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RESUMEN

En México la agricultura se basa en el manejo convencional de cultivos, lo que se traduce en
sintesis y aplicacion de agroquimicos que originan problemas de resistencia de plagas,
contaminacion ambiental y salud publica. Por ello ha aumentado la tasa de adopcion de
bioplaguicidas, dando como resultado una creciente investigacion y formulacion de este tipo de
agroinsumos. El género Acmella abarca plantas arvenses, algunas de ellas son nativas de
México. En estudios realizados con Acmella radicans se demostrd que sus alcamidas tienen
bioactividad sobre plagas de plantas de interés alimenticio, como el acaro rojo de las palmas
(Raoiella indica), plaga que causa dafios econdmicos hasta de un 87 % debido a que se alimenta
de las hojas de las palmas y vastago de platanos, tornandolas cloréticas y necroticas. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto letal de la fraccion acuosa del extracto de A. radicans sobre
R. indica. Para la extraccion de los compuestos activos, las plantas cultivadas de A. radicans se
Ilevaron a sequedad y las hojas fueron separadas, pulverizadas y maceradas con etanol 96° (1:30
p/v). Para evaluar el efecto letal se establecid el siguiente disefio experimental, los acaros (R.
indica) se recolectaron de hojas de palma y se colocaron 10 hembras adultas por caja Petri (10
cajas por tratamiento); posteriormente se asperjo el extracto vegetal previamente llevado a
sequedad y resuspendido en agua, sobre los acaros. Se establecieron 5 tratamientos de la fase
acuosa con diferente concentracion (Ar32, Arl6, Ar8, Ard y Ar2 mg/mL respectivamente) con
3 controles, testigo regional (TR), testigo negativo (TN), y testigo absoluto (TA). Los
tratamientos se asperjaron a las 0, 24 y 48 h. El conteo de mortalidad de los acaros se realizo a
las 24, 48 y 72 h. Como resultado, se observo el 70 % de mortalidad a las 24 h, para el
tratamiento Ar32; el 88 % se registré a las 48 h en el mismo tratamiento; y para las 72 h la
mortalidad aument6 a 98 %, superando al testigo regional, teniendo diferencia significativa
(p<0.05) con los controles TA y TN. Se determino la CLso para las 24 h siendo de 27.98 mg/mL.
De acuerdo al estudio GC-MS se caracterizaron 5 alcamidas de la fraccion acuosa, siendo las
maés abundante en hoja, 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida. Concluyéndose que A. radicans

puede ser considerada una opcién como control de plagas agricolas.

Palabras clave: biorracional, toxicidad, control bioldgico, plagas



ABSTRACT

In Mexico, agriculture is based on conventional crop management, which translates into the
synthesis and application of agrochemicals that cause pest resistance, environmental
contamination, and public health problems. For this reason, the adoption rate of biopesticides
has increased, resulting in increasing research and formulation of this type of agro-inputs. The
genus Acmella includes weeds, some of which are native to Mexico. In studies carried out with
Acmella radicans, it was shown that its alcamides have bioactivity on pests of plants of
nutritional interest, such as the red mite of the palms (Raoiella indica), a pest that causes
economic damages of up to 87 % due to the fact that it feeds on the plants. palm leaves and
banana stems, turning them chlorotic and necrotic. The objective of this work was to evaluate
the lethal effect of the aqueous fraction of the extract of A. radicans on R. indica. For the
extraction of the active compounds, the cultivated A. radicans plants were dried and the leaves
were separated, pulverized and macerated with 96° ethanol (1:30 w/v). To evaluate the lethal
effect, the following experimental design was established: mites (R. indica) were collected from
palm leaves and 10 adult females were placed per Petri dish (10 boxes per treatment);
Subsequently, the plant extract previously dried and resuspended in water was sprayed on the
mites. 5 treatments of the aqueous phase were established with different concentrations (Ar32,
Arl6, Ar8, Ard and Ar2 mg/mL respectively) with 3 controls, regional control (TR), negative
control (TN), and absolute control (TA). The treatments were sprayed at 0, 24 and 48 h. The
mite mortality count was performed at 24, 48 and 72 h. As a result, 70 % mortality was observed
at 24 h, for the Ar32 treatment; 88 % were registered at 48 h in the same treatment; and for 72
h, mortality increased to 98 %, surpassing the regional control, having a significant difference
(p<0.05) with the TA and TN controls. The LCso for 24 h was determined to be 27.98 mg/mL.
According to the GC-MS study, 5 alkamides of the aqueous fraction were characterized, being
the most abundant in the leaf, 3-phenyl-N-(2-phenylethyl)-2-propanamide. Concluding that A.

radicans can be considered an option as a control of agricultural pests.



| INTRODUCCION

Una problematica en nuestro pais es el uso indiscriminado de pesticidas de sintesis quimica, lo
que conlleva que los suelos se vayan degradando y los mantos freaticos estén contaminados por
compuestos toxicos, haya cambio en los ecosistemas por la reduccion de organismos
controladores de plaga, y en cuanto a la salud publica, el incremento de casos de intoxicacion y

enfermedades por el mal uso de los agroquimicos.

Se ha sugerido el estudio de compuestos de origen vegetal que sean eficientes para el control de
plagas, a su vez que sean amigables con el ambiente, evitando la residualidad en agua y suelo,
asi como la selectividad con los depredadores naturales, y por consiguiente que no afecten a la

salud humana al obtener y consumir productos de campo inocuos.

En este proyecto se estudié a las alcamidas, estos son metabolitos secundarios que se
encuentran en la mayoria de las plantas que pertenecen a nueve familias del reino vegetal, entre
ellas las Asteraceas. Estos compuestos son elaborados por las plantas como mecanismos de
defensa con accion sobre fitdfagos; algunos elementos representativos de las Asteraceas que
evidencian los efectos de las alcamidas son Heliopsis longipes (A. Gray) S. F. Blake,
Spilanthes acmella L. y Acmella radicans (Jacq.) R. K. Jansen (Ramirez-Chévez et al., 2011).

Algunos autores han reportado que en sus bioensayos realizados con Heliopsis longipes y
Spilanthes acmella mostraron efectividad bioldgica en insectos y acaros respectivamente, ellos
sugirieron que las plantas evaluadas pueden ser incluidas en la agricultura organica como parte
de un control integrado de plagas, dado que no generan residualidad tanto en frutos como en el
ambiente, ademas el tipo de alcamidas presentes en ambas especies mostraron selectividad en

los organismos depredadores.

Por otro lado, Raioella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae) mejor conocido como el acaro rojo
de las palmas, es una plaga agricola de reciente ingreso a nuestro pais que se alimenta del
cultivo de diferentes palmas y del vastago del platano siendo sus hospederos principales, y que

puede llegar a causar dafios econdmicos de hasta un 87 % si no se tienen las medidas pertinentes
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para su control. El &caro rojo de las palmas se alimenta de las hojas del cocotero (Cocos
nucifera L.) o de la planta del platano (Musa spp.) tornandolas amarillentas por la pérdida de
clorofila, derivando en clorosis generalizada y posterior necrosis, dando paso a la muerte de
las hojas lo que provoca defoliacion de la planta hospedera. Se han realizado acciones
fitosanitarias contra este acaro, sin embargo, se ha reportado que no se ha tenido éxito para su
control, los acaricidas que han utilizado no han tenido el efecto deseado y se ha generado
contaminacion en el ambiente, por lo que autores sugieren el estudio de nuevos compuestos de

origen vegetal que contribuyan al control de R. indica.

En este documento se propuso el estudio de Acmella radicans que es una planta arvense presente
en nuestro pais, que en estudios realizados se ha demostrado que contiene al menos siete
alcamidas que pueden tener bioactividad sobre plagas que atacan plantas de interés alimenticio
como es la palma del cocotero (Rios-Chéavez et al., 2003). Fuera de unos cuantos trabajos, hay
poca informacion cientifica sobre la actividad bioldgica de A. radicans. La falta de planes de
conservacion, propagacion y su crecimiento rapido de esta especie la hacen atractiva para los
estudios de la sintesis de alcamidas y su aplicacion alternativa en gran escala para el uso

alimenticio y tratamiento de material agricola como es el control de plagas.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 EL ACARO ROJO DE LA PALMA Raoiella indica

Plaga que recientemente entré a nuestro pais en el afio 2009, a traves del Caribe, Raoiella
indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae) o comdnmente llamado acaro rojo de las palmeras, se
considera una plaga severa que ataca al cocotero, a la planta del platano, de igual forma a la
palma del datil y otras especies de palmas (Pefia et al., 2006). Hirts en 1924 describio por vez
primera al &caro, el cual se disemind de la India hacia el hemisferio oriental y en el 2004 se
detectd en el Caribe donde su dispersion fue muy rapida (Fletchmann & Etienne, 2004), para
el 2010 se encontraba presente en 33 paises alrededor del mundo (Estrada-Venegas, 2014).
Segun la Norma Internacional de Proteccidn Fitosanitaria No. 8 esta plaga se considera de

importancia cuarentenaria (Rengifo et al., 2018).

Muestras de planta de coco que provenian de la Isla Mujeres indicaron la entrada de este acaro
en México, dando las primeras sefiales de alerta para su identificacion en el estado de Quintana
Roo. Debido a la introduccion de esta plaga el SENASICA inici6 una “Campaiia de Acaro
Rojo” en este estado en el afio de 2010, tomando acciones para su identificacion en viveros,
hoteles, avenidas donde pudiera establecerse (Estrada et al., 2012). En nuestro pais se hacen
recorridos en la zona de influencia del &caro rojo de las palmeras para su deteccion y establecer
acciones para su control (Estrada-Venegas, 2014). Para el 2018 se registra una distribucién
de R. indica en 190 municipios de los estados de Campeche, Baja California Sur, Colima,
Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Quintana
Roo, Veracruz y Yucatan (SAGARPA-SENASICA, 2018).

Los huéspedes, la biologia y el potencial de dafio de esta plaga en plantas es poco conocida
debido a que cuando se establece se encuentra con nuevas condiciones ecologicas lo que hace
gue muestre variantes en su comportamiento y establecimiento en los nuevos hospederos. Sin
embargo, se le asocia principalmente con la palma de coco (Cocos nucifera) pero también
puede afectar a la planta del platano (Musa spp.), en gran variedad de Araceas, y Heliconeas
(Estrada-Venegas, 2014).
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R. indica es diseminado por el viento y se transfiere de una planta infestada a una sana, lo que
hace que su dispersion sea muy fécil entre cultivos. También se propaga a través de las personas
o0 animales que han tenido contacto con plantas infestadas. Cabe destacar que la hembra de esta
especie se le considera la fase infectiva ya que no solo su reproduccion es sexual si no también
partenogénica arrenotoquica, es decir, los évulos no fecundados producen solo machos y los
fecundados producen hembras (Kane et al., 2005). El &caro hembra oviposita de uno a seis
huevecillos diariamente, la fecundidad total de una hembra oscila entre 27 y 162 huevos. Las
hembras virgenes producen una media de 18.4 huevos mientras que las fecundadas ovipositan
un promedio de 22 huevecillos. Su ciclo bioldgico es de alrededor de 33 dias (SENASICA,
2016).

El &caro rojo de las palmeras se establece y reproduce en la parte baja de planta, ya sea en el
cocotero u otro tipo de palma también asi en la planta del platano, lo hace en pequefias colonias
donde se observan todos los estadios de desarrollo y una gran cantidad de exuvias. Los acaros
se alimentan de las hojas tornandolas amarillentas por la pérdida de clorofila, cuando la
poblacion es alta este tipo de clorosis es generalizada, y si es severo el dafio se produce necrosis
en el tejido vegetal dando paso a la muerte de las hojas lo que provoca defoliacion de la planta
hospedera (Rodriguez et al., 2007; Estrada et al., 2012).

2.1.1 Morfologia de Raoiella indica

Este 4caro es de talla pequefia, las hembras son de forma ovalada y de color rojo carmin y
pueden presentar manchas oscuras en la parte dorsal, miden 245 p de longitud y 182 1 de ancho
aproximadamente, en el histerosoma tienen pliegues y depresiones, como se observa en la
Figura 1b; el cuerpo del macho es de menor tamafio el cual mide entre 220 a 230 p de longitud
por 140 a 150 p de ancho, tiene forma alargada siendo la parte final de su cuerpo mas estrecho,
con un edeago largo y afilado (Figura 1a) (Navia et al., 2005; Marjorie et al., 2006).

El huevecillo al ser ovipositado por la hembra es adherido a la superficie de la hoja, este
presenta un filamento en el extremo libre de su estructura, el cual puede contener una gota de

aguaen la punta, de longitud de 170 a 210 p. Los huevecillos tienen una coloracion rojo carmin

~6~



brillante lisa que conforme se acercan a la eclosién adquieren un tono blanco opaco
(Rodriguez et al., 2007).

Figura 1- Hembra y macho adultos del &caro rojo de la palma. a. Macho adulto de R. indica;
b. Hembra adulta de R. indica. (Foto MVS).

2.1.2 Acciones fitosanitarias contra Raoiella indica

Desde la entrada de R. indica a nuestro pais en el afio 2009, el comité de Sanidad Vegetal ha
implementado actividades de control y manejo de ésta plaga las cuales estan establecidas en la
Ley Federal de Sanidad Vegetal, la Norma Internacional de Proteccion Fitosanitaria No. 8 y
las Reglas de Operacién del Programa de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la Secretaria
de Agricultura, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion vigentes, dichas acciones se
encaminaron a la reduccion del acaro y minimizar sus efectos negativos en los diferentes
hospederos, esto por medio de la deteccion oportuna, con el constante monitoreo en
plantaciones de coco, platano y viveros donde se produzca palma de coco y ornamentales, en
donde se ha invitado a realizar buenas practicas fitosanitarias como la poda de hojas basales de
la palma, las cuales se incineran o entierran en fosas, también se realiza la aplicacion de
insumos quimicos autorizados por la Cofepris (Direccion General de Sanidad Vegetal,
2016).



Dentro del manejo integrado se sumo el control quimico en el cual se han utilizado insumos
como abamectina (1.8 %) modo de accion: activadores de los canales de cloro, azufre elemental
750 g/L de ingrediente activo (1A), aceite mineral al 80 %, acequinocyl al 15.8 % modo de
accion: inhibidores del transporte de electrones en el complejo mitocondrial 111, amitraz 21.74
% modo de accidn: agonistas de los receptores de la octopamina, spirodiclofen 240 g/L de IA,
modo de accidn: inhibidores de la Acetil CoA Carboxilasa, spirodiclofen (222 g/L de 1A) méas
abamectina (18 g/L de 1A), y etoxazole 110 g/L, modo de accidn: interfiere en la actividad
normal de la hormona juvenil CHS1 (SENASICA, 2016). En las aplicaciones de cada producto
quimico se cuidd que en cada aspersion se realizara con diferentes ingredientes activos con
distinto modo de accion, esto para evitar que el acaro desarrollara resistencia a estos
plaguicidas. Estos tratamientos se hicieron a intervalos de 30 dias en cada aplicacion (Rengifo
et al., 2018).

Como resultado de estas aspersiones se encontrd que spirodiclofen, siendo un acaricida, no
tuvo el efecto esperado sobre R. indica, si no lo contrario, se incrementd en gran medida su
poblacién; la abamectina (insecticida y acaricida) aplicada si controld este tipo de plaga, sin
embargo crea resistencia en las siguientes generaciones; el amitraz (insecticida y acaricida),
también controla el desarrollo de los &caros, sin embargo tienen una residualidad moderada en
los suelos, debido a que es absorbido por los mismos contaminandolos y se lixivia lentamente.
Por lo anterior Rengifo et al. (2018) sugieren la investigacion sobre acaricidas organicos que
no afecten la fauna benéfica, y que no contribuyan a la erosion de los suelos. En otro trabajo
realizado por Correa-Méndez et al. (2018) reportaron que el control quimico del acaro rojo
de las palmas promueve que ésta plaga desarrolle resistencia debido a su corto ciclo de vida y

al mal uso de los acaricidas sintéticos, lo que acorta la vida Gtil de los productos quimicos.

2.2 METABOLISMO SECUNDARIO Y BIOACTIVIDAD DE PLANTAS

Las plantas son organismos sésiles y por ello estan a merced de un ambiente hostil que engloba

temperaturas cambiantes, escasez 0 exceso de agua y ataque de herbivoros y plagas. Las
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reacciones quimicas que tienen lugar dentro de los organismos vivos constituyen el
metabolismo. Estas ademas de tener un metabolismo primario, tienen la capacidad de elaborar
metabolitos secundarios, construyen este tipo de compuestos para diversas funciones como son
adaptacion, atraccién de polinizadores, y defensa contra fitopatdégenos y plagas actuando como
pesticidas naturales. Este tipo de metabolitos secundarios de plantas estan agrupados en
compuestos fenolicos, terpenos, glicésidos y alcaloides, los cuales han sido usados desde la
antigiiedad por el ser humano para su beneficio (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Gonzélez-Lopez
et al., 2016; Sharma y Arumugam, 2021).

2.2.1 Terpenos

El grupo de los terpenos también llamados isoprenoides es el mas numeroso, se han
caracterizado méas de 40 mil moléculas diferentes, aqui se pueden encontrar hormonas de
crecimiento como citoquininas, giberelinas y el &cido abscisico, asi como pigmentos y/o aceites
esenciales siendo los responsables de los sabores y aromas que caracterizan a las plantas (Avalos
y Pérez-Urria, 2009; Gonzalez-L6pez et al., 2016; Sharma y Arumugam, 2021). Este tipo
de compuestos se forman a partir de una unidad de cinco atomos de carbono llamada isopreno,
conteniendo desde una unidad hasta ocho unidades o més con un arreglo lineal o ciclico. Dentro
de este grupo de metabolitos secundarios podemos encontrar a los carotenoides, los cuales son
tetraterpenos con funcion importante para los mamiferos ya que son precursores de la vitamina
A.

En las plantas, los terpenos tienen funciones como pigmentos fotosintéticos (carotenoides),
acarreadores de electrones (ubiquinona y plastoquinona), reguladores de crecimientos y
desarrollo, y forman parte de la membrana celular como elementos estructurales. Estos
compuestos son utilizados en la industria por sus distintas aplicaciones como saborizantes,
colorantes, aromaticas, antitumorales, antioxidantes, antibioticos, insecticidas, etc. (Gonzéalez-
Ldpez et al., 2016). Estudios ya han reportado la bioactividad de este tipo de compuestos, por
lo que se mencionan algunos. Ruiz-Jimeénez et al. (2021) usaron extracto de neem (Azadirachta

indica A. Juss), planta conocida por su alto contenido de azadirachtina sobre R. indica,
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obteniendo un efecto letal del 90 %. Pimienta-Barrios et al. (2008), mencionan que el acido
abscisico (ABA) (sesquiterpeno) brinda a las plantas tolerancia a varios tipos de estrés ya sea

biotico o abiotico, como salinidad, sequia, altas temperaturas y ataques de fitopatdgenos.

2.2.2 Fenoles

Este tipo de compuestos son los mas abundantes en la naturaleza, encontrandose ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, se han identificado hasta 8 mil, los podemos encontrar en las
hojas, frutas y verduras que consumimos. Este tipo de metabolitos secundarios otorgan el sabor
amargo y astringente a los vegetales, tienen actividad antibacteriana, anticancerigena y
antiinflamatoria, protege contra el cancer, diabetes, hipertension, asma, envejecimiento,
enfermedades cardiovasculares, etc. La funcion que tienen en las plantas es dar color a las flores,
protegiéndolas de los rayos ultravioleta, también contribuyen a la proteccién contra
fitopatdgenos, asi como dafios mecénicos, fisicos y quimicos, los flavonoides que biosintetizan
las plantas les ayuda como antibioticos, pesticidas naturales, participan como sefiales para la
simbiosis con rizobios y atrayentes de polinizadores, finalmente son estructurales celulares para
dar estabilidad a las mismas (Shahidi & Naczk, 2004; Ayora y Gastélum, 2016).

En el grupo de los compuestos fendlicos, también llamados polifenoles o fenilpropanoides,
contienen un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo. Dentro de los polifenoles podemos
encontrar cumarinas, flavonoides, lignina y taninos (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Sharma &
Arumugam, 2021), algunas de estas moléculas ya han sido reportadas que tienen bioactividad
sobre organismos, por ejemplo, Cavalcanti et al., (2010), aplicaron aceite esencial de Lippia
sidoides Cham. (Verbenaceae) (orégano) que contenia timol y carvacrol, sobre arafia de dos
puntos (Tetranychus urticae Koch) y que tuvo efecto letal en el acaro plaga. Castillo-Sanchez
et al. (2018), usaron extracto etandlico de hojas y semillas de Brosimum alicastrum sobre R.
indica, obteniendo una repelencia del acaro del 24 %, ellos mencionan que posiblemente este

efecto haya sido por el alto contenido de fenoles de esta planta.
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2.2.3 Glicésidos

Otro grupo son los glicosidos que hace referencia al enlace glicosidico, éste deriva de la
condensacion de una molécula de azucar con otra que contiene un grupo hidroxilo, dentro de
este tipo de compuestos se pueden encontrar saponinas, glicosidos cianogénicos, glicdsidos
cardiacos y glucosinolatos (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Sharma & Arumugam, 2021). Un
ejemplo de este tipo de compuestos son las saponinas esteroidales, tienen una estructura formada
por una parte hidrofilica constituida por unidades de monosacéridos unida a un ndcleo
hidrofilico, se han encontrado en méas abundancia en la familia de las Agavaceas. Se ha
demostrado que tienen actividad hemolitica, son toxicos para ciertos organismos como los
peces, tienen la propiedad de formar espumas en soluciones acuosas y pueden formar complejos
del colesterol (Orestes, 2009).

Por otro lado los glicosidos cianogénicos (compuestos nitrogenados) por si solos no son toxicos,
sin embargo se degradan cuando la planta es prensada, accion que libera sustancias volatiles
toxicas como el cianuro de hidrogeno (HCN), un ejemplo, en semillas de frutos del género
Prunus, éstas al ser aplastadas se genera un compuesto llamado amigdalina (Avalos y Pérez-
Urria, 2009)

2.2.4 Alcaloides

Los alcaloides son moléculas heterociclicas que contienen uno o méas atomos de nitrogeno (N)
en su anillo ciclico dentro de su estructura. En este grupo se han caracterizado mas de 15 mil
compuestos que tienen en comdn uno o mas atomos de N, son solubles en agua y por Gltimo
presentan actividad bioldgica, se encuentran presentes en el 20 % de las plantas vasculares. Se
ha demostrado que tienen actividad como relajante muscular, antitusivos, tranquilizantes y
analgésicos. Los precursores para su biosintesis son normalmente los aminoacidos como la

histidina, lisina, triptofano, fenilalanina, ornitina y tirosina (Avalos y Pérez-Urria, 2009;
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Sharma & Arumugam, 2021). En una evaluacion realizada por Zamora-Natera et al. (2008),
utilizaron extracto crudo de semillas de Lupinos mexicanus, planta que contiene alcaloides,
sobre hongos fitopatdgenos (Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum),
observaron inhibicién del crecimiento de los hongos hasta de un 88 %, mientras que para la
germinacioén de las semillas de Amaranthus hybridus este tipo de compuestos mostré actividad

fitotoxica.

En familias como Annonaceae, Berberidaceae y Menispermaceae, se han estudiado alcaloides
bencilisoquinolinicos, los cuales se ha demostrado que tienen bioactividad sobre paréasitos en
humanos, siendo el alcaloide con mayor actividad la berberina. Una planta que se utiliza de
forma tradicional para contrarrestar los efectos de la malaria es Albertisia villosa, de la cual se
aislaron tres alcaloides, uno de ellos cycleanina, siendo el méas abundante y al cual le atribuyen

el efecto antiparasitario (Osorio et al., 2006).

De acuerdo a la funcionalidad los alcaloides se subagrupan en clases como acridinas, amidas,
aminas, benzylisoquinolinas, canthinonas, imidazoles, indolquinazolinas, furoquinolinas,
quinazolinas. indoles, quinolinas, isoquinolinas, pyrrolidinas, pyridinas, pyrrolizidinas,
tropanos, terpenoides, esteroides, péptidos, cyclopéptidos, polyaminas y pseudo-alcaloides.
Recientemente se ha considerado otro tipo de compuestos dentro de los alcaloides y éstos son

las alcamidas o aquilamidas (Sharma y Arumugam, 2021).

2.3 ALCAMIDAS

La familia Asteraceae, es una de las nueve familias donde algunos de sus géneros presentan
alcamidas, como el género Acmella. Este tipo de compuestos bioactivos son utilizados en la
industria como nutracéuticos, como materia prima para cosmeticos y en la industria

farmacéutica, asi como en la agricultura por su accién pesticida.
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2.3.1 Biosintesis de las alcamidas

Estos compuestos son metabolitos secundarios que surgen de la union de un acido graso mas
una amida y han sido identificadas mas de 200 alcamidas con estructura quimica similar entre
ellas (Figura 2). Las alcamidas o aquilamidas se forman a partir de dos rutas metabélicas (Acido
Shikimico y Acetil-CoA), y estan compuestas por un acido graso de cadena mediana a larga de
ocho a dieciocho carbonos (&cido oleico, linoleico y linolénico), que se une a una amina
proveniente de aminoacidos por descarboxilacion (Cortez-Espinosa et al., 2011), que deriva
en una alcamida olefinica o acetilénica; siendo las alcamidas escasas en la naturaleza y
considerandose compuestos bioactivos (Bruneton, 1995). Las alcamidas olefinicas contienen
dobles ligaduras en la cadena (Figura 3), mientras que las acetilénicas tienen por lo menos una
triple ligadura acetilénica (Figura 4) (Molina-Torres et al., 1999). Tras la condensacion de los
precursores de las alcamidas dan lugar a nueve compuestos alifaticos y catorce compuestos
aromaticos, considerandose restos de aminas con distinta estructura. EI aminoéacido valina es
precursor de las alcamidas del grupo isobutilamidas, mientras que la isoleucina forma al grupo
metilbutilamidas, la leucina es precursora del grupo isopentilamida, y por ltimo la fenilalanina
y la tirosina son utilizados en el metabolismo secundario de las plantas para la biosintesis de las

alcamidas del grupo fenilpropanoides (Sharma & Arumugam, 2021).

O
R%N,W
RS

Figura 2.- Esqueleto molecular béasico de las alcamidas (Ri=cadena de &cido graso;
Ro=residuo derivado del aminoacido; R3=H/CH3/OCH3/OH). (Tomada de Boonen et al.,
2012).
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Figura 3.- Estructura de la alcamida olefinica (2E,42)-N-(2-feniletil)-2,4-dien-octanamida)

en A. radicans (Tomada de Ramirez-Chavez et al., 2011).
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Figura 4.- Estructura de la alcamida acetilénica ((2E)-N-(2-feniletil)-2-en-6,8-diin-
nonamida)) en A. radicans (Tomada de Ramirez-Chavez et al., 2011).

2.3.2 Bioactividad de las alcamidas

Estos compuestos tienen un efecto organoléptico parecido a la capsaicina (como picante), en la
medicina tradicional, las plantas que contienen estos compuestos son utilizadas como
anestésicos locales; también, en la agricultura han sido usadas como insecticida, fungicida,
molusquicida y antimicrobiana (Ramirez-Chévez et al., 2000; Molina-Torres y Garcia,
2001; Ramirez-Chavez et al., 2004; Gonzalez et al., 2011; Beltran et al., 2015), también
tienen funciones en los tejidos vegetales como estimulador del crecimiento y regenerador
(Ramirez-Chéavez et al.,2004; Hernandez, 2009). De forma general las alcamidas han
exhibido gran actividad biolégica como antioxidante, antiproliferativo, gastroprotector,
vasorelajante, diurético, inmunomodulador, antinflamatorio, antimicrobiano, inhibidor de

enzimas, insecticida y larvicida, propiedades por lo que la industria alimentaria, farmacéutica,
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cosmeética y de la salud han puesto su atencidon en este tipo de moléculas (Sharma &
Arumugam, 2021).

Las alcamidas han mostrado accion toxica y paralizante en insectos (Hernandez-Morales et
al., 2012). En trabajos realizados por Rios-Chavez et al., (2003), demostraron gue la planta
Acmella radicans var. radicans contiene metabolitos secundarios del tipo alcamidas, donde
sugirieron que su actividad bioldgica podria ser potencialmente un pesticida. Por otro lado,
Beltran et al., (2015), realizaron un bioensayo con extracto etanolico de raices de Heliopsis
longipes (Asteraceae) el cual aplicaron sobre ninfas del afido Bactericera cockerelli Sulc,
obteniendo un resultado del 100 % de mortalidad de este organismo en 24 h, demostrando el
efecto insecticida de las alcamidas contenidas en esa planta. Rabelo et al., (2019), en su
bioensayo (in vitro) realizado sobre el 4&caro de la palma, usando extracto etanolico de Spilanthes
acmella (Asteraceae), planta nativa de Brasil, demostraron la toxicidad, repelencia y reduccion

de crecimiento poblacional sobre el acaro, ademas de la selectividad plaga-depredador.

De manera similar Pandey et al. (2007), demostraron que las alcamidas contenidas en tres
diferentes especies del género Spilanthes paralizan y causan la muerte de las larvas del mosquito
vector de la malaria (Anopheles spp.). Cruz et al. (2016), utilizaron extracto metanolico de
Acmella oleracea sobre Rhipicephalus microplus y Dermacentor nitens obteniendo una

mortalidad del 100 % con una concentracion de 3.1 g/L y 1.6 g/L respectivamente.

Algunos autores mencionan el modo de accion de la afinina asi como de (2E,6Z,8E)-N-isobutil-
9-fenilnona-2,6,8-trienamida y (2E,4E,8Z,10E)-N-isobutil-11-(3-trifluorometilfenil)-undeca-
2,4,8,10-tetraenamida, compuestos que han demostrado afecta el sistema nervioso central y los
canales de sodio en las terminales nerviosas, esto en cucarachas (Periplaneta americana)
(Habsah et al., 1989). En un estudio realizado por Anholeto et al. (2017), donde utilizaron la
planta A. oleracea, sobre Amblyomma cajennense, observaron alteraciones morfolégicas en las
células del complejo glandular, una mayor vacuolizacion citoplasmatica en las células
secretoras y niveles reducidos de polisacaridos, lipoproteinas y glicoproteinas, esenciales para

la maduracion funcional de los espermatozoides.
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2.4 Acmella radicans

Dentro del género Acmella existen 30 especies de hierbas tropicales que emergen de forma
anual o también pueden ser perennes (Jansen, 1985). Acmella radicans (Jacq.) R. K. Jansen
(Asteraceae), es una planta arvense tropical, de vegetacion secundaria derivada del bosque
caducifolio, con preferencia por habitat himedo y orillas de cuerpos de agua. Su proliferacion
inicia en el mes de septiembre prolongandose hasta enero, siendo su propagacion por semilla
principalmente (CONABIO, 2011).

Esta presente en nuestro pais y se distribuye desde el noroeste de México (Chiapas, Colima,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Sinaloa, y Zacatecas), hasta al norte de Sudameérica, ésta planta fue introducida a Cuba,
Curacao, India y Tanzania. Tiene sinonimias como Sanvitalia longepedunculata M. E. Jones,
Spilanthes botterii S. Wats., y Sapilanthus radicans Jacg. (CONABIO, 2011).

Antes de la llegada de los europeos a Mesoameérica, estas especies vegetales eran usadas en la
cocinay la medicina tradicional Nahuatl (Fisher, 1957). Algunos de sus nombres comunes son
aceitilla, botoncillo y hierba de la muela debido a que se usa de forma tradicional como

anestésico para aliviar inflamaciones de las encias (CONABIO, 2011).

2.4.1 Descripcion boténica de Acmella radicans

Acmella radicans var. radicans tiene una altura de alrededor de un metro. Su tallo es simple o
ramificado, glabro a moderadamente piloso. Sus hojas con peciolos de 0.5 a 4.5 cm de largo,
angostamente alado, lamina foliar ovada a lanceolada de 1 a 8 cm de largo por 0.5 a 7 cm de
ancho, su apice agudo u obtuso, base cuneada a redondeada, con tres nervaduras principales de
textura membranacea, glabra a esparcidamente pilosa en ambas superficies. Sus inflorescencias
son cabezuelas en grupos de 2 a 3 axilares y terminales, solitarias o fasciculadas, casi siempre
en grupos de 3,6 a1l mmde largoy 5 a 9.5 mm de ancho, numerosas y con forma de panicula,
pedunculos de 1.5 a 6.5 cm de largo; involucro turbinado a cortamente campanulado, las

bracteas dispuestas en 2 series, elipticas o lanceolado-ovadas, de 3.5 a 6.5 mm de largo,
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receptaculo fusiforme a muy angostamente cénico, de 6 mm de largo, péleas oblongas de 3.5
a5 mm de largo y 0.5 a 1 mm de ancho, pajizas a color purpura (Figura 5a y b) (Rzedowski y
Rzedowski, 2008; CONABIO, 2011).

Las flores son liguladas ausentes, ocasionalmente de 5 a 7, de 2 a 2.5 mm de largo, blancas o
blanco-verdosas; flores del disco de 50 a 150, con corolas tubulosas, tetrdmeras, de 1.5 a 2.5
mm de largo, blancas o blanco-verdosas, anteras de 0.5 mm de largo. Sus frutos son aquenios
de las flores marginales triquetros, angostamente obovados de 2 a 3 mm de largo, negros,
margenes densamente ciliados y corchosos, glabros o pilosulos en las caras, vilano de 1 a 3
cerdas de 0.5 a 1.5 mm de largo o ausente, como se observa en la Figura 5c, d, e y f. Se debe
aclarar que es una especie muy variable en cuanto a su descripcion (Rzedowski y Rzedowski,
2008; CONABIO, 2011).
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Figura 5.- Acmella radicans var. radicans. a. Habito; b. Capitulo; c. Florete marginal; d.
Florete interior; e. Cypsela marginal; f. Cypsela interior (Tomada de Debabrata et al.,
2017).

2.4.2 Taxonomia de Acmella radicans (Tomada de CONABIO, 2011)

Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermetophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Acmella

Especie: A. radicans (Jacg.) R. K. Jansen

2.5 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

A la cromatografia se le ha descrito como el método fisico de separacion que ayuda a la
caracterizacion de mezclas complejas, se conjunta de varias técnicas basadas en el principio de

retencion selectiva a través de una fase movil (liquido, gas o fluido supercritico) y una fase
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estacionaria (s6lido o liquido), con la finalidad de separar los componentes de una muestra,
permitiendo identificar y cuantificar dichos componentes. (Passaro et al., 2016; Corzo, 2019).
Para la separacion, identificacion y cuantificacion de las alcamidas se han utilizado diversos
métodos, como TLC (cromatografia de capa fina), HPLC (cromatografia liquida de alto
rendimiento), FTIR (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) y GC-MS
(cromatografia de gases acoplado a espectrémetro de masas).

2.5.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

TLC (Thin Layer Chromatography) o cromatografia de capa fina es una técnica de analisis
quimico cualitativo rapida utilizada en Quimica Organica, que ayuda a la separacién de los
compuestos de una muestra. Su principio consiste en la adsorcién entre dos fases, donde la
separacion de los analitos se realiza de acuerdo con los coeficientes de reparto de las moléculas
de la muestra, es decir mediante la diferencia de velocidad a la que son movidos por la fase
movil a traves de la fase estacionaria. Los productos de este andlisis pueden ser identificados
por sus colores o por la flourescencia, conjuntamente con los valores del factor de retencién
(Rf), que se determinan con la siguiente formula Rf=Ds/Df, donde el factor de retencién es igual
a la distancia recorrida por la solucion entre la distancia recorrida por el solvente. Esta
herramienta ayuda a determinar el grado de pureza de los compuestos, identificar y comparar
analitos, y permite el seguimiento de una reaccién (Passaro et al., 2016; Corzo, 2019; Vallejo-
Rosero et al., 2021).

El gel silice (SiO2) y la alumina (Al203) son los adsorbentes mas utilizados, ambos polares, en
el caso del gel silice, de caracter acido, se usa para la separacion de compuestos lipofilicos como
esteroides, terpenoides, alcaloides, aminoacidos, fenoles, acidos grasos, cetonas y aldehidos.
Mientras que la alimina, de caracter alcalino, se usa para la separacion de compuestos como
vitaminas liposolubles, aminas, alcaloides e hidrocarburos policiclicos. Las interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o puentes de hidrégeno entre el soluto y el adsorbente
son las responsables del proceso de adsorcion, siendo el adsorbente inerte para evitar que actle
como catalizador en reacciones de descomposicion. La fase mévil constituida por los eluyentes,

va a depender del tipo de compuestos que se quieran separar, teniendo en cuenta la naturaleza
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quimica de la muestra, utilizandose un sistema de solventes de diferentes polaridades cuando
una fase movil pura no separa eficientemente los componentes de la muestra (Corzo, 2019).

Mbeunkui et al. (2011) mencionan que por medio de la cromatografia de particion centrifuga
obtuvieron una mayor recuperacién de alcamidas de extracto de flores de S. acmella, en
comparacion con los métodos TLC y cromatografia de columna. Por otro lado, Rios-Chévez et
al. (2003), ellos utilizaron TLC para la identificacion de la afinina de A. radicans, determinando

un Rf (Factor de retencion) de 0.7.

2.5.2 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

La cromatografia liquida de alto rendimiento es una técnica que tiene capacidad de separar y
analizar analitos de naturaleza distinta de una mezcla, indicada para compuestos poco volatiles,
ionicos y termolabiles; puede aplicarse en farmacéutica, bioquimica, quimica, industria de los
alimentos, medicina clinica, quimica forense, entre otros. En ella se encuentran la fase mavil
y la fase estacionaria, inmiscibles entre si, y la muestra de interés. Siendo la fase movil liquida
y tiene como funcidn acarrear la muestra a través de la fase estacionaria, esta Gltima puede ser
solida o una pelicula liquida soportada en un sélido inerte. Su principio consiste en que las
diferentes fuerzas quimicay fisica que participan entre la mezcla y las dos fases determinan la
retencidn y separacién de cada uno de los componentes que en ella se encuentran. Los analitos
con menor afinidad con la fase estacionaria se moveran con mayor velocidad comparados con

aquellos que presentan mayor afinidad a dicha fase (Suarez y Morales, 2018; Ruiz, 2020).

ElI HPLC presenta un amplio rango de aplicabilidad por la disponibilidad de equipos existentes,
se obtiene una alta precision en los resultados, cuenta con diferentes técnicas como la
cromatografia por particion, adsorcion, intercambio i6nico o exclusion molecular, se puede
modificar con facilidad los gradientes en la fase movil, las fracciones separadas pueden
recolectarse haciendo esta técnica de preparacion o purificacion de muestras, el tiempo de
separacion puede ser menor a 30 min por muestra y en analisis cuantitativos existe la
reproducibilidad (Suarez y Morales, 2018; Ruiz, 2020).
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Para la identificacion y cuantificacion de alcamidas de extractos crudos ha sido muy utilizado
el HPLC fase reversa, se ha usado gran gama de combinaciones en los parametros entre la fase
movil y la tasa de flujo, un ejemplo, el acetonitrilo en combinacion con agua en proporciones
variables dieron como resultado un tiempo de retencion variable entre 4.97 y 64.2 min para la
afinina  ((2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida). Otras alcamidas identificadas y
cuantificadas por este método son (2E,4E)-N-isobutil-2,4-undecadiena-8,10-dienamida y
(2E,4E,8Z,10E)-N-isobutil-2,4,8,10-dodecatetraenamida (Sharma et al. 2011; Sharma &
Arumugam, 2021).

Extractos etanolicos analizados por HPLC demostraron que el contenido de afinina fue bajo
(0.99 mg/g) en cultivos de callo de hoja de S. acmella comparado con los cultivados in vitro
(3.29 mg/g) y recolectados de campo (2.70 mg/g) de la misma planta (Singh & Chaturvedi,
2012).

2.5.3 Cromatografia de gases acoplado a espectrémetro de masas (GC-MS)

Para la separacion de mezclas complejas se utiliza la cromatografia la cual es una técnica
analitica que permite la separacién de dichas mezclas, esta se basa en la interaccion fisico-
quimica de los analitos que son llevados a través de una fase estacionaria por una fase movil.
Para el analisis en el cromatdgrafo de gases se usa un gas inerte (generalmente helio, argon,
nitrégeno, hidrégeno o didxido de carbono dependiendo del detector del equipo) con una fase
estacionaria contenida en una columna capilar, donde los compuestos son separados de forma
diferencial y eluyen en distintos tiempos, para enseguida ser analizados por el detector. Por
otro lado, la espectrometria de masas es una técnica que ayuda a determinar como se encuentran
distribuidas las moléculas de los compuestos analizados de acuerdo con su masa. Este
dispositivo analiza con precision la composicidn de distintos elementos quimicos e isotopos
atomicos, el cual separa los iones de los compuestos en funcidn de la relacion masa/carga (m/z)
(Varela et al. 2018).

Es de uso comdn el acoplamiento de un cromatédgrafo de gas con un espectrometro de masa

para el analisis de muestras que pueden contener compuestos volatiles o semivolatiles, es un
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sistema de alta sensibilidad, con un proceso confiable, de bajo costo en relacion con el gasto
de reactivos y en un tiempo reducido. Los resultados sirven para la identificacion de
compuestos los cuales se pueden comparar con los datos que existen en bibliotecas de masas
espectrales. Otro beneficio de este sistema es que permite realizar en una sola operacion el
andlisis cualitativo y cuantitativo de una muestra de 1 pL, y si se dispone de un estandar, se
puede obtener el andlisis cuantitativo exacto de los compuestos de dicha muestra. En cuanto a
las proyecciones de escalamiento de produccion, disefio de planta y equipos necesarios, el
sistema GC-MS ayuda la determinacién del rendimiento de extraccion a nivel de laboratorio
(Ricaldi y Martinez, 2014; Varela et al. 2018).

Esta técnica cromatografica GC-MS, es la segunda mas empleada para la identificacion y
cuantificacion de fito-constituyentes del género Spilanthes. Alto contenido de afinina se ha
cuantificado de tallo, hojas, flores y raiz de cultivos in vitro y de flores en cultivos de campo,
(Rios-Chavez et al., 2003; Dias et al., 2012).

2.6 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La técnica de espectroscopia de resonancia magnética nuclear consiste en medir la absorcion
de la radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencias (4 a 900 MHz). A diferencia
con las técnicas ultravioleta, visible e infrarroja, los ndcleos de los atomos (*H, 3P, °F y 13C)
son los que intervienen en dicha absorcion, lo que ayuda para la dilucidar las estructuras de las
especies quimicas y a determinarlas cuantitativamente. El espectro de RMN utilizado en
conjunto con los espectros de ultravioleta, masa, e infrarrojo, puede ser una herramienta
indispensable para la identificacion de compuestos puros (Douglas et al., 2008; Laurella,
2016). Permite la optimizacion de los parametros para la cuantificacion de biomoléculas muy
complejas como polisacaridos y glicoproteinas, elucidar la estructura de impurezas, dar
seguimiento a la descomposicion de un producto, determinar el contenido de solventes
residuales y determinar las relaciones molares entre los diferentes productos de una mezcla,

este tipo de analisis no requiere la destruccion de la muestra (Garrido et al., 2013).
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En cuanto a la preparacion de la muestra, se deben tener los materiales adecuados, como tubos
para RMN, pipetas, espéatulas, etc. limpios y secos, el disolvente elegido no debe de interferir
con las sefales del analito. La viscosidad de la muestra debe ser baja y homogénea para que
haya buena resolucion del espectro final. Los disolventes que se emplean dependen de la
polaridad de la muestra, si son apolares se usa cloroformo deuterado (CDCI3) y para muestras
polares metanol deuterado (Metanol 44) 0 agua deuterada (D.O) (Garrido et al., 2013).

Esta técnica RMN, es elegida debido a que facilita la determinacion de la estructura geométrica
y la configuracion de las alcamidas (Sharma & Arumugam, 2021). Rios-Chavez et al. (2003)
caracterizaron por este método dos tipos de alcamidas ((2E)-N-isobutil-2-decamonoenamida y
N-isobutil decanamida) en el extracto de A. radicans. De igual forma Nakatani & Nagashima
(1992) caracterizaron cuatro alcamidas ((2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida), (2E)-N-
(2-metilbutil)-2-undecena-8,10-dienamida, (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadiena-10,12
dienamida, y (7Z)-N-isobutil-7-tridecena-10,12-dienamida) de la planta S. acmella var.

oleracea.

2.7 JUSTIFICACION

Basados en la problematica ya descrita, es importante considerar como una alternativa viable a
los compuestos del tipo alcamidas presentes en las plantas para el control de &caros que dafian a
los cultivos dando oportunidad a nuevos descubrimientos sobre pesticidas eficientes para el

control de plagas.

Se ha demostrado que las alcamidas contenidas en S. acmella tienen antecedentes de contar
con componentes de interés con capacidad acaricida siendo el punto de partida para proponer
alternativas como A. radicans, planta presente en nuestro pais y considerarla en la agricultura

organica por sus metabolitos secundarios no residuales que podrian tener actividad acaricida.
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111 HIPOTESIS

Acmella radicans contiene componentes que tienen actividad biologica en acaros plaga de

plantas de importancia alimenticia.

IV OBJETIVO GENERAL

Extraer principios activos de Acmella radicans y evaluar sus efectos en acaros de plantas de

importancia alimenticia.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Ubicar, recolectar y propagar plantas de Acmella radicans.
e Establecer un protocolo para la extraccion de alcamidas de Acmella radicans.

e Evaluar el efecto letal (mortalidad) con la fraccion acuosa de alcamidas de Acmella

radicans sobre Raoiella indica y determinar la CLso.

e Identificar las posibles fracciones con bioactividad por técnicas cromatogréaficas.
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FRACCION ACUOSA

Figura 6.- Diagrama de flujo de trabajo.

5.1 RECOLECTA DE MATERIAL VEGETAL

La recolecta de las plantas de A. radicans se llevé a cabo de acuerdo con lo recomendado por
la literatura. Se cortaron y se llevaron al Laboratorio de Bromatologia, se lavaron y separaron
los 6rganos de la planta (hojas, flores, tallos y raiz), se colocaron sobre una mesa para el secado
a temperatura ambiente durante 7 dias aproximadamente, enseguida el material vegetal seco

se coloco en contenedores plasticos para su posterior uso. Las semillas se usaron para la

propagacion de la planta (Ricker y Rincén, 2013).

5.2 PROPAGACION DE PLANTA DE Acmella radicans

Debido a que la planta de A. radicans es anual, se determind propagarla por semilla con el
propdsito de tener planta todo el afio. Se uso materia organica mezclada con suelo andosol
(50/50) como sustrato llevado a capacidad de campo. Se realizd la siembra de las semillas en

cajas de madera (40 x 25 cm) de forma somera. Se llevaron a invernadero dando riego solo con

agua corriente cada tres dias.
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5.3 RECOLECTA DE ACARO Raoiella indica

Con la orientacion de la Dra. Margarita VVargas Sandoval, se recolectaron &caros de R. indica,
de hojas de palma ornamental infestada en el mes de marzo de 2020 en la comunidad de
Lombardia, Michoacén, Mexico (19°01'30"N 102°05'39”0). Se observaron las hojas con
ayuda de una lupa y se eligieron las que presentaron mayor infestacion por la plaga. Se corto
cada foliolo con ayuda de unas tijeras y se metieron en bolsas plasticas ziploc, se colocaron en
una bolsa negra posteriormente. Los acaros se dejaron en las mismas hojas-reservorios, se

metieron a refrigeracion a 4 °C para su conservacion y posterior uso en bioensayos.

5.4 EXTRACCION ETANOLICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE

Acmella radicans

Debido a la variabilidad que reportan diferentes autores (Rios-Chéavez et al., 2003; Cortez-
Espinosa et al., 2011; Gonzélez et al., 2011; Beltran et al., 2015), fue importante establecer
un protocolo para la extraccion de las alcamidas, proponiendo diferentes tiempos de

maceracion.

La extraccion etandlica (EE) se realiz6 a partir de diferentes drganos de A. radicans (flores, hojas, tallos
y raiz) todos deshidratados y pulverizados en mortero, el polvo se colocé en frascos plasticos
oscuros con etanol absoluto como solvente en una proporcion de 1:30 p/v, se sometieron a
sonicacién por 10 min. La mezcla se dejo por 3y 7 dias a temperatura ambiente (3 repeticiones
por cada tiempo y por 6rgano) sobre un oscilador orbital. Pasado los dias establecidos, se filtrd
el extracto crudo a través de un papel filtro, se determiné su rendimiento colocando 3 mL de
cada frasco en un tubo de ensaye y se dej6 a sequedad dentro de un horno de conveccion a 50

°C durante cuatro dias hasta obtener peso constante.
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5.5 OBTENCION DE FRACCION ACUOSA PARA BIOENSAYO PREVIO

Para la obtencion de la fraccion acuosa que se utilizé en el bioensayo previo, se llevaron a
sequedad 200 mL de EE de A. radicans de hoja y flor por separado en rotavapor (45 °C, 60 rpm),
se resuspendio la biomasa en 20 mL de agua destilada, se calculd la concentracion siendo de 727
mg / 20 mL para hoja 'y 1011 mg / 20 mL para flor, a partir de estas fracciones se calcularon y

tomaron las concentraciones para los tratamientos.

5.6 BIOENSAYO PREVIO DEL EFECTO ACARICIDA

Con la finalidad de elegir un érgano en especifico de la planta de A. radicans para el bioensayo, se
consulto diferentes trabajos (Stashenko et al., 1996; Rios-Chavez et al., 2003; Crouch et al.,
2005; Singh & Chaturvedi, 2012; Simas et al., 2013; Castro et al., 2014; Rabelo et al., 2019)
en los que se encontrd que utilizaron mayormente la hoja de la planta, por lo que se decidio realizar
un bioensayo previo para evaluar el efecto acaricida de los compuestos contenidos tanto en hoja

como en flor.

Para este bioensayo previo se utilizé la fraccion acuosa de hoja y flor de A. radicans, se realizaron
cuatro tratamientos a diferentes concentraciones: 16, 8, 4, y 2 mg/mL respectivamente de hoja
y flor combinados (HF16, HF8, HF4 y HF2); dos tratamientos de hoja y flor sin combinar con
una concentracién de 16 mg/mL cada uno (H16 y F16) y con tres variantes en tiempo de
aplicacion (0, 24 y 48 h). Los datos obtenidos fueron comparados con un testigo regional marca
Bovitraz v al 12.5 %, siendo ingrediente activo la amidina amitraz (TR), un testigo negativo alcohol
al 96° y agua (TN), y un testigo absoluto agua (TA), como se observa en el Cuadro 1. Cada
tratamiento contd con diez repeticiones, y en cada repeticion se colocaron (caja Petri) 10
hembras adultas de los acaros R. indica, para este procedimiento se usé un estereoscopio y

pinceles de cerda fina (00).

Enseguida se asperjaron las cajas Petri con los acaros, con los tratamientos propuestos con
ayuda de aspersores manuales, dos disparos (0.116 mL por disparo) por caja a una distancia de



10 cm, segun los tiempos de aplicacion. Los pardmetros evaluados fueron mortalidad (conteo
alas 24 h, 48 h'y 72 h), considerandose muertos los &caros que no consiguieron caminar una
distancia superior al tamafio de su cuerpo cuando se estimularon con un pincel (Rodriguez et
al., 2011; Rodriguez-Montero et al., 2020).

Cuadro 1.- Tratamientos propuestos para el bioensayo previo.

Tratamiento +1A Concentracién Concentracién
en Solucion por Aplicacion
*HF16 Extracto A. 16 mg/mL 3.712 mg
radicans
HF8 Extracto A. 8 mg/mL 1.856 mg
radicans
HF4 Extracto A. 4 mg/mL 0.928 mg
radicans
HFE2 Extracto A. 2 mg/mL 0.464 mg
radicans
*H Extracto A. 16 mg/mL 3.712 mg
radicans
*F Extracto A. 16 mg/mL 3.712 mg
radicans
TR Amitraz 1.7 pL/mL 0.0493 mg
125 %
TN Etanol 1puL/mL 232.00 pL
96°+Agua
destilada
TA Agua - -
destilada

*HF=hoja y flor, H=hoja, F=flor

+1A=Ingrediente Activo
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5.7 OBTENCION DE FRACCION ACUOSA PARA BIOENSAYO

Para la obtencion de la fraccion acuosa que se utilizo en el bioensayo, se llevaron a sequedad
200 mL de EE de A. radicans de hoja en rotavapor (45 °C, 60 rpm), se resuspendi6 la biomasa en
20 mL de agua destilada, se calculd la concentracion (1009 mg / 20 mL), a partir de esta fraccion

se calcularon y tomaron las concentraciones para los tratamientos del bioensayo.

5.8 EVALUACION DEL EFECTO ACARICIDA

Se realizaron cinco tratamientos a diferentes concentraciones de la fraccion acuosa de hoja de
A. radicans: 32, 16, 8, 4, y 2 mg/mL respectivamente (Ar32, Arl6, Ar8, Ardy Ar2); con tres
variantes en tiempo de aplicacion 0, 24 y 48 h. Los datos obtenidos fueron comparados con un
testigo regional marca Bovitraz v al 12.5 %, siendo ingrediente activo la amidina amitraz (TR), un
testigo negativo alcohol al 96° y agua destilada (TN), y un testigo absoluto agua destilada (TA),
como se observa en el Cuadro 2. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones, se colocaron en cada
caja Petri 10 hembras adultas de los acaros R. indica, para este procedimiento se usé un
estereoscopio y pincel de cerda fina (00). Enseguida se asperjaron las cajas Petri con los acaros,
con los tratamientos propuestos con ayuda de aspersores manuales, dos disparos (0.116 mL

por disparo) por caja a una distancia de 10 cm, segun los tiempos de aplicacion.

El parametro evaluado fue el efecto letal (mortalidad) (conteo a las 24, 48 y 72 h),
considerandose muertos los acaros que no consiguieron caminar una distancia superior al
tamafio de su cuerpo cuando se estimularon con un pincel (Rodriguez et al., 2011; Rodriguez-
Montero et al., 2020). La determinacién de la concentracion media letal (Clso) se realizé con
la cinética de la mortalidad utilizando el analisis Probit, la Clsp es una medida que ayuda a
evaluar el efecto toxico de sustancias al medio ambiente, pardmetro que significa que al
exponerse los organismos a al compuesto toxico muere el 50 % de ellos en un tiempo

determinado (Vazquez-Villegas et al., 2018).
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Cuadro 2.- Tratamientos propuestos para bioensayo.

Tratamiento +lA Concentracion Concentracion
en Solucion por Aplicacién
*Ar32 Extracto A. 32 mg/mL 7.424 mg
radicans
Arl6 Extracto A. 16 mg/mL 3.712 mg
radicans
Ar8 Extracto A. 8 mg/mL 1.856 mg
radicans
Ar4d Extracto A. 4 mg/mL 0.928 mg
radicans
Ar2 Extracto H. 2 mg/mL 0.464 mg
longipes
TR Amitraz 1.7 pL/mL 0.0493 mg
125%
TN Etanol 1pL/mL 232.00 pL
96°+Agua
destilada
TA Agua - -
destilada

*Ar=Acmella radicans, +1A=Ingrediente Activo

59 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS CON POSIBLE BIOACTIVIDAD
ACARICIDA DE Acmella radicans

5.9.1 Separacion de los compuestos de la fraccion acuosa extraidos de A. radicans en

cromatografia de capa fina

Con la finalidad de realizar la separacion de los compuestos de las fracciones acuosas de hoja 'y

flor de A. radicans y raiz de H. longipes, e identificar las posibles fracciones de los extractos,
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se utilizo el método de TLC segin metodologia modificada de Rios-Chavez et al., (2003).
Primero se cortaron placas de gel silice (TLC Silica gel 60 F254) de 5 x 10 cm, se marco con
lapiz la linea de inicio y el frente, con ayuda de tubos capilares se tomd muestra de los extractos
fase acuosa de hoja y flor de A. radicans y raiz de H. longipes como referente, dichas muestras
se puntearon sobre el gel silice (6 veces), se tomo la placa y se coloco dentro de una cAmara de
cristal que contenia el sistema de solventes hexano:acetato de etilo en proporcion 72 / 28 %,
para la revelacion de las franjas obtenidas se colocaron dentro de una cdmara de yodo por cinco
minutos, ya reveladas se sefialaron con lapiz y se calculé el Rf con la formula Rf=Ds/Df, donde
el factor de retencion es igual a la distancia recorrida por la solucion entre la distancia recorrida

por el solvente.

5.9.2 Separacion de los compuestos de la fraccion acuosa de hoja extraidos de A. radicans

en cromatografia liquida de alto rendimiento

El siguiente proceso se realiz6 en el Laboratorio de Sintesis Organica de la Division de

Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato.

Debido a que se observaron fracciones interesantes en la TLC realizada, se sugirio utilizar el
método de HPLC (Rabelo et al., 2019) para la separacion e identificacion de los posibles
compuestos de la fraccion acuosa de hoja de A. radicans con actividad acaricida. Se tomaron
50 mL de EE de hoja de A. radicans, se llevé a sequedad en un rotavapor (IKA RV10), se
resuspendi6 con 120 mL de agua grado HPLC, quedando con una concentracion de 8.48 mg /
mL, enseguida se filtré con acrodiscos, se tomd 1.18 mL el cual se afor6 hasta 10 mL con agua
grado HPLC quedando a una concentracién de 1 mg / mL. Para los dos viales que se utilizaron,

se tomd 1.5 mL de cada dilucién y se colocaron dentro de los carriles 1y 2 del HPLC.

Los viales mencionados se colocaron dentro de los carriles 1 y 2 del HPLC (Agilent

Technologies, Modelo 1260 Infinity, detector de diodo, C18), previamente se sonicaron los
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solventes por 20 minutos en ultrasonido (BRANSON 1510), agua (M TEDIA Water HPLC,
CAS 7732-18-5) y metanol (M TEDIA Methyl Alcohol HPLC/Spectro, CAS UN1230).
Enseguida se establecieron las siguientes condiciones para realizar la cromatografia, 10 pL de
la fraccion acuosa de hoja de A. radicans, por 15 min, con un flujo 1.3 mL / min, con sistema

de solventes metanol:agua en un gradiente 40 / 60 %.

5.9.3 Analisis de los compuestos de la fraccién acuosa de hoja extraidos de A. radicans en

resonancia magnética nuclear

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Sintesis Organica las cuales se llevaron al
Laboratorio Nacional de Resonancia Magnética Nuclear, ambos laboratorios pertenecientes a
la Division de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato.

Debido a que se observaron fracciones interesantes en la TLC realizada, se sugiri6 utilizar el
método de RMN (Rios-Chavez et al., 2003) para la identificacion de los posibles compuestos
de la fraccidn acuosa de hoja de A. radicans con actividad acaricida. Se tomé una muestra de
50 mL de EE de hoja, se llevo a sequedad en rotavapor, se resuspendio la biomasa con 30 mL
de agua destilada, se tomaron 5 mL, se colocaron en otro matraz para llevar a sequedad, se
coloco en bomba de vacio para extraer restos de agua, con ayuda de una pipeta Pasteur se
introdujo una alicuota de agua deuterada (Deuterium oxide, 99.9 atom % D, Aldrich
Chemistry), se colocé la mezcla dentro de un tubo para RMN y se afor6 hasta alcanzar los 4

mL., para su posterior analisis.

5.9.4 Separacion e identificacion de los compuestos de la fraccion acuosa de hoja

extraidos de A. radicans en cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas

El siguiente proceso se realizd en el Cinvestav Unidad Irapuato, Guanajuato, México.
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Con la finalidad de identificar los compuestos de tipo alcamidas con la posible actividad
acaricida, se sometio a andlisis por medio de GC-MS (Ramirez-Chavez et al., 2011) la fraccion
acuosa de hoja de A. radicans utilizada en el bioensayo. Se inyect6 un microlitro de la fraccién
acuosa en un cromatégrafo de gases Agilent Technologies 5975, equipado con una columna
capilar de silice fundida DB1MS de 60 m x 250 um (1.D.), 0.25 um de espesor de pelicula
DB1MS (J&W Scientific Inc., Folsom, CA, EUA), conectada a un 5975C de Agilent
Technologies detector de espectrofotometro de masas cuadrupolo. Se utilizé una relacion de
inyeccion 1:100. La temperatura del puerto de inyeccion se ajustd a 230 °C. La temperatura del
horno se programo de 70 a 300 °C, a 5 °C /min y la linea de transferencia se calent6 a 230 °C.
La fuente de iones se fijo a 150°C y el cuadrupolo a 230°C.

El gas portador de helio tenia un caudal de 1.0 mL/min y una presion de cabeza de columna de
12 psi. El espectrdmetro de masas se operd en el modo de impacto de electrones (El) a 70 eV
escaneando el rango 33-300 m/z en un ciclo de 3%, en un modo de adquisicion de escaneo
completo. La identificacion de compuestos volatiles se logré comparando los tiempos de
retencion de GC y los espectros de masas con los de los compuestos estandar puros, cuando
estaban disponibles. Los espectros de masas se compararon con el Wiley (G1035B; Rev
D.02.00; Agilent Technologies Santa Clara CA EE. UU.) y Nist (Nist Mass Spectral Search
Program; version 2.0f, Nist Data Center Gaithersburg, MD, EE. UU) bibliotecas de referencia
del banco espectral. Los datos de las areas de pico GC obtenidos se utilizaron como un enfoque

para estimar el contenido relativo de cada componente.

5.10 ANALISIS DE RESULTADOS

Para el andlisis estadistico se hizo una matriz con los datos obtenidos en el programa Excel, y
la matriz de datos fue sometida a analisis ANOVA y Tukey (p< 0.05) con el programa JMP

11.0.0. Para la determinacion de la CLsg se realiz6 el analisis Probit.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 RECOLECTA DE MATERIAL VEGETAL

Se recolectd plantade Acmella radicans en etapa de floracion en el mes de noviembre de 2019 en
zonas de Michoacéan, México (19°31'00"N 102°25'00"0). Un ejemplar del espécimen vegetal
fue depositado en el Instituto de Ecologia A.C., Patzcuaro, Michoacan, México, bajo el nimero
de catalogo 271228.

Las plantas se ubicaron sobre caminos, jardines, cuerpos de agua, canales y sotobosque, los
sitios presentaron diversidad de suelos y vegetacion secundaria, con alturas similares entre
1600 a 1640 msnm; en la Figura 7 se muestra la procedencia de las recolectas y una imagen
del aspecto general de la planta, misma que fue identificada por comparacion con lo descrito
por la literatura, el material vegetal se llevo a laboratorio de bromatologia y se realizo el

proceso descrito en el punto 5.1.

Figura 7.- Sitios de recolecta de A. radicans. a Periban de Ramos (19.52253, -102.41978), b
San Francisco Periban (19.55651, -102.39816), y ¢ Uruapan (19.41167, -102.04493).
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6.2 PROPAGACION DE PLANTA DE Acmella radicans

La emergencia de las primeras plantulas se observo a los 7 dias después de la siembra (dds)
estimandose un porcentaje de germinacion inicial del 70 %, a los 21 dds las plantas se
desarrollaron de forma rapida, como se aprecia en la Figura 8. Se realiz6 la cosecha al momento
que presentaron floracion (120 dias), las plantas cosechadas se llevaron al laboratorio de

bromatologia para el proceso descrito en el apartado 5.1.

7 dias después de la
0 dias siembra (dds) 21 dds 120 dds

Figura 8.- Propagacién de A. radicans. a Siembra semilla, b germinacién, ¢ desarrollo

vegetativo, y d floracion.

6.3 OBTENCION DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE Acmella radicans

En la obtencidon de extracto etandlico, se establecid el protocolo siguiendo los pasos descritos
en el punto 5.4. En este caso se utiliz6 flor, hoja, tallo y raiz de A. radicans, dando como
resultado los rendimientos que se observan en el Cuadro 3. Basurto (2018) reporto un
rendimiento del extracto etandlico de hojas de diferentes especies de Rubus de 0.6 a 12 mg/qg.,
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contrario a lo que reportd Rabelo et al., (2019) del extracto etandlico de la parte aérea de la
planta S. acmella, ellos obtuvieron un rendimiento de 125 mg/g.

Cuadro 3.- Rendimiento de los extractos etanélicos de A. radicans.

Organo Dias de Rendimiento
Macerado mg/mL
Hoja 3 2.03
Flor 3 1.94
Tallo 3 2.24
Raiz 3 0.81
Hoja 7 2.30
Flor 7 2.46
Tallo 7 1.46
Raiz 7 0.93

6.4 BIOENSAYO PREVIO DEL EFECTO ACARICIDA

Para la evaluacion del efecto acaricida en el bioensayo previo se utiliz6 el disefio experimental
descrito en el apartado 5.6. De acuerdo con los resultados, se observo que para las 24 h el
tratamiento de hoja a una concentracion de 16 mg/mL (H) tuvo una mortalidad superior al
testigo regional (TR) (42 y 35 % respectivamente); para las 48 h tanto el tratamiento H como
F (16 mg/mL) tuvieron una mortalidad de 65 %, mientras del testigo regional la mortalidad
ascendid a 66 %; por ultimo para las 72 h, la mortalidad en el tratamiento H alcanzo el 86 %,
y el testigo regional tuvo una mortalidad final de 83 %, siendo estos tratamiento
significativamente diferentes al testigo negativo (TN) y absoluto (TA) como se observa en la

Figura 9.
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Los resultados descritos dieron la pauta para elegir 6rgano a utilizar en el resto del trabajo a
las hojas de A. radicans, debido a su eficiente efecto acaricida. Rabelo et al. (2019) mencionan
que la parte aérea de la planta S. acmella produce diversos compuestos bioactivos con
propiedades biologicas. Mientras que Cortez-Espinosa et al. (2011) comentan que en la parte
aérea de A. radicans han encontrado mayoritariamente alcamidas mas que en la raiz, teniendo

actividad bioldgica.
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% DE MORTALIDAD

TRATAMIENTOS

Figura 9.- Porcentaje de mortalidad de R. indica en bioensayo previo (Tukey p<0.05). En la
gréafica se puede observar que a los diferentes tiempos evaluados el efecto la fraccion acuosa
de hoja a una concentracién de 16 mg/mL sobre los acaros, tuvo la mejor respuesta en
comparacion a flor y los diferentes controles. Nota: las literales sobre las barras indican

diferencia estadistica entre tratamientos.
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6.5 EVALUACION DEL EFECTO ACARICIDA

El bioensayo de la actividad acaricida sobre el &caro rojo de palma, se llevd a cabo como se
describe en el apartado 5.8. De acuerdo con los resultados, se observd que para las 24 h el
tratamiento de 32 mg/mL (Ar32) tuvo una mortalidad de R. indica estadisticamente mayor que
el testigo regional (70 'y 36 % respectivamente) y el resto de los controles (Figura 10), asi mismo
a las 48 h se observo que el tratamiento Ar32 tuvo una mortalidad del 88 %, manteniendo

diferencia significativa con el testigo regional y el resto de los testigos (Figura 11).

Por ultimo, para las 72 h, los tratamientos Ar32, Arl6, Ar8 y Ar4, fueron estadisticamente
iguales al testigo regional (Figura 12), todos ellos siendo significativamente diferentes al testigo
negativo (TN) y testigo absoluto (TA). Con los resultados de este ensayo se logro obtener la
Clso para las 24 h (27.98 mg/mL), 48 h (2.61 mg/mL) y 72 h (2.08 mg/mL).

Lo anterior concuerda parcialmente con lo reportado por Rabelo et al. (2019), quienes usaron
extracto etandlico de Spilanthes acmella sobre R. indica, mostrando toxicidad y repelencia,
teniendo un 99 % de mortalidad con una CLso de 8.88 mg/mL, mientras que 0.45 mg/mL a 1.34
mg/mL fueron suficientes para repeler al &caro plaga hasta por 48 h. Por otro lado, Castro et al.
(2014) reportaron que el extracto hexanico de Acmella oleracea sobre Rhipicephalus microplus

fue letal, con una mortalidad de 95 % a una CLsg de 79.7 mg/mL.

Acmella radicans es una planta arvense con aplicaciones terapéuticas y agronoémicas. Hasta el
momento con los resultados del presente trabajo se sugiere la presencia de compuestos de tipo

alcamidas que tienen actividad contra R. indica.
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Figura 10.- Porcentaje de mortalidad de R. indica a las 24 h (Tukey p<0.05). Nota: las literales
sobre las barras indican diferencia estadistica entre tratamientos.
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Figura 11.- Porcentaje de mortalidad de R. indica a las 48 h (Tukey p<0.05). Nota: las literales
sobre las barras indican diferencia estadistica entre tratamientos.
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Figura 12.- Porcentaje de mortalidad de R. indica a las 72 h (Tukey p<0.05). Nota: las literales
sobre las barras indican diferencia estadistica entre tratamientos.

6.6 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS CON POSIBLE BIOACTIVIDAD
ACARICIDA DE Acmella radicans

6.6.1 Separacion de los compuestos de la fraccion acuosa extraidos de A. radicans en

cromatografia de capa fina

Para una evaluacion previa de la presencia de alcamidas se realizd la separacion de los
compuestos acuosos extraidos de A. radicans, se hizo conforme a la metodologia descrita. Los
resultados mostraron diferente nimero de franjas de acuerdo con el extracto del 6rgano que se
compard en la cromatografia de capa fina. A manera de tener un comparativo o “estandar” de
una alcamida, se utilizd el extracto acuoso de raiz de H. longipes, dado que su principal
compuesto es la afinina. Como se muestra en el Cuadro 4, la hoja tuvo mayor nimero de bandeo

(13 bandas) en comparacion a la flor (6 bandas). En lo referente a la semejanza con el extracto
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de H. longipes y lo reportado con Rios-Chavez et al. (2003) quienes determinaron que la
afinina, alcamida mayoritaria en algunas especies de Asteraceas, tiene un Rf de 0.7, ellos
utilizaron un sistema de solventes hexano:acetato de etilo (2:1), de forma interesante se puede
observar tanto en hoja como en flor y en raiz coincide una misma franja (0.83) lo que sugiere la
presencia de afinina en los tres extractos, en este trabajo se usé un sistema de solventes
hexano:acetato de etilo (72:28 %).

Cuadro 4.- Rf de hoja y flor de A. radicans y raiz de H. longipes.

Hoja Flor Raiz
0.90 0.90

0 R7

. 0.83 0.83 0.83 |

0.68
0.66
0.56
0.52 0.52
0.44 0.49
0.41
0.38 0.38 0.38
0.32 0.34
0.28 0.28
0.19
0.07

6.6.2 Separacién de los compuestos de la fraccidén acuosa de hoja extraidos de A. radicans

en cromatografia liquida de alto rendimiento

Para este proceso se siguieron los pasos descritos en el apartado 5.9.2. El cromatograma
resultante del andlisis por HPLC de la fraccion acuosa de hoja de A. radicans mostrd la
presencia de compuestos dentro de los primeros 13 minutos de corrida como se observa en las

Figuras 13. De forma interesante se observa en el cromatograma un pico en el tiempo de
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retencion de 6.182 con lo que nos sugiere la presencia de afinina o espilantol de acuerdo con
lo reportado por Rabelo et al. (2019) en su trabajo, ellos determinaron la presencia de esta

alcamida de la planta S. acmella (Figura 14) teniendo un tiempo de retencién en el minuto 6 +.

DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (AAV 2022-05-19 09-41-08\002-0101.D)

mAU ] ?
500 |
E (0]
400 |2
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300 | &
3 ln
200 @ﬁ o o
3 e ¥ = 82 3 g o
ol enSE E8EBes 3l & 5 vgo o s8 § & §
1 SR Sanhss  E\ A5 pBE G AL Fog§
D_Z—T.'IJ:TV \'u\TJ'_"'m‘F-IE-r ——lﬂr’—'— L,-l—'\'—ﬁ_}.r:_‘ J_cg__rl_ —= \‘i—~-q_|.._{Lﬂ._|_,-~—~-_._|_:_ —
: | ] N TR R T LA |
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Figura 13.- Cromatograma de fraccidn acuosa de hoja de A. radicans.
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Espilantol
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Figura 14.- Cromatograma del extracto Spilanthes acmella determinado por Rabelo et al.
(2019).
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6.6.3 Analisis de los compuestos de la fraccion acuosa de hoja extraidos de A. radicans en

resonancia magnética nuclear

Para este tipo de analisis se realizé con la metodologia descrita en el apartado 5.9.3. El espectro
obtenido en el equipo de RMN mostro indicios de compuestos tipo alcamidas por los grupos
detectados por este método, como son alquinos (H-C=C-H=), alquenos (CH2=CH) y su grupo
funcional (NH) en la fraccion acuosa de hoja de A. radicans como se observa en la Figura 15.
Dicho espectro se puede comparar con los resultados descritos por Rios-Chévez et al. (2003)
donde identificaron dos alcamidas N-isobutil-2E-decamonoenamida y N-isobutil decamida
(Figura 16), en tanto Nakatani & Nagashima (1992) en su trabajo identificaron por RMN
cuatro alcamidas N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida (1), (2E)-N-(2-metilbutil)-2-
undecena-8,10-dienamida (2), (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadiena-10,12-dienamida (3), y (7Z)-
N-isobutil-7-tridecena-10,12-dienamida (4) (Figura 17), donde se observan los rangos en ppm
(partes por millon) que van de 0.0 a 8.0 de las alcamidas identificadas por los autores, con lo
que se sugiere la presencia de estos compuestos en el extracto de A. radicans propuesto en este

trabajo.

MAVG-AAV-ArRAg-27052022.2.fid

-C=C-H 15-3.0 CH 0812
R-NH2  15-40 -CH 1118
CH. 1418

_JMWMMML;L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 0.0
f1 (ppm)

Figura 15.- Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz), fraccion acuosa de hoja de A. radicans.
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'H NMR SPECTRAL DATA FOR A-ISOBUTYL-2E-
DECAMONOENAMIDE AND A-ISOBUTYLDECAMIDE FROM ACMELLA

RADICANS
N-Isobuty]l-2E-decamonoenamide, N-Isobutyl-decamide,

H Number & ppm & ppm

2 5724 (15.00 2151 (7.5)

3 6.85m 130 (7.5, 7.5)
4 2.16:1d (15.0, 7.5) 130 (7.5, 7.5)
) L3 (7.5, 7.5) L30s (7.5, 7.5)
6 L3 (7.5, 7.5) L.30s (7.5, 7.5)
7 L3 (7.5, 7.5) L.30s (7.5, 7.5)
a L3305 (7.5, 7.5) 1305 (7.5, 7.5)
4 L30s (7.5, 7.5) 1.30s (7.5, 7.5)
10 0911 (7.5) 0911t (7.5)

iy 3171 (6.5, 6.5) 3.171 (6.5, 6.5)
2 LB0m L&dm

iy 093] (7.00 0.9%d (7.00

& 093] (7.00 0.9%d (7.00

Coupling constants (I in Hz) are given in parentheses.

Figura 16.- Determinacion de dos alcamidas por Rios-Chéavez et al. (2003) por la técnica
RMN de la planta A. radicans.; en los recuadros se pueden apreciar los rangos en ppm de las

alcamidas identificadas por los autores.

Table L 'H-NMR Spectral Data for Compounds 1 4
{(fvalues, a1 400 Mz, in CDCly, TMS as imernal standard}

Mo 1 2 3 4
H-2 5Mhed (19 57hd (L5 5MWbrd {13 21N 7

3 6.33dt (15" A RIdL (15 7} .80 de (157} 1.63m

4 223—235m 220n 219br.dt (7, T) 1.37m

5 223—235m 1.57n 1.551t inh 1.37m

6 5.26d1 (L, 7 1.57n 2Wbe.de (T 2ikbrdt (L7
7 597dd (I 1) 127 m sa8dt (I T SSide (10, )
8 62br.dd (113 1% sardt (RIS ] 5.39 dt (1o, 7y
2 5. 70 de {15:7) 2990hr.d (T 3Ior.d (7

1 1.7T8¢ h

11 [.9§ .5

13 1.9% . s 1.93 or. s
I, 315¢d (7 6} l4dds (14 TG L1504 (%N 30834 th
iy 1274dd (1L T 6)
Zz 1,781 157w LBl agg (%) 1.76qq (LT T
¥, 293 (¥4} 11%dg (14 7T 0931 7 3934 [gl}
¥, 14lddg (147N
Y 0.93 ¢ &l .21 N 0931 N 0034 (7
5 0914 T

H-N 5470r s S33br.s

545br.s S.46br.s

Figura 17.- Determinacién de cuatro alcamidas por Nakatani & Nagashima (1992) por la

técnica RMN de la planta Spilanthes acmella var. oleracea; en los recuadros se pueden
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apreciar los rangos en ppm de las alcamidas identificadas por los autores.

6.6.4 Separacion e identificacion de los compuestos de la fraccion acuosa de hoja extraidos
de A. radicans en cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas

La separacion e identificacion por GC-MS de los compuestos de la fraccion acuosa de hoja de
A. radicans mostr6 la presencia de cinco alcamidas: alcamida 1 (Al), N-isobutil-
2(E),6(2),8(E)-decatrienamida (Figura 18 y 19); alcamida 2 (A2), N-(2-feniletil)(2Z,4E)-
octadienamida (Figura 20 y 21); alcamida 3 (A3), N-(2-feniletil)non-2(E)-en-6,8-dienamida
(Figura 22 y 23); alcamida 4 (A4), N-(2-feniletil)-cis-2,3-epoxinona-6,8-dienamida (Figura 24
y 25); y alcamida 5 (A5), , 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida (Figura 26 y 27), como se
pueden apreciar en sus respectivos espectros y estructuras. Es importante resaltar que la
alcamida 1, es la estructura de la afinina, molécula que se esperaba encontrar por los resultados
mostrados en la TLC y HPLC. Reportes de trabajos de otros autores (Gonzélez et al., 2011;
Hernandez-Morales et al., 2012; Castro et al., 2014; Beltran et al., 2015; Rabelo et al.,
2019) sefialan que la afinina tiene alta bioactividad, por ello en cada ensayo que se realiz6 para
la basqueda de alcamidas, se trataba de localizar a dicho compuesto, sin embargo y de forma
interesante, al calcular la abundancia (con la formula Y = 3x107 (X) + 1x106), la alcamida A5
fue la que se encontré con mayor presencia en la fraccion acuosa (Figura 28). Se sugiere que
las alcamidas identificadas podrian ser las responsables de la mortalidad de R. indica. en este

proyecto.

A

Figura 18. — Estructura de la alcamida N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida (Al).

Peso molecular 221.34.
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Figura 19.- Espectro de N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida (A1) alcamida de hoja de

A. radicans.

Figura 20. — Estructura de la alcamida N-(2-feniletil)(2Z,4E)-octadienamida (A2). Peso
molecular 243.34.

~ 47 ~



450000

4000004

811

67.1

Il 8

951

1041

161.1 2432
1521

o

nirs

55.1
- |'|H'|| ll ||| |]||Zf1 |

an RN a'n

!Il ll ||_|1|]h1|;1 teantfl ln ]31‘111.3?1 " |. ool
100

2001270
L1681 1771 185219317 | 21422222 2381 |
1 e N P e PR Ve R Mg P

Figura 21.- Espectro de N-(2-feniletil)(2Z,4E)-octadienamida (A2) alcamida de hoja de A.

Z

radicans.

Figura 22. — Estructura de la alcamida N-(2-feniletil)non-2(E)-en-6,8-dienamida (A3).

Peso molecular 251.32.
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Figura 23.- Espectro de N-(2-feniletil)non-2(E)-en-6,8-dienamida (A3) alcamida de hoja de

A. radicans.

Figura 24. — Estructura de la alcamida N-(2-feniletil)-cis-2,3-epoxinona-6,8-dienamida
(A4). Peso molecular 267.32.
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Figura 25.- Espectro de N-(2-feniletil)-cis-2,3-epoxinona-6,8-dienamida (A4) alcamida de
hoja de A. radicans.
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Figura 26. — Estructura de la alcamida 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida (A5). Peso
molecular 251.32.
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Figura 27.- Espectro de, 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida (A5) alcamida de hoja de A.

radicans.
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Figura 28.- Abundancia (ug/mL) de las alcamidas de hoja de A. radicans fraccion acuosa,

identificadas por GC-MS, siendo la mas abundante 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida

(A5).
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VII CONCLUSIONES

Se estableci6 un protocolo de extraccion de los metabolitos secundarios de hoja de A. radicans,

con duracion de 7 dias en maceracion etandlica activa.

Se evalud la bioactividad de la fraccion acuosa de hoja de A. radicans sobre R. indica,
presentando un porcentaje de mortalidad de 70 % a las 24 h, para el tratamiento Ar32 (32
mg/mL); el 88 % se registrd a las 48 h en el mismo tratamiento; y para las 72 h la mortalidad
aumento a 98 %, superando al testigo regional (TR), teniendo diferencia significativa (p<0.05)
con los controles TA'y TN. Se obtuvo la Clsg para las 24 h siendo de 27.98 mg/mL, para las 48
h fue de 2.61 mg/mL, mientras que para las 72 h fue de 2.08 mg/mL.

De acuerdo con los resultados cromatograficos se comprob6 la presencia de cinco alcamidas en
hoja de A. radicans, siendo la mas abundante, 3-fenil-N-(2-feniletil)-2-propanamida. Por lo
anterior, este tipo de Asteraceas pueden ser consideradas para una agricultura integral para el

control de acaros plaga.
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ANEXOS

9.1 FICHAS TECNICAS

RSCO-PEC-INAC-179-305-009-013

Bovitraz s

Garrapaticida, sarnicida y piojicida,
Concentrado emulsionable, Amidina

Descripcion:

Bovitraz"® Garrapaticida, piojicida y samicida para
bano de inmersion y/o aspersion, en bovinos, ovinos,
porcinos y caninos, de excelente efecto derribe, buen
poder residual (7 a 9 dias), que afecta el potencial
reproductivo de las garrapatas. De baja toxicidad:
Categoria toxicologica 4 (ligeramente toxico-banda
verde)

Formula:

Concentrado emulsionable

Amitraz (Amidina):
N'-(2,4-dimetil-fenil)-N-(((2,4-dimetil-fenil)imino)meti
1)-N-metil metanimidamida................ccoveneee 12.50%
Equivalente a 1250glLAL

Excipientes, solventes y emulsificantes, c.b.p. No

mas de................ 87.50%
TS s 100.00%
Indicaciones:

Garrapatas: Boophilus microplus Ixodes holocyclus,
Boophilus  decoloratus ~ Haemaphysalis ~ spp.,
Rhipicephalus spp. Hyalomma spp., Amblyoma
americanum  Dermacentor  spp., Amblyoma
cajennense Otobius megnini, Ixodes ricinus.

Acaros: Psoroptes spp., Demodex canis, Sarcoptes
scabiel, Chorioptes bovis, Dermanyssus gallinae
Ornithonyssus sylviarum.

™ e~
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Piojos: Linognatus vitulli, Haematopinus eurysternis
Linognatus  ovillus,  Solenopotes  capillatus,
Damalinia bovis, Haematopinus suis, Damalinia ovis
Melophagus ovinus

Dosis y Forma de aplicacion:

Aspersion:

En bovinos, ovinos, porcinos y caninos se utilizan 2
ml de Bovitraz por litro de agua para controlar
garrapatas. No se requiere usar hidroxido de calcio.
En bovinos se aconseja usar de 3 a 5 litros de mezcla
por animal (dependiendo del tamano) usando toda la

preparacion.

Para samas en cerdos utilizar de 2 a 4 ml de Bovitraz
por litro de agua.

Para sama Demodésica en perros usar en bafos de
aspersion o inmersion de 2 a 4 mi de Bovitraz por litro
de agua dos veces por semana hasta por siete
semanas si fuese necesario.

Para sama Sordptica se recomienda realizar limpieza
profunda en las orejas y aplicar tratamiento local
diluyendo una gota de Bovitraz en 5 ml de aceite
mineral y aplicar dos gotas en cada oreja dos veces
por semana por dos semanas.

Inmersion:

Primero que nada se aconseja cubicar el tanque
garrapaticida que se va a llenar.

En el tanque de inmersion Bovitraz se debe usar a un
pH (grado de acidez o alcalinidad) alcalino de 12 a 14,
esto lo logramos agregando hidroxido de calcio.

'ah
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RSCO-PEC-INAC-179-305-009-013

Carga: Agregar 6 kg de hidroxido de calcio + 1 litro
600 ml de Bovitraz por cada 1000 litros de agua.

Recarga: Agregar 12 kg de hidroxido de calcio + 3

litros 200 ml de Bovitraz por cada 1000 litros de agua.

Es aconsejable tanto con la cal como con el Bovitraz
hacer pre-mezcias en cubetas antes de agregar al
bario garrapaticida.

Debido al poder residual de Bovitraz"* los
intervalos de bano recomendados son de cada 14 a
21 dias, dependiendo del tipo de garrapata, grado de
infestacion y época del ano.

Debido a que Bovitraz no es un producto sistémico el
periddo de retiro en leche y came es de cero dias.

Contraindicaciones:

Esta contraindicado para su uso en caballos y gatos.
Evitar su uso en cachorros menores de 4 semanas.
En perros de razas toy (miniatura) Chihuahua, Poodle,
Yorkshire, Collie, y Pastores, asi como perros cruzados
con éstas razas son mas comunes los efectos de
intoxicacion, somnolencia o sedativos en Sistema
Nervioso Central

En caso de intoxicacién administrar ftratamiento
analéptico respiratorio de sosten hasta que el
paciente recobre sus constantes fisiolégicas.

Proteccion Ambiental:

Al cambiar el liquido del bario evite la contaminacion
de rios, embalses, aguajes, presas y otras fuentes de
agua. Los bafios de inmersion cargados con
Bovitraz"* se inactivan a un pH menor de 10 en 48
horas. Si se desea acelerar su inactivacion se
recomienda anadir sustancias que dcidifiquen el bano
como el 4cido citrico o el acido acético. Un baiio de
inmersion cargado con Bovitraz con un pH de 7 se
inactiva en 48 horas y con un pH de 6 se inactiva en 2
horas.

Es tdxico para peces, reptiles y abejas.

Rah o b rimadhed
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Periodo de retiro:
Bovitraz™*® no tiene periodo de retiro, por lo que la

came y leche de los animales tratados puede ser
consumida el mismo dia del tratamiento.

Presentacion:

Frascos de 100 ml y 1it.
Garrafa de 10 It.

“Informacidn propiedad do Bayer de México SA de CV."
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9.2 ANALISIS ESTADISTICOS

9.2.1 EVALUACION DEL EFECTO ACARICIDA

9.2.1.1 ANOVA Bioensayo

24h

Analisis de varianza

Grados de Suma de Media de los
Fuente libertad cuadrados cuadrados Razoén F
Modelo 7 191.6 27.3714 13.5168
Error 32 64.8 2.025 Prob > F
C. Total 39 256.4 <.0001

48 h

Andlisis de varianza

Grados de Suma de Media de los
Fuente libertad cuadrados cuadrados Razoén F
Modelo 7 283.375 40.4821 43.181
Error 32 30 0.9375 Prob > F
C. Total 39 313.375 <.0001

72 h

Analisis de varianza

Grados de Suma de Media de los
Fuente libertad cuadrados cuadrados Razon F
Modelo 7 398.175 56.8821 54.8262
Error 32 33.2 1.0375 Prob > F
C. Total 39 431.375 <.0001
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9.2.1.3 Determinacion CLso

F1
CL5024h  27.9875402

CL5048 h  2.61568646

CL5072h  2.08648279

y =12.686x-7.7333

120
100

y = 46.905In(x) + 4.8995

140
120
100
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