas activa, ya que a una

concentracion de 1.0 mg/mL logré un porcentaje de 100% de inhibicion, mientras que a

esta misma concentracion PB-G alcanzd porcentaje de inhibicion del 34.92% (Figura 19).

Ademas, se determind que por debajo de 0.2 mg/mL ninguna de las fracciones evaluadas

obtuvo efecto sobre el fitopatdgeno.

2.0

Rep 1

Rep 2

Rep 3

Concentracion (mg/mL)

0.5 0.2

Figura 18. Resultado de la evaluacion de la actividad antifingica de la fraccion PB-H contra F.

kuroshium.
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Debido a la problematica que representan las plagas de origen fungico propias del
continente, asi como los emergentes complejos ambrosiales, cuya rapida distribucion
entre sus hospederos actualmente descritos, se teme que estas plagas se propaguen e
incluso el ndmero de hospederos de importancia econémica, social y ornamental
aumenten, de no encaminar esfuerzos de investigacion pertinentes para hacer frente a la
amenaza que representan. Es por esto que los resultados obtenidos sobre la actividad
fungicida son muy alentadores, ya que representan una potencial alternativa no
convencional al uso de agroquimicos sintéticos que tanto dafio le ocasionan al medio
ambiente y afectan la salud humana, ademas en el caso de F. kuroshium esta investigacion
es pionera, ya que la plaga emergente de los complejos ambrosiales es relativamente
nueva en el continente y actualmente se cuentan con muy pocas investigaciones para

combatirla mediante la utilizacion de productos naturales de origen boténico.

4.4 Analisis microscopico del dafio mecanico en las hifas de Fusarium
kuroshium provocado por la fraccion PB-H.

4.4.1 Microscopia confocal de barrido laser (MCBL).

En la Figura 20 se presentan los resultados de los analisis de microscopia confocal de

barrido laser (MCBL), donde se evidencia la accion de la fraccién PB-H a 0.5 mg/mL que

logré un 19.05 £ 0.50% de inhibicion sobre el crecimiento de F. kuroshium.

Figura 19. Micrografias de las hifas de F. kuroshium. A) Hifas sanas (control de crecimiento).
B) Tratamiento con PB-H a 0.5 mg/mL. Todas las barras miden 20 pm.

El CFW tiene alta afinidad por la quitina presente en las paredes celulares de hongos,
permitiendo su deteccidn y visualizacion mediante MCBL como manchas brillantes de
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coloracion blanquecina®. En la figura 20 se puede apreciar como en el tratamiento con la
fraccion PB-H se visualiza una cantidad mucho mayor de quitina respecto al control de
crecimiento (Figura 20B), lo cual es un indicativo de aumento de la permeabilidad de la
membrana plasmatica provocado por un desequilibrio en la homeostésis celular. Este
comportamiento ha sido reportado por Garcia, (2019) en Botrytis cinérea y Aspergillus
niger donde la intensidad de la fluorescencia en el interior de la pared celular refleja el
dafio provocado en el hongo®. Adicionalmente, este mismo efecto ha sido reportado
contra F. kuroshium en una investigacion realizada por Murrieta, (2019) utilizando un

extracto de Cestrum nocturnum?®.

4.4.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).
La Figura 21 muestra los dafios presentes en la morfologia de las hifas de F. kuroshium

expuestas a la fraccion PB-H que presenté mayor efecto inhibitorio.

T

Figura 20. Micrografias de las hifas de F. kuroshium. A) Control de crecimiento a 40 um. B) Tratamiento
con PB-H a 0.5 mg/mL a 40 um. C) Control de crecimiento a 10 pm. D) Tratamiento con PB-H a 0.5
mg/mL a 10 um.

En la Figura 21B y 21D se observan alteraciones en la morfologia hifal, deformacion

micelial severa, hifas marchitas, superficies porosas, agrietamientos en la superficie y una
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disminucion en el tamafio de las hifas de F. kuroshium, mientras que en el control (Figura
21A y 21C) se aprecia una estructura lisa, gruesa y alargada. Estos resultados fueron
consistentes con la microscopia confocal de barrido laser, por lo que se plantea la
hipdtesis de que en la fraccion PB-H hay componentes que generan dafio en la pared
celular de F. kuroshium causando desequilibrio i6nico explicando de esta forma el

mecanismo de accion de la actividad fungicida mostrada®.

Los resultados de los analisis microscépcos obtenidos en esta investigacion son similares
a los encontrados por Soylu y colaboradores (2010), en este estudio se encontraron
agregados hifales reducidos, diametros reducidos y la lisis de la pared hifal debido a la
exposicion de aceite esencial de orégano contra Botrytis cinérea, que también es un
fitopatogeno®™. Adicionalmente en otro estudio realizado por Venegas y colaboradores
(2005) se identificaron dafios en las hifas de F. solani y F. oxysporum como micelios
ligeramente mas delgados y menos densos. Comparando estos resultados con los
obtenidos por la fraccién PB-H es posible sugerir que el efecto antagdnico contra F.

kuroshium se deba a una alteracion de las hifas o bien la perforacion de la pared celular®.
4.5 Evaluacion de la actividad nematicida.
Los nematodos utilizados para este ensayo fueron de edad J4, ya que es en este periodo

del ciclo de vida de dichos organismos donde penetran las raices e infectan a los

hospederos con mayor frecuencia y efectividad®.

4.5.1 Evaluacion del EC-PB.
Los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad nematicida del EC-PB contra P.

redivivus se encuentran en la Tabla 13.

43



Tabla 13. Evaluacion de la actividad nematicida del EC-PB contra P. redivivus.

Muestra NUmero de organismo Mortalidad a las 24 horas (%)
muertos

EC-PB a 10 mg/mL 0 0.0+0.0
EC-PB a 1.0 mg/mL 0 0.0+0.0
EC-PB a 0.1 mg/mL 0 0.0+0.0
EC-PB a 0.01 mg/mL 0 0.0+0.0
C.C 0 0.0+0.0

CuS0O4 0.01 10 100 £0.0

Los resultados mostrados son el promedio de 5 réplicas realizadas + DE

Los resultados de la Tabla 13 muestran que el EC-PB no tiene actividad nematicida contra
P. redivivus a ninguna de las concentraciones probadas, ya que en todas ellas la
mortalidad obtenida fue igual a cero, mientras que como era de esperarse el control
positivo (CuSOs) tuvo un 100% de mortalidad, debido a la actividad nematicida
demostrada de este compuesto, quien es catalogado como tdxico agudo con DLsg oral
(rata) = 472.5 mg/kg®.

4.5.2 Evaluacion de las fracciones PB-G y PB-H.

Tabla 14. Evaluacion de la actividad nematicida de las fracciones PB-G y PB-H contra

P. redivivus.
Muestra Numero de organismo Mortalidad a las 24 horas
muertos (%)
PB-G a 0.4 mg/mL 10 100.0+£ 0.0
PB-H a 0.4 mg/mL 10 100.0+£ 0.0
Control de crecimiento 0 0.0+00
CuS0,40.01 10 100 £ 0.0

Los resultados mostrados son el promedio de 5 réplicas realizadas + DE
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Los resultados de la Tabla 14 muestran que las fracciones PB-G y PB-H son altamente
activas contras P. redivivus al obtener un 100% de mortalidad incluso a una concentracion
relativamente baja como lo son 0.4 mg/mL. Por ejemplo, Cunha y colaboradores (2003)
al evaluar la actividad nematicida de diferentes extractos de plantas, el valor de
mortalidad maximo que reportaron contra P. redivivus fue de 93.26%, el cual se obtuvo
para el extracto en AcOEt de Leucaena leucocephala a una concentracion de 200 mg/mL.
La concentracion utilizada por Cunha, y colaboradores (2003) fue 500 veces mayor que

la utilizada en esta investigacion y que ademas obtuvo mejores resultados®.

Estos resultados son muy alentadores y representan un potencial alternativa al uso de
nematicidas sintéticos, ademas se reafirma que las fracciones PB-G y PB-H son activas

contra F. solani, F.kuroshium y P. redivivus.

Los pasos siguientes para futuras investigaciones bajo esta linea serian determinar el LDsg
y CLso de dichas fracciones y realizar ensayos in vivo que permitan determinan si la

actividad se mantiene en estos sistemas biologicos.

4.6 Metabolomica dirigida: busqueda de compuestos fendlicos.

Mediante el método de monitoreo dinamico de reacciones multiples (dIMRM) se lograron
identificar y cuantificar hasta 24 compuestos fendlicos diferentes presentes en el EC-PB
(Tabla 15), de los cuales luteolina, Iluteolina-7-O-glucésido y &cido-3,4-
dihidroxibenzédico son los méas abundantes (Figura 22A, 22B y 22C) con 71.36, 23.57 y
21.21 pg/g de material vegetal seco respectivamente. Luteolina (21) y luteolina-7-O-
glucésido (18) son compuestos pertenecientes a la familia de los flavonoides, y su
biosintesis sigue la via metabolica de los fenilpropanoides, siendo sus anillos se derivados
de las vias del acetato-malonato y del &cido shikimico. La unidad iniciadora es la p-
cumaril-CoA, posteriormente se incorporan tres unidades de maolinil-CoA dando lugar a
la estructura de la chalcona, que sufre posteriormente varias reducciones e
hidroxilaciones, las plantas son capaces de formar los flavonoides®. De los flavonoides
se han reportado multiples actividades biol6gicas como antibacteriana, antialérgica,
antifingica, sin embargo, la mas importante es la antioxidante que resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes de iones como Fe?* y secuestradoras de
radicales libres. En una investigacion realizado por Pérez (2003) se reportd que la
luteolina suprimio la reaccion de Fenton (proceso de oxidacion avanzada en el cual se

producen radicales altamente reactivos del hidroxilo) interfiriendo la onda catalitica
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voltamétrica, caracteristica del complejo Fe-ATP/H20>, en un ensayo de espectroscopia
de absorcion®. La presencia de estos flavonoides en altas concentraciones en el EC-PB
puede asociarse a la alta actividad anitioxidante mencionada por Wafa y colaboradores
(2018) quien con su equipo de trabajo reportd 36.81 + 0.09 pg/mL de ICso contra el

radical DPPH, lo que se traduce en una alta capacidad antioxidante®.

Adicionalmente 13 de los compuestos fendlicos identificados han mostrado actividad
antiflngica contra especies del género Fusarium como F. oxysporum, dichos compuestos
son: acido galico (2), &cido 3,4-dihidroxibenzoico (3), acido-4-hidroxibenzoico (4), acido
gentisico (5), acido vainillinico (7), acido cafeico (10), acido-4-cumarico (12), &cido
ferulico (13), acido-3-cumarico (14), acido sinapico (15), quercetina (20), luteolina (21)
y apigenina (22). Esto sugiere que la actividad bioldgica del EC-PB descrita en el apartado
4.3 puede deberse en parte a la presencia de estos compuestos, principalmente a los que
se encuentran en mayor concentracion como luteolina, acido 3,4-dihidroxibenzoico y
acido-4-hidroxibenzoico?. En el anexo 5 se encuentran todas las estructuras quimicas de

los compuestos fendlicos identificados.

OH B

OH

Figura 21. Principales compuestos fendlicos identificados. A) Luteolina. B) Acido-3,4-dihidroxibenzoico.
C) Luteolina-7-0O-glucésido.
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Tabla 15. Resultados de la cuantificacién de compuestos fenélicos en el EC-PB por dMRM.

Categoria quimica Compuesto Concentracion
(1g/g)
Fenoles simples Vainillina (1) 0.63 +0.01
Acido galico (2) 0.25 +0.01
Acido 3,4-dihidroxibenzoico (3) 21.21 +0.40
Acido-4-hidroxibenzoico (4) 15.61 + 0.16
Acidos fendlicos y fenil Acido gentisico (5) 14.47 +£0.16
acéticos Acido-4-hidroxifenilacético (6) 12.87 + 0.62
Acido vainillinico (7) 6.12 +0.12
Acido salicilico (8) 16.45 +0.15
Acido anisico (9) 0.19 £ 0.01
Acido cafeico (10) 0.32 +0.00
Acido clorogénico (11) 1.10 +0.04
Acido-4-cumarico (12) 3.39 £ 0.02
Acidos cindmicos ) Acido ferdlico (13) 2.79+0.04
Acido-3-cumarico (14) 0.79 £0.01
Acido sinapico (15) 0.19 + 0.00*
Acido rosmarinico (16) 0.34 +0.05
Acido trans cinamico (17) 0.10 £ 0.01*
Luteolina-7-O-glucosido (18) 23.57 £0.34
Naringina (19) 0.73+0.11
Flavonoides Quercetina (20) 0.51 +0.02
Luteolina (21) 71.36 £ 1.06
Apigenina (22) 4.50 + 0.02
Aminoacidos Fenilalanina (23) 0.21 +£0.00
Lignanos Secoisolariciresinol (24) 2.42 +0.03

Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas y se reportan como ug/g de droga
cruda + desviacién estandar

*Concentracion por debajo del limite de cuantificacion.

4.6.1 Metabolomica dirigida en las fracciones PB-G y PB-H

Las concentraciones de los compuestos fenolicos encontrados en las fracciones PB-G y

PB-H se encuentran en la Tabla 16.
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Tabla 16. Resultados de la cuantificacion de compuestos fenolicos en fracciones PB-G y
PB-H por dMRM.

Compuesto fendlico Cantidad de compuesto encontrado por
fraccion (pg)

Fraccién H Fraccion G
Acido- 3,4- dihidroxibenzoico 1.53 £ 0.08 0

Acido-4- hidroxibenzoico 2.85+0.03 0.4 +0.003
Acido vainillinico 0.47 £0.01 0
Vainillina 6.10 = 0.04 0
Acido-trans-cinamico 0.28 £ 0.01 0
Luteolina 0.81 +£0.01 0
Naringina 3.38+0.03 0
Citroptena (25) 0.66 = 0.08 0
Emodina (26) 0.36 £0.002 0

Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas y se reportan como pg de
droga cruda por fraccidn * desviacién estandar

La cantidad de compuestos fenolicos diferentes encontrados en las fracciones PB-G y PB-
H fue de 9, resultado mucho menor a los 24 compuestos encontrados en el EC-PB, este
resultado era de esperarse debido a que el grado de complejidad del EC-PB es mucho
mayor que en las fracciones, debido a la separacién de componentes realizados por
cromatografia de columna. No obstante, en la fraccion PB-H se encontraron 2 compuestos
fendlicos que no fueron detectados en el EC-PB, debido a que sus concentraciones
estaban por debajo del limite de cuantificacion inferior utilizado, estos son citroptena
(5,7-dimetoxicumarina, 25) y emodina (26). Citroptena es clasificado como una cumarina
comunmente encontrada en el aceite esencial de los citricos como la bergamota y el limon
que mayoritariamente se utiliza para el desarrollo de productos cosméticos®’. Por su parte
emodina es una antroquinona que ha mostrado actividad contra Staphylococcus aureus
cuyo valor de citotoxicidad es de 42.5 uM®. Adicionalmente tanto citropena como
emodina son la primera vez que se reportan para Peperomia blanda, lo que representa un

aporte quimiotaxondmico valioso para esta especie.

Otro aspecto destacable de los resultados de la Tabla 14 es que la fraccion PB-H es mucho
mas rica en compuestos fendlicos que su analoga PB-G, ya que el é&cido-4-
hidroxibenzoico es el Unico que comparten. EI compuesto fendlico mayoritario en PB-H

es vainillina, este es el componente principal del extracto de vainilla ampliamente
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utilizado en la industria alimenticia por sus propiedades aromatizantes y saborizantes;
adicionalmente este compuesto tiene actividad antidrepanocitica* demostrada por lo que
se han realizado investigaciones para utilizarla como tratamiento contra la anemia
drepanocitica, ya que se evidencié que este compuesto puede atravesar la membrana
eritrocitaria desde el plasma, concentrarse en el citosol e interactuar con la hemoglobina
mutada (HbS), inhibiendo su polimerizacién. De esta manera, la vainillina mejora la
funcionalidad del eritrocito debido a que incrementa el nimero de moléculas de HbS en
estado soluble®. Sin embargo, su presencia en la fraccion PB-H no justifica la actividad
bioldgica contra nematodos y hongos mostrada en esta investigacion, por lo que dicha

actividad debe ser responsable de otros compuestos.

El segundo compuesto fendlico encontrado en la fraccion PB-H més abundante fue
naringina, este es un flavonoide glicosilado de naringenina comunmente presente en los
citricos. Este compuesto posee diversas propiedades farmacoldgicas y bioldgicas tales
como actividad antioxidante, disminucion de los lipidos en la sangre, actividad
anticancerigena e inhibicién de enzimas del citocromo P450 seleccionadas, incluidas
CYP3A4 y CYP1A2, El hallazgo del alto contenido de naringina encontrado en la
fraccion PB-H motiva la posibilidad de que se realicen futuras investigaciones para
evaluar su actividad biologica y utilizar a P. blanda como una fuente alternativa de este

compuesto.

Por otra lado, el &cido-3,4-dihidroxibenzoico, &cido-4-hidroxibenzoico, &cido vainillinico
y luteolina también fueron encontrados en la fraccion PB-H, dichos compuestos han
reportado actividad fungicida por lo que resulta muy interesante pensar que la actividad
antifngica exhibida por esta fraccion contra F. fusarium y F.kuroshium puede deberse
en parte o0 en su totalidad a la presencia de estos compuestos. En caso de ser asi, el acido-
4-hidroxibenzoico seria el principal responsable debido a su alta concentracion relativa

respecto a los otros®.

4.7 Perfilamiento quimico por UPLC-MS-QToF

Una vez que se determind que la fraccion PB-H resultd ser la més activa se realiz6 un
perfilamiento quimico por UPLC-MS-QToF de esta y de las fracciones adyacentes en
orden elucidn de la columna, tanto superior como inferior (PB-G y PB-I respectivamente).
El perfilamiento se realizo al traducir los datos analiticos de las relaciones masa/carga y

tiempos de retencion generados por el equipo en informacidn para realizar una bisqueda

*Actividad antidrepanocitica: es un trastorno de la sangre heredado que se caracteriza por la 49
generacion de hemoglobina defectuosa.



de posibles metabolitos responsables de la actividad bioldgica obtenida, y realizar

analisis metabolémicos comparativos.

En las fracciones PB-G, PB-H y PB-I se detectaron un total de 958 y 6835 m/z distintas,
tanto en modo positivo y negativo de ionizacion respectivamente. Estos nimeros no
corresponden a la cantidad de compuestos diferentes detectados, ya que también pueden
corresponder a fragmentos, sin embargo, esta elevada cantidad representa la existencia de

una gran diversidad de moléculas en dichas fracciones (Tabla 17).

Tabla 17. Cantidad de relaciones masa carga detectadas por UPLC-MS-QToF

Cantidad de relaciones masa cargas detectadas

Fraccion
Modo positivo Modo negativo
PB-G 291 2326
PB-H 298 2333
PB-I 369 2176
Total 958 6835
A) Scores Plot B) Scores Plot
g * PBG ® PB-H
° 4o g{ @  Pec
o ] o)
g & °7
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Figura 22. Diagramas de componentes principales (PCA) de las fracciones PB-G, PB-H y PB-1 A) Por
ESI*. B) Por ESI-.

En la Figura 23 se observan los andlisis de componentes principales realizados en
conjunto a las fracciones PB-G, PB-H y PB-I, en modo positivo se puede notar que los

puntos correspondientes a cada fraccion estan distantes entre si, esto significa que a pesar
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de ser fracciones consecutivas en orden de elucion, tienen gran varianza entre sus tiempos
de retencidn, intensidad de las sefiales y m/z, lo que demuestra que las tres fracciones
presentan diferencias significativas en su composicion quimica. En modo negativo se
mantiene la tendencia observada en modo positivo, al observarse lejania entre los puntos
de las muestras en el PCA, lo que se traduce en una diferencia en la composicién quimica
de las fracciones. Esto demuestra preliminarmente que la conformacion de fracciones
mediante la combinacion de eluatos por similitud de bandas por CCF hecha inicialmente
fue bastante efectiva, no obstante, se realizaron diagramas de volcan para proporcionar
un acercamiento mas preciso respecto a las diferencias distintivas entre las muestras
(Figura 24).
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Relaciones m/z-Rt sobre e)I)resados en PB-H
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Figura 23. Gréficos de volcan obtenidos con datos de ESI*. A) Fraccion PB-H vs PB-H. G) Fraccion PB-
H vs PB-I.

En los graficos de volcan se puede apreciar como las fracciones PB-G y PB-I tienen
niveles poco similares respecto a la fraccion PB-H. La informacion proporcionada por
estos graficos se utilizd para enfocar las identificaciones tentativas Unicamente en las
zonas con los niveles mas altos en componentes presentes en PB-H, ya que se sugieren

que sean las moléculas biolégicamente mas activas®®®.

4.7.1 ldentificaciones tentativas.

Al realizar la busqueda de metabolitos en bases de datos se identificaron tentativamente

algunos compuestos que se describen a continuacion.
¢ Niloticina

La niloticina (C30H4g03, Figura 25), se identificd tentativaente con un nivel de confianza
2, segun la clasificacion de Dunn y colaboradores (2013), esto con un ién molecular
[M+H]" de 457.3672 a un tiempo de retencién de 9.38 min, con una coincidencia de los
fragmentos 217.164, 421.3470 y 439.3539 de acuerdo con la base de datos Metlin (Anexo
6. Figura 28 y 29). Se trata de un triterpeno considerado como citotoxico que se ha
probado in vitro contra Aedes aegypti L, quien es el vector primario de la transmision de
arbovirus responsable de ocasionar enfermedades importantes como el dengue, el dengue
hemorréagico y la fiebre chikungunya'®®. Reegan y colaboradores (2014), aislaron la
niloticina de Limonia acidissima L y evaluaron su actividad ovicida y larvicida contra

Aedes aegypti L, el compuesto presentd 83,2% de actividad ovicida a una concentracién
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de 2.0 ppm a las 120 horas de exposicion, mientras que a 2.0 ppm se obtuvo un 100%
de actividad larvicida a las 24 horas de exposicion y se obtuvo un valor de LCso de 0.44

ppm102.

CH4

CHq

HsC~  CH3

Figura 24. Estructura quimica de la nilotocina.

Es la primera vez que la nilatocina se describe en P. blanda, no se tienen reportes de la
actividad bioldgica de este compuesto contra las plagas analizadas en esta investigacion.
Sin embargo, dado su historial como molécula citotdxica es probable que su presencia en
P. blanda esté relacionada con la actividad bilégica mostrada de sus fracciones contra F.
solani, F. kuroshium y P. redivivus, aunque para validar esta suposicion se necesitaria
realizar bioensayos para determinar la actividad biolégica de la niloticina contra los

organismos mencionados y confirmar su identidad con estandares quimicos.
e Dilapiol

El dilapiol (C12H1404, Figura 26), se identificd tentativamente con un nivel de confianza
2, segun la clasificacion de Dunn y colaboradores (2013), esto con un ién molecular
[M+H]" de 223.1388 a un tiempo de retencién de 0.92 min, con una coincidencia de los
fragmentos 135.1174, 163.1121 y 179.0394, de acuerdo con la base de datos The Human
Metabolome Database. Se trata de un fenilpropanoide cominmente encontrado en
diferentes especies de la familia piperacea como Piper aduncum, Piper banksii, Piper
guineense, Piper novae hollandiae, Piper marginatum entre otras, también se ha
encontrado especies del género como Peperomia pellucida. Estudios han revelado que el
dilapiol posee actividad antiinflamatoria, acaricida, repelente, insecticida, fungicida entre

0tr03103’104
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Figura 25. Estructura quimica del dilapiol.

Dilapiol ha mostrado actividad fungicida ante diferentes especies como R. stolonifera y
Fusarium moniliforme, este ultimo, es el principal hongo patégeno que afecta la
productividad del maiz en el mundo, penetra a la planta por distintas rutas e infecta raices,
tallo y mazorca. Ademas, produce varias toxinas en el tejido y en los granos del maiz, lo
cual disminuye su calidad'®. Los efectos reportados contra Fusarium moniliforme
resultan particularmente interesantes, debido a que en esta investigacion se evaluo la
actividad fungicida sobre especies del género Fusarium, lo que podria indicar que parte
de la actividad fungicida observada contra F. solani y F. kuroshium de las fracciones
activas de P. blanda pueda deberse a la presencia de este compuesto. Adicionalmente
debido a la presencia de dilapiol es probable que P. blanda también tenga actividad contra
Fusarium moniliforme y pueda eventualmente utilizarse como tratamiento no

convencional®.

5 Conclusiones

El EC-PB no mostrd actividad biocida contra Xyleborus bispinatus y Panagreullus
redivivus pero mostré6 moderada actividad fungicida contra el fitopatdgeno Fusarium
solani, posteriormente, el estudio quimico biodirigido permitio disminuir la complejidad

de este y concentrar la actividad bioldgica.

Las fracciones primarias PB-G y PB-H fueron las méas activas contra Panagreullus

redivivus, Fusarium solani y Fusarium kuroshium.

La fraccion PB-H contiene compuestos que provocan alteraciones en la morfologia hifal,
como lo son deformacién micelial severa, hifas marchitas, superficies porosas,

agrietamientos en la superficie y una disminucién en el tamafio de las hifas; lo que causa
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dafio en la pared celular de F. kuroshium generando desequilibrio en la homeostasis

celular.

La elevada concentracion y diversidad de compuestos fenolicos con actividad biocida
demostrada como &cido-3,4-dihidroxibenzoico, acido-4-hidroxibenzoico, acido
vainillinico y luteolina en la fraccion PB-H pueden estar asociados a la actividad bioldgica

obtenida por dicha fraccion.

Los compuestos dilapiol y niloticina identificados tentativamente en la fraccion PB-H

pueden contribuir con la actividad bioldgica exhibida por esta fraccion.

Esta investigacion contribuye con el conocimiento quimiotaxonémico y actividad
bioldgica de P. blanda al determinar la existencia de varios compuestos por primera vez

en la especie, pero previamente reportados a nivel de familia botanica.

Los hallazgos de esta investigacion constituyen el primer reporte de bioactividad y
fitoquimica de la especie como alternativa no convencional al uso de pesticidas sintéticos

contra fitopatdégenos de importancia nacional e internacional.

6 Perspectivas

Replicar la experimentacion hecha en esta investigacion utilizando P. blanda recolectada
en el bosque tropical himedo costarricense.

Determinar las concentraciones fungicidas y nematicidas minimas de los extractos,
fracciones y compuestos puros activos.

Corroborar la actividad biolégica del PB-EC y PB-H mediante otras metodologias y
modelos biologicos similares a los utilizados en esta investigacion para estimar su
potencial como agentes de control bioldgico.

Describir el mecanismo mediante el cual los compuestos activos provocan alteraciones
en la morfologia hifal de la pared celular de F. kuroshium.

Identificar los compuestos niloticina y dilapiol con un nivel de confianza igual a 1.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo para reproduccion de escarabajos escolitinos.

Ingrediente

Cantidad por tubo

Aserrin (Platanus mexicana)

Agar (Difco agar, Granulated 500gr)
Sucrosa (Sigma, for molecular biology 500 gr)
Caseina
Almidén (Sigma Aldrich)

Levadura (MP)

Sales de Wesson (MP)

Aceite de germen de trigo (Sigma Aldrich)
Etanol al 96%

Estreptomicina (Sal sulfatada, Sigma Aldrich 100 gr)

459
129
6.09g
3.04¢g
3.0¢g
3.0¢g
0649
1.5mL
3.0mL
0.21g

Anexo 2. Disefio del experimento para la evaluacion de la actividad insecticida.
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Anexo 3. Condiciones empleadas para la deteccion y cuantificacién de compuestos
fenolicos mediante el analisis por UPLC-MS-QgQ.

Tiempo de | Tiempo de Voltaje de Energia
Compuesto lon lon retencion busqueda | fragmentacion (.je. ) Polaridad
precursor | generado (m) m) V) colision
, %)
Acido shikimico 173.1 111.1 1.7 0.5 100 10 Negativa
Acido galico 169 125.2 3.8 0.5 100 10 Negativa
Acido-3,4- .
dihidroxibenzoico 153 109.1 6.4 0.25 100 10 Negativa
y Acido 4- 137.1 92.8 9.11 0.5 100 10 Negativa
idorxibenzoico
Acido gentisico 153 109 9.2 0.25 100 10 Negativa
(-)-Epigalocatequina 305.1 125 10.44 0.5 140 20 Negativa
_Acido4- 107.1 77 1052 0.5 140 20 Negativa
hidorxifenilacetico
(+)-Catequina 291 138.9 11.2 0.5 100 10 Positiva
Acido vanilico 169 93.03 11.81 0.5 100 10 Positiva
Escopolin 355.1 193 11.87 0.5 100 20 Positiva
Acido clorogenico 355.1 163.03 12.12 0.3 100 10 Positiva
Acido cafeico 181.04 163.03 12.24 0.5 100 10 Positiva
Procianidina B2 577.1 425.1 13.69 0.5 100 10 Negativa
Kuromanin 449 286.9 14.24 0.5 140 30 Positiva
(-)-Epicatequina 291 138.8 14.48 0.5 100 10 Positiva
Vainilina 153 124.9 14.99 0.5 100 10 Positiva
Mangiferina 423 302.8 15.18 0.5 100 10 Positiva
Keracyanin 595.2 287.1 15.2 0.5 100 20 Positiva
Acido 4-cumérico 165.05 147.04 16.22 0.25 100 10 Positiva
()-Galato de 107 139 16,57 0.5 80 20 Positiva
galocatequina
Umbeliferona 163 107 17.1 0.5 100 30 Positiva
Quercetina-34-di-O- | ¢, 302.9 17.87 0.5 100 10 Positiva
glucosido
Escopoletina 193 133 18.44 0.5 100 10 Positiva
Acido 3-cumarico 165.05 147.04 18.7 0.5 100 10 Positiva
Acido ferdlico 195.1 145.02 19.18 0.5 100 20 Positiva
Acido sinaptico 225.1 207.1 19.57 0.5 100 10 Positiva
Galato de 443.1 123 19.91 05 100 10 Positiva
epicatequina
Mircitina 465 318.9 20.25 0.5 100 10 positivo
Acido elagico 301 145 20.36 0.5 100 40 Negativa
Quecetina-3-D- 465 302.9 20,6 05 100 10 Negativa
galactoside
Rutina 611 302.9 20.65 0.5 100 10 Positiva
Quercetina-3- 465 303 21.19 0.5 100 10 Positiva
glucdsido
Luteolina-7-O- 449 287 21.4 0.6 100 10 Positiva
glucosido
Acido 4-anisico 153.1 109 22.21 0.5 120 5 Positiva
Penta-O-galloil-beta- | 77, 4 153 2227 0.5 100 20 Positiva

D-glucoésido
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Acido 2,4-dimetoxi- 197 179 2343 0.5 80 5 Positiva
6-metilbenzoico
Kaempferol-3-O- 449 286.9 23.64 0.5 100 10 Positiva
glucosido
Naringina 273 153 23.64 0.5 120 10 Positiva
Quercetina 449.1 303.1 23.71 0.5 100 10 Positiva
Hesperidina 609.1 301.1 24.55 0.5 100 20 Negativa
Miricetina 317 179 24.64 0.5 100 10 Negativa
Acido rosmarinico 361.1 163 24.85 0.5 100 10 Positiva
Floricina 435 272.9 25.21 0.5 100 10 Negativa
Trans resveratrol 229.1 135 25.86 0.5 100 10 Positiva
Acido trans- 149.1 131 285 05 100 10 Positiva
cinamico
Cirsimarina 477 314.9 29.4 0.5 100 10 Positiva
Quercetina 302.9 153.1 29.7 0.5 100 35 Positiva
Luteolina 287.1 153 30.09 0.3 100 30 Positiva
Psoraleno 187 131.1 31.4 0.5 100 20 Positiva
Angelicina 187 131.1 32.74 0.5 100 20 Positiva
Naringenina 271 151 32.83 0.5 100 10 Negativa
Apigenina 271 153 34.1 0.5 100 30 Positiva
Kaempferol 287.1 153 34.79 0.5 100 30 Positiva
Hesperitina 303.1 177.1 34.8 0.5 100 20 Positiva
5,7-dimetoxi- 2H - 207.06 192.04 36.11 0.5 100 20 Positiva
crompn_-Z-ona
_ Acido 303 193.1 4236 0.5 100 10 Positiva
nordihidroguareético
Crisina 255.1 153 43.13 0.5 100 40 Positiva
Kaempferide 301 258.2 43.5 0.5 100 20 Positiva
Emodina 269 225 44.2 0.5 150 20 Negativa
Crisofanol 255.1 153 45.3 0.5 100 40 Positiva

Anexo 4. Parametros matematicos utilizados para la normalizacién de los datos
metabolomicos de UPL-MS-QToF con la herramienta MetaboAnalyst.

Conjunto de Tipo de Normalizaciéon | Transformacion .
Lo L . Escalamiento
muestras ionizacion simple de datos
PB-GI’)BP!?;_H' y Positiva Ninguna Logaritmica Tipo Pareto
PB_GP’,BPE-H’ y Negativa Por suma Logaritmica Tipo Pareto
PB-Hy PB-I Positiva Por suma De raiz cibica Centrado medio
PB-Hy PB-G Positiva Por suma De raiz cuibica Centrado medio
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Anexo 5. Estructuras de compuestos fendlicos identificados en el EC-PB y fracciones de

Peperomia blanda.

Compuesto fendlico

Estructura

Vainillina (1) | l
»_T;.;-,- g CHs
OH
O[OH
Acido galico (2) )
HO™ ™Y TOH
OH
Q*a ~H
Acido 3,4-dihidroxibenzoico (3) (’“‘j
HTt: E\C'H
JH
COOH
Acido-4-hidroxibenzoico (4) @
OH
o OH
Acido gentisico (5) __on
|
Ho™
, OH
Acido-4-hidroxifenilacético (6) /©/\’T
Q
HO
0s,_-OH
Acido vainillinico (7) fl"'“
~F ocH
HO
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Acido salicilico (8)
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Acido anisico (9)
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e o
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Intensidad (%)

Anexo 6. Perfilamiento quimico por UPLC-MS-QToF.
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Figura 26. Cromatograma de la fraccion PB-H.
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Figura 27. Region del cromatograma de la fraccion PB-H (9.0-15 min). A los 9.68 min
se observa la sefial correspondiente a la niloticina.
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Figura 28. Espectro de masas de la fraccion PB-H obtenido por ESI *. Se aprecia la
niloticina con un [M+H]" de 457.3672 y los fragmentos 421.3470 y 439.3539.
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