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RESUMEN

RESUMEN

Frecuentemente los cultivos agricolas se ven afectados por enfermedades ocasionadas por
agentes fitopatogenos. Tradicionalmente el método de control ha sido a través del uso de
productos quimicos. En la actualidad se buscan alternativas al uso de los agroquimicos, dado
que las practicas inadecuadas y la falta de capacitacion, han generado dafios ecoldgicos, que
en la mayoria de los casos son irreversibles. El uso de extractos vegetales y sus biomoléculas,
representan una alternativa a los métodos de control tradicionales ya que pueden ser
amigables con el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antibacteriana, antifungica y antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de plantas que se
han utilizado en la medicina tradicional como A. ludoviciana, L. virginicum y B.
veronicifolia. Los extractos hidroalcoh6licos se obtuvieron por extraccion asistida por bafio
ultrasonico. Se determino la actividad antibacteriana de las cepas de C. michiganensis subsp.
michiganensis, P. syringae pv. Tomato y X. campestris, a través de la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).
Para determinar la actividad antifingica, se evaluaron tres concentraciones (25, 50 y 100
mg/mL), por el método de dilucion del extracto en agar, las cepas evaluadas fueron F.
oxysporum, F. moniliforme, M. fructicola, R. solani y S. sclerotiorum. Se determino el
contenido de fenoles, flavonoides totales y la actividad antioxidante por los métodos DPPHe
y ABTSe+. De acuerdo a los resultados obtenidos concluimos que el contenido de
flavonoides influye en la actividad antioxidante, lo que puede influir en la actividad
antibacteriana y antiflingica de los extractos evaluados. Sin embargo, se recomienda realizar

un analisis fitoquimico de los extractos hidroalcohélicos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Agricultural crops are frequently affected by diseases caused by phytopathogenic agents.
Traditionally the control method has been through the use of chemical products. Currently,
alternatives to the use of agrochemicals are being sought, since inadequate practices and lack
of training have generated ecological damage, which in most cases is irreversible. The use of
plant extracts and their biomolecules represent an alternative to traditional control methods
since they can be friendly to the environment. The objective of this work was to evaluate the
antibacterial, antifungal and antioxidant activity of hydroalcoholic extracts from plants that
have been used in traditional medicine such as A. ludoviciana, L. virginicum and B.
veronicifolia. The hydroalcoholic extracts were obtained by extraction assisted by ultrasonic
bath. The antibacterial activity of the strains of C. michiganensis subsp. michiganensis, P.
syringae pv. Tomato and X. campestris, through the determination of the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (CMB). To
determine the antifungal activity, three concentrations (25, 50 and 100 mg/mL) were
evaluated, by the method of extract dilution in agar, the strains evaluated were F. oxysporum,
F. moniliforme, M. fructicola, R. solani and S. sclerotiorum. The content of phenols, total
flavonoids and antioxidant activity were determined by the DPPHe and ABTS<+ methods.
According to the results obtained, we conclude that the flavonoid content influences the
antioxidant activity, which may influence the antibacterial and antifungal activity of the
extracts evaluated. However, it is recommended to carry out a phytochemical analysis of the
hydroalcoholic extracts.
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1 Introduccidn

1.1 Introduccion

Frecuentemente la produccion agricola se ve afectada por enfermedades ocasionadas por
bacterias y hongos fitopatdgenos. Dichas enfermedades se pueden presentar en las etapas
precosecha y poscosecha, 1o que disminuye la calidad y el rendimiento de los cultivos
(Meneses, 2017). Tal es el caso de las bacterias fitopatogenas Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris y los
hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola,

Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum.

Las enfermedades bacterianas causan pérdidas significativas en los cultivos de hortalizas,
incluido el tomate (Solanum lycopersicum L.) (Kolomiiets et al., 2019), este cultivo se ve
afectado por C. michiganensis subsp. michiganensis un actinomiceto fitopatdgeno que se
propaga a través del xilema causando marchitez y cancro bacteriano una de las enfermedades
mas destructivas de este cultivo (Gartemann et al., 2003; Miguel et al., 2000). Dentro de las
enfermedades bacterianas mas importantes de cultivo de tomate también se encuentra la mota
bacteriana causada por Pseudomonas syringae pv. tomato, la cual se desarrolla bajo
temperaturas de 18 a 24 °C y alta humedad relativa (Félix-Gastélum et al., 2012), provocando
deformacion de frutos y la caida de las flores que puede reducir la cosecha hasta en un 75%
(Arasu et al., 2022; Pérez-Pérez et al., 2020) y Xanthomonas campestris que causa la mancha

bacteriana, enfermedad que afecta hojas, tallos y fruto (El-Esawi et al., 2022).

Respecto a las enfermedades ocasionadas por hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum;
en un patdgeno que se transmite a través del suelo y se reproduce a través de esporas, que
pueden permanecer latentes durante largos periodos de tiempo lo que dificulta su control.
Una vez que F. oxysporum ingresa a la planta a traves de la raiz, su colonizacién en el sistema

vascular altera los vasos del xilema que conducen el agua, lo que provoca sintomas de

1
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marchitez, retraso en el crecimiento, clorosis en las hojas, los tejidos vasculares afectados se
vuelven de color marron o negro y finalmente la muerte de la planta. (Joshi, 2018; Zuriegat
et al., 2021). Las cepas fitopatdgenas de F. oxysporum se dividen en patotipos de acuerdo a
su capacidad para infectar diferentes cultivos, como es el caso de las solanaceas (Tomates,
papas, pimientos y berenjenas), la palma de aceite, las leguminosas, las fresas, la lechuga, la
cafia de azucar, la sandia y el platano. (Zuriegat et al., 2021). Dentro del género Fusarium,
se encuentra F. moniliforme un hongo filamentoso que también es ampliamente distribuido
en el suelo, afecta principalmente el cultivo de trigo y maiz, causando perdidas irreversibles
en el rendimiento y la calidad de los granos (Yang et al., 2022). Este fitopatdgeno causa
podredumbre en tallo y semillas de maiz, ocasionando dafios en la etapa precosecha y
poscosecha; lo que disminuye el rendimiento y la calidad de la produccion agricola, ya que
la presencia de micotoxinas inhibe la viabilidad de las semillas, la germinacion, asi como el
vigor de las plantulas (Krishnan et al., 2019). Los hongos del género Monilinia se encuentran
en todo el mundo, este hongo se encuentra entre los fitopatdgenos mas destructivos de los
cultivos de fruta de hueso (Fischer et al., 2017); ocasionando la enfermedad conocida como
podredumbre parda y generando dafios tanto en precosecha como en poscosecha. Cuando las
condiciones para su desarrollo son favorables, las pérdidas poscosecha pueden ser del 80 al
90% (Boiteux et al., 2018; Casals et al., 2014; De Miccolis Angelini et al., 2022; Ma et al.,
2019). Entre los patdgenos que se transmiten a través del suelo y semillas infectadas esta
Rhizoctonia solani el cual se puede transportar facilmente a través de algunos 6rganos de la
planta, como los tubérculos. Es un patdgeno dificil de controlar ya que infecta a un gran
numero de cultivos como la cebada, la pimienta, el trigo, los tomates, las alubias, las
zanahorias, el clavo, la coliflor, los garbanzos, las papas, la remolacha azucarera, la soja, el
tabaco, el arroz, etc. (Ajayi-Oyetunde y Bradley, 2018). R. solani puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo como micelio en la materia organica y como esclerocios en el suelo. Los
sintomas en los diversos huéspedes son pudricion de semillas, raices, tallos y frutos, cancer
de tallos y coronas, tizon de las hojas y de la vaina, enanismo en varios 6rganos de las plantas
y dafio en las plantulas de varias especies de plantas (Aydin, 2022). Otro fitopatégeno de
importancia agronomica es Sclerotinia sclerotiorum, este hongo causa la enfermedad
conocida cominmente como pudricién del tallo o moho blanco (Wang et al., 2019), infecta

a diversos cultivos de importancia econémica como el girasol, la soya, la colza, el frijol, las
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lentejas, el garbanzo, la canola, el tulipan y la cebolla. Este patdgeno se caracteriza por la
formacion de esclerocios, que son estructuras flngicas de resistencia y propagacion, las
cuales se pueden mantener viables en el suelo durante varios afios (Ordofiez-Valencia et al.,
2018).

Tradicionalmente el uso de agroquimicos ha sido el método principal para el control de
fitopatdgenos (Mesa et al., 2019). Sin embargo, el uso indiscriminado de los productos
quimicos ha generado efectos secundarios como: resistencia a los ingredientes activos, dafios
a la salud humana y al medio ambiente. Ademas, se sabe que una gran cantidad de
agroguimicos permanecen en el ambiente debido a su alta persistencia, lenta degradacion y
alta estabilidad quimica (Acedo-Zegarra et al., 2020; Carrefio-Meléndez et al., 2019; Polanco
et al., 2019).

Una alternativa sustentable para el control de plagas y enfermedades es el uso de extractos
vegetales como potenciales biocontroles de fitopatdgenos (Badaracco et al., 2020; Rodriguez
et al, 2020), dado que las especies vegetales sintetizan metabolitos secundarios como
terpenos, fenoles y alcaloides, los cuales tienen actividad antioxidante y antimicrobiana
(Arredondo et al., 2017).

En busca de alternativas sustentables al uso de agroquimicos, en este trabajo de investigacion
se determind la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos de plantas que se
han utilizado en la medicina tradicional mexicana como Artemisa ludoviciana Nultt.,

Lepidium virginicum L. y Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray.
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1.2 Justificacién

Frecuentemente la produccion agricola se ve afectada por microorganismos fitopatégenos,
tal es el caso de los hongos y las bacterias que causan enfermedades durante las etapas
precosecha y poscosecha, lo que disminuye la calidad y el rendimiento de cultivos de
importancia agrondémica y comercial. Por otro lado, el uso de agroguimicos ha sido el método
comunmente empleado; sin embargo, el uso inadecuado e irracional de estos productos, ha
generado efectos secundarios como: danos a la salud humana; dafios al medio ambiente,
ocasionando contaminacion del agua, el suelo y la atmosfera; ademas de que cada dia los
agentes patogenos generan resistencia a la formulacion quimica de dichos productos. Por lo
anterior, es que actualmente se buscan métodos de control sustentables o amigables con el
medio ambiente. Una alternativa es el uso de extractos vegetales, ya que las plantas sintetizan
biomoléculas con actividad antimicrobiana. Llevar a cabo este trabajo de investigacion,

permitird hacer una contribucidn a la basqueda de plantas con potencial antimicrobiano.
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1.3 Planteamiento del problema

La presencia de enfermedades bacterianas y fangicas en los cultivos agricolas, representa
pérdidas econdmicas significativas para los productores, dado que afectan a cultivos de

importancia agronémica y comercial.

El uso inadecuado e irracional de los agroquimicos, para el control de las enfermedades
fitopatdgenas; ha generado dafios ambientales, dafios a la salud humana y propiciado la

generacion de microorganismos resistentes a dichos productos.

Debido a los efectos secundarios mencionados anteriormente, actualmente se buscan
alternativas ecoldgicas, que permitan el control de los agentes fitopatdgenos, tal es el caso de
compuestos bioactivos obtenidos de los extractos vegetales de plantas conocidas por su

actividad antimicrobiana.
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1.4 Hipotesis

Los extractos hidroalcohodlicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia
veronicifolia, tienen actividad antibacteriana sobre bacterias que afectan el cultivo de

jitomate y hongos que afectan cultivos de importancia agronémica y comercial.

1.5 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcoholicos de Artemisa
ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia mediante técnicas in vitro sobre
Clavibacter michiganensis sbsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato,
Xanthomonas campestris, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia
fructicola, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum e identificar los componentes

activos.

1.5.1 Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohdlicos de
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.

2. Evaluar in vitro la actividad antifingica de los extractos hidroalcohdlicos de Artemisa
ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.

3. Evaluar el contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como la capacidad
antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum

y Brickellia veronicifolia.
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CAPITULO II

2 Fundamentos tedricos

2.1 Bacterias fitopatdgenas que afectan el cultivo de jitomate

Las enfermedades bacterianas causan pérdidas significativas en los cultivos de hortalizas,
incluido el tomate (Solanum lycopersicum L.) (Kolomiiets et al., 2019), este cultivo se ve
afectado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv.
tomato y Xanthomonas campestris. Como antecedente sobre el estudio de extractos vegetales
frente a bacterias fitopatdgenas que afectan el cultivo de tomate, Balestra et al., 2009)
reportaron que los extractos de Allium sativum (Amaryllidaceae) y Ficus carica (Moraceae)
redujeron la incidencia de la enfermedad por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis P. syringae pv. tomato y X. campestris en un 58 y un 30 % y la gravedad de
la enfermedad en un 68 y un 22 % respectivamente. También hicieron una comparacion de
la efectividad de los extractos contra un tratamiento estandar de cobre indicando que los

extractos son efectivos en un 65% para A. sativum y 38% para F. carica.

2.1.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis un actinomiceto fitopatdgeno gram positivo
que se propaga a través del xilema causando marchitez y cancro bacteriano (Gartemann et
al., 2003) es una de las enfermedades mas destructivas del cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum L.). Aunque el patdgeno puede sobrevivir en el suelo, la fuente principal de
diseminacion de la enfermedad es a través de las semillas contaminadas, encontrandose el
microorganismo tanto en la cubierta como en el interior de ellas. Se ha demostrado que la
sobrevivencia del patdgeno en semillas supera los diez afios y que la enfermedad se puede
transmitir de una cosecha a otra (Miguel et al., 2000). La enfermedad ocasiona una severa
reduccion de la cantidad y la calidad de los frutos. provocando manchas oscuras rodeadas de

un halo blanco, similar a un ojo de pajaro (Rivera-Sosa et al., 2021).
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2.1.2 Pseudomonas syringae pv. tomato

Pseudomonas syringae pv. tomato, se desarrolla a temperaturas entre 18 a 24 °C y alta
humedad relativa (Félix-Gastélum et al., 2012), es el agente causal de la mota bacteriana en
el tomate (Cerna-Vargas et al., 2019), provocando deformacion de frutos y la caida de las
flores que puede reducir la cosecha hasta en un 75% (Arasu et al., 2022; Pérez-Pérez et al.,
2020). Afecta a una gram cantidad de cultivos, ya que es el fitopatdgeno mas comdn en las
plantas (Xin et al., 2018).

2.1.3 Xanthomonas campestris

Xanthomonas campestris, es una bacteria gram negativa, de pigmentacion amarilla, que
afecta a diferentes brasicaceas y solanaceas (Ryan et al., 2011). Causa la mancha bacteriana,

enfermedad que afecta hojas, tallos y fruto (EI-Esawi et al., 2022).

2.2 Hongos fitopatdgenos

2.2.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatdgeno que se transmite a través del suelo, el cual se
reproduce a través de esporas, que pueden permanecer latentes durante largos periodos de
tiempo, lo que dificulta su control. Dentro de los métodos que se han implementado para su
control son: saneamiento del campo, limpieza de herramientas agricolas antes de usarlas en
un campo sano, practicas culturales como la eliminacion y destruccion completa de las
plantas infectadas, asi como el uso de semillas certificadas y libres de patégenos. Una vez
que F. oxysporum ingresa a la planta a través de la raiz, su colonizacion en el sistema vascular
altera los vasos del xilema que conducen el agua, lo que provoca sintomas de marchitez,
retraso en el crecimiento, clorosis en las hojas, los tejidos vasculares afectados se vuelven de
color marrén o negro y finalmente la muerte de la planta. Durante el proceso de infeccién F.
oXysporum secreta micotoxinas, proteinas y enzimas que degradan la pared celular vegetal
(Joshi, 2018; Zuriegat et al., 2021). Las cepas fitopatdgenas de F. oxysporum se dividen en

patotipos de acuerdo a su capacidad para infectar diferentes cultivos, como es el caso de las
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solanéceas (Tomates, papas, pimientos y berenjenas), la palma de aceite, las leguminosas, las

fresas, la lechuga, la cafia de azUcar, la sandia y el platano. (Zuriegat et al., 2021).

2.2.2 Fusarium moniliforme

Dentro del género Fusarium, se encuentra F. moniliforme un hongo filamentoso que también
es ampliamente distribuido en el suelo, afecta principalmente el cultivo de trigo y maiz,
causando perdidas irreversibles en el rendimiento y la calidad de los granos (Yang et al.,
2022). Este fitopatdgeno causa podredumbre en tallo y semillas de maiz, ocasionando dafios
en la etapa precosecha y poscosecha; lo que disminuye el rendimiento y la calidad de la
produccion agricola, ya que la presencia de micotoxinas inhibe la viabilidad de las semillas,

la germinacion, asi como el vigor de las plantulas (Krishnan et al., 2019).

2.2.3 Monilinia fructicola

Los hongos del género Monilinia se encuentran en todo el mundo, siendo Monilinia
fructicola, el que prevalece sobre Monilinia laxa y Monilinia fructigena. Este hongo se
encuentra entre los fitopatdgenos mas destructivos de los cultivos de fruta de hueso (Fischer
et al., 2017); ocasionando la enfermedad conocida como podredumbre parda y generando
dafos tanto en precosecha como en poscosecha. Cuando las condiciones para su desarrollo
son favorables, las pérdidas poscosecha pueden ser del 80 al 90% (Boiteux et al., 2018;
Casals et al., 2014; De Miccolis Angelini et al., 2022; Ma et al., 2019).

2.2.4 Rhizoctonia Solani

Rhizoctonia solani es un hongo necrotréfico que se transmite por el suelo y semillas
infectadas, se puede transportar facilmente a través de algunos érganos de la planta, como
los tubérculos. Es un patégeno dificil de controlar ya que infecta a un gran nimero de cultivos
como la cebada, la pimienta, el trigo, los tomates, las alubias, las zanahorias, el clavo, la
coliflor, los garbanzos, las papas, la remolacha azucarera, la soja, el tabaco, el arroz, etc.
(Ajayi-Oyetunde y Bradley, 2018). R. solani puede sobrevivir por largos periodos de tiempo

como micelio en la materia organica y como esclerocios en el suelo. Los sintomas en los
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diversos huéspedes son pudricion de semillas, raices, tallos y frutos, cancer de tallos y
coronas, tizon de las hojas y de la vaina, enanismo en varios organos de las plantas y dafio
en las plantulas de varias especies de plantas (Aydin, 2022). En condiciones favorables este
fitopatogeno puede afectar hasta en un 50% el rendimiento de los cultivos. La gravedad de
la enfermedad depende de la variedad, la edad de la planta, los factores climaticos, asi como

del uso excesivo de fertilizantes nitrogenados (Prabhukarthikeyan et al., 2022).

2.2.5 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum es un hongo que pertenece a la familia Sclerotiniaceae. Es un
patdgeno devastador, que infecta a diversos cultivos de importancia econémica como el
girasol, la soya, la colza, el frijol, las lentejas, el garbanzo, la canola, el tulipan y la cebolla.
Causa la enfermedad conocida cominmente como pudricion del tallo o moho blanco (Wang
etal., 2019). Las condiciones ambientales que favorecen la infeccidn fngica son la humedad
excesiva y temperaturas de entre 15 y 25 °C. Este patdgeno se caracteriza por la formacion
de esclerocios, que son estructuras fungicas de resistencia y propagacion, las cuales se pueden
mantener viables en el suelo durante varios afios. Dependiendo de las condiciones
ambientales, los esclerocios forman micelio que infecta la raiz causando pudricién y
marchitez de los tejidos de la planta o producir apotecios en los cuales se producen y liberan
las ascosporas para posteriormente infectar los érganos aéreos de la planta (Ordofiez-
Valencia et al., 2018).

2.2.6 Uso de extractos vegetales para el control de hongos fitopatdgenos

Como antecedente sobre el uso de extractos vegetales para el control de fitopatdgenos
fungicos (Boiteux et al., 2018), evaluaron la actividad antifungica del extracto de Larrea
divaricata (Zygophyllaceae), reportan que dicho extracto inhibe el crecimiento micelial de
M. fructicola, por lo que se puede considerar como una alternativa de proteccion poscosecha,
Rodriguez-Castro et al. (2020), mencionan que el extracto metanolico de Larrea tridentata
(Zygophyllaceae), es efectivo para inhibir elcrecimiento de Fusarium oxysporum, Fusarium
solani y Rhizoctonia solani, hasta por diez dias, también indica que el extracto metandlico

de Rosmarinus officinalis (Lamiaceae), se puede usar para el manejo de Fusarium
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oxysporum, Fusarium solani y Rhizoctonia solani, con menor efectividad que L. tridentata.
En otro estudio Villota-Burbanoy Vazquez-Ochoa, (2021), mencionan que el extracto
etandlico de las hojas de Borago officinalis (Boraginaceae), fue efectivo para el control de in
vitro de Fusarium sp y Alternaria sp, dando resultados similares al fungicida comercial
Metalaxyl + Propamocarb hydrochloride, el cual es de uso comin. De acuerdo con
Hernandez-Soto et al. (2020), el extracto acuoso de Argemone mexicana (Papaveraceae) a la
concentracion de 2000 ppm presento un efecto fungistatico sobre el fitopatégeno S.
sclerotiorum. El uso de extractos vegetales representa una alternativa de control frente los
agentes fitopatdgenos, dado que la presencia de metabolitos secundarios como los

compuestos fenolicos actuan sobre la membrana celular de los microorganismos.

2.3 Uso de agroquimicos

Tradicionalmente el uso de agroquimicos ha sido el método principal para el control de
fitopatogenos (Mesa et al., 2019). Sin embargo, el uso indiscriminado de los productos
quimicos ha generado efectos secundarios como: resistencia a los ingredientes activos, dafios
a la salud humana y al medio ambiente. Ademaés, se sabe que una gran cantidad de
agroquimicos permanecen en el ambiente debido a su alta persistencia, lenta degradacion y
alta estabilidad quimica (Acedo-Zegarra et al., 2020; Carrefio-Meléndez et al., 2019; Polanco
etal., 2019).

2.4 Plantas utilizadas en la medicina tradicional

Desde la antiguedad el hombre ha utilizado las plantas para tratar enfermedades comunes,
algunas de las cuales aun se utilizan y son parte de la medicina tradicional (Arredondo et al.,
2017). México cuenta con alrededor de 22,000 especies de plantas vasculares, de las cuales
el 50% son endémicas y mas de 3000 de estas plantas se utilizan con fines medicinales
(Castillo-Juarez et al., 2009), tal es el caso de Artemisa ludoviciana Nutt., Lepidium

virginicum L. y Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray.
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2.5 Familia Asteraceae

A nivel mundial las plantas de la familia Asteraceae 0 Compositae, se encuentran
ampliamente distribuidas. Se conoce como una familia cosmopolita, ya que alrededor de
24,000 especies que integran esta familia de plantas, se pueden desarrollar en diversos climas
(Michel et al., 2020). Varias de las especies que pertenecen a esta familia se han utilizado en
la medicina tradicional, dado que se ha demostrado tienen actividad antiinflamatoria,

hipoglucemiante, antimicrobiana y capacidad antioxidante (Hernandez-Pérez et al., 2022).

2.5.1 Artemisa ludoviciana

Artemisa ludoviciana (Asteraceae), es una planta aromatica de sabor amargo, ampliamente
conocida en la medicina tradicional mexicana(Rivero-Cruz et al., 2017), comUnmente se le
conoce como estafiate (Delgadillo et al., 2017). La decoccion de las partes aéreas se ha
utilizado para el tratamiento de diarrea, disenteria, parasitos, dolor abdominal, vomitos, dolor
de estobmago y como agente antiespasmoédico (Estrada-Soto et al., 2012). El extracto
alcohdlico de las partes aéreas se aplica sobre la piel como cataplasmas para el dolor y la
inflamacion, mientras que la inhalacion de plantas se usa para tratar enfermedades
respiratorias como resfriados y bronquitis. Recientemente se describe su potencial como
hipoglucemiante (Anaya-Eugenio et al., 2016; Palacios-espinosa et al., 2021). Algunos
estudios han reportado actividades bioldgicas asociadas con A. ludoviciana, tales como
actividad antiprotozoaria, antihelmintica, antiespasmaodica y antibacteriana (Estrada-Soto et
al., 2012). Se han reportado diversos estudios fitoquimicos y farmacoldgicos, en los cuales
se han identificado compuestos como terpenos (Borneol, alcanfor, cis-verbenol,
limoneno)(Damian et al., 2010), lactonas sesquiterpénicas (Estafiatina y ludovicina) (Abad
et al., 2012) y flavonoides (Eupatilina, jaceosidina, apigenina, luteolina) (Anaya-Eugenio et
al., 2014; Liu y Mabry, 1982). De acuerdo a Ezeta-Miranda et al. (2016) A. ludoviciana ha
sido evaluada para determinar su actividad fasciolicida (Fasciola hepética), en un estudio in
vitro determinaron que, a partir de las 24 horas de explosion, los extractos metanolico y de
acetato de etilo fueron efectivos al 100%, mientras que el extracto hexanico mostro eficacia

del 71%, alcanzando el 100% a las 72 horas. Castillo-Juarez et al. (2009). Indicaron que el
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extracto acuoso de A. ludoviviana presento actividad frente a la bacteria gram negativa
Helicobacter pylori. Lopes-Lutz et al. (2008) reportaron que los aceites esenciales de
Artemisa tuvieron actividad inhibitoria frente a las bacterias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, asi como frente al hongo fitopatégeno
Aspergillus niger. Los estudios fitoquimicos de A, ludoviciana indican el aislamiento de
monoterpenos, lactonas sesquiterpénicas y flavonoides (Anaya-Eugenio et al., 2014;
Bafiuelos-Valenzuela et al., 2018; Palacios-espinosa et al., 2021; I. Rivero-Cruz, Anaya-

Eugenio, Pérez-Vasquez, Laura Martinez, et al., 2017).

2.5.2 Brickellia veronicifolia

Brickellia veronicifolia (Asteraceae), es un arbusto conocido cominmente como orégano de
monte (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), hierba dorada (Pérez G. et al., 2004) o pexto (Perez,
1996). Se ha utilizado en la medicina tradicional para tratar enfermedades gastrointestinales,
dolor de estdbmago, cdlicos, diabetes, dispepsia y gastritis(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;
Pérez G. et al., 2004; Quifionez-Bastidas y Navarrete, 2021). De acuerdo a sus usos Pérez G.
et al., (2004), determinaron la actividad antioxidante del compuesto centaureidina 0 5,7,3 -
trihidroxi-3,6,4 -trimetoxiflavona. Del andlisis del aceite esencial de B. veronicifolia se
identificaron compuestos con propiedades espasmoliticas (2,6 - dimetoxibenzoato de
bencilo, 2 hidroxibencilo 2 metoxibenzoato, R-cariofileno, Biciclogermacreno) vy
propiedades antiinflamatorias (Camazuleno) (Rivero-Cruz et al., 2006). Como componentes
principales de las hojas se han aislados flavonas (Artementina, brickelina, casticina,
trimetoxiquercetagenina), flavonoles (Eupatin, eupatolin, patuletin, vernicaefolin y
diterpenos labdanos (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

2.6 Familia Brassicaceae

Las plantas de la familia Brassicaceae estan ampliamente distribuidas. Las plantas de esta
familia se caracterizan por la presencia de metabolitos secundarios, principalmente los
glucosinolatos y sus productos de descomposicién, los isotiocianatos y los indoles, que

ademas son los mas estudiados (Ramirez et al., 2020).
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2.6.1 Lepidium virginicum

Lepidium virginicum (Brassicaceae), es una planta herbacea silvestre, generalmente se
maneja como maleza, presenta ciclos de vida anuales y bianuales, de acuerdo a la zona donde
crece se le conoce como lentejilla, mastuerzo o panalillo. La decoccidn de raiz y hojas se usa
ampliamente en la medicina tradicional para el tratamiento de infecciones gastrointestinales
(Brucato et al., 2014), dolor abdominal, enfermedades renales y hepaticas (Calzada et al.,
2003; Osuna et al., 2006), el extracto hidroalcohdlico de la planta se utiliza como
expectorante, diurético y antiinflamatorio (Pacheco-Hernandez et al., 2021). Existen pocos
estudios sobre las propiedades farmacoldgicas de esta planta (Cruz-Mufioz et al., 2022). Uno
de los reportes describe el aislamiento de glucosinolato de bencilo como principal compuesto
antiamebiano (Calzada et al., 2003), ademéas de ser reconocido por sus propiedades
antiinflamatorias (Cruz-Mufoz et al., 2022). Pacheco-Hernandez et al. (2021) indicaron que
el aceite esencial de L. virginicum contiene fenilacetronitrilo (>60%), linalol (>10%),
limoneno (>7%) y o-terpineol (>5%), en estudios in vivo e in situ determinaron que el
fenilacetronitrilo y el a-terpineol estan involucrados en la actividad antifingica del aceite

esencial contra Colletotrichum acutatum en frutos de tomate de arbol (Solanum betaceum).

2.7 Metabolitos secundarios

El metabolismo secundario deriva biosintéticamente de compuestos formados en el
metabolismo primario, por lo que es dificil establecer una clara division entre ambos
compuestos. La biosintesis de metabolitos secundarios depende de factores como las fases
de desarrollo de la planta, asi como periodos de estrés causados por la deficiencia de
nutrientes, factores ambientales o por el ataque de microorganismos. Entre los metabolitos
secundarios identificados en las especies vegetales se encuentran los terpenos o terpenoides,
los compuestos fendlicos o fenoles, asi como los compuestos nitrogenados o alcaloides
(Azcén-Bieto y Talon, 2013; Lima Cunha et al., 2016). La clasificacion de los metabolitos
secundarios se establece a partir de la ruta biosintética requerida para su sintesis (Suarez-
Medina y Coy-Barrera, 2016).
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2.7.1 Terpenos

Los terpenos o isoprenoides se sintetizan a partir de la fusion de unidades de isopreno (C5),
y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que los forman en
monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades), triterpenos
(6 unidades), tetraterpenos (8 unidades) y politerpenos (mas de 8 unidades) (Azcon-Bieto y
Talon, 2013; Gallegos-Flores et al., 2019). En la célula vegetal la biosintesis de los terpenos,
se da a partir de los isoprenos: Isopentenil difosfato (IpPP) o su isomero dimetilalil difosfato
(DMAPP). Existen dos vias para su sintesis, una por la via del acetato/mevalonato que lleva
a cabo en el citoplasma y otra por la ruta del piruvato/gliceraldehido-3-P que se realiza en
los plastos (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Delgadillo Ruiz et al. (2017) menciona que el
extracto hidroalcohdlico de Artemisa ludoviciana tiene terpenoides como terpineno, linalol,
timol y carvacrol, los cuales de acuerdo a Gallegos-Flores et al. (2019) tienen varios efectos

antibacterianos, antifngicos y antiparasitarios.

2.7.2 Fenoles

Entre la variedad de metabolitos secundarios que sintetizan las plantas se encuentra el grupo
de los fenoles, los cuales de acuerdo a Azcon-Bieto y Talon (2013) tienen una estructura
aromatica y uno o varios grupos hidroxilo. Dichos compuestos derivan del fenol (Un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo); sin embargo, la mayoria de los compuestos fendlicos son
polifenoles, entre ellos los flavonoides. Las rutas principales de la sintesis de los flavonoides
son la ruta de acido siquimico y la ruta acetato malonato (Martin, 2018). El grupo de los
compuestos fendlicos es muy diverso, comprende moléculas sencillas como los acidos
fendlicos, los cuales de acuerdo a su estructura, se dividen en acidos hidroxibenzoicos y
acidos hidroxicinamicos. Dentro de los &cidos hidroxibenzoicos mas comunes se encuentran
el &cido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatecuico, vainilla y &cido siringico. Los
acidos hidroxicindmicos mas comunes son el cafeico, feralico, p—cumarico y sinapico
(Suérez-Medina y Coy-Barrera, 2016). Entre los polifenoles se encuentran los flavonoides
que representan uno de los grupos fenélicos més abundante en el reino vegetal (Yonekura-
Sakakibara et al., 2019). Los flavonoides derivan estructuralmente del compuesto basico

flavona (Azcén-Bieto y Talon, 2013), tienen una estructura caracteristica C6-C3-C6. (de
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Nogueira et al., 2021), la cual estd compuesta por dos anillos fenilo (A y B) ligados por un
anillo pirano heterociclico (C). Por su estructura se pueden clasificar en: Flavanos
(Catequina), flavonoles (Quercetina), flavonas (Diosmetina), antocianidinas, entre otros
(Martinez-Flérez et al., 2002). Los compuestos fendlicos son compuestos de gran interés por
sus propiedades redox, dado que pueden actuar como agentes antioxidantes (Dobroslavi¢ et
al., 2021).

2.8 Extraccion de metabolitos secundarios

Para Medina-Torres et al. (2017), la extraccién de compuestos bioactivos es un proceso de
separacion, que se emplea para la recuperacion y purificacion de compuestos vegetales. De
acuerdo con Acosta Esquijarosa et al. (2016) las técnicas de extraccion tradicionales como la
maceracion, la extraccion por soxhlet , asi como la extraccion por reflujo, requieren el uso
de una gran cantidad de solventes, tiempos de extraccion muy largos y en algunos casos la
perdida de compuestos quimicos por degradacion térmica. Por lo que sugiere el uso de

técnicas ecologias como la extraccion asistida por ultrasonido.

2.9 Extraccion asistida por bafio ultrasénico

La obtencion de los compuestos bioactivos 0 metabolitos secundarios se ve afectada por
diversos factores que pueden derivarse del método de extraccion. Por lo que se ha puesto
atencion en el uso de técnicas como la extraccion asistida por ultrasonido, ya que el uso de
bafio ultrasonico aumenta la bioactividad de los extractos, reduce el tiempo de extraccion y
el uso de solventes en comparacion con las técnicas convencionales. El proceso de extraccion
se lleva a cabo cuando las burbujas de vapor o de gas se forman, crecen y colapsan, a una
frecuencia de onda determinada

(Ramon y Gil-Garzon, 2021), lo que genera la ruptura de la pared celular del tejido vegetal
y por lo tanto aumenta la transferencia del solvente al area interna de la matriz vegetal,
provocando el incremento del rendimiento del material vegetal (Martinez-Avila et al., 2021).

Al utilizar la técnica de extraccion asistida por ultrasonido se deben optimizar las variables
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asociadas como frecuencia, potencia, temperatura, tipo de solvente y la relacion liquido-
solido (Carrillo Lomeli et al., 2022; Kumar et al., 2021).
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3 Actividad antibacteriana (in vitro) de los extractos hidroalcohdlicos de
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia

sobre bacterias fitopatogenas

RESUMEN

A menudo los cultivos agricolas se ven afectados por microorganismos fitopatdgenos, por lo
que tradicionalmente el uso de agroquimicos ha sido el método de control; sin embargo, el
uso inadecuado ha generado microorganismos multirresistentes, dafios a la salud humana y
al medio ambiente. En busqueda de alternativas sustentables, se ha elevado el interées por el
uso de extractos vegetales, dado que diversos compuestos fitoquimicos tienen actividad
antimicrobiana. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de los
extractos hidroalcohdlicos de plantas que se han utilizado en la medicina tradicional como
Artemisa ludoviciana Nutt., Lepidium virginicum L. y Brickellia veronicifolia (Kunth) A.
Gray. Los extractos hidroalcoholicos se obtuvieron por el método de extraccion asistida por
ultrasonido y su efecto antibacteriano fue evaluado en las cepas de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. Tomato y Xanthomonas campestris. Se
determino la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB). Los extractos hidroalcohtlicos de A. ludoviciana, L. virginicum y B.
veronicifolia inhibieron el crecimiento de bacterias gram positivas y gram negativas. X.
campestris fue la bacteria mas sensible al extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia,
mostrando una CMI de 0.39 mg mL y una CMB de 3.12 mg mL*, mientras que el extracto

hidroalcohdlico de L. virginicum presento un efecto bactericida para la misma cepa.

Palabras clave: Artemisa ludoviciana, bacterias fitopatdgenas, Brickellia veronicifolia,

extracto hidroalcoholico, Lepidium virginicum.
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ABSTRACT

Agricultural crops are often affected by phytopathogenic microorganisms, so traditionally
the use of agrochemicals has been the control method; however, improper use has generated
multiresistant microorganisms, harming human health and the environment. In search of
sustainable alternatives, interest in the use of plant extracts has risen, since various
phytochemical compounds have antimicrobial activity. The objective of this work was to
evaluate the antibacterial activity of hydroalcoholic extracts from plants that have been used
in traditional medicine such as Artemisa ludoviciana Nutt., Lepidium virginicum L. and
Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray. The hydroalcoholic extracts were obtained by the
ultrasound assisted extraction method and their antibacterial effect was evaluated on
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. Tomato and
Xanthomonas campestris. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Bactericidal Concentration (CMB) were determined. The hydroalcoholic extracts of A.
ludoviciana, L. virginicum and B. veronicifolia inhibited the growth of gram positive and
gram negative bacteria. X. campestris was the most sensitive bacterium to the hydroalcoholic
extract of B. veronicifolia, showing a MIC of 0.39 mg mL™ and a CMB of 3.12 mg mL?,
while the hydroalcoholic extract of L. virginicum presented a bactericidal effect for the same

strain.

Keywords: Artemisa ludoviciana, phytopathogenic bacteria, Brickellia veronicifolia,

hydroalcoholic extract, Lepidium virginicum.
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3.1 Introduccién

A nivel mundial el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) tiene importancia
agronomica y comercial, debido a su alto consumo y sus propiedades nutricionales (Salas et
al., 2022); sin embargo, se ve afectado por enfermedades ocasionadas por bacterias
fitopatdgenas como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis que causa cancro
bacteriano, una de las enfermedades més destructivas de este cultivo, afecta los frutos,
provocando manchas oscuras rodeadas de un halo blanco, similar a un ojo de pajaro (Orzali
et al. 2020; Rivera-Sosa et al., 2021), Pseudomonas syringae pv. tomato agente causal de la
peca bacteriana que provoca la deformacién de frutos y la caida de las flores que puede
reducir la cosecha hasta en un 75% (Arasu et al., 2022; Pérez-Pérez et al., 2020) y
Xanthomonas campestris que causa la mancha bacteriana, enfermedad que afecta hojas,
tallos y fruto (EI-Esawi et al., 2022). El control de C. michiganensis subsp. michiganensis,
P. syringae pv. tomato y X. campestris representa un desafio, ya que actualmente las
opciones de control son el uso de cultivares resistentes y el empleo de productos quimicos a
base de cobre; sin embargo, estos productos han generado poblaciones resistentes, por lo que
actualmente ha crecido el interés por métodos de control alternativos. Como antecedente
sobre el estudio de extractos vegetales frente a bacterias fitopatdgenas que afectan el cultivo
de tomate, Balestra et al., (2009) reportaron que los extractos de Allium sativum
(Amaryllidaceae) y Ficus carica (Moraceae) redujeron la incidencia de la enfermedad por C.
michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris en un 58% vy
un 30 % y la gravedad de la enfermedad en un 68% y un 22 % respectivamente. También
hicieron una comparacion de la efectividad de los extractos contra un tratamiento estandar
de cobre indicando que los extractos son efectivos en un 65% para A. sativum y 38% para F.

carica

Tradicionalmente los métodos para el control de enfermedades ocasionadas por
fitopatdgenos han sido a través del uso de productos quimicos. Sin embargo, el uso
inadecuado e irracional de agroquimicos ha generado efectos secundarios como dafios a la
salud humana y al medio ambiente, ademas de microorganismos multirresistentes a dichos

productos (Balestra et al., 2009b; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). En los ultimos afios se
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ha impulsado la busqueda de agentes antimicrobianos, como es el uso de plantas que se han
utilizado en la medicina tradicional mexicana (Ramirez-Reyes et al., 2015). Plantas como
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia, pueden ser una
alternativa al uso de antimicrobianos (Ali et al., 2017; Batiha et al., 2020) ya que sintetizan
metabolitos secundarios que son agrupados en compuestos nitrogenados, fendlicos y
terpenoides. Dichos compuestos actian como mecanismos de defensa en las plantas, se han
estudiado por sus propiedades repelentes, antivirales, antioxidantes y antimicrobianas. La
aplicacion de bioproductos puede incrementar la produccién y calidad de los cultivos ya que
son menos toxicos y se degradan facilmente (Hernandez-Alvarado et al., 2018; Joaquin-
Ramos et al., 2020; Orzali et al., 2020; Rodriguez et al., 2000).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Colecta e identificacion del material vegetal

Se colectaron las partes aéreas de las plantas Artemisa ludoviciana Nutt., en el municipio de
Tulancingo, Hidalgo, México (20°03'45.9"N 22°51'3"0), Lepidium virginicum L. y
Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray, en el municipio de Tecamac, Estado de México
(19°45'46"N 98°57'47"0). La identificacion de las plantas se realizo en el herbario HGOM,
ubicado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo (UAEH). Se verifico que las plantas son Artemisa ludoviciana (HGOM-
3), Lepidium virginicum (HGOM-2) y Brickellia veronicifolia (HGOM-1) (Anexo 8.1).

3.2.2 Secado del material vegetal

El material vegetal fue secado a la sombra a temperatura ambiente para posteriormente ser
pulverizado de forma mecanica con ayuda de un molino semiindustrial (Macoll, Herradura,

Estado de México, México).

3.2.3 Obtencion de extracto

Para la obtencidn de extractos se pesaron 250 g de muestra pulverizada y como disolvente se
agregaron 2,500 mL de solucidn hidroalcoholica etanol: agua (70:30 v/v), la mezcla se coloco
en un matraz erlenmeyer de 500 mL y se dej6 reposar por 15 min, posteriormente se coloco
en bafio ultrasénico (Lab safety supply, 32V118A, China) durante 60 min en intervalos de
15 min, a una frecuencia de 40 kHz y se dejé en reposo durante 24 h. El sobrenadante se pasé
a través de papel filtro (Whatman® 540) y fue concentrado en un rotavapor (Blchi, R-215,
Flawil, Suiza) hasta obtener un extracto semisdlido (Figura 1). El extracto hidroalcoholico
obtenido se colocé en un vial de vidrio y fue almacenado a 4 °C hasta su

evaluacion.(Comlekcioglu y Kutlu, 2021).
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Figura 1.- Obtencion de extracto A) Partes areas de Brickellia veronicifolia, B) Mezcla de
la planta seca en polvo y solucidn hidroalcohdlica, C) Proceso de extraccion por bafio
ultrasénico, D) Concentracion de extracto.

3.2.4 Evaluacion (in vitro) de la actividad antibacteriana

3.2.4.1 Material biol6gico

Las cepas utilizadas fueron Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringae pv. tomato y Xanthomonas campestris, pertenecientes a la coleccion del laboratorio
de bacteriologia del Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del estado de Hidalgo. Dichas cepas

fueron previamente clasificadas como multirresistentes a antimicrobianos.

3.2.4.2 Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se reactivaron de la crioconservacion en agar Mueller Hinton (BD
Bioxon, Heidelberg, Germany) mediante la técnica de estria simple para obtener colonias
aisladas, las placas se incubaron durante 24 h a 28 °C. Para corroborar la morfologia y pureza
de cada cepa bacteriana se realizo tincion de Gram. Una vez confirmada la pureza se inoculd
una colonia de cada bacteria en caldo nutritivo (BD Bioxon, Heidelberg, Germany) con un
periodo de incubacion de 24 h a 28 °C (Morales-Ubaldo et al., 2021).

3.2.4.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para determinar la CMI se utilizé el método de microdilucién en placa de acuerdo a la
descripcién de Morales-Ubaldo et al. (2021). Los extractos hidroalcoholicos fueron diluidos
en caldo nutritivo (BD Bioxon) y Dimetil Sulféxido (DMSO 15%). Cada tratamiento se
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evalud por triplicado en placas de 96 pozos. Se agregaron 100 puL de cada uno de los
extractos, las concentraciones evaluadas fueron de 400 a 0.09 mg mL-1 y 10 pL de la
suspension bacteriana previamente ajustada al 0.5 del patrén de turbidez de McFarland
(Remel, R20421, Lenexa, KS, USA). Se utilizo Kanamicina (AppliChem 4K10421,
Darmstadt, Alemania) como control positivo a concentraciones de 32 a 0.25 pug mL-1, y
como control negativo caldo nutritivo y DMSO (15%). Las placas se incubaron a 28 °C
durante 24 h. Para la determinacion de la CMI se utiliz6 el método colorimétrico con sales
de tetrazolio. Transcurrido el tiempo de incubacién a cada pocillo se agregaron 20 pL de una
solucion al 0.04% de p-iodonitrotetrazolium (Sigma-Aldrich 18377 St. Louis, EE. UU.) y se
incubd por 30 min a 28 °C. Se determino como CMI la concentracion a la cual la solucion

se vira a rosa.

3.2.4.4 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Después de la incubacion y previo a la adicion de p-iodonitrotetrazolium, se inocularon 5 pL
de cada pocillo en agar Mueller Hinton (BD Bioxon, Heidelberg, Germany) y se incubo a
28° C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacién se realizo la lectura para determinar
la CMB y se considerd la concentracion mas baja a la que no se observé crecimiento visible
de bacterias en placa (Morales-Ubaldo et al., 2021). Como CMB se considerd la
concentracion mas baja del agente antimicrobiano que mata el 99.99% de la poblacion inicial

bacteriana (Olmedo-Juarez et al., 2019).

3.2.4.5 Determinacion del efecto bactericida o bacteriostatico

Para determinar si los tratamientos evaluados tenian efectos bactericidas o bacteriostaticos,
se determind la relacion CMB/CMI. Se consideré efecto bacteriostatico cuando la relacion
fue mayor a 4, y efecto bactericida cuando se obtuvieron valores menores o iguales a 4
(Rangel-Lopez et al., 2022).
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3.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de CMI y CMB fueron normalizados (log 10) y analizados mediante un
disefio completamente al azar utilizando un analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias
entre medias se evaluaron mediante un analisis estadistico de comparacion de medias de
Tukey a un nivel de significancia del 95% (p < 0.05). Se utilizo el software SAS (Statistical

Analysis System) version 9.4.

3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Como se observa en la Tabla 1, los extractos hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana,
Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia, presentaron efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas. El extracto hidroalcohélico de B.
veronicifolia tuvo mayor y menor actividad sobre X. campestris y C. michiganensis subsp.
michiganensis, respectivamente. Situacion similar se presentd con el extracto de A.
ludoviciana. Respecto al extracto de L. virginicum no presento diferencia estadistica
significativa entre P. syringae pv. tomato y C. michiganensis subsp. michiganensis. En
general los extractos hidroalcohdlicos evaluados tuvieron un mayor efecto inhibitorio sobre
X. campestris. Por el contrario, C. michiganensis subsp. michiganensis fue mas resistente al
extracto de A. ludoviciana debido a que es necesaria una mayor concentracion del extracto

para inhibir su crecimiento.
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Tabla 1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos hidroalcohdlicos de
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.

Bacteria
Tratamiento Clavibacter Pseudomonas
luado . . . Xanthomonas Valor de
eva michiganensis subsp. syringae pv. .
I ; campestris p
michiganensis tomato
| Artemisa 200% 1008 1,56 0.0001
udoviciana
Lepidium 5P 5P 3.12:® 0.0001
virginicum ' '
Brickellia 5Q0A 258 0.39C 0.0001
veronicifolia
Kanamicina* 8 0.25 4
Valor de p 0.0001 0.0001 0.0001

*_os valores estan expresados en pg mL™, ¢ as letras diferentes en las columnas indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos. & Las letras diferentes
en las filas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre bacterias.

Se encontr6 que C. michiganensis subsp. michiganensis y Pseudomonas syringae pv. tomato
son menos susceptible al efecto del extracto hidroalcoh6lico de A. ludoviciana hasta cuatro
veces menos en comparacion con los extractos de B. veronicifolia y L. virginicum entre los

cuales no se presentaron diferencias estadisticas significativas.

3.4.2 Concentracion Minima Bactericida (CMB)

En la Tabla 2 se muestra que los extractos hidroalcohdlicos de A. ludoviciana, L. virginicum
y B. veronicifolia, presentaron actividad bactericida sobre X. campestris, el mejor tratamiento
fue con los extractos de B. veronicifolia, seguido de A. ludoviciana y L. virginicum, en los
tres casos se observaron diferencias estadisticas significativas. Para las cepas de C.
michiganensis subsp. michiganensis y P. syringae pv. tomato, solo el extracto
hidroalcohdlico de B. veronicifolia tuvo efecto bactericida, la concentracién reportada fue la
maés alta evaluada en este trabajo; no hubo deferencias estadisticas significativas entre estas
dos cepas. Cabe mencionar que los extractos de A. ludovicianay L. virginicum no presentaron

actividad para C. michiganensis subsp. michiganensis y P. syringae pv. tomato.
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Tabla 2. Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los extractos hidroalcoholicos de
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.

Bacterias
Tratamiento Clavibacter Pseudomonas
. ; . Xanthomonas Valor de
evaluado michiganensis subsp. syringae pv. .
A : campestris p
michiganensis tomato
Artemisa SA SA 6.250A 0.0001
ludoviciana
Lepidium SA SA 100% 0.0001
virginicum
Brickellia 400° 400% 3,128 0.0001
veronicifolia
Kanamicina* 16 1 8
Valor de p 0.0001 0.0001 0.0001

SA, sin actividad *Los valores estan expresados en pg mL™, 2P Las letras diferentes en las
columnas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos. B Las
letras diferentes en las filas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre
bacterias.

Ahameethunisa y Hopper (2010), sefialan que los extractos obtenidos de plantas que
pertenecen al género Artemisa, como Artemisia nilagirica, presentan actividad antibacteriana
frente a bacterias fitopatdgenas. El extracto de cloroformo tuvo mejor actividad contra
Erwinia sp. y X. campestris (CMI 32 ug mL™), mientras que el extracto de éter dietilico
mostro actividad frente a P. syringae y C. michiganensis (CMI 32 ug mL™). El extracto de
hexano tuvo actividad inhibitoria para Erwinia sp., Xanthomonas campestris y Clavibacter
michiganensis (CMI menores a 32 ng mL™). Respecto al tipo de solventes utilizado, y las
concentraciones evaluadas no son comparables con nuestros resultados, pero nos permite
conocer que las plantas del género Artemisa tienen actividad antimicrobiana debido a la
presencia de metabolitos secundarios como terpenos (Damian et al., 2010), lactonas
sesquiterpénicas (Abad et al., 2012) y flavonoides (Anaya-Eugenio et al., 2014; Liuy Mabry,
1982). Otros estudios sobre el extracto acuoso de A. ludoviciana, reportan que tuvo actividad
frente a la bacteria Gram negativa Helicobacter pylori (CMI 250 pug mL™), por separacion
cromatografica obtuvieron los compuestos estafiatina y eupatilina (Flavona y lactona
sesquiterpeénicas), los cuales también presentaron actividad antibacteriana (CMI 15.6 ug mL"
1y 31.2 pg mL? respectivamente). Los grupos a los que pertenecen la eupatilina y la

estafiatina tienen una amplia variedad de actividades bioldgicas y farmacoldgicas (Palacios-
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espinosa et al., 2021b), lo que podria explicar la actividad antibacteriana de A. ludoviciana

encontrada en este estudio.

Estudios previos reportaron que el extracto etandlico de B. veronicifolia y L. virginicum,
presentan actividad antimicrobiana sobre bacterias causantes de mastitis bovina. Macias et
al. (2020), evaluaron concentraciones de extracto de 15 mg mL™, utilizando el método de
difusion en disco, siendo el extracto de L. virginicum el que presento la mayor actividad
contra el 86% de las bacterias probadas (S. aureus, E. Coli, B. subtilis, Clavibacter spp., P.
vulgaris y Salmonella spp.). Por su parte Delgadillo et al. (2017), reportaron que el extracto
hidroalcohdlico (70%) de A. ludoviciana tuvo actividad sobre Pseudomona spp. con un
46.3% de inhibicién de crecimiento. EI método utilizado en este trabajo para determinar la
actividad antimicrobiana es diferente al empleado en los estudios citados anteriormente; sin
embargo, se confirma la actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohodlicos de B.
veronicifolia y L. virginicum sobre bacterias Gram positivas y gram negativas, asi como a

bacterias multirresistentes como E. coli (Macias et al., 2020).

El extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia, presenta mejor actividad antibacteriana que
el extracto hexanico de Jatropha dioica sobre C. michiganensis subsp. michiganensis, P.
syringae pv. tomato y X. campestris reportados previamente por Pérez-Pérez et al. (2020).
Por otro lado, Morales-Ubaldo et al. (2021) evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de Larrea tridentata, sus resultados sefialan que tuvo actividad contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas. La CMI para Xanthomonas campestris (0.39
mg/mL), fue similar a la reportada en nuestro estudio al probar el extracto hidroalcoh6lico
de B. veronicifolia. De acuerdo a Suarez-Medina y Coy-Barrera (2016), los metabolitos
secundarios como los sesquiterpenos se han identificado en especies que se clasifican dentro
de la familia Asteraceae, esta clase de terpenoides tienen diversas actividades bioldgicas,
entre ellas actividad antimicrobiana (Delgadillo et al., 2017), Rivero-Cruz et al. (2006)
reportaron que el aceite esencial de B. veronicifolia contenia compuestos como benzoatos de
bencilo y sesquiterpenos. Por lo anterior se podria atribuir que la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia se debe a la presencia de terpenos.
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Los trabajos previos en los que se ha probado el uso de extractos vegetales, sirven como
antecedente para respaldar los resultados de este trabajo, ya que se conoce que las plantas
que se ha utilizado en la medicina tradicional sintetizan metabolitos secundarios con

actividad antibacteriana.

3.5 Conclusion

Hasta el momento no se han encontrado reportes sobre la actividad antibacteriana de los
extractos hidroalcohdlicos de A. ludoviciana, L. virginicum y B. veronicifolia contra las
bacterias fitopatdgenas que afectan el cultivo de tomate como C. michiganensis subsp.
michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris. En este estudio se encontrd que el
extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia tuvo actividad antibacteriana frente a bacterias
gram positivas y gram negativas. X. campestris fue la bacteria mas sensible al extracto
hidroalcohélico de B. veronicifolia. Mientras que L. virginicum presento un efecto

bactericida para la misma cepa. Sin embargo, se recomienda realizar trabajo in situ.
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CAPITULO IV
4 Actividad antifungica (in vitro) de los extractos hidroalcohodlicos de
Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia

sobre hongos fitopatdgenos.

RESUMEN
El uso de agroquimicos se ha hecho necesario para el control de patégenos como Fusarium

oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilia fructicola, Rhizoctonia solani y Sclerotinia
sclerotiorum. Actualmente se busca disminuir la residualidad de los productos sintéticos que
se utilizan en la agricultura, razon por la que cada dia crece el interés por la busqueda de
productos amigables con el medio ambiente, tal es el caso de los extractos vegetales. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad antifingica de los extractos
hidroalcohdlicos de plantas que se han utilizado en la medicina tradicional como Artemisa
ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia. Para la obtencion de los
extractos hidroalcoholicos se utilizaron las partes aéreas de cada planta, el método fue por
bafio ultrasonico. Se evaluaron tres concentraciones 25, 50 y 100 mg/mL, por el método de
dilucion del extracto en agar, las cepas evaluadas fueron F. oxysporum, F. moniliforme, M.
fructicola, R. solaniy S. sclerotiorum. El crecimiento del micelio fue medido a las 24, 48,
72, 96 y 168 h de incubacién. Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial. El extracto de B. veronicifolia, presento el porcentaje
mayor de inhibicion frente a la cepa de M. fructicola (60.04 + 0.10) a la concentracién de
100 mg/mL y a las 168 h de incubacion. Mientras que para el extracto de A. ludoviciana, R.
solani presento la mayor inhibicion a las 24 h de incubacion y a la concentracion de 50
mg/mL (22.92 = 0.87), la cepa de F. moniliforme tuvo un porcentaje similar al de R. solani
al mismo tiempo de incubacion, pero a la concentracion de 100 mg/mL (22.25 + 4.48). En el
caso de la evaluacion antifungica del extracto hidroalcohdlico del L. virginicum a partir de
las 24 h de incubacion el crecimiento micelial para F. oxysporum, F. moniliforme, M.
fructicola y R. solani fue mayor respecto al control (PDA), por lo que los porcentajes de

inhibicion fueron negativos.

Palabras clave: Extracto hidroalcoholico, actividad antifingica, fitopatdgenos
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ABSTRACT

The use of agrochemicals has become necessary to control pathogens such as Fusarium
oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilia fructicola, Rhizoctonia solani and Sclerotinia
sclerotiorum. Currently, the aim is to reduce the residuality of synthetic products used in
agriculture, which is why interest in the search for environmentally friendly products grows
every day, such is the case of plant extracts. The objective of this work was to determine the
antifungal activity of the hydroalcoholic extracts of plants that have been used in traditional
medicine such as Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum and Brickellia veronicifolia.
To obtain the hydroalcoholic extracts, the aerial parts of each plant were used, the method
was by ultrasonic bath. Three concentrations 25, 50 and 100 mg/mL were evaluated, by the
method of extract dilution in agar, the strains evaluated were F. oxysporum, F. moniliforme,
M. fructicola, R. solani and S. sclerotiorum. The growth of the mycelium was measured at
24, 48, 72, 96 and 168 h of incubation. The results obtained were expressed as percentage
inhibition of mycelial growth. The extract of B. veronicifolia, presented the highest
percentage of inhibition against the strain of M. fructicola (60.04 £ 0.10) at the concentration
of 100 mg/mL and at 168 hours of incubation. While for the extract of A. ludoviciana, R.
solani presented the highest inhibition at 24 hours of incubation and at a concentration of 50
mg/mL (22.92 + 0.87), the F. moniliforme strain had a percentage similar to that of R. solani
at the same incubation time, but at a concentration of 100 mg/mL (22.25 * 4.48). In the case
of the antifungal evaluation of the hydroalcoholic extract of L. virginicum after 24 hours of
incubation, mycelial growth for F. oxysporum, F. moniliforme, M. fructicola and R. solani

was greater compared to the control (PDA). so the inhibition percentages were negative.

Keywords: Hydroalcoholic extract, antifungal activity, phytopathogens.
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4.1 Introduccidn

A nivel mundial, una amplia variedad de cultivos agricolas se ven afectados por
enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum; un patégeno
que se transmite a través del suelo y se reproduce a través de esporas, que pueden permanecer
latentes durante largos periodos de tiempo lo que dificulta su control. Una vez que F.
oxysporum ingresa a la planta a través de la raiz, su colonizacion en el sistema vascular altera
los vasos del xilema que conducen el agua, lo que provoca sintomas de marchitez, retraso en
el crecimiento, clorosis en las hojas, los tejidos vasculares afectados se vuelven de color
marrdén o negro y finalmente la muerte de la planta. (Joshi, 2018; Zuriegat et al., 2021). Las
cepas fitopatdgenas de F. oxysporum se dividen en patotipos de acuerdo a su capacidad para
infectar diferentes cultivos, como es el caso de las solanaceas (Tomates, papas, pimientos y
berenjenas), la palma de aceite, las leguminosas, las fresas, la lechuga, la cafia de azdcar, la
sandia y el platano. (Zuriegat et al., 2021). Dentro del género Fusarium, se encuentra F.
moniliforme un hongo filamentoso ampliamente distribuido en el suelo, que afecta
principalmente el cultivo de trigo y maiz, causando perdidas irreversibles en el rendimiento
y la calidad de los granos (Yang et al., 2022). Frecuentemente este fitopatdgeno causa
podredumbre en tallo y semillas de maiz, ocasionando dafios en las etapas precosecha y
poscosecha; ademas de disminuir el rendimiento y la calidad de la produccion agricola, ya
que la presencia de micotoxinas inhibe la viabilidad de las semillas, la germinacidn, asi como
el vigor de las plantulas (Krishnan et al., 2019). Los hongos del género Monilinia se
encuentran en todo el mundo, siendo Monilinia fructicola, el que prevalece sobre Monilinia
laxa y Monilinia fructigena. M. fructicola se encuentra entre los patégenos més destructivos
de los cultivos de fruta de hueso (Fischer et al., 2017); induce la enfermedad conocida como
podredumbre parda, provocando el tizon de flores y ramas, asi como la descomposicion de
la fruta. Este patogeno afecta tanto en precosecha como en poscosecha. Cuando las
condiciones para su desarrollo son favorables, las pérdidas poscosecha pueden ser del 80 al
90% (Boiteux et al., 2018; Casals et al., 2014; de Miccolis et al., 2022; Ma et al., 2019). Entre
los patdgenos que se transmiten a través del suelo y semillas infectadas esta Rhizoctonia
solani el cual se puede transportar facilmente a través de algunos érganos de la planta, como

los tubérculos. Es un patogeno dificil de controlar ya que infecta a un gran numero de cultivos
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como la cebada, la pimienta, el trigo, los tomates, las alubias, las zanahorias, el clavo, la
coliflor, los garbanzos, las papas, la remolacha azucarera, la soja, el tabaco, el arroz, etc.
(Ajayi-Oyetunde y Bradley, 2018). R. solani puede sobrevivir por largos periodos de tiempo
como micelio en la materia orgénica y como esclerocios en el suelo. Los sintomas en los
diversos huéspedes son pudricion de semillas, raices, tallos y frutos, cancer de tallos y
coronas, tizon de las hojas y de la vaina, enanismo en varios érganos de las plantas y dafio
en las plantulas de varias especies de plantas (Aydin, 2022). En condiciones favorables este
fitopatogeno puede afectar hasta en un 50% el rendimiento de los -cultivos
(Prabhukarthikeyan et al., 2022). Otro fitopatbgeno de importancia agronémica es
Sclerotinia sclerotiorum, este hongo causa la enfermedad conocida comdnmente como
pudricion del tallo o moho blanco (Wang et al., 2019).infecta a diversos cultivos de
importancia econémica como el girasol, la soya, la colza, el frijol, las lentejas, el garbanzo,
la canola, el tulipan y la cebolla. Este patdgeno se caracteriza por la formacion de esclerocios,
que son estructuras fangicas de resistencia y propagacion, las cuales se pueden mantener

viables en el suelo durante varios afios (Ordofiez-Valencia et al., 2018).

Tradicionalmente el uso de fungicidas quimicos ha sido el método principal para el control
de fitopatdgenos (Mesa et al., 2019). Sin embargo, se sabe que el uso de productos quimicos
ha generado efectos secundarios como resistencia por parte de los microorganismos,
problemas sobre la salud humana y el medio ambiente(Acedo-Zegarra et al., 2020). Ademas,
los organismos reguladores exigen cumplir con estdndares de calidad que minimicen la
residualidad de los productos sintéticos empleados en la agricultura (Mesa et al., 2019;

Samsidar et al., 2018; Tamilselvi y Arumugam, 2017).

Una alternativa sustentable para el control de plagas y enfermedades es el uso de extractos
vegetales como potenciales biocontroles de patdgenos (Badaracco et al., 2020; Rodriguez-
Castro et al., 2020). Las plantas que se han utilizado en la medicina tradicional pueden ser
una alternativa al uso de tratamientos antifungicos, ya que pueden ser efectivos y amigables
con el medio ambiente (Ali et al., 2017). En el presente trabajo se considero la evaluacion de
los extractos hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia

veronicifolia, ya que el uso de extractos vegetales obtenidos de plantas medicinales
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representa una alternativa en la basqueda de biofungicidas, dado que las plantas sintetizan

metabolitos secundarios que pueden tener actividad antimicrobiana (Al Otibi et al., 2020).
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4.2 Metodologia

4.2.1 Colecta e identificacion del material vegetal

Se colectaron las partes aéreas de las plantas Artemisa ludoviciana Nutt., en el municipio de
Tulancingo, Hidalgo, México (20°03'45.9"N 22°51'3"0), Lepidium virginicum L. y
Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray, en el municipio de Tecamac, Estado de México
(19°45'46"N 98°57'47"0). La identificacion de las plantas se realizé en el herbario HGOM,
ubicado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo (UAEH). Se verifico que las plantas son Artemisa ludoviciana (HGOM-
3), Lepidium virginicum (HGOM-2) y Brickellia veronicifolia (HGOM-1) (Anexo 8.1).

4.2.2 Secado del material vegetal

El material vegetal fue secado a la sombra a temperatura ambiente para posteriormente ser
pulverizado de forma mecanica con ayuda de un molino semiindustrial (Macoll, Herradura,

Estado de Mexico, México).

4.2.3 Obtencion de extractos

Para la obtencion de extractos se pesaron 250 g de muestra pulverizada y como disolvente se
agregaron 2,500 mL de solucion hidroalcohdlica etanol: agua (70:30 v/v), la mezcla se coloco
en un matraz erlenmeyer de 500 mL y se dejo reposar por 15 min, posteriormente se coloco
en bafio ultrasonico (Lab safety supply, 32V118A, China) durante 60 min en intervalos de
15 min, a una frecuencia de 40 kHz y se dejé en reposo durante 24 h. El sobrenadante se pasé
a través de papel filtro (Whatman® 540) y fue concentrado en un rotavapor (Buchi, R-215,
Flawil, Suiza) hasta obtener un extracto semisolido. El extracto hidroalcohdlico obtenido se
colocé en un vial de vidrio y fue almacenado a 4 °C hasta su evaluacién.(Comlekcioglu y
Kutlu, 2021).
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4.2.4 Evaluacion (in vitro) de la actividad antifungica

4.2.4.1 Material bioldgico

Las cepas utilizadas fueron Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia
fructicola, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum, las cuales son parte de la coleccion
del area de fitopatologia del Area Académica de agronomia del Instituto de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Autdnoma del estado de Hidalgo.

4.2.4.2 Resiembra de cepas

Previo a la evaluacion de la actividad antiflngica las cepas de Fusarium oxysporum,
Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum,
fueron cultivadas en placas petri que contenian 20 mL de PDA (Papa Dextrosa Agar) (BD
Bioxon, Heidelberg, Germany), se utilizaron 39 g de PDA por cada litro de agua destilada.
Para la resiembra se tomé un explante de 5 mm y se colocé al centro de las cajas petri
previamente identificadas (Figura 2). Se utilizé una campana de flujo laminar (Tequimec,
México) para llevar a cabo la resiembra de las cepas. Una vez que las cajas fueron selladas
se colocaron en una incubadora microbial (Binder, ED115, Alemania) a una temperatura de

27 + 2 °C., por un periodo de siete dias.

Figura 2. Cultivo de cepas en medio PDA A) Fusarium oxysporum, B) Fusarium
moniliforme, C) Monilinia fructicola.
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4.2.4.3 Evaluacion fungicida por el método de dilucion del extracto en agar

Para la evaluacion de la actividad antifangica de los extractos de Artemisa ludoviciana,
Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia se utilizo el método de dilucion del extracto
en agar (Boiteux et al., 2018). De cada una de las cepas cultivadas (F. oxysporum, F.
moniliforme, M. fructicola, R. solani y S. sclerotiorum) se tomo un explante de 5 mm, el cual
fue colocado al centro de las cajas petri que contenian como medio de cultivo 25 mL de PDA
(Papa Dextrosa Agar) previamente esterilizado en autoclave (Lorma, AV07, México) y
extracto hidroalcohdlico de A. ludoviciana, L. virginicum y B. veronicifolia a diferentes
concentraciones (25, 50 y 100 mg/mL). Antes de realizar la mezcla de PDA vy del extracto
hidroalcohdlico, cada uno de los extractos fue diluido en agua destilada estéril. Como control
negativo se utilizaron cajas petri que solo contenian PDA y como control positivo se usaron
cajas que contenian PDA y captan (fungicida comercial); la suspension se prepard mezclando
el fungicida en agua destilada a una concentracion de 24 mg/mL. Cada tratamiento se hizo
por triplicado. Una vez que las cajas petri fueron inoculadas se incubaron a una temperatura
de 27 = 2 °C, por un periodo de 168 h. Durante el periodo de incubacion se midid el
crecimiento del micelio (mm) utilizando un vernier digital (Mitutoyo, 500-196-30, Jap6n),
las lecturas se realizaron a las 24, 48. 72. 96 y 168 h. Los resultados obtenidos se expresaron
como porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial, para calcular el % de inhibicion se

utilizo la siguiente formula de acuerdo a Hernandez-Soto et al. (2020):
.. T
% crecimiento = (E) x 100% (1)

% IC = 100 — % crecimiento (2)

Donde: T representa el crecimiento (mm) radial del hongo en el tratamiento a evaluar, C es
el crecimiento radial del micelio en el control y % IC es el porcentaje de inhibicion de

crecimiento.
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4.3 Andlisis estadistico

Para el anélisis de los datos obtenidos se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de medias de Tukey
a un nivel de significancia del 95% (p <0.05). Se utiliz6 el software SAS (Statistical Analysis

System) versién 9.4.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Evaluacion fungicida por el método de dilucién del extracto en agar

En la tabla 3, se muestran los porcentajes de inhibicion respecto a la evaluacion antifingica
del extracto hidroalcoholico de Artemisa ludoviciana. De acuerdo a los datos obtenidos R.
solani presento la mayor inhibicion a las 24 h de incubacion y a la concentracion de 50
mg/mL (Figura 3), sin embargo, no existen diferencias estadisticas significativas respecto al
porcentaje de incubacion reportado para la concentracion de 100 mg/mL. La cepa de F.
moniliforme tuvo un porcentaje similar al de R. solani al mismo tiempo de incubacién, pero
a la concentracion de 100 mg/mL. Por otro lado, se observa que partir de las 72 h de
incubacidon a mayor concentracion de extracto y a mayor tiempo de incubacion hay menor
inhibicion para F. oxysporum, F. moniliforme, M. fructicola y R. solani, dado que el

crecimiento del micelio fue mayor respecto al control (PDA).

Rhizoctonia @@=
solani 4%

24h

Figura 3. Evaluacion del extracto hidroalcohdlico de Artemisa ludoviciana sobre la
inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia solani, a las 24 h de incubacion. Concentraciones
evaluadas A) 25 mg/mL, B) 50 mg/mL, C) 100 mg/mL, D) PDA, E) Captan.
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La evaluacion antifingica del extracto hidroalcoholico del Lepidium virginicum se presenta
en la tabla 4. Para F. oxysporum, F. moniliforme, M. fructicola y R. solani, se nota que a
partir de las 24 h de incubacion el crecimiento del micelio fue mayor respecto al control
(PDA), ya que para todos los tiempos evaluados el porcentaje de inhibicion fue negativo. En
la figura 4, se presenta el crecimiento micelial de M. fructicola, a las 48, 72 y 168 h de
incubacion al evaluar el extracto hidroalcohdlico a la concentracién de 25, 50 y 100 mg/mL,
en el cual se observa gque los tratamientos tuvieron un mayor crecimiento del micelio respecto
al control (PDA).

Monilinia
fructicola
48 h

Figura 4. Evaluacion del extracto hidroalcohdlico del Lepidium virginicum sobre la
inhibicion de crecimiento de Monilinia fructicola a las 48, 72 y 168 h de incubacion.
Concentraciones evaluadas A) 25 mg/mL, B) 50 mg/mL, C) 100 mg/mL, D) PDA, E) Captan.

En la tabla 5, se presentan los datos del porcentaje de inhibicion al evaluar el extracto
hidroalcohdlico de B. veronicifolia sobre F. oxysporum, F. moniliforme, M. fructicola y R.
solani. De acuerdo a los datos obtenidos F. oxysporum y M. fructicola presentaron el mayor

porcentaje de inhibicion a las 24 h de incubacidn, para las tres concentraciones evaluadas
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(25, 50 y 100 mg/mL). De las cepas evaluadas M fructicola presento el porcentaje mas alto
a la concentracion de 100 mg/mL y a 168 h de incubacion. Como se puede observar en la
tabla 5, al aumentar la concentracién de extracto y el tiempo de incubacién, aumenta el
porcentaje de inhibicion; sin embargo, no en todos los casos existen diferencias estadisticas
significativas. En la figura 5 se observa que el crecimiento micelial de F. oxysporum y F.
moniliforme, cambia de color rojo a blanco, esto respecto al control (PDA) cuando se evalla
la concentracion de 50 y 100 mg/mL.

Fusarium Fusarium
oxysporum 2 \ moniliforme

168 h

Figura 5. Evaluacion del extracto hidroalcohdlico de Brickellia veronicifolia sobre la
inhibicion de crecimiento de Fusarium oxysporum y Fusarium moniliforme, a las 168 h de
incubacion. Concentraciones evaluadas A) 25 mg/mL, B) 50 mg/mL, C) 100 mg/mL, D)
PDA, E) Captan.

Para el caso de la cepa de Sclerotinia Sclerotiorum, no se incluyeron los datos, ya que la cepa
no desarrollo crecimiento del micelio para ninguno de los tres tratamientos evaluados y el
control (PDA).
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola y Rhizoctonia
solani, utilizando como tratamiento tres concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Artemisa ludoviciana.

H Hongo Tratamiento (mg/mL) Captan
25 50 100 24 mg/mL
F. oxysporum 6.94 + 1.16% 10.10 + 0.67°C 21.26 +0.12PA 100.00 + 0.00*A
u F moniliforme 0.78 + 3.77¢AB 16.83 + 1.37°B 22.25 + 4.48"A 100.00 + 0.00*A
M. fructicola 7.30 + 0.08% 8.36 + 0.59°C 9.28 + 0.33"8 100.00 + 0.00*A
R. solani 14.38 + 0.87°A 22.92 +0.87°A 20.97 + 4.14°A 100.00 + 0.00%A
F. oxysporum 3.78 +0.39® 1.40 +0.19% 7.20 + 0.420AB 100.00 + 0.00*4
48 F. moniliforme 5.58 + 0.95¢AB 10.34 + 0.62°A 9.65 + 0.13%A 100.00 + 0.00A
M. fructicola 6.70 + 1.93AB 10.05 + 3.48%A 6.99 + 0.47°8 100.00 + 0.00A
R. solani 10.50 + 3.26°* 9.69 + 3.33%A 9.36 + 1.70°AB 100.00 + 0.00*A
F. oxysporum 3.40 + 2.45P8 -4.76 + 2.51°B -3.35 + 2.58"B 100.00 #+ 0.00%4
. F moniliforme 5.58 + 1.13AB 5.07 + 0.04°A -3.57 + 0.63°B 100.00 + 0.00*A
M. fructicola 2.02 + 0.51°8 456 + 2.41°A -2.06 + 0.04°AB 100.00 + 0.00*A
R. solani 7.90 + 0.41PA 1.15 + 0.02°A 2.48 + 2,08 100.00 + 0.00*A
F. oxysporum 0.41 + 1.24%8 -0.46 + 1.08°C -4.97 + 1.22°A 100.00 + 0.00*A
9 F. moniliforme 8.10 + 2.72PA 6.41 + 1.27°AB -2.40 £ 0.91°A 100.00 + 0.00%4
M. fructicola 8.58 + 1.12PA 10.38 + 3.04°A 2.39 +0.11%A 100.00 + 0.00%A
R. solani 11.12 + 0.59°A 3.40 + 0.66"EC 0.85 + 7.84A 100.00 + 0.00A
F. oxysporum 5.70 + 3.06°AB 3.44 £ 1.298 -8.13 + 0.80¢ 100.00 + 0.00*A
168 F. moniliforme 10.21 + 1.92PAB 9.92 + 0.72°A -4.23 +0.15°® 100.00 + 0.00%4
M. fructicola 2.69 + 2.86B 8.54 + 3.16"AB -2.75+1.62°® 100.00 + 0.00%4
R. solani 11.68 + 2.90°A 10.27 + 1.05°A 7.94 + 1.545A 100.00 + 0.00*A

Los datos se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones, **¢ Las letras diferentes en las filas indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos a diferentes concentraciones. ~®P Las letras diferentes en las columnas indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre hongos.
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola y Rhizoctonia
solani, utilizando como tratamiento tres concentraciones del extracto hidroalcoholico de Lepidium virginicum.

H Hongo Tratamiento (mg/mL) Captan
25 50 100 24 mg/mL
F. oxysporum -20.12 + 0.12°AB -24.26 + 0.49% -17.69 + 0.24°8 100.00 + 0.00%4
o4 F. moniliforme -16.01 + 4.71°A -19.25 + 3.19°A -17.74 + 1,928 100.00 + 0.00%4
M. fructicola -24.36 + 0.59°8 -27.53 + 0.08® -30.74 £ 0.13%° 100.00 + 0.00%4
R. solani -15.51 + 2,174 -15.65 + 0.50°4 -11.78 + 1.25PA 100.00 + 0.00%4
F. oxysporum -9.58 + 0.13"AB -14.44 + 0.55% -12.99 + 0.06° 100.00 + 0.00%4
i F moniliforme -5.88 + 2.05°A -10.68 + 2.11°A -13.96 + 0.44°A 100.00 + 0.00%4
M. fructicola -15.49 + 2.47%C -27.23 + 4,268 -26.86 + 1.86°B 100.00 + 0.00%4
R. solani -12.60 + 1.37°BC -12.89 + 1.70%A -9.22 + 2.30"A 100.00 + 0.00%4
F. oxysporum -7.92 + 0.25PBC -11.09 + 2.83"A -11.79 + 2.84%8 100.00 + 0.00%A
., F moniliforme -1.64 + 0.04°A -6.27 +0.82°A -12.01 + 0.33% 100.00 + 0.00%*
M. fructicola -9.64 + 2.32°C -22.16 + 2.258 -22.12 + 0.99°C 100.00 + 0.00%A
R. solani -5.97 + 1,938 -8.54 +0.14°A -7.57 £ 0.30°* 100.00 + 0.00%4
F. oxysporum -8.66 + 1.11° -11.53 + 0.69"* -16.07 + 2.26°AB 100.00 + 0.004
96 F. moniliforme -5.29 + 1.15°A -10.05 + 0.40°A -28.82 + 14378 100.00 + 0.00%4
M. fructicola -13.41 + 2.38"8 -20.06 + 0.45°B -21.08 + 1.06°A8 100.00 + 0.00%4
R. solani -8.68 + 0.05°A -8.24 + 2.46°A -6.87 + 1.27°A 100.00 + 0.00%4
F. oxysporum -2.96 + 0.58°A -13.90 + 1.61°® -15.41 + 0.28°8 100.00 + 0.00%4
168 F moniliforme -6.09 + 0.52°8 -4.86 + 1.80°A -17.00 + 1.45°® 100.00 + 0.00%*
M. fructicola -4.04 +0.70°A -10.49 + 0.85% -9.15 + 0.36A 100.00 + 0.00%4
R. solani -3.09 + 0.15°A -5.97 + 0.66"°A -7.81 + 2.90%A 100.00 + 0.00%4

Los datos se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones, **¢¢ Las letras diferentes en las filas indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos a diferentes concentraciones. ~&° Las letras diferentes en las columnas indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre hongos.
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Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola y Rhizoctonia
solani, utilizando como tratamiento tres concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Brickellia veronicifolia.

H Hongo Tratamiento (mg/mL) Captan
24 mg/mL
25 50 100
F. oxysporum 100.00 + 0.00A 100.00 + 0.00*A 100.00 + 0.00%A 100.00 + 0.00%A
24 F. moniliforme 22.00 + 2.93B 25.73 £ 4.51°C 34.02 + 1.46"¢ 100.00 + 0.00%A
M. fructicola 100.00 + 0.00%4 100.00 + 0.00A 100.00 + 0.00%4 100.00 + 0.00A
R. solani 23.39 + 0.38% 33.89 + 0.87°B 40.33 + 1.48"B 100.00 + 0.00%A
F. oxysporum 29.75 + 0.74%A 35.32 + 1.80"A 37.05 + 0.84"A 100.00 + 0.00%4
48 F. moniliforme 29.46 + 2.55%4 35.36 + 3.38"A 37.67 + 0.94"A 100.00 + 0.00%A
M. fructicola 32.40 +£ 0.70%A 36.91 + 0.31°A 36.80 + 0.15"A 100.00 + 0.00%A
R. solani 3240 +1.17°A 37.83 £ 0.87°A 38.97 + 0.96"A 100.00 + 0.00%A
F. oxysporum 36.84 + 0.03%® 37.69 + 0.16°C 38.86 + 0.34°P 100.00 + 0.00%A
29 F. moniliforme 30.28 + 2.50%¢ 38.62 + 1.19°C 41.78 + 0.32°C 100.00 + 0.00%A
M. fructicola 41.34 +0.76% 45.75 + 0.49°A 49.53 + 0.02°A 100.00 + 0.00%4
R. solani 38.29 + 0.90°AB 41.90 + 1,518 44,73 +0.14"8 100.00 + 0.00%4
F. oxysporum 34.41 £ 0.07% 38.42 +1.08 41.35 + 0.44C 100.00 + 0.00*A
96 F. moniliforme 37.64 +1.36°B 40.53 + 0.24%8 41.45 +0.71°¢ 100.00 + 0.00%A
M. fructicola 46.90 + 0.68% 52.02 + 0.02°A 54.19 + 0.26"A 100.00 + 0.00%A
R. solani 39.35 + 0.19B 42.52 +0.61°8 43.36 + 0.738 100.00 + 0.00%A
F. oxysporum 34.33 + 0.45"C 31.60 + 1.14°P 35.90 + 0.25°P 100.00 + 0.00%A
168 F. moniliforme 33.50 + 0.82C 36.78 + 2.00°C 37.92 +0.10°¢ 100.00 + 0.00%A
M. fructicola 53.29 + 1.10%4 55.01 + 0.92°A 60.04 + 0.10°A 100.00 + 0.00%A
R. solani 39.24 +0.71B 41,72 +0.17°8 42.30 +0.158 100.00 + 0.00%A

Los datos se presentan con una desviacion estandar de tres repeticiones, ¢4 Las letras diferentes en las filas indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos a diferentes concentraciones. ~® P Las letras diferentes en las columnas indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre hongos.
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Cabe mencionar que la composicion quimica de los extractos vegetales depende de la
polaridad del solvente de extraccion utilizado, por lo que la sensibilidad de los hongos
fitopatdgenos a los extractos evaluados en este trabajo depende de los compuestos bioactivos
extraidos, dado que los microorganismos responden de manera variable a los diferentes
fitoquimicos (Al Otibi et al., 2020). De acuerdo a Bafiuelos-Valenzuela et al. (2018) los
metabolitos secundarios presentes en las plantas aromaticas como los terpenos, tienen
propiedades antioxidantes, antisépticas y antifingicas. Dentro del grupo de las plantas
aromaticas se encuentra A. ludoviciana, la cual es popular en la medicina tradicional
mexicana. Anaya-Eugenio et al. (2016), mencionan que el estudio fitoquimico del extracto
obtenido de partes aéreas de A. ludoviciana dio como resultado el aislamiento de
monoterpenos, sesquiterpenos y flavonoides. Mientras que Damian et al. (2010), reportaron
que el extracto crudo (cloroformo-metanol) de las partes aéreas de A. ludoviciana tuvo
actividad antioomiceto frente a cinco especies de Phytophthora (P. cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. infestansy y P. mirabilis). Al fraccionar el extracto, identificaron que el aceite
esencial de la fraccién con actividad inhibitoria contenia terpenos como borneol en mayor
porcentaje, camfor y cis-verbenol. Para identificar que compuestos tenian actividad
antioomiceto, evaluaron los compuestos purificados y la mezcla de ellos, dando como
resultado que solo la mezcla de los compuestos afecto el crecimiento de Phytophthora spp.
Como sefialan Pérez-Pérez et al. (2020) los principales compuestos de un extracto son los
responsables de su actividad bioldgica; sin embargo, algunos componentes actdan
sinérgicamente. La presencia de metabolitos secundarios como los terpenos y flavonoides
otorgan actividad bioldgica a las plantas, entre ellas la actividad antifungica, dicha actividad
se puede explicar por mecanismos de accion como dafio a la estructura y funcién de la
membrana, inhibicidn de la biosintesis y funcion de los acidos nucleicos, interferencia de
procesos metabolicos esenciales, asi como en la induccién de la coagulacion de los
componentes citoplasmaticos (Martin, 2018) . Por lo anterior se puede considerar que los
extractos de A. ludoviciana, pueden tener actividad sobre los hongos fitopatdgenos; sin
embargo, es importante evaluar factores como el método y el solvente de extraccion,
caracteristicas de las células microbianas; ademas, de las condiciones ambientales y
fisicoquimicas como la hidrofobicidad, la concentracién del compuesto, la temperatura y el
pH (Gallegos-Flores et al., 2019).
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Lepidium virginicum (Brasicaceas), es una planta herbacea que se usa popularmente debido
a sus propiedades medicinales (Osuna et al., 2006). Como antecedente sobre el estudio de las
propiedades de esta planta Pacheco-Hernandez et al. (2021) sugieren que el aceite esencial
de L virginicum (CMI 19-30 pg/mL), es mas efectivo que los compuestos puros, como el
fenilacetronitrilo (CMI 45 pg/mL) y el a-terpineol (CMI 73 pg/mL), indican que estan
involucrados en la actividad antifingica del aceite esencial contra Colletotrichum acutatum
en frutos de Solanum betaceum. Otros autores como Brucato et al. (2014), mencionan que L
virginicum presenta actividad contra los parésitos responsables de la diarrea como
Entamoeba histolytica thophozoites y Giardia lamblia. Por otro lado Calzada et al. (2003)
reportaron el aislamiento de glucosinolato de bencilo como el principal compuesto
antiamebiano (IC50de 20.4pg/mL) de las raices de L. virginicum. Hasta el momento no
existen reportes en la literatura sobre el uso del extracto de L. virginicum como antifingico
sobre las cepas evaluadas en este trabajo de investigacion. Con base a lo reportado sobre los
compuestos identificados en esta planta se considera importante evaluar que compuestos
estan presentes en el extracto hidroalcohdlico, dado que en los ensayos realizados frente a las
cepas de Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Monilinia fructicola y Rhizoctonia

solani, no se present6 actividad antifungica.

Rodriguez-Castro et al., (2020), evaluaron la actividad antifingica del extracto metanolico
de Brickellia equarrosa (Asteraceae) frente a F. oxysporum y a R. solani, a la concentracion
de 25 ppm, utilizando el método de cultivo envenenado. Para F. oxysporum reportaron un
porcentaje de inhibicion de 38.6% a las 144 horas de incubacion, este porcentaje se encuentra
en el rango del porcentaje de inhibicion que reportamos con el extracto hidroalcohdlico de
B. veronicifolia a las concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL a las 72 y 96 horas de
incubacion. Mientras que para R. solani indican que a mayor tiempo de incubacion hubo
menor porcentaje de inhibicién, caso contrario con el extracto de B. veronicifolia donde se
puede observar que a mayor tiempo de incubacion aumento el porcentaje de inhibicidn. Cabe
mencionar que el método de extraccion, el solvente de extraccion y las concentraciones
evaluadas son diferentes a lo que reportamos en este trabajo; sin embargo, se toma como
referencia dado que a las plantas que pertenecen a la familia Asteraceae se le atribuye la

presencia de compuestos bioactivos como lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos,
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poliacetilenos, benzofuranos, flavonas, y flavonoides (Cilia-Lépez et al., 2021), los cuales
juegan un papel importante en la defensa de las plantas contra un gran numero de
fitopatogenos, ya que los sesquiterpenos, fenoles y flavonoides son lipofilicos por lo que
presentan una buena difusion a través de las membranas (Células y vacuolas) lo que provoca
deterioro e inestabilidad de las células fungicas, llevando a la ruptura, fuga y lisis de las
células (Al Otibi et al., 2020; Panda y Luyten, 2018).

4.5 Conclusién

Cabe mencionar que hasta el momento no se han encontrado reportes sobre la actividad
antifingica de los extractos hidroalcohdlicos de A. ludoviciana, L. virginicum y B.
veronicifolia sobre las cepas de los hongos fitopatdgenos F. oxysporum, F. moniliforme, M.
fructicola y R. solani. A partir de los resultados obtenidos, podemos deducir que el extracto
hidroalcohdlico de Brickellia veronicifolia tuvo la mejor actividad antifingica frente a las
cepas de F. oxysporum y M. fructicola, dado que presentaron el mayor porcentaje de
inhibicion a las 24 h de incubacidn, para las tres concentraciones evaluadas (25, 50 y 100
mg/mL). De las cepas evaluadas M fructicola presento el porcentaje méas alto a la
concentracion de 100 mg/mL y a 168 h de incubacion. Sin embargo, se deben realizar ensayos

in situ.
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CAPITULOV
5 Evaluacion del contenido de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante in vitro de los extractos de Artemisa ludoviciana, Lepidium

virginicum y Brickellia veronicifolia.

RESUMEN
Las especies vegetales que son parte de la flora medicinal, son una fuente natural de

metabolitos secundarios, dichos compuestos estdn relacionados con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de
fenoles totales, flavonoides totales y la capacidad antioxidante mediante los ensayos de 2,2'-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") y 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™)
de los extractos de A. ludoviciana, L. virginicum y B. veronicifolia. Se obtuvieron extractos
hidroalcohdlicos de las partes aéreas de cada planta, mediante una extraccion asistida por
bafio ultrasonico. Se determin el rendimiento de los extractos y posteriormente se realizaron
las pruebas de la capacidad antioxidante. Los datos se analizaron mediante ANOVA y una
comparacion de medias de Tukey (P < 0.05). El extracto hidroalcohdlico de A. ludoviciana
presento el mayor rendimiento (18.35%) y el extracto de B. veronicifolia el porcentaje menor
(10.10%). Respecto al contenido de fenoles totales el extracto de A. ludoviciana fue el que
presento el mayor contenido (105.22 mg EAG/g extracto) y el de L. virginicum fue el menor
(28.43 mg EAG/g extracto), mientras que los extractos de A. ludoviciana (287.45 EQ/g
extracto) y B. veronicifolia (283.95 mg EQ/g extracto) mostraron el mayor contenido de
flavonoides totales, para los cuales no se observaron diferencias estadisticas significativas.
Los extractos de B. veronicifolia (281.15 pM Trolox/g extracto) y A. ludoviciana (280.20
UM Trolox/g extracto) presentaron alta actividad antioxidante por el método ABTS™, por
otra parte, los resultados obtenidos por el método DPPH". indican que de igual manera los
extractos de B. veronicifolia (97.95 uM Trolox/g extracto) y A. ludoviciana (97.62 puM
Trolox/g extracto) presentaron la mayor actividad antioxidante, el extracto de L. virginicum,
tuvo la menor actividad antioxidante por el método ABTS y DPPH. (206.10 y 71.81 uM

Trolox/g extracto, respectivamente).

Palabras clave: Fenoles, flavonoides, antioxidante, antimicrobiana.
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ABSTRACT

Plant species that are part of the medicinal flora are a natural source of secondary metabolites,
these compounds are related to antioxidant and antimicrobial properties. The objective of this
work was to evaluate the content of total phenols, total flavonoids and antioxidant capacity
through  the  2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe¢) and 2,2'-azinobis  (3-
ethylbenzothiazoline-6 -sulfonic) (ABTSe+) from the extracts of A. ludoviciana, L.
virginicum and B. veronicifolia. Hydroalcoholic extracts were obtained from the aerial parts
of each plant, through an extraction assisted by ultrasonic bath. The yield of the extracts was
determined and subsequently the antioxidant capacity tests were carried out. Data were
analyzed using ANOVA and Tukey's comparison of means (P < 0.05). The hydroalcoholic
extract of A. ludoviciana presented the highest yield (18.35%) and the extract of B.
veronicifolia the lowest percentage (10.10%). Regarding the content of total phenols, the
extract of A. ludoviciana was the one with the highest content (105.22 mg EAG/g extract)
and that of L. virginicum was the lowest (28.43 mg EAG/g extract), while the extracts of A.
ludoviciana (287.45 EQ/g extract) and B. veronicifolia (283.95 mg EQ/g extract) showed the
highest content of total flavonoids, for which no significant statistical differences were
observed. The extracts of B. veronicifolia (281.15 uM Trolox/g extract) and A. ludoviciana
(280.20 uM Trolox/g extract) showed high antioxidant activity by the ABTS++ method, on
the other hand, the results obtained by the DPPHe method. indicate that similarly the extracts
of B. veronicifolia (97.95 uM Trolox/g extract) and A. ludoviciana (97.62 uM Trolox/g
extract) presented the highest antioxidant activity, the extract of L. virginicum had the lowest
antioxidant activity due to the ABTS and DPPH method. (206.10 and 71.81 uM Trolox/g

extract, respectively).

Keywords: Phenols, flavonoids, antioxidant, antimicrobial.
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5.1 Introduccién

Una alternativa sustentable para el control de plagas y enfermedades es el uso de extractos
vegetales como potenciales biocontroles de fitopatdgenos (Badaracco et al., 2020; Rodriguez
et al, 2020). Las especies vegetales sintetizan compuestos denominados metabolitos
primarios y metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios estan implicados en su
crecimiento, desarrollo y reproduccion; mientras que los metabolitos secundarios tienen un
papel importante en su adaptacion frente al estrés ambiental y la defensa ante depredadores
y patdgenos (Lustre Sdnchez, 2022). Los metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo a
su estructura, funcion y biosintesis. Azcén-Bieto y Talon (2013) los clasifican en terpenos,
fenoles y alcaloides, los cuales tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas
(Arredondo et al., 2017).

La actividad antioxidante de las plantas esta relacionada con la presencia de oxidrilos
fenolicos, los cuales acttan sobre los radicales libres y las moléculas que regulan los procesos
fisiologicos (Bafiuelos-Valenzuela et al., 2018). Los radicales libres son altamente reactivos
ya que tienen un electron desapareado o libre y tienden a captar un electron de moléculas
estables y alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre sustrajo el
electron, la molécula estable que lo cedid se transforma en radical libre, por quedar con un
electron desapareado y de esta manera inicia una reaccion en cadena que destruye a las

celulas (Bafiuelos-Valenzuela et al., 2018).

La obtencion de los compuestos bioactivos o metabolitos secundarios se ve afectada por
diversos factores que pueden derivarse del método de extraccidén. Actualmente existen
métodos sencillos, rapidos y sustentables, como es el uso de la extraccidn asistida por bafio
ultrasonico, en el cual la ruptura de la pared celular se lleva a cabo a través de ondas de
ultrasonido, que permite la transferencia de componentes bioactivos. Este método se ha
utilizado principalmente para obtener pigmentos, lipidos, polisacaridos y proteinas (Rojas et
al., 2019; Zheng et al. 2021).
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Actualmente la investigacion de compuestos fitoquimicos esta encaminada hacia el estudio
de extractos vegetales de plantas conocidas en la medicina tradicional por sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el
contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como la capacidad antioxidante de los
extractos hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia

veronicifolia.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Colecta e identificacion del material vegetal

Se colectaron las partes aéreas de las plantas Artemisa ludoviciana Nutt., en el municipio de
Tulancingo, Hidalgo, México (20°03'45.9"N 22°51'3"0), Lepidium virginicum L. y
Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray, en el municipio de Tecamac, Estado de México
(19°45'46"N 98°57'47"0). La identificacion de las plantas se realizé en el herbario HGOM,
ubicado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo (UAEH). Se verifico que las plantas son Artemisa ludoviciana (HGOM-
3), Lepidium virginicum (HGOM-2) y Brickellia veronicifolia (HGOM-1) (Anexo 8.1).

5.2.2 Secado del material vegetal

El material vegetal fue secado a la sombra a temperatura ambiente para posteriormente ser
pulverizado de forma mecanica con ayuda de un molino semiindustrial (Macoll, Herradura,

Estado de México, México).

5.2.3 Obtencion de extractos

Para la obtencidn de extractos se pesaron 250 g de muestra pulverizada y como disolvente se
agregaron 2,500 mL de solucidn hidroalcoholica etanol: agua (70:30 v/v), la mezcla se coloco
en un matraz erlenmeyer de 500 mL y se dejo reposar por 15 min, posteriormente se coloco
en bafio ultrasénico (Lab safety supply, 32V118A, China) durante 60 min en intervalos de
15 min, a una frecuencia de 40 kHz y se dejé en reposo durante 24 h. El sobrenadante se pasé
a través de papel filtro (Whatman® 540) y fue concentrado en un rotavapor (Blchi, R-215,
Flawil, Suiza) hasta obtener un extracto semisolido. El extracto hidroalcohdlico obtenido se
colocé en un vial de vidrio y fue almacenado a 4 °C hasta su evaluacion.(Comlekcioglu y
Kutlu, 2021).
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5.2.4 Rendimiento de los extractos vegetales

La determinacion del rendimiento de cada uno de los extractos se hizo de acuerdo a Mesa-

Vanegas et al. (2015) , utilizando la siguiente formula:

Peso extracto
100

% Rendimiento = - x
Peso material vegetal

5.2.5 Determinacion del contenido de fenoles y flavonoides totales

Para determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales, se pesaron 30 mg de extracto
y se disolvieron en 10 mL de solucién hidroalcoholica etanol: agua (70:30 v/v), la mezcla se
colocé en un bafio ultrasénico (Ultrasonic Cleaner, Mod. 32V118A, USA), por un tiempo de
15 min. Para obtener el sobrenadante, las muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 10
min a 4 °C (Thermo Scientific Mod. ST 16R, Germany) (Montafio-Herrera et al., 2022).

El contenido de fenoles totales se determind por el método de Folin-Ciocalteu, descrito por
Waterman y Mole (1994). Se tomaron 0.5 mL de sobrenadante y se mezcl6 con 0.5 mL de
reactivo Folin-Ciocalteu (50% v/v en agua destilada), posteriormente se agregaron 1.5 mL de
solucion de carbonato de sodio (2% p/v en agua) y 2.5 mL de agua destilada; la mezcla se
mantuvo en completa oscuridad durante 60 min. Una vez transcurrido el tiempo se midio la
absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro (Genesys 150 UV/Visible, Thermo scientific,
USA). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo

de extracto (mg EAG / g extracto).

El contenido de flavonoides se determind de acuerdo al método descrito por Chang et al.
(2002). Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y se mezclaron con 2 ml de agua destilada y
0.15 mL de NaNO2 (5% p/v), después de 5 min se afiadieron 0.15 mL de AICI3 -6H20 (10%
p/v), la mezcla se almaceno a temperatura ambiente durante 5 min; posteriormente, se afiadio
1 mL de solucién de NaOH (1 M). La mezcla se dejo en reposo durante 15 min en la
oscuridad. Finalmente se midid la absorbancia a 415 nm en un espectrofotdmetro (Genesys
150 UV/Visible, Thermo scientific, USA), los resultados fueron expresados como

miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg EQ / g extracto).
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5.2.6 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind por el método 2,2'-Azino-bis (Acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), de acuerdo a Re et al. (1999). El ABTSe+ se preparo
de acuerdo a lo siguiente: Se mezclo ABTS (7 mM) con 10 mL de persulfato de potasio (2.45
mM) y se agito durante 16 h protegido de la luz. Cuando se obtuvo el radical, se mezclaron
100 puL de sobrenadante con 3 mL de ABTS<+ (Reactivo estabilizado) y se dejo en reposo
durante 6 min en la oscuridad. La absorbancia se midié a 734 nm en un espectrofotdmetro
(Genesys 150 UV, Thermo scientific, USA). Los resultados fueron expresados como

equivalentes de micromol Trolox por gramo de extracto (UM Trolox / g extracto).

Posteriormente se determind la actividad antioxidante por el método 2,2’-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) descrito por Brand-Williams et al. (1995). Se preparo una solucion
etandlica a 6 x 10° M del radical DPPH, la cual se dej6 en agitacion durante 2 horas en
condiciones de oscuridad. Posteriormente se tomaron 0.5 mL de sobrenadante y 2.5 mL de
solucion DPPH, la mezcla se dejo reaccionar durante 1 hora a 4°C. La absorbancia fue
medida a 517 nm en un espectrofotémetro (Genesys 150 UV, Thermo scientific, USA). Los
resultados se expresaron como equivalentes de micromol Trolox por gramo de extracto (UM

Trolox / g extracto).

5.3 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, cada tratamiento con tres repeticiones. Los datos
se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion
multiple de medias de Tukey a un nivel de significancia (p < 0.05). Para el analisis de datos

se utilizo el programa SAS (Statistical Analysis System, 2002) version 9.4.
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5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Rendimiento de los extractos vegetales

La figura 6, muestra el contenido de fenoles totales y flavonoides totales de los extractos
hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.
El extracto de A. ludoviciana fue el que presento el mayor contenido de fenoles totales y el
de L. virginicum fue el de menor contenido. Mientras que los extractos de A. ludoviciana y
B. veronicifolia mostraron el mayor contenido de flavonoides totales, para los cuales no se

observan diferencias estadisticas significativas.

Tabla 6. Rendimiento de los extractos hidroalcohdlicos de Brickellia veronicifolia, Artemisa
ludoviciana y Lepidium virginicum.

Planta Rendimiento (%)
B. veronicifolia 10.10°
A. ludoviciana 18.352
L. virginicum 11.08°

abc | as letras diferentes en las filas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)
entre tratamientos.

5.4.2 Determinacion del contenido de fenoles totales, flavonoides totales y actividad
antioxidante

La figura 6, muestra el contenido de fenoles totales y flavonoides totales de los extractos
hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia.
El extracto de A. ludoviciana fue el que presento el mayor contenido de fenoles totales y el
de L. virginicum fue el de menor contenido. Mientras que los extractos de A. ludoviciana y
B. veronicifolia mostraron el mayor contenido de flavonoides totales, para los cuales no se

observan diferencias estadisticas significativas.
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Figura 6. A) Contenido de fenoles totales y B) flavonoides totales de los extractos
hidroalcoholicos de Artemisa ludoviciana, Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia ¢
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

Como se observa en la figura 7, los extractos de B. veronicifoliay A. ludoviciana presentaron
alta actividad antioxidante por el método ABTS™", este ensayo mide la capacidad antioxidante
total (Compuestos lipofilicos e hidrofilicos), se basa en la decoloracion del radical en
presencia de antioxidantes como los compuestos fenolicos (Mesa-Vanegas et al., 2015). Por
otra parte, los resultados obtenidos por el método DPPH". indican que de igual manera los
extractos de B. veronicifolia y A. ludoviciana presentaron la mayor actividad antioxidante,
en este ensayo el radical DPPH cambia de color purpura a color amarillo en presencia de
antioxidantes (Mesa-Vanegas et al., 2015). De acuerdo al analisis estadistico los valores
obtenidos para B. veronicifolia y A. ludoviciana no presentaron diferencias estadisticas
significativas. El extracto de L. virginicum, tuvo la menor actividad antioxidante por el

método ABTS y DPPH.
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Figura 7. Actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana,
Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia por el método A) ABTS y B) DPPH. &b¢
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

Ahameethunisa y Hopper (2010), sefialaron que las plantas del género artemisa (Asteraceae)
sintetizan metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Tal es
el caso de Artemisia absinthium, de la cual Andrade-Cetto y Heinrich (2005) mencionan el
contenido de sesquiterpenos, lactonas y flavonoides en la infusién de las hojas. Como
menciona Bafiuelos-Valenzuela et al. (2018), es importante considerar que los factores
genéticos, agrondémicos y ambientales influyen en el uso de los extractos de plantas como
agentes antimicrobianos y antioxidantes. Sobre el contenido de metabolitos secundarios
presentes en A. ludoviciana, las investigaciones fitoquimicas han indicado la presencia de
monoterpenos (Alcanfor, limoneno), lactonas sesquiterpénicas (Estafiatina y ludovicina) y
flavonoides (Eupatilina y jaceosidina), (Anaya-Eugenio et al., 2014, 2016; Palacios-Espinosa
et al., 2021; Rivero-Cruz et al., 2017). En un estudio previo Liu y Mabry (1982), reportaron
la presencia de diecinueve flavonoides aislados de Artemisia ludoviciana var. ludoviciana,
los compuestos mencionados incluyen 2'-hidroxi-6-metoxiflavona, 5,7,2'.4'-tetrahidroxi-
6,5'-dimetoxiflavona, quercetagetina 3,6,3',4'-tetrametiléter, eupatilina, 5,7-dihidroxi-
3,6,8,4'-tetrametoxiflavona, luteolina 3'.4'-dimetiléter, jaceosidina, 5,7,4'-trihidroxi-3,6-
dimetoxiflavona, tricina, hispidulina, crisoeriol, kaempferol 3-metil éter, apigenina,

axilarina, eupafolina, selagina, 5,7,4'-trihidroxi-6,3',5'-trimetoxiflavona, 5,7,3'-trihidroxi-
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6,4',5'-trimetoxiflavona y 5,7,3',.4'-tetrahidroxi -6,5'- dimetoxiflavona. Como lo indican los
resultados obtenidos el extracto de A. ludoviciana tiene alto contenido de flavonoides, por lo

tanto, alta actividad antioxidante.

Como se menciond anteriormente el extracto de B. veronicifolia (Asteraceae) presento alto
contenido de flavonoides y alta actividad antioxidante. Los flavonoides son un grupo de
pigmentos naturales, que actian en las plantas como antioxidantes, antimicrobianos,
fotorreceptores, atractores visuales, repelentes de alimentacién y para la proteccion de la luz.
La eficacia antioxidante de algunos flavonoides puede deberse a la degradacion de varios
acidos fendlicos, los cuales poseen capacidad de captar radicales (Pérez G. et al., 2004). De
acuerdo a Pacheco-Hernandez et al. (2021), estudios fitoquimicos en B. veronicifolia
reportaron la presencia de metoxi-flavonoles y diterpenos tipo labdano. Por otro lado,
Andrade-Cetto y Heinrich (2005), identificaron la presencia de flavonas (Artementina,
brickelina, casticina y trimetoxiquercetagenina), flavonoles (Eupatin, eupatolin, patuletin y
vernicaefolin) y diterpenos tipo labdano en las hojas de B. veronicaefolia. También
mencionan la presencia de flavonoides en otras plantas del género Brickellia como es el caso
de Brickellia cavanillesii y Brickellia squarrosa. Pérez G. et al. (2004) fraccionaron el
extracto de cloroformo de las hojas de B. veronicifolia y aislaron el compuesto centaureidina
0 5,7,3 -trihidroxi-3,6,4 -trimetoxiflavona, ademas determinaron la actividad antioxidante
por el método DPPH, donde la centaureidina mostrd actividad antioxidante moderada
(32.1%). Mencionan que la capacidad de los flavonoides para inhibir los procesos de
oxidacion esta controlada por la presencia del doble enlace entre C-2 y C-3 y un hidroxilo
libre en C-3.

Como antecedente sobre las investigaciones realizadas en plantas del género Lepidium
(Brassicaceae), Calzada et al. (2003) evaluaron la actividad antiprotozoaria de L. virginicum
contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica, como responsable de dicha actividad
identificaron al compuesto glucosinolato de bencilo. De acuerdo a Yan et al., (2022) los
glucosinolatos son uno de los metabolitos secundarios importantes en las plantas de la familia
Brassicaceae. (Gonzales et al., 2014) indicaron que en Lepidium meyenii la glucotropaelina

representa el 79% del total de glucosinolatos y catequinas, y las galocatequinas el 97% del
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total de fenoles; sin embargo, presenta valores bajos de polifenoles, carotenos y actividad
antioxidante. En otro estudio Asnaashari et al. (2018) evaluaron la composicion, la actividad
antioxidante por el método DPPH vy la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las
partes aéreas de Lepidium vesicarium, también conocida por sus propiedades medicinales.
Entre los compuestos principales identificados se encuentra el cianuro de bencilo (43,94 %),
el acido isotiocianico (22,69 %) y el isotiocianato de bencilo (20,69 %). Como resultados
reportaron que el aceite esencial de Lepidium vesicarium no presento propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. Como lo indican los reportes sobre especies de Lepidium,
las plantas de este genero tienen baja actividad antioxidante y antimicrobiana, tal como lo

indican los resultados obtenidos en este trabajo.

5.5 Conclusién

De acuerdo a resultados obtenidos el extracto de A. ludoviciana fue el que presento el mayor
contenido de fenoles totales, mientras que los extractos de A. ludoviciana y B. veronicifolia
presentaron un mayor contenido de flavonoides totales y una mayor actividad antioxidante
de acuerdo al ensayo de ABTS. Se encontro que la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcohdlicos de A. ludoviciana y B. veronicifolia es debido a la presencia de flavonoides

principalmente.
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CAPITULO VI

6 Conclusiones generales

Al momento no hay estudios reportados sobre la actividad antimicrobiana de los extractos
hidroalcohdlicos de Artemisa ludoviciana, Brickellia veronicifolia y Lepidium virginicum

contra las bacterias y hongos fitopatdgenos evaluados en este trabajo.

Los resultados obtenidos indican que el extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia tuvo la
mejor actividad frente a las bacterias gram positivas y gram negativas. Xanthomonas.
campestris fue la bacteria mas sensible al extracto hidroalcohdlico de B. veronicifolia.

Mientras que el extracto de L. virginicum presento un efecto bactericida para la misma cepa.

Respecto a la actividad antifngica B. veronicifolia tuvo la mejor actividad frente a las cepas

de Fusarium oxysporum y Monilinia fructicola.

En cuanto al contenido de flavonoides totales y actividad antioxidante los extractos de A.

ludoviciana y B. veronicifolia presentaron los valores mas altos.
Cabe mencionar que, para considerar el uso de las plantas evaluadas como potenciales

antimicrobianos, se deben realizar ensayos in situ, analisis fitoquimicos, evaluar los niveles

de toxicidad, asi como habitos de crecimiento y disponibilidad de las plantas.
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7 Trabajos a futuro

Actualmente crece el interés por la identificacion, la caracterizacion y el aislamiento de
metabolitos secundarios con actividades bioldgicas. Los cuales se puedan utilizar como
alternativas al uso de productos quimicos para el control de plagas y enfermedades en los
cultivos agricolas. Por lo anterior, como complemento a los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion, se sugiere realizar la identificacién y cuantificacion de los
compuestos bioactivos presentes en los extractos evaluados de Artemisa ludoviciana,
Lepidium virginicum y Brickellia veronicifolia. Dado que de acuerdo a los resultados
obtenidos el contenido de polifenoles tiene relacion con la actividad antioxidante y
antimicrobiana, la identificacion de dichos compuestos se puede realizar por métodos como
la resonancia magnética nuclear (RMN) a través de la cual se puede conocer la estructura
molecular, la cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC.MS) que
permite la identificacion de compuestos utilizando bases de datos de biomoléculas
previamente conocidas, asi como la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para la

identificacion y cuantificacion de biomoléculas.

Como parte de los ensayos se sugiere el fraccionamiento de los extractos vegetales con
actividad antimicrobiana, dado que de acuerdo a los resultados obtenidos es importante

identificar el compuesto o el grupo de compuestos responsables de dicha actividad.
Respecto a la actividad antifungica es recomendable evaluar concentraciones de extracto

superiores a las reportadas en este trabajo; sin embargo, se debe valorar si dichas

concentraciones son convenientes respecto al rendimiento de extracto obtenido.
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CAPITULO VIII
8 Anexos

8.1 Constancia de identificacion de material vegetal de Artemisa ludoviciana, Lepidium
virginicum y Brickellia veronicifolia.

UNIVERSTIAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Instituto de Clancias Béasicas & Ingenieria

Area Académica de Biologia

Mineral de La Reforma, 10 de mayo de 2022.

C. Adriana Herndndez Garcia
Estudiante de Maestria en Ciencias y Tecnologia Agricola Forestal Sustentable
ICAP, UAEH.

Por este medio hago constar que se recibe un total de 3 vouchers que se indican a
continuacién, materlal que forma parte del proyecto “Evaluacidn de la actividad
microblana de extractos vegetales de Artemisio ludoviciana (Will. ex Spreng.) D.D, Keck,
Brickellio veronicifolio (Kunth) A. Gray y Llepidium virginicum L sobre hongos
fitopatégenos”, bajo la direccion del Dr. Alfredo Madariaga Navarrete, desarrollada en
1a Maestria en Ciencias y Tecnologia Agricola Forestal Sustentable, ICAP-UAEH.

Como seflala en el oficlo entregado & este herbario (con fecha 03 de mayo, 2022,
recibido el misme dia), se recibieron 3 vouchers al herbario HGOM, cuya identificacion
boténica fue verificada por los abajo firmantes, como se indica a continuacién:

m,; T Colector y # oabded T 2 2 T
finckefio A Santa Maria 1
veronicifolio (Kunth) Hernandez Ajoloapan,
AGray Garcla #1 Tecamac,
{Asteracese) Edo. México
Lepidium weginicum A Santa Maria
L Hemande: Ajotcapan, 1
(Brassicaceae) Garda®2 Tecdmac,  Edo,

México
Artemisa A Santiago 1
ludowiciana Nutt. Hernander Tulanteper,
(Asteracese) Garcian 3 Tulancingo, Hgo

El material que se recibe montado junto con la informacion de las etiquetas.

Chuttina 0wl Canssammn iy

Carruters Pachuce Tumnomgn ve 4.5
Cotimin Carborerne. Mimaral O 1a Rataima
Hidwign, Wiwes TP 4344

Tolstone A2 (771 1 720 00 wet 0540 0043
- Fas 1102
wonD Sl oo AUD GO AN Q0L M
USvemTY e o
Reaiss Foin C 4 www._uach odu mx
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CAPITULO VIII

8.2 Actividades de produccion cientifica

8.2.1 Memoria en extenso del Congreso 17a. Reunion Internacional de Investigacion en
Productos Naturales, mayo de 2022

Rev. Mex. inv. Prod. Nat. 2022, 1 {Supi. Especial)

Compuestos fendlicos y actividad antioxidante en extractos de Brickellia
veronicifolia (Kunth) A. Gray.

Adriann Momnandoz Garcla,* César Ural Lipez Palesting’, An:mmsr-nm' Elxrae Aguino Tomes', Jadith

A‘A "y 'MALJJ'_AI
‘Aroa Acacémica do Concias “Aroa A 0 Agrandustrial o ngonjena on
ummmmw&mmt Av. Univorsidad km 1, Un ?mu
Estado co Hicalgo, Ex-Hda do Aquotzaipa, Tulancinga, Hidaigo 43600, Mivico. *Centro ce Biolngenarta Tecnoldgico ce
Montorroy Campos Quenttaro, *afrado_madaragagiuaoh. ooy mx.
Palabras clave: E vogataies, BackoM o
Tabia 1.Randmionto cel exracto, cortanico do fancios
INTRODUCCION totaios. 1) ¥y 0 do haja y talo
Las espodies vegetakes, parte do la flom modicnal, ae Backols verovi &g
son fuente natural de metaboltos secundarios LL Hoa | Talo
como ferpencs, flavonaides y alcaioides, quo estin % Rendimiento 423 | 237+
relacionados con  propledades  antioodantes  y Fenoion totaion @A | sazn
antimicrobianas ™ Brickel & cid
coma arégano de moee,!” pexto o hiesba dorada, 711
s piny Flavenodes (mg EQYg| | 397.11° | 26070
vaiorada por su  actvidod ABTE {uM Troioea) 14002 | 195.49°*
antioxidante o W" E! abjotivo del DPPH (1M Troiawg) 79.86+ | 78.50%
o ¥rabao fue A "'“?"':: o b Lotas Groentos on B3 fE% Indcan dreoncas
4 ¥ od occadisticas sgnficatvas [Tukey p s 0.05) ente
MATERIALES Y METODOS CONCLUSIONES
Se colectaron parfes néruas do 8. vomniofola, on El extracto etandiico de hojn presenta un mayor
Tectmac, Estado do México. Las muestms so roncimiento, ademds cdo un ato contorkdo de
soparon en hoja y tlle, postedormente se fonoles fotales y flavonoides; por lo tanio, una
secaron y pulverzaron. El método do extraocién fue mayor actividad antioxidante.

whhumb.ﬁwmuw%m

diclventa. Se datermind of contenido de fencios AGRADECIMIENTOS

otales, Y figvonoldes ¥ y la acthidad antinddante La autoen agradoce el apoyo brindado por of

por of médodo de 2,2°dfend-1-picrilhidraziio Nacionadl de  Clencla Tecnalogla
(m kom

(DPPI+) B y 2 2azincbls {S-utibonzotinzoling & T} & través do la beca No.
sufféniko) (ABTS.+) ™ Los datos se analzaron REFERENCIAS
HMANOVAywwaMhsb
T (P < 0.08). Ademés do una L ontro 1. Acawselemo, A am M omal of
oy sfinophermweshogy 2008, el
fos  comouestos  fenblicos  y  la actividad 2 Beand-Wilemm, W, Cuwsber, ¥, £; Bane, C. LWTFood
xc:-;“c' v, in.:z\ u & Chem L,
2 "
RESULTADOS Y DISCUSION mum.;:w-z:._
4 Comdebologhe, N, Hatk yM&‘ 2. %0,
5 extracio standiico an hoja presonio of mayor 8 Pabacko-Excbcss, £ Lt N, N, L s
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wmmdmll.”::'m""md: & Patel F, I Mot N, R h-nﬁm.lnmdd&.v
WWLR&‘“)" Referonto o la e G TN, '&Eé“.‘“"’ 12, Martrs M, F. L, Condova i, 1.
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Dprmw md L r!AA ; of Neturw!
ﬂmmmmmdm N h‘wn Fo-m. “";:",, ‘I :mA,'mA.v "
nienido do foncles fotales. De acuerio @ los Free recicnl Sy v e, 2002, 78, 121257,
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CAPITULO VIII

8.2.2 Constancia de participacion en el Congreso 17a. Reunion Internacional de
Investigacion en Productos Naturales, mayo de 2022

Reunidn Internacional de Investigacidn
on Productoc Naturaled

4, D e N MaUm Wity

0% Amiprgnat
w &? P" ool v

FACULTAD
pE MEDICINA

LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON Y LA ASOCIACION
MEXICANA DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES OTORGAN LA PRESENTE:

CONSTANCIA

Adriana Hernandez Garcia

Por su asistencia a la 172 Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales, que se
llevé a cabo en modalidad hibrida (presencial y virtual) del 18 al 20 de mayo de 2022 .

Monterrey, Nuevo Ledn; a 20 de Mayo de 2022.

AL e \

Dra. C. Maria Luisa del Carmen Dr. med. Edeln‘z;fo Pérez Rodriguez
Garduiio Ramirez Director de la Facultad de Medicina de la
Presidenta de la AMIPRONAT UANL
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CAPITULO VI

8.2.3 Memoria en extenso del Congreso Academia Journals Hidalgo 2022

Py
awmum Hidalga Naves
idaigs 3222 S Lzaderis Juovak 202 16-37 de soxcboe 2e 2002

Compuestos Fenolicos y Actividad Antioxidante en Extractos de

Artemisa ludoviciana Nutt.
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CAPITULO VIII

8.2.4 Certificado de participacion en el Congreso Academia Journals Hidalgo 2022

I

Z=
aoains canemia JoUrNaLS ot - s 1100 “"‘-'.'.':'_'_
= il Qpver

Congreso Internacional de Investigacion de
Academia Journals Hidalgo 2022

CERTIFICADO

Ing. Adriana Hernandez Garda
Dr. Alfredo Madariaga Navarrete
Dr. Casar Uriel Lopez Palestina

Dra. Eliazar Aquino Torres I

AL\

&

por su articulo titulado
Compuestos Fendlicos y Actividad Antioxidante en Extractos de Artemisa Ludoviciana
Nutt.

(Armscsso Ne. HHH133)

b L2 ponencia correzpondients fue presentaca en e congreso CesaTolads 1o Cies 15, 20, y 24 de octudre de
R 2022, taniendd como zede s magnifics instalacionss de @ Universidsc Foftacnica Metroooitans 3z Hiseigo
» £l articuio e5ta inciuido en ias siguentes publicadones: (1] en el portal de Internet Acacemiajoumnals.com, con
4 155N 1946-3351 oniine, Vol 14, No. 05, 2022 e indexacion an ja base de datos Fuents Acscemics ius o=
E8SCOHOST, Mazzachusatts, Extados Unices y [2) en e fbro digital ebook titusado investiqocion pars of
Fortaecmiento dé o So0es0c — Hidaigo 2022 con 58N §78-1-539352-73-0 cnline.

Lo organizadores del congreso reconocen Is particpacian oz 10 autores an el congreso, agradeciando s
contribuciones

to Tow DR. RAFPAEL MORAS, F.E.
-

-:‘.-"_ o Editar, Asadumia lournals

e s | ]

e e

" > -
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