UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EVALUACION in vitro DE LA ACTIVIDAD DE AZUCARES, ACIDOS GRASOS
Y ESTEROLES CONTRA EL FITONEMATODO Nacobbus aberrans.

TESIS PROFESIONAL

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
B I O L O G O
PRESENTA:

RAMIREZ FLORES NIMCI ABIGAIL

DIRECTORA:
DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO

CO-DIRECTORA:

M. EN MRN. SUSAN YARACET PAEZ LEON

CUERNAVACA, MORELOS ENERO 2024




DEDICATORIA

A ti mi Dios, por darme la dicha de llegar a este momento tan importante de mi vida, por
permitirme crecer como persona, gracias por nunca dejarme sola, por siempre ser mi

ayudador y consolador.

A mis padres quienes han estado conmigo en cada una de las etapas de mi vida,
apoyandome y motivAndome a ir cada vez por mas, me han visto evolucionar como persona
y profesionalmente, hoy dedico este trabajo hecho con mucho esfuerzo que tomé meses
en realizarse. Este gran logro no solamente es mio, sino también de ustedes papitos, los

amo mucho. Con amor su pequefia Abi.

A mis hermanitas Merita y Betsa, gracias por estar siempre conmigo animandome en mis

buenos y malos momentos, por el apoyo y las risas, las amo con todo mi corazon.

A mi amigo y hno Panchito Reyes, por siempre brindarme sus consejos para crecer como

persona, por su amistad y carifio de afios.

A mi apreciable y querida amiga de la carrera Amy Selic, gracias por tu valiosa amistad, por

tu y carifo.

A mis amigos que en su determinado momento me brindaron su apoyo y me animaron a no

rendirme sino a seguir, los quiero.

A mi misma, por no darme por vencida a pesar de las circunstancias y demostrarme que si

podia a hacer de este suefio una realidad.




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Alejandro Garcia Flores por ser mi tutor durante toda la carrera.

A la Dra. Liliana Aguilar Marcelino, por aceptarme en el INIFAP y brindarme la experiencia
de ser parte de este equipo de trabajo.

A mi co-directora, la maestra Susan por su ayuda en el laboratorio y también por los
momentos divertidos que pasamos juntas trabajando.

Al Dr. Julio Cruz Arévalo, por su incondicional ayuda en la elaboracién de este trabajo,
gracias por los consejos dados.

A los doctores que integraron mi comité: Dr, Victor Manuel Hernandez Veldzquez, Dra.
Adriana Valladares Méndez y a la Mtra. Ana Luisa Ortiz Villasefior.

A los demas integrantes del Inifap, doctores, maestros y alumnos que en su momento me
ofrecieron su ayuda en mis experimentos.

Al proyecto financiado que corresponde al proyecto aprobado “Estudio metabolémico del
hongo comestible Pleurotus djamor” con el numero 139335341 Proyectos Fiscales del

INIFAP.




RESUMEN

Los nematodos parasitos de plantas son de gran interés, sobre todo en cultivos agricolas,
debido a que limitan la produccién. En el caso particular de Nacobbus aberrans (falso
nematodo agallador), se encuentra dentro de los diez fitonematodos mas importantes a
nivel mundial, y en México, afecta cultivos significativos como chile, jitomate, frijol, papa,
entre otros, cultivos de gran importancia por su aporte al PIB. Diferentes estrategias de
control se han propuesto, siendo el control quimico el mas significativo, pero también es el
método mas agresivo por sus efectos secundarios en el medio ambiente. Debido a ello, se
han sugerido alternativas de control contra estos fitonematodos, dentro de los productos
naturales reportados, se ha encontrado que los hongos comestibles poseen metabolitos
efectivos contra nematodos parasitos de animales y de plantas. En el presente estudio se
evaluaron in vitro acidos grasos, azlcares y esteroles contra huevos y juveniles de N.
aberrans. Estos compuestos ya han sido notificados por su efecto contra nematodos
gastrointestinales, por lo tanto, se plated la hipétesis de que “al menos uno de los
compuestos puros a evaluar tendra un efecto de inhibicion de la eclosion de huevos y en la
mortalidad de juveniles del falso nematodo agallador N. aberrans”. De acuerdo con los
resultados obtenidos, ninguno de los grupos de los compuestos fue efectivos contra
juveniles. Por otro lado, dentro de los acidos grasos, el acido linoleico si tuvo efectividad en
la inhibicion de la eclosién de huevos con un porcentaje de efectividad de 56.1+11.9% a
una concentracion maxima de 2 mg/mL. Estos resultados nos permiten sugerir que el acido
linoleico podria ser un candidato para estudios posteriores en pruebas in situ. Dentro de las
perspectivas, se plantea averiguar el mecanismo de accién, evaluar su efectividad contra

otros fitonematodos de importancia agricola, como Globodera spp y Heterodera spp.
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INTRODUCCION

La produccion agricola es una de las actividades mas importantes para la oferta y demanda
de alimentos, proporciona una fuente de materias primas y genera oportunidades
comerciales para otras industrias en todo el mundo (Flores-Francisco, 2021). En México, el
cultivo del jitomate es una de las actividades agricolas mas importantes debido a que es
una de las fuentes de empleo e ingreso econdmico importantes en nuestro pais

posicionandolo como uno de los principales exportadores de jitomate (SAGARPA, 2017).

A nivel mundial las hortalizas tienen un valor socioeconémico muy elevado y son expuestas
a patégenos que las atacan, como los denominados nematodos fitoparasitos que son
organismos altamente patdgenos que muchas veces pueden causar una amplia infestacion

de cultivos agricolas y forestales (Williamson y Gleason, 2003; Perry y Moens, 2006).

Los nematodos fitoparasitos son organismos que habitan en el suelo desde donde acceden
a sus hospederos para completar su ciclo bioldgico, son considerados importantes
antagonistas para el desarrollo de los cultivos, ya que deterioran el sistema radicular de las

plantas (Meza-Duran 2019).

Segun Agrios (2005) el dafio mecanico directo causado por los nematodos mientras se
alimenta es leve. La mayoria de los dafios parecen ser causados por la secrecién de saliva
introducida en los tejidos de las plantas durante el proceso de alimentacion. Ellos perforan
la pared celular, introduciendo saliva dentro del citoplasma, extrayendo parte del contenido
celular y asi se movilizan en pocos segundos. Esto causa una reaccion en las células de
las plantas afectadas, resultando en la muerte o el debilitamiento de los extremos de las
raices, formando lesiones y rompiendo tejidos, abultamientos y agallas, arrugamiento y

deformaciones en tallos y hojas.

Los fitoparasitos causan importantes pérdidas econdémicas a nivel mundial, segun la
Sociedad Estadounidense de Fitopatologia (APS) se estima que las pérdidas econdmicas
en el sector agricola debido a los nematodos representan el 14% de las pérdidas de
rendimiento de los cultivos a nivel mundial, lo que equivale a casi 125 mil millones de

ddlares anuales (Mesa-Valle et al., 2020).

Cuando los patdgenos que afectan los cultivos se encuentran en la parte aérea de las
plantas es posible realizar evaluaciones visuales para cuantificar alguna enfermedad, sin

embargo, cuando se presentan en el sistema radicular, como es el caso de los fitoparasitos




estos pasan desapercibidos y generalmente son confundidos con problemas de nutricién,
subestimacion de afeccién y, por ende, se realiza un incorrecto manejo de la situaciéon

fitosanitaria (Tamayo, 2001).

Debido a la problematica que ha generado el uso excesivo de compuestos quimicos se han
buscado opciones de control mas amigables que sean capaces de reducir las poblaciones
de fitoparasitos. Los hongos comestibles han sido objeto de estudio, debido a que se ha
demostrado que sus compuestos presentan actividad nematicida contra diversos
nematodos, por lo que poseen un uso potencial como herramientas para el control de

nematodos parasitos que afectan la agricultura.

Dentro de las formas en la que actian los hongos comestibles se encuentra la produccion
de metabolitos secundarios que son utilizados como mecanismos de defensa del nematodo
(Zhan y Hyde, 2014). Por tal motivo el objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro
compuestos comerciales previamente identificados en diferentes extractos de hongos

comestibles contra nematodos de importancia agricola.




ANTECEDENTES

Generalidades de los fitoparasitos
Los fitonematodos son organismos invisibles a simple vista cuando estan en el suelo, a

menudo se caracterizan por tener forma vermiforme, tienen simetria bilateral, no son
segmentados, son pseudocelomados y cuentan con todos los aparatos y sistemas a
excepcién del respiratorio y el circulatorio. Generalmente se reproducen de manera sexual
y las hembras habitualmente son mas aptas para el parasitismo que los machos (Anaya y
Romero, 1999).

Enfermedades de las plantas causadas por fitoparasitos
Estos fitoparasitos pueden causar dafos significativos a las plantas que van desde lesiones

insignificantes hasta la destruccion total del material vegetal. Aunque algunas especies de
nematodos se alimentan de partes aéreas de la planta, como las hojas, tallos, flores y
semillas, la mayoria de estos parasitos se alimentan de partes subterraneas de las plantas,
incluyendo raices, bulbos y tubérculos. Debido a esta actividad de alimentacién “oculta”
debajo del suelo, el dafio que el nematodo ocasiona a las plantas no siempre se puede

diagnosticar (Ravichandra, 2014).

Los efectos de los fitonematodos sobre los cultivos a veces se suelen confundir con
desordenes nutricionales, estrés hidrico, problemas de fertilidad del suelo. El dafio causado

se manifiesta de la siguiente forma (Gonzalez-Rodriguez, 2007):

Limitan el desarrollo radical
Produccién de lesiones y necrosis en raices
Formacién de nddulos, deformaciones y abultamientos en raices

Proliferacion de raices secundarias

o > 0 N PRE

En ocasiones la corteza exterior de la raiz se presenta con lesiones, pudricién y

oscurecimiento

Todas las partes de las plantas estan expuestas a ser afectadas por los fitoparasitos, sin
embargo, el tipo de dafo variara de acuerdo con las especies de nematodos y a las plantas
hospederas y se clasifican en tres categorias (Guzman-Piedrahita et al., 2012):

1) Semi-endoparasitos: penetran parcialmente al interior del tejido vegetal
2) Endoparasitos: penetran a las raices totalmente, se desarrollan y se multiplican en

su interior, existen dos tipos de endoparasitos: 1) migratorios: se movilizan de un

——
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punto a otro al interior de la planta y 2) sedentarios: penetran a la planta y se fijan
en un solo lugar formando nédulos.
3) Ectoparasitos: se alimentan de las partes externas del sistema radical de las plantas

sin penetrar en forma directa dafiando las células superficiales en grandes areas.

N. aberrans
N. aberrans es un nematodo perteneciente a una de las principales especies mas

perjudiciales de nematodos fitoparasitos en el mundo debido a las pérdidas econdmicas
gue ocasiona, afectando cultivos de frijol, chile, tomate, remolacha, trigo, papa entre otros.
Comprende una de las especies de endoparasitos sedentarios que inducen a la formacion
de agallas en las raices hospederas, de ahi también conocido como "nematodo falso

agallador".

Figura 1. Presencia de agallas en las raices producidas por N. aberrans (Manzanilla-L6pez et al.,
2002)

Esta especie es nativa del continente americano de importancia cuarentenaria (Manzanilla
Lopéz, 2010), y se encuentra distribuida en Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador, México,

Estados Unidos y Peru.




Taxonomia de N. aberrans
En el Cuadro 1. se presenta la Taxonomia del nematodo falso agallador N. aberrans

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica del nematodo N. aberrans

Reino Animalia

Filo Nematoda
Clase Secernentea
Orden Tylenchida
Familia Pratylenchidae
Subfamilia Nacobbinae
Género Nacobbus
Especie Aberrans

Morfologia de N. aberrans
El nematodo N. aberrans presenta de 15 a 24 anulaciones entre la vulva y el ano, la hembra

madura tiene forma de huso y retiene los huevos en la region posterior del cuerpo
Unicamente (Manzanilla-Lopez et al., 2005).

Presenta también un marcado dimorfismo sexual (Manzanilla-Lépez, 2010), y su periodo
de vida varia segun las condiciones de temperatura y la disponibilidad de alimento,
oscilando entre 25-59 dias a 22-24°C (Costilla, 1985) desarrolldndose una parte en el suelo

y la otra en el interior de los tejidos del hospedador.

Figura 2. Juvenil de N. aberrans (observado a 10x en el microscopio) (Ripodas, 2017).




Ciclo biolégico

El ciclo de vida (Figura 3) comprende un estadio de huevo, cuatro estados juveniles y un
estado adulto, tras producirse cuatro mudas, la primera de ellas en el huevo. Primer estadio
(J1): El primer estadio larval (J1) y la primera muda ocurren dentro del huevo, donde los
huevos son depositados fuera del cuerpo de la hembra en una masa gelatinosa (matriz)
expuesta fuera de los tejidos del nudo, quedando en contacto con el suelo. Una semana
después de la primera division celular durante el proceso de embriogénesis, se forma el
primer estadio juvenil (J1), que desarrolla rapidamente y se enrosca tres 0 cuatro veces

dentro de la cubierta del huevo.

Segundo estadio (J2): La primera muda ocurre dentro del huevo y se completa de tres a
cuatro dias. La larva que emerge del huevo es el segundo estadio (J2) e infecta la raiz
penetrando por la zona de elongacion. La eclosién del huevo libera al segundo estadio
juvenil en el suelo. Es pequefio de aproximadamente 0.34mm de largo. Posee gran
movilidad por lo que constituye el estado més infectivo (PROINPA, 2005). Cuando entra en
contacto con las raices de las plantas, a menudo penetra inmediatamente, aunque los
juveniles ingresan a la raiz por detras de la capsula, la penetracién puede ocurrir por otros
lugares: por puntos donde las raices laterales emergen o por tejidos agallados rodeando
hembras adultas (Ortufio et al., 2005). Dentro de las raices, los juveniles se mueven
intracelularmente hasta encontrar una localizacién favorable para alimentarse. Una vez que
la alimentacién comienza, las células en el lugar de alimentacion (tejido vascular)

incrementan su tamafio seguido por la necrosis de las células corticales.

Tercer estadio (Js): En la raiz ocurre una segunda muda que origina el tercer estadio larval
(J3) que se distingue por adoptar forma de “C” abierta o en espiral. Provienen de la segunda
muda que ocurre en laraiz o en el suelo. Su longitud se aproxima a los 0.55 mm, su intestino
es mas oscuro por el alto numero de granulos de grasa. Son menos activos que el J2; sin
embargo, aun pueden dejar la raiz y reingresar, aunque mayormente tienden a permanecer
en estado de quiescencia en forma de “C”. El sexo puede ser determinado al fin de este

estado, por el desarrollo de las gbnadas, su tamafio relativo y su disposicion.

Cuarto estadio (Js): En el cuarto estadio (J4) experimenta la cuarta muda, se desarrollan las
gbnadas y abandona la raiz en estado pre-adulto, copulan e invaden nuevamente las raices
donde se establecen e inducen la formacion de las agallas o nudos. Su longitud aproximada
es de 0,65mm y tienen también el intestino oscuro. Se mantienen encorvados en un estado

de quiescencia dentro de la corteza. Se caracteriza por su inmovilidad, dando la impresién




de estar muerto. Las génadas del macho crecen rapidamente hacia el ano. El J4 puede

resistir mas las condiciones adversas (Ortufio et al., 2005).

Figura 3. Ciclo biologico de N. aberrans: A) el huevo es depositado en una matriz gelatinosa en el
suelo; B) la 1er muda ocurre dentro del huevo después de la embriogénesis; C) la larva que emerge
del huevo es (J2); D) el 3er estadio (J3) adopta una forma de "C”; E) macho del 3er estadio ; F)
hembra inmadura; G) en el 4to estadio (J4) es una hembra madura e invade las raices donde se
forman las agallas (Paez-Ledn, 2018).




Método de control convencional para fitonematodos
El principal método para controlar las poblaciones de fitonematodos es el control quimico,

gue consiste en la aplicacion de nematicidas quimicos en los cultivos afectados (Giesbrecht
Harder y Aquino Jara, 2009). En la agricultura convencional ha sido el procedimiento mas

utilizado por su rapido efecto (Djian-Caporalino et al., 2007; Pérez-Rodriguez et al.,2011).

Estos productos quimicos utilizados como nematicidas se incluyen en dos grupos: 1) Los
fumigantes son productos quimicos volatiles entre los que se incluyen el D-Dy 1-3-D y los
plaguicidas de uso general tales como bromuro de metilo, cloropicrina y metil-isocianato
gue son en realidad biocidas de amplio espectro que controlan nematodos, hongos y malas
hierbas y 2) Los productos no fumigantes son compuestos no volatiles que incluyen
organofosforados como etoprofos y fenaminfos y los carbamatos como carbofuran y
oxamilo que son mas solubles en agua y estan disponibles en formulacién granulada
(Andres, 2002).

Estos productos quimicos se aplican para proteger a los cultivos sin tomar en cuenta su
toxicidad, la cual conlleva a la contaminacién por residuos quimicos afectando el suelo,
agua y aire, sin embrago, puede afectar también la salud de los pobladores de las

comunidades cercanas a los campos agricolas segun (Silveira-Gramont, et al., 2018).

El control de los nematodos con pesticidas en algunos paises es actualmente regulado
debido a los efectos negativos sobre la salud humana y el medio ambiente, aunque en la

actualidad se siguen usando este tipo de métodos de control (Edwards y Ploeg, 2014).

Métodos alternativos de control para fitonematodos
Debido a que es imposible la total erradicacion de los nematodos fit6fagos en el campo,

existen diferentes métodos para disminuir su densidad poblacional en el suelo (Balarezo,

2015). Entre ellos, se destacan:

Solarizacién: previo a la siembra, el suelo humedo se cubre con una lamina de polietileno
transparente durante los meses de mayor insolacién. De esta forma, la alta temperatura

mata los huevos y juveniles de los nematodos (Vicente, 2012).

Biofumigacién: el término “biofumigacion” fue acufiado por Kirkegaard et al., (1993) se
puede definir como la accién de las sustancias volatiles producidas en la biodegradacion

de la materia organica en el control de los patégenos de plantas (Bello et al., 2000).

——
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Control biolégico: se utilizan uno o0 mas organismos antagonicos del agente a combatir
(Abd-Elgawad, 2016). Esta estrategia permite reducir el uso de plaguicidas resultando
segura para el ambiente y la salud humana (Eke et al., 2016). Varios microorganismos han
sido identificados como enemigos naturales de nematodos fitdfagos, tales como: bacterias
promotoras de crecimiento (Mukhtar et al., 2013; Yu et al, 2015), nematodos
entomopatégenos (Caccia et al., 2013; Kepenekci et al., 2016), hongos parasitos (Huang et
al., 2016; Luambano et al., 2015) y hongos micorricicos arbusculares (HMA) (Robab et al.,
2012; Sharma y Sharma, 2016).

Un ejemplo es el uso de la bacteria Pasteuria spp., la cual ha demostrado ser un gran
agente de control bioldgico, ya que es capaz de combatir nematodos como Belonolaimus
longicaudatus, Heterodera spp., Meloidogyne spp., ¥ Xiphinema diversicaudatum. La
bacteria P. spp., es formadora de endosporas, su proceso de infeccidon ocurre cuando las
endosporas se adhieren a la cuticula del nematodo y el desarrollo de la bacteria sucede en
sincronia con el desarrollo de los nematodos, por ejemplo: P. penetrans parasita a M. spp.
y P. hartismeri parasita a M. ardenasis (Chen y Dickson 1998; Davies et al., 2001; Gomez
et al., 2010).

Plantas medicinales: se basa en la aplicacibn de extractos vegetales que poseen
metabolitos secundarios generados (terpenos, fenoles, etc) que tienen efectos nematicidas
(Shivraj et al., 2017).

Cuadro 2. Compuestos identificados en diferentes plantas con actividad nematicida.

Plantas nematicidas Compuesto nematicida Especies
Melia azedarach Acido acético, acido butirico, acido hexanoico,acido Meloidogyne
decanoico, furfural, 5- hidroximetilfurfural y furfurol incégnita
Crotalina Aficaloides 1,2 Dehidropirrolizidina M. incognita
Tagetes Poliacetilenos polietilénicos flavonoides Meloidogyne spp
T. patula a-Terthienil &cido, acido galico y acido linoleico Heterodera zea
Brassica juncea Glucosinolatos Pratylenchus
) penetrans
Lantana camara 11- Acido triterpénico M. incognita
Aster sedifolius Saponina M. incognita

——
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Hongos comestibles
Los hongos comestibles son muy apreciados en el mundo debido a que ofrecen una

importante cantidad y calidad de nutrientes para el consumo humano como proteinas,
minerales y vitaminas. Incluso producen metabolitos secundarios tales como compuestos
fendlicos, polipéptidos, terpenos y esteroles (Thatoi y Singdevsachan, 2014; Karthika y
Murugesan, 2015; Souza et al., 2016). asi como propiedades antimicrobianas y actividad
antioxidante (Jing et al., 2014; Dong et al., 2017). Los hongos pertenecen a un grupo de
hongos nematéfagos productores de toxinas, las cuales son toxinas especificas que son

capaces de paralizar y/o matar a los nematodos (Soares et al., 2018).

Se ha reportado la actividad de los hongos comestibles contra los fitonematodos, por
ejemplo, Luo et al., (2017) en donde el nematodo M. arenaria fue expuesto al micelio de
Coprinus comatus mostrando un resultado donde los nematodos fueron paralizados en un

95.8% con un periodo de confrontacion de 8h.

Compuestos con actividad nematicida
En un estudio realizado por Saba et al., (2022) se evalué la actividad nematicida in vitro del

hongo Ganoderma lucidum contra el fitonematodo M. incognita, se expusieron los juveniles
con las concentraciones de 100%, 50%, 10% y 1% en diferentes intervalos de tiempo
(12,24,48 y 72 h). Se prepararon las muestras de basidiocarpo, los resultados del
experimento revelaron que entre las tres edades del pileo y el estipite de dos semanas
mostraron gran potencia nematotéxica y causaron 83.8% y 73.8% de mortalidad de
juveniles a la concentracion de 100% después de 72 h y con respecto a la inhibicién de
eclosion de huevos mostraron un 89.2% y 81% en la concentracion del 100% después de
cinco dias. Algunos de los metabolitos que se caracterizaron del hongo G. lucidum mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) fueron algunos

azlcares, esteroides y acidos grasos como el acido linoleico.

Por otro lado, Tarraf et al., (2019) evaluaron la actividad in vitro del aceite de Citrullus
colocynthis contra juveniles y huevos de M. incognita en donde por medio de un analisis de
cromatografia de gases se observo la composicion del aceite donde se encontraron acidos
grasos entre los cuales estaban el acido estedarico en un 5.86%. en cuanto a los resultados
el aceite fue altamente téxico para los juveniles de M. incognita (> 73% de mortalidad)

después de una exposicién de 24 h a una solucién de 25 pug/mL. En cuanto a los resultados

——
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obtenidos con los huevos se obtuvo un 64% de mortalidad en un tiempo de 72 h en una
solucién de 250 pg/mL.

En otro estudio reportado por Sujogya et al., (2020) se investigaron los principios bioactivos
de la planta Holigarna caaustica la cual tiene actividad antihelmintica para lo cual se realizé
un fraccionamiento guiado por un bioensayo. Del extracto de etanol se fraccion6 en una
columna de gel de silice, guiado de HPLC, utilizando como modelo al nematodo
Caenorhabditis elegans. Se obtuvo el aislamiento de un compuesto como Unico
constituyente activo en la fraccion activa en donde el compuesto que se identifico fue el
acido linoleico.

Por otra parte, Cruz-Arévalo et al., (2020) evaluaron el efecto in vitro del hongo comestible
P. eryngii contra huevos y larvas del nematodo Haemonchus contortus, en donde también
se incluyd la evaluacién de dos extractos, uno aceténico y otro hidroalcohdlico de las cepas
ECS-1138, ECS-1156, ECS- 1255, ECS-1258, ECS-1261, ECS-1282 y ECS-1292. El
extracto hidroalcohdlico de la cepa ECS-1255 se sometié a una columna de cromatografia
de fase normal de donde se obtuvieron cinco fracciones, dentro de las cuales la fraccion 5
(F5) (100%MeOH) fue la que presentd mayor efecto contra los huevos obteniendo
unosporcentajes de inhibicion de la eclosién de huevos de 88.77 y 91.87% a una
concentracion de 20 mg/mL. Posterior a esto se realiz6 una cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para determinar el contenido de contenido
de los metabolitos secundarios donde se mostré que estaba compuestos por trealosa, acido

estearico y B-sitosterol.

En uno de los estudios de Pineda-Alegria et al., (2017) evaluaron in vitro la actividad de
extractos hidroalcohdélicos y fracciones del hongo P. djamor contra huevos y larvas de H.
contortus. Los extractos hidroalcoholicos se obtuvieron por maceracién mientras que las
fracciones se obtuvieron por cromatografia. En cuanto a la evaluaciéon contra los huevos el
extracto no presenté una actividad significativa. El analisis de cromatografia mostr6 23
fracciones las cuales se agruparon en (E=1, E=2 y E=3) y de ellas se obtuvieron los
siguientes porcentajes de inhibicion de eclosion de huevos E1=100, E2=38.7 y E3=5.5 a
10mg/mL a 72h post-exposicion. Para la identificacion de los metabolitos se realiz6 una
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y los compuestos
gue se identificaron fueron acidos grasos dentro de los cuales estaban el acido

pentadecanoico, palmitico, linoleico y el 4cido estearico y el B-sitosterol.

——
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De igual manera Pineda- Alegria et al., (2020) con base a los compuestos que identificaron
en el afio 2017, evaluaron la actividad antihelmintica de los compuestos puros: acido
pentadecanoico, &cido linoleico, acido palmitico, acido estearico y B-sitosterol y se realizé
una evaluacion in vitro para la inhibicion de la eclosion de huevos en donde se evaluaron
los compuestos individualmente y en una combinacion a una concentracion final de 20
mg/mL. Como resultados el acido estearico en combinacién con el &cido palmitico inhibi6é
en un 100% la eclosion de huevos de H. contortus. Los compuestos que mayormente se

reportan con actividad biologica son:
Acidos grasos

Tienen numerosas funciones importantes en el cuerpo, incluido el almacenamiento de
energia y se ha informado que algunos &cidos grasos y sus derivados tienen actividad

nematicida segun Tarjan y Cheo (1956).

Acido estearico: es un &cido graso saturado de 18 atomos de carbono presente en aceites
y grasas animales y vegetales. Su formula quimica es CigH3s02. Se obtiene tratando la
grasa animal con agua a una alta presion y temperatura, y mediante la hidrogenacion de
los aceites vegetales. Algunas de sus sales, principalmente de sodio y potasio, tienen

propiedades como tensoactivas (Hoyos, 2009).

(0]

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Figura 4. Estructura quimica del &cido estearico.

Acido linoleico: Es un acido graso poliinsaturado que contiene dos dobles enlaces “cis” y 18
atomos de carbonos. Es un acido graso esencial, el organismo no puede crearlo y tiene que

ser adquirido a través de la dieta. Se encuentra principalmente en aceites vegetales.

Tienen un efecto positivo en la salud, se ha comprobado que tiene grandes beneficios a
nivel de sistema nervioso como circular e incluso en efectos anticancerigenos (Rodriguez-
Cruz et al., 2005).




Figura 5. Estructura quimica del acido linoléico.

AzUcares

Adonitol: Es un polialcohol en forma de pentosa y su férmula molecular es CsH120s, esta
formado por la reduccién de la ribosa. Se puede encontrar de forma natural en algunas
plantas. Asi como en las paredes celulares de las bacterias Gram positivas

(especificamente como ribitol fosfato en los acidos teicbicos).

OH

HO™ ™ ™ “OH
OH OH

Figura 6. Estructura quimica del aztcar adonitol.

Trealosa: es un compuesto organico, un carbohidrato del grupo de los disacaridos. La
trealosa se extrajo por primera vez del cornezuelo; también se encuentra en algas,
levaduras, hongos superiores, liguenes, algunas plantas superiores y la hemolinfa de varios

gusanos e insectos.

Algunos organismos, sobre todo bacterias, levaduras, hongos, insectos e invertebrados, asi
como plantas inferiores y superiores, tienen enzimas que pueden producir trealosa. La
trealosa aporta a varios organismos la capacidad de recuperacién tras una desecacion

prolongada.
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Figura 7. Estructura quimica del azlcar trealosa.

Esteroles

Su estructura quimica deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno y se caracterizan por tener
como funcién organica oxigenada el alcohol. Estas sustancias se encuentran en
abundancia de los organismos vivos, sobre todo en animales y en algunas algas rojas. Los
hongos y levaduras contienen esteroles como el ergosterol que son precursores de la

vitamina D.

Ergosterol: es un componente de las membranas celulares de los hongos es capaz de
modificar la fluidez y permeabilidad de la membrana o actuando como modulador de
algunas proteinas celulares. Las investigaciones han demostrado que el ergosterol puede

tener propiedades antitumorales.

HO

Figura 8. Estructura quimica del esterol ergosterol.




B-sitosterol: es un compuesto quimico que pertenece al grupo de los fitoesteroles, que son
los esteroles que se encuentran de forma natural en las plantas. Cumplen la funcion de
mantener la estructura y el funcionamiento de las membranas celulares (Pineda-Rodriguez
et al., 2005).

Figura 9. Estructura quimica del esterol B -sitosterol

——
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JUSTIFICACION

Una de las problematicas de la agricultura son las enfermedades causadas por
fitopatdgenos generando costos econdmicos y ambientales, tradicionalmente los métodos
mas comunes para el control de los fitopatégenos que afectan a los cultivos es el uso de
pesticidas, sin embargo, los residuos quimicos de estos compuestos han generado
contaminacion del suelo y agua afectando a organismos benéficos. Debido a esto los
esfuerzos de investigacion estan enfocados en la busqueda de nuevos compuestos para el
control de estas plagas, dado que los hongos comestibles producen una amplia variedad
de compuestos con multiples actividades bioldgicas entre las que destacan la actividad
antiparasitaria han sido objeto de estudio, por tal motivo, es necesario evaluar los
compuestos puros obtenidos mediante procesos biotecnolégicos para demostrar su
efectividad contra fitonematodos como el falso nematodo agallador N. aberrans que ataca
los cultivos para de esta manera disminuir las poblaciones de este nematodo sin afectar a

los organismos benéficos con la finalidad de proponer un control alternativo mas seguro.




HIPOTESIS

Al menos uno de los compuestos puros a evaluar presentara un efecto de inhibicion de la

eclosién de huevos y un efecto de mortalidad contra juveniles (J2) del falso nematodo

agallador N. aberrans.




OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar in vitro acidos grasos, azlcares y esteroles contra huevos y juveniles (J2)

del falso nematodo agallador N. aberrans.

Objetivos especificos
1. Evaluar in vitro los acidos grasos linoléico y estearico contra huevos y juveniles(J)

de N. aberrans.

2. Evaluar in vitro los azlcares trealosa y adonitol contra huevos y juveniles (J2) de N.
aberrans

3. Evaluar in vitro los esteroles ergosterol y B-sitosterol contra huevos y juveniles (J2)
de N. aberrans.

4. Calcular la CLsp y CLgo de todos los compuestos que presenten un efecto dosis

dependiente.

]
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MATERIAL Y METODOS

La metodologia por utilizar se describe en el siguiente diagrama

1. Pruebas de
solubilidad

/~

5. Analisis estadistico

2. Obtencién de
huevos y juveniles
del fitonematodo N.

aberrans

4. Evaluacion in vitro 3. Evaluacion in vitro
de acidos grasos, de &cidos grasos,
azUcares y esteroles azucares y esteroles
contra juveniles (J,) contra huevos de N.

de N. aberrans aberrans
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Localizacion

El presente estudio se llevo a cabo en las instalaciones del CENID SALUD ANIMAL E
INOCUIDAD, INIFAP en Jiutepec, Morelos, México.

. AGRICULTURA

CENID SAI

CENTRO NACIOMNAL DE INVESTICACION DISCIPLINARLA
EN SALUD ANIMAL E INOCUIDAD

wwwt gobumaginifap F Bal4 Carreiera Foded ol Dusdnaydia

Figura 10. Instituto donde se llevé a cabo la presente investigacion.
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Adquisicion de los compuestos puros

Los compuestos acido estearico (CAS 57-11-4), acido linoleico (CAS 60-33-3), adonitol
(CAS 488-81-3), trealosa, (CAS 87-99-0), B-sitosterol (CAS 83-46-5) y ergosterol (CAS 57
87-4) fueron adquiridos en SIGMA-ALDRICH® (Toluca de Lerdo, Estado de México,
México).
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Figura 11. Compuestos puros que se utilizaron en la presente investigacion A) ergosterol, B) acido
estearico, C) acido linoléico, D) p-sitosterol, E) trealosa, F) adonitol




Obtencion de huevos y juveniles (J2) de N. aberrans
El inéculo de N. aberrans se obtuvo del tomate (Solanum Lycopersicum Mill.) con raices

agallas, en el Colegio de Postgraduados (COLPOS), Campus de Montecillo, Estado de
México. Se incremento la poblacién a partir de una sola masa de huevos, los huevos se
extrajeron usando el método descrito por (Vrain, 1977) bajo la direccion de la Dra. Olga

Gomez Rodriguez.

Evaluacion in vitro de acidos grasos, azucares y esteroles contra
huevos de N. aberrans
Se utilizaron microplacas de titulacién de 96 pozos y se realizaron disoluciones seriadas de

cada compuesto a diferentes concentraciones siendo 2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL. Por
cada pozo se colocaron 50 L de cada concentracion, 20 pL de una suspensién acuosa de
huevos de N. aberrans y 30 uL de cloranfenicol obteniendo asi un volumen final de 100
pL/pozo. Se incluyeron como controles negativos agua (azlcares) y DMSO 5% (&cidos
grasos y esteroles) y como control positivo Nematrol (6 mg/mL). Se realizaron por duplicado
con una n=4 para cada tratamiento, las placas se cubrieron con papel aluminio y fueron
incubadas a una temperatura de 27+1°C finalmente se realiz6 una lectura a los 16 dias post

confrontacion.

Evaluacion in vitro de acidos grasos, azucares y esteroles contra
juveniles (J2) de N. aberrans
Se utilizaron microplacas de titulacion de 96 pozos y se realizaron disoluciones seriadas de

cada compuesto a diferentes concentraciones siendo 2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL. Por
cada pozo se colocaron 50 pL de cada concentracion, 20 pL de una suspension acuosa de
juveniles (J2) de N. aberrans y 30 uL de cloranfenicol obteniendo asi un volumen final de
100 pL/pozo. Se incluyeron como controles negativos agua (azucares) y DMSO 5% (&cidos
grasos y esteroles) y como control positivo Nematrol (6 mg/mL). Se realizaron por duplicado
con una n=4 para cada tratamiento, las placas se cubrieron con papel aluminio y fueron
incubadas a una temperatura de 27+1°C, finalmente se realizo una lectura a las 72 h post

confrontacion.
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Analisis estadistico

El porcentaje de inhibicién de eclosidn de huevos (EHI) se calcul6 mediante la férmula
(Paez-Leon et al., 2022).

ey numero total de huevos (morulados y larvados) 100
(%) = numero total de huevos (morulados y larvados) + nimero de larvas

El porcentaje de mortalidad se calculé mediante la siguiente férmula (Vargas-Magafia et al.,
2014).

numero de larvas muertas

% Mortalidad = - , - x 100
numero de larvas vivas + namero de larvas muertas

Los datos de mortalidad fueron transformados mediante la funcién (sin-1 (¥(y/100))).
Posteriormente, se realizaron las pruebas de normalidad (test de Shapiro-Wilk) y la prueba
ANOVA unidireccional por rangos de Kruskal-Wallis para los azUcares y acidos grasos en
juveniles. Para el caso de las pruebas in vitro con huevos, se realiz6 un ANOVA de una via

y la comparacién de medias segun el valor de p.

——
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RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de las evaluaciones in vitro contra

huevos de N. aberrans.

Cuadro 3. Porcentajes de la evaluacion in vitro de inhibicion de eclosién de huevos de N. aberrans
expuestas contra azucares.

Concentracion TRE ns ADO ns DMSO NEM
mg/mL
2 34.43+17.62 36+10.63
1 35.71+18.85 35.714+24.97
0.5 35.73+17.22 28.81+22.97 29.71+12.13 92.77+9.42
0.25 36.8549.84 29.34415.49
0.125 31.61+25.29 29.30+26.80

ns: no significativo

TRE: trealosa, ADO: adonitol

DMSO: control negativo 5%, NEM: nematrol, control positivo 6 mg/mL

De la evaluacion in vitro realizada se puede observar que ninguno de los compuestos tuvo

un efecto de inhibicion de eclosion de huevos de N. aberrans mayor al 40%.

31
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Cuadro 4. Porcentajes de la evaluacion in vitro de inhibicion de eclosién de huevos de N. aberrans
con esteroles y acidos grasos.

Concentracion B-ST ns ERG ns EAns AL DMSO NEM
mg/mL
2 16.40+8.08 20.4316.82 19.65+3.72 56.10+11.932
1 25.59+11.68 20.3416.48 23.55+15.11 34.51+11.23°
0.5 1746.30 20.1445.90 22.48+5.23 18.66+5.07™ 17.85+8.61 92.90+7.24
0.25 22.25+8.68 23.7845.76  16.48+9.59 23.2518.01°¢
0.125 17.4046.30 20.52+7.11 19.66+7.58 17.8245.88°

ns: no significativo

B-ST: B -sitosterol, ERG: ergosterol,AE: acido esteérico,AL: acido linoléico

DMSO: control negativo 5%, NEM: nematrol, control positivo 6 mg/mL

AL: promedios con letras diferentes indican que difieren significativamente (test Tukey 0=0.05; F=26.03,

df=4.35, p= <0.001)

De la evaluacion in vitro realizada se puede mostrar que el compuesto que presentd mayor

actividad de inhibicién de la eclosion de huevos de N. aberrans fue el acido graso linoleico,

en donde la concentracibn méas alta 2 mg/mL presenté un porcentaje de méas de 50%.

Mientras que la concentracién 1 mg/mL su porcentaje fue mayor al 30%.

——
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A continuacion, imagenes obtenidas de huevos de N. aberrans de la evaluacion in vitro

contra el &cido linoleico que fue el compuesto que mayor efecto de inhibicion presento.

Figura 12. Huevos y juveniles (J2) de N. aberrans encontrados en la evaluacion in vitro contra el &cido
linoléico en las concentraciones 2-1 mg/mL (fotografias tomadas por la autora de este trabajo,
observacion a 10x en el microscopio 6ptico).

Debido a que el acido linoleico fue compuesto mas efectivo en la prueba in vitro de inhibicion
de eclosion de huevos se obtuvo la CLso y CLg. La CLso fue de 1.94 mg/mL mientras que
la CLgo de 28.34mg/mL.

Para los deméas compuestos no fue posible obtener dichos datos, ya que no se obtuvieron

resultados favorables.
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Cuadro 5. Resultados de andlisis de PROBIT de acido linoléico 2-0.125 mg/mL

Compuesio Clso (LIFLS) Clgo (LI-LS)

Acido Tinoleico 1.94(1.49-2.40) 28.34(10.31-46.37)

CLso: Concentracion letal media (mg/mL); LI: Limite inferior, LS:Limite superior.

Se us6 paqueteria drc del entorno R.

En cuanto a los resultados obtenidos de la prueba in vitro de mortalidad contra juveniles
(J2) de N. aberrans ninguno de los compuestos de los tres grupos evaluados presentd una

actividad de mortalidad mayor al 15%.

Cuadro 6. Porcentajes de la evaluacion in vitro de mortalidad de juveniles (J2) de N. aberrans contra
azlcares.

0.34+0.98 0.32+0.60

Concentracion TRE ns ADO ns DMSO NEM
mg/mL
2 | 0.82+1.22 0+0
1 | 2404231 1.10+1.56
0.5 - 1.32+1.56 1.7443.26 0+0 100+0
0.25 . 0.44£126  0.44+0.82
|

ns: no significativo
TRE: trealosa, ADO: adonitol

DMSO: control negativo 5%, NEM: nematrol, control positivo 6 mg/mL

De la evaluacién in vitro realizada se puede observar que los compuestos pertenecientes
al grupo de los azucares no presentaron un efecto de inhibicién favorable, ya que ninguno

de ellos mostr6 el 5% de efectividad.

——

]
34 |



Cuadro 7. Porcentajes de la evaluacion in vitro de mortalidad de juveniles (J2) de N. aberrans contra

acidos grasos y esteroles.

Concentracibn  B-ST ns ERG ns EA* AL ns DMSO NEM
mg/mL
2 ‘ 2.09+2.48 1.22+1.63 0+0°P 3.21+4.94
1 4.70+8.47 4.47+6.53 3.63+2.79"° 5.78+6.63
0.5 2.8845.42 1.88+2.71 8.61+7.30% 3.68+4.93 1.56+1.70 100+0
0.25 1.95+3.55 1.51+3.07 5.10+5.83" 8.12+13.27
0.125 3.0245.60 4.2445.56 6.30+5.33" 2.27+2.98

ns: no significativo

B-ST: B -sitosterol, ERG: ergosterol,AE: acido estearico,AL: acido linoléico

DMSO: control negativo 5%, NEM: nematrol, control positivo 6 mg/mL

*Comparaciones multiples test de Kruskal-Wallis (promedios con letras diferentes indican que difieren
significativamente, Kruskal wallis chi2= 12.576,df=4, p=0.014).

De la evaluacion in vitro realizada se observa que tanto los compuestos del grupo de acidos

grasos y los compuestos del grupo de los azlcares no mostraron un efecto de mortalidad

mayor al 10%.
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A continuacion, se presentan algunas imagenes de la evaluacién in vitro de mortalidad
contra juveniles (J2) de N. aberrans donde la mayoria de los juveniles no present6 dicho

efecto.

Figura 13. Juveniles (Jz2) y huevos de N. aberrans en la evaluacion in vitro de mortalidad A) juveniles
(J2) en muestra del azdcar adonitol en la concentracion 0.5 mg/mL, B) juveniles (J2) en muestra del
azucar trealosaen la concentracién de 0.5mg/mL, en esa misma muestra de lado derecho se puede
observar un juvenil en estado de mortalidad, presenta forma “(“, C) juveniles (J2) en muestra de
esterol B-sitosterol en la concentracion 0.25 mg/mL, D) juvenil (J2) en muestra del acido linoléico en
la concentracién 1 mg/mL E) juveniles (J2) en muestra del esterol ergosterol en la concentracion 2
mg/mL (fotografias tomadas por la autora de este trabajo, observacién a 10x)

——
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DISCUSION

En el presente estudio se realizd6 la evaluacion in vitro de diferentes compuestos
pertenecientes a 4cidos grasos, azlcares y esteroles contra huevos y juveniles (J2) del falso
nematodo agallador N. aberrans. Dentro del grupo de los &cidos grasos se evaluaron dos
acidos grasos, el &cido estearico y el &cido linoleico, por su parte en el grupo de los
azucares se evaluaron la trealosa y el adonitol y finalmente en el grupo de los azlcares se
evaluaron el (3-sitosterol y ergosterol, de los cuales se esper6é que tuvieran efecto en la

inhibicién de eclosién de huevos y en mortalidad de Ja.

Para este trabajo fueron propuestos compuestos comerciales los cuales fueron
considerados como un método de control alternativo contra N. aberrans ya que actualmente
el control que se utiliza para estos fitonematodos es el control quimico, el cual es la
aplicacion de nematicidas quimicos en los cultivos afectados. Sin embargo, estos generan

problemas en el medio ambiente y en otros organismos que son benéficos.

Se sabe que los hongos comestibles poseen metabolitos con propiedades nematicidas y
en algunos estudios se han identificado acidos grasos, esteroles entre otros. Tal es el caso
de Pineda-Alegria et al., (2017) que identificaron compuestos como acidos grasos dentro
de los cuales estaban el 4cido pentadecanoico, palmitico, linoleico y el &cido estearico y el

B sitosterol y estos tuvieron efecto sobre nematodos gastrointestinales como H.contortus.

No obstante, también hay articulos que muestran que tales compuestos presentan actividad
sobre fitonematodos tal es el caso de Saba et al., (2022) en donde mediante Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas caracterizaron los metabolitos que se
podrian usar como agentes contra nematodos agalladores dentro de los cuales estaban
azucares, acidos grasos entre otros provenientes de G. lucidum. De igual manera
determinaron la actividad nematicida contra juveniles de M. incognita en donde se obtuvo
un 83.8 y 73.8% de mortalidad a una concentracion del 100% después de 72h de
exposicion. No obstante, también se realiz6 una prueba de inhibicién de la eclosion de

huevos en donde se obtuvo un porcentaje del 89.2 y 81% en la concentracion del 100%.

Se ha reportado en diversos articulos que los acidos grasos presentan actividad nematicida,
sin embargo, también presentan actividad insecticida, tal es el caso de Cruz-Estrada et al.,
(2019) donde se evalud extractos de la planta Eugenia winzerlingii contra dos insectos
Bemisia tabaci y Myzus persicae al igual que contra dos nematodos fitoparasitos, M.

incognita y M. javanica.




En dicha evaluacién y mediante andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de
masas, se reveld que las fracciones tenian propiedades nematicidas en donde se encontrd
la presencia de una mezcla de acidos grasos (decanoico, undecanoico, dodecanoico,

tridecanoico, y acidos tetradecanoicos).

En cuanto a la prueba de mortalidad en nematodos fitoparasitos en el estadio de J.; se
present6 un efecto de 94.4-100% de mortalidad para ambas especies, por su parte dicha
mezcla de acidos grasos también presentd efecto de inhibicién de oviposicion en B. tabaci
con un porcentaje de 94.3-98.2% y en el caso de M. persicae los valores de inhibicién de

sedimentaciéon fueron de 83.3-97.6%.

Aunque los &cidos grasos han demostrado potencial para controlar insectos y nematodos
en la agricultura, Es importante determinar si el uso de estos compuestos es seguro para
realizar pruebas in vivo y, por tanto, viables para su uso como agentes fitosanitarios.

Por otra parte, Tarraf et al.. (2019) evaluaron la actividad in vitro del aceite de C. colocynthis
contra juveniles y huevos de M. incognita en donde por medio de un analisis de
cromatografia de gases se observo la composicion del aceite donde se encontraron acidos
grasos entre los cuales estaban el &cido estearico en un 5.86%. en cuanto a los resultados
el aceite fue altamente toxico para los juveniles de M. incognita (> 73% de mortalidad)
después de una exposicion de 24 h a una solucién de 25 pg/mL. En cuanto a los resultados
obtenidos con los huevos se obtuvo un 64% de mortalidad en un tiempo de 72h en una

solucién de 250 pg/mL.

En comparacién con los resultados obtenidos en este estudio en la mortalidad de juveniles
con el acido estearico se reportd un 8.61% de mortalidad a una concentracion de 0.5 mg/mL
después de 72 h de exposicion. Y en la inhibicion de eclosion el porcentaje fue de 23.55%

a la concentracion de 1 mg/mL en un tiempo de 16 dias.

En cambio, en los resultados obtenidos del &cido linoleico el porcentaje de mortalidad tuvo
una efectividad de 8.12% a una concentracion de 0.25 mg/mL. Por otro lado, en la inhibicion
de eclosion el porcentaje obtenido fue de 56.10% en la concentracién mas alta 2 mg/mL. A
comparacion con los deméas compuestos evaluados tanto del grupo de azlcares como

esteroles que no presentaron mucha efectividad.

En otro estudio realizado por Zhang et al., (2012) evaluaron los posibles efectos de nueve
acidos grasos comerciales (butirico,caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico,

oleico y linoleico) contra M. incognita, donde en dicha evaluacion se realizo la prueba de

——
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inhibicion de eclosién de huevos y la prueba de mortalidad de J.. En cuanto a los datos
obtenidos de inhibicion de eclosién de huevos estos se observaron a los 21 dias en donde
especialmente el acido caprico redujo la tasa de eclosién en un 15.8%, en cuanto a los
resultados obtenidos en la prueba de mortalidad el acido caprilico y c4prico mostraron un

50% de mortalidad después de 24 h de exposicion.

Los &cidos grasos en los nematodos se han asociado con la alteracion de las membranas
celulares, lo que conduce alteraciones en la permeabilidad de la membrana y el transporte
de iones, lo que a su vez compromete la capacidad interna de iones y homeostasis del agua
(Davis 1997). A demas, los acidos grasos también pueden alterar el comportamiento
guimiotactico en nematodos, lo que resulta en una disminucién sustancial de la infecciéon

por nematodos (Dong 2014).

Velazco-Azorsa et al., (2021) realizaron una evaluacion in vitro de extractos de plantas
donde se identificaron algunos esteroles en la planta Adenophyllum aurantium como el 8
sitoserol y otros metabolitos con actividad nematicida, asimismo se realizaron evaluaciones
con compuestos comerciales dentro de los cuales se encontraba el mismo esterol
identificado anteriormente. En cuanto a los resultados obtenidos de la evaluacion de la

mortalidad con el B--sitosterol comercial este presenté un 60% en M. incognita.

En comparacion a los resultados obtenidos de este trabajo en la prueba de mortalidad con
el compuesto B-sitosterol se obtuvo un 4.70%. Un porcentaje mucho menor al del estudio
anterior. En cuanto a los resultados obtenidos de la prueba de inhibicién de eclosién de

huevos se obtuvo un 25.59 mg/mL .

Segun Behm (1997) en cuanto a los azucares la trealosa es un protector de estrés en los
sistemas bioldgicos, ya que interactla y protege directamente las membranas lipidicas y
las proteinas del dafio, que son causadas por el estrés ambiental. También la trealosa actia
como reserva de energia en algunos nematodos y huevos y puede ser importante en la

absorcion de glucosa que parece funcionar como el principal azlcar en la sangre circulante.




CONCLUSION

Los compuestos del grupo de azlcares, 4cidos grasos y esteroles evaluados en esta
investigacion no presentaron un efecto significativo para evaluar inhibicién de eclosion de

huevos y mortalidad en J, de N. aberrans mayor al 60%.
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