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RESUMEN

Los extractos alcoholicos (etandlicos y metandlicos) fueron obtenidos mediante shoxlet,
trabajando durante 8 ciclos, la temperatura empleada fue acorde al punto de ebullicion de cada
disolvente, posterior a esto se paso a destilacion simple donde se destilo el 80% del disolvente
logrando obtener 25mL de extracto, se procedid a hacer comparaciones de color, densidad y pH;
asi como solidos no disueltos en las muestras. Dados los resultados anteriores se opté por
trabajar con etanol como disolvente ademas de que el metanol presento adherencia a los
matraces de la destilacion simple lo que sugiere que las propiedades de Tagetes quedaban

atrapadas.

El extracto etandlico (EE) se emulsifico con lecitina de soya previamente acondicionada con
etanol en relacion 1:1 peso a peso (D1LS), esto debido a el grado de viscosidad de esta. Se
disefio una matriz con distintos porcentajes de D1LS para lograr el mayor tiempo de estabilidad
de la emulsidn, donde se obtuvo que la formulacion con lecitina de soya al 0.781% con EE al
2%, mostro menor adherencia a las paredes del contenedor, lo que indica mayor estabilidad.
Una vez obtenida el porcentaje de emulsificante se agregd Alginato de sodio en indistintos
porcentajes, para crear una goma de baja densidad que evite que las goticulas oleosas lleguen a
coalicionar y se pierda la emulsificacion, llegando a la formulacion final con Alginato de sodio
al 2% y extracto etandlico al 35% (A2EE3).

Se realizd una prueba experimental con plantulas de jitomate del hibrido Villa de Sakata
Seeds de 35 dias, los tratamientos a evaluar consistieron en un testigo, dos porcentajes de A2EE3
al 7.5% y al 5%, asi como un tratamiento con nematicida comercial, donde se obtuvo que en
las variables de peso aéreo, altura y peso fresco de raiz fueron significativamente superiores al
testigo, en la variable de indice de agallamiento no se obtuvo una diferencia, sin embargo, las
medias de las formulaciones de A2EE3 fueron menores, lo que indica que si existe potencial
nematicida en ellas. Resalta que al emplear estas dosis se encuentra fitotoxicidad en las plantas,
generando clorosis en las hojas, esta puede ser controlada con la aplicacion de anti estresante y

una correcta nutricion.

Palabra clave: Extractos alcohodlicos, Emulsificacion, Estabilizante, Nematodos
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SUMMARY

The alcoholic extracts (ethanolic and methanolic) were obtained by shoxlet, working for 8
cycles, the temperature used was according to the boiling point of each solvent, after this it was
passed to simple distillation where 80% of the solvent was distilled achieving 25mL of extract,
comparisons of color, density and pH were made; as well as undissolved solids in the samples.
Given the previous results, it was decided to work with ethanol as a solvent, in addition to the
fact that the methanol showed adhesion to the flasks of the simple distillation, which suggests
that the properties of Tagetes were trapped.

The ethanolic extract (EE) was emulsified with soybean lecithin previously conditioned with
ethanol in a 1:1 weight-to-weight ratio (D1LS), due to its viscosity grade. A matrix with
different percentages of D1LS was designed to achieve the longest emulsion stability time,
where it was obtained that the formulation with 0.781% soy lecithin with 2% EE, showed less
adherence to the walls of the container, which indicates greater stability. Once the percentage
of emulsifier was obtained, sodium alginate was added in indistinct percentages, to create a low-
density gum that prevents the oily droplets from reaching a coalition and losing the
emulsification, reaching the final formulation with 2% sodium alginate and 35% ethanolic
extract (A2EE3).

An experimental test was carried out with tomato seedlings from the Villa de Sakata Seeds
hybrid of 35 days, the treatments to be evaluated consisted of a control, two percentages of
A2EE3 at 7.5% and 5%, as well as a treatment with commercial nematicide, where it was
obtained that in the variables of aerial weight, height and fresh root weight were significantly
higher than the control, in the Gall Index variable no difference was obtained, however, the
means of the A2EE3 formulations were lower, which indicates that there is nematicide potential
in them. He highlights that when using these doses, phytotoxicity is found in the plants,
generating chlorosis in the leaves, this can be controlled with the application of anti-stressor and

correct nutrition.

Keyword: Alcoholic extracts, Emulsification, Stabiliser, Nematodes
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. INTRODUCCION

Al paso del tiempo la agricultura se ha enfrentado a un gran nimero de plagas que dificultan
la produccién, rentabilidad y calidad de los productos; en la ultima parte del siglo anterior la
demanda de alimentos agricolas aumento, asi como las dificultades para dominar las formas de
ataque de plagas por lo que se optd por el desarrollo y uso de quimicos sintéticos para su control.
Sin embargo, se ha registrado residualidad de estos productos que contaminan el suelo y mantos

acuiferos.

Los nematodos son organismos pseudocelomados, con forma de gusano, los cuales se
alimentan de los tejidos internos de las plantas o partes cercanas de las raices (Zepeda, 2018).
Estos organismos poseen estiletes que emplean para alimentarse de las células de las plantas
perforando las paredes de las estructuras, estos se caracterizan como ectoparasitos cuando se
alojan y alimentan fuera de la planta, y como endoparéasitos cuando llevan este proceso dentro
de las estructuras vegetales (Porcuna, 2012).

Los agalladores se consideran como uno de los nematodos fitopatdgenos mas destructivos a
nivel mundial, esto debido a los fuertes ataques que ocasiona en el sistema radicular de las
plantas debido a la accidén enzimatica que secreta el nematodo, lo cual ocasiona deformaciones
o0 agallas en las raices, generando en la planta estrés hidrico, baja absorcién de nutrientes, lo
cual tiene como consecuencias disminucién en los rendimientos y en la calidad de los frutos
(Martinez et al., 2019).

En el género Nacobbus se encuentran nematodos endoparasitos endémicos de América del
Norte, lugar clasificado con ambientes predominantes secos o semiaridos, estos nematodos
poseen una gran cantidad de herederos de importancia econémica, que van desde solanaceas,

cruciferas y leguminosas.

Una alternativa para el control de nematodos es el empleo de nematicidas organicos o
también conocidos como bionematicidas, los cuales tienen como base el empleo de productos

naturales o ingredientes activos de plantas repelentes o propiedades nematicidas, como es el



caso del cempasuchil que se considera como una planta antagonista por excelencia, que ha
retomado importancia en el ambito agricola frente a la necesidad de controlar comunidades de

nematodos dafiinas para el cultivo de jitomate.

Las emulsificaciones han sido estudiadas en los ultimos afios, mayormente conocidas por
ser la coexistencia de aceite en agua, en la que la fase dispersa es el agente oleoso distribuido
en microgotas en la fase dispersante (medio acuoso), esto se ha empleado como una alternativa
para modificar la presentacion de algunos compuestos; entre sus propiedades se encuentra la de

proteger y encapsular sustancias para liberarlas de manera controlada (Jiménez, 2013).

Contar con una metodologia de extraccion de compuestos nematicidas provenientes de
Tagetes erecta e incorporarlos en un sistema acuoso mediante emulsiones y estabilizadores para
su facil aplicacion directa contribuiria en la reduccion de lesiones en el sistema radical del
cultivo de jitomate y la disminucion de poblaciones de nematodos muy comunes en la Sierra
Norte de Puebla, sino también en el tema ambiental al emplear productos permitidos dentro de

la llamada quimica verde.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Formular un nematicida orgdnico en sistema acuoso, que disminuya los ataques de
nematodos, mediante la extraccidn alcoholica, emulsificacion y/o estabilizacion de compuestos

activos provenientes de Tagetes erecta.

2.2 Objetivos especificos

- Obtener extractos alcohdlicos de Tagetes erecta mediante soxhlet y destilacion simple.

- Caracterizar fisicoquimicamente al extracto alcohdlico de Tagetes erecta mediante: la
determinacion de densidad, color, pH, cromatografia en capa fina y mediante la
descripcion cualitativa de solidos no disueltos en las muestras, para la eleccion del
disolvente adecuado.

- Realizar pruebas de emulsificacion ajustando proporciones de emulsificante y extracto
alcoholico para obtener la mayor capacidad de carga.

- Realizar un disefio de experimentos afadiendo un estabilizador para asegurar el
incremento en el tiempo de utilidad de la formulacion final.

- Evaluar la eficacia del nematicida en plantulas de jitomate.



I11. HIPOTESIS

Los extractos alcohdlicos de Tagetes erecta contienen propiedades nematicidas que pueden
incorporarse a un sistema acuoso eficiente que al ser aplicado al suelo en el sistema radicular de

jitomate disminuye las agallas producidas por la infeccién de Meloidogyne spp y Nacobbus spp.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Plagas

Una gran diversidad de plagas dafia a los cultivos del hombre, defolidndolos, dafiando tallos
y frutos, afectando raices, brotes, flores y/o semillas de los cultivos susceptibles (Rodriguez et
al., 2009). Estas forman la principal limitante de la produccion agricola (Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2016) reduciendo cosechas, disminuyendo la calidad,
disponibilidad de alimentos y materias primas, ejerciendo un impacto negativo en la poblacion
humada dependiente de la agricultura (Reyes- Tena et al., 2015). Anualmente una tercera parte
de la produccién de alimentos debe destruirse, debido al ataque de plagas de cultivos y de

productos mal almacenados (Celis et al., 2008).

En la ultima parte del siglo anterior aumentaron las dificultades para dominar las formas de
ataque de las plagas y ademas por la fuerte demanda de alimentos agricolas se opt6é por el
desarrollo y uso de quimicos sintéticos conocidos como plaguicidas. (Zepeda, 2018). En los
ultimos afos el uso de plaguicidas aumentd de manera constante, se ha establecido que solo el
0.1% de los biocidas aplicados llega a las pestes y el resto circula en el ambiente llegando a

contaminar suelo, agua y la biota (Celis et al., 2008).

4.2 Control quimico sintético

En la actualidad se cuenta con una gran cantidad de compuestos insecticidas y otros
plaguicidas con caracteristicas toxicoldgicas, fisicas y quimicas muy diversas, estos han jugado
un papel fundamental en la agricultura, gracias a sus efectos rapidos en el control de plagas y la

facilidad de aplicacion en el cultivo (Bustillo y Lopez, 2020).

Una de las consecuencias mas notables del uso excesivo de plaguicidas es que la especie
objetivo genera biotipos resistentes a las formulaciones desarrollando mecanismos de defensa
como resultado de la evolucion y capacidad reproductiva estos (CDRSSA, 2020). Al emplear

productos con la misma forma de ataque aumenta la resistencia de la plaga, provocando un
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aumento econémico en los sistemas de produccion al emplear niveles de aplicacion mas altas y

con mayor frecuencia.

En el caso de la exposicion de humanos a estos quimicos sintéticos se ha registrado una
alta incidencia de enfermedades y cuadros clinicos de intoxicacion relacionado a altos niveles

del uso pesticidas (Torres y Capote, 2004).

4.3 Alternativas al control quimico sintético

Como alternativa al uso exclusivo de productos quimico como forma de control, se ha
implementado el uso de sistemas como el Manejo Integrado de Plagas (MIP), donde se
aprovecha la biodiversidad para hacer prevencion, limitar o regular las poblaciones de
organismos nocivos para el cultivo, es decir, manejar responsablemente los recursos y servicios

ecoldgicos de manera que la naturaleza posee.

La idea principal del MIP es conservar el nivel de los dafios de enfermedades y plagas por
debajo del umbral econdémico, adoptando distintas formas de control; aunque este sistema tiene
como objetivo el uso minimo de productos quimicos se recurre a ellos cuando se desea eliminar
de forma répida y precisa las plagas del cultivo, el control mecéanico se basa en manejar
temperaturas, inundaciones, barreras y trampas dentro de las parcelas de produccion; en el caso
del control bioldgico se recurre a la ayuda de depredadores naturales, parasitos y/o
microorganismos entomopatogenos (hongos, bacterias y virus) que ayuden a disminuir las
poblaciones de las plagas. La desventaja de este tipo de sistemas es que requiere mayor
capacitacion de los agricultores y técnicos para poder emplear y ejecutar correctamente el

programa (Pérez, 2010).

Los biopesticidas forman parte de las alternativas al control quimico sintético, el uso de estos
permite tener una alta productividad en la agricultura sin tener agentes contaminantes y sin poner
en riesgo la salud de aquellas personas que entren en contacto con este tipo de productos, que

han demostrado ser excelentes en el control de las plagas (Nava et al., 2012). Estos compuestos



son obtenidos a partir de materiales naturales como son animales, plantas, microorganismos y

minerales, asi su clasificacion parte de ello.

Ondarza en el 2017 sostiene que el uso de bacterias en el control de plagas es ampliamente
usado por su efectividad en el control de insectos, los hongos entomopatégenos o mico
insecticidas infectan a los huéspedes penetrando su cuticula, produciendo toxinas y utilizando
los nutrientes presentes, se considera muy Util en especimenes resistentes. Los pesticidas
bioquimicos son sustancias naturales como extractos, &cidos grasos que hacen el
aprovechamiento de sustancias que inhiben o alteran el crecimiento y la reproduccion de las
plagas, asi como el uso de sustancias repelentes o atrayentes con ayuda de las feromonas que

son empleados para detectar, monitorear o controlar las poblaciones de insectos.

4.4 Plaguicidas botanicos

Estos son obtenidos de partes de plantas o ingredientes activos de las mismas (Leng et
al.,2011), que emplean grandes cantidades del carbono que asimilan y la energia obtenida a la
sintesis de moléculas organicas que no tienen relacién directa en los procesos fotosintéticos y
procesos vitales, que se denominan metabolitos o productos secundarios (Ojito y Portal, 2017)
entre los que se encuentran los flavonoides, alcaloides, terpenos, entre otros. En este sentido,
los aceites esenciales son fuentes de mezclas complejas de metabolitos secundarios lipofilicos
volatiles, que son responsables de caracteristicas de las plantas como el sabor o el aroma; son
obtenidos a partir de fuentes vegetales mediante técnicas de arrastre de vapor y destilacion con

solventes (Benchaar y Greathead, 2011).

Las plantas generan diferentes compuestos originados en el metabolismo secundario que es
la biosintesis, la transformacion y la degradacién de los compuestos enddgenos (Garcia, 2004),

como defensa ante el ataque de depredadores y patdgenos potenciales (Sepulveda, 2003).

En la naturaleza de los metabolitos secundarios se presentan mayormente como compuestos

no polares, pero también encontramos metabolitos hidrosolubles y anfifilicos los cuales pueden



ser extraidos, hasta ahora con disolventes no polares como éter de petroleo y se espera que se

extraigan otros compuestos con los alcoholes.

4.5 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de metabolitos secundarios lipofilicos
volatiles. Son extraidos de las plantas mediante técnicas de arrastre de vapor y destilacién con
disolventes, estos son responsables de caracteristicas de las plantas como el sabor o el aroma
(Benchaar y Greathead, 2011).

Algunos metabolitos tienen funciones ecolégicas como atrayentes o repelentes de animales,
Estos forman parte de pigmentos que dan el color o aroma a frutos y flores, ayudando a los
procesos de reproduccion sexual de las plantas; otros metabolitos forman parte de funciones
protectoras, actuando como repelentes y/o pesticidas naturales, dando sabores no agradables
para los organismos (Avalos y Pérez, 2009).

Juegan un papel importante en la interaccion con los insectos, tanto de atraccion como de
repulsion, irritabilidad y de toxicidad directa, presentando mas de un mecanismo de accion.
Pueden ser toxicos para insectos, inhibir el crecimiento, la reproduccion y la oviposicién, actuar

como anti alimentarios y/o repelentes.

Se tiene registro de algunos compuestos gque son el resultado de los procesos metabélicos
secundarios empleados en el control de diversas especies en distintos estadios; como ejemplo
Mufios et al., en el 2014 realizaron un estudio con especies del género Cymbopogon spp (C.
nardus, C. flexuosus y C. Citratus), en Aedes aegypti, dando como resultado una actividad
larvicida y adulticida, por lo que concluye que el uso de estos aceites es beneficioso en el control

de esta plaga.

Por su parte Marin en el 2017 evalud aceites esenciales de Salvia rosmarinus, Thymus
vulgaris, Lavandula y Foeniculum vulgare, donde encontré que Thymus vulgaris presenta

mayor eficacia y puede ser usado como insecticida gracias a su toxicidad volatil, ademas de que



el resto de los aceites empleados también prometen, aunque en menor eficacia sobre el control

de Bemisia tabaco.

El aceite esencial de Tagetes lucida, Tagetes foetidissima y Tagetes erecta tiene efecto en la
inhibicion del crecimiento micelial y esporulacion de Monilinia fruticula (Barajas et al., 2011).
En el afio 2012 Rincon et al., trabajaron con Tagetes heterocarpha mostrando efectos
inhibitorios sobre el crecimiento de baterias Erwinia chrysanthemi y Pseudomona syringae pv.

Phaseolicola en condiciones in vitro.

4.6 Composicion de los aceites esenciales

Son una mezcla quimica compleja pueden ser volatiles a temperatura y presion atmosférica
normal (Zygadlo, sf) estos son fracciones liquidas volatiles que son sintetizados por algunas
plantas concediéndoles el olor caracteristico (Martinez, 2003)). Se han descrito cuatro grupos
principales en los aceites.

4.6.1 Terpenos

Son compuestos muy abundantes en la naturaleza, registrando 4600 compuestos, entre los
que se conocen hormonas, pigmentos o aceites esenciales. Poseen un gran potencial en la
industria agroalimentaria, debido a que son un pilar principal como saborizantes, colorantes y
odorantes; también han sido evaluados en el campo de agricultura y la biotecnologia mostrando

excelentes resultados como antibacteriales (Gonzéles et al., 2016).

Los terpenos poseen una potencial actividad en el control bioldgico de patdgenos que afectan
a los cultivos vegetales, actuando como repelentes e inhibidores de la alimentacién y la
oviposicion de algunos insectos fitopatdgenos, disminuyendo pérdidas econdmicas a nivel
mundial, el uso de estos metabolitos disminuye el uso de agroquimicos sintéticos que se usan
en el campo agricola (Gonzéles et al., 2016). Un ejemplo de ellos con los terpenos de naranja

gue en su mayoria de encuentra el dextro-limoneno que trabaja en la inhibicién de esporas de



Alternaria tenuissima en semillas de cartamo, asi mismo como la disminucion en el crecimiento

de micelio del hongo (Quintana et al., 2017)

4.6.2 Fenoles

Son compuestos hidroxilados que se manejan como anti alimentarios, los taninos poseen un
sabor amargo formando una barrera para los insectos, las cumarinas poseen caracteristicas
toxicas para nematodos, acaros e insectos, ademas; impiden el crecimiento de hongos (Nava et
al., 2012). Son un grupo que comprende desde moléculas sencillas hasta polimeros. Poseen
actividad contra bacterias y hongos, los polifenoles poseen la capacidad para inhibir los procesos
fisioldgicos vitales, gracias a la oxidacion de encimas especificas; también se reporta que estas
sustancias pueden adherirse a las cadenas de ADN evitando la reproduccién o procesos vitales

para los microrganismos (Martin, 2017).

4.6.3 Flavonoides

Son compuestos que proporcionan color a las plantas y flores, por ejemplo, la rotenona.
Actlan como inhibidores enzimaéticos y tienen actividad repelente (Nava, 2012). Los
flavonoides poseen funciones de defensa, de sefial quimica y efecto sobre las enzimas (Cartaya
y Reynaldo, 2001), aquello de naturaleza lipofilica tienen una actividad antifingica relevante,

conforma valiosas barreras ante la penetracion de hongos dafinos.

4.6.4 Alcaloides

Son el grupo con mayor diversidad en cuanto a metabolitos secundarios, tiene una gran
variedad de efectos toxicos; un ejemplo de ellos es la nicotina.
Algunas plantas liberan estos compuestos en el suelo de manera natural, durante su crecimiento,
0 como subproductos de la descomposicion de los residuos; llevando a cabo un control

nematoldgico de manera natural (Talavera, 2003).
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4.7 Métodos de extraccién de componentes activos

Existen diversos métodos de extraccion de componentes, como la maceracion,

hidrodestilacion, arrastre por vapor y extraccion con disolventes.

La técnica de maceracion se lleva a cabo sumergiendo la muestra vegetal hasta cubrir en su
totalidad con el disolvente en un recipiente con tapa, protegido de la luz y dejando reposar a
temperatura ambiente agitando constantemente. La extraccion con disolventes también se
conoce como extraccion solido-liquido, los disolventes comunmente usados son agua
acidificada, etanol, metanol, isopropanol, hexano, cloroformo (Tabio et al., 2017), en este
apartado se destaca el método de Soxhlet, en el que las muestras son sometidas a lavados
constantes con disolventes calientes; esta es un trabajo de transferencia de masa, donde un
disolvente extrae los compuestos activos de que se encuentran dentro de una matriz sélida, este
método se ha empleado en la extraccién de muchos compuestos, tales como de hojas de olivo,
semillas de moringa entre otros (Jaime, 2021).

Camacho-Campos en el 2018, realizaron una extraccién de componentes activos de flores y
hojas de Tagetes erecta utilizando extractos acuosos y etanolicos, dando como resultado la
extraccion de flavonoides, terpenoides, taninos de forma abundante; glucosidos cardiotonicos,
esteroides, concluyeron que el mejor solvente es el etanol para obtener estos compuestos.
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4.8 Tagetes erecta

4.8.1 Taxonomia

Reino Plantae

Phylum o division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Compositae
Género Tagetes

Especie Tagetes erecta
Nombre cientifico Tagetes erecta L.

4.8.2 Morfologia de Tagetes erecta

El género Tagetes es nativo de Ameérica, son plantas herbaceas de fragantes aromas y colores.
Posee una presencia importante en la industria ornamental en la biomédica y en la agricultura.
Gracias a sus componentes bioactivos se emplea como bactericida, fungicida, nematicida e

insecticida.

Es una planta herbacea erecta anual de aproximadamente 1.8 m de altura, con un tallo
acostillado o pubescente, sus hojas son opuestas, alternas llegando a medir 20 cm de largo, son
pinnadas de 11 a 17 foliolos, lanceoladas de 5 cm de largo y 1.5 cm de ancho, agudas a

acuminadas y posee una raiz fibrosa.

La inflorescencia se presenta en forma de cabezuelas solitarias o agrupadas por varias, sobre
pedunculos de hasta 15 cm de largo, provistos de bracteas pinnadas con segmentos cerdiformes
en el apice. La cabezuela mide de 13 a 20 mm de alto y 9 a 25 mm de ancho, contiene flores
individuales de tipo tubulado o ligulado, presentan tonalidades que varian de naranjas o

amarillas debido a la presencia de carotenoides y otros compuestos que le otorgan el aroma
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caracteristico a la especie. Las semillas de Tagetes son aquenios lineares de 7 a 10 mm de largo
(CONABIO, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Inflorescencia y cabezuela de Tagetes erecta

4.9 Antecedentes nematicidas de Tagetes sp.

El cempasuchil (Tagetes erecta) forma parte de la elaboracion de bioproductos para el
control de fungicidas, nematicidas e insecticidas, y como colorante natural en la industria

alimenticia (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).

Existen diversos estudios donde se afirma la existencia de compuestos con efectos
toxicologicos frente a algunas plagas, Avelar Mejia et al., en el 2018 realizaron un estudio de
control de nematodos Meloidogyne spp tomando como planta protectora y repelente al
cempasuchil (Tagetes erecta) donde obtuvo una disminucion del niamero de nematodos, redujo
en mayor grado la presencia de agallas, adjudicado a los tiofenoles que la planta exuda. Ademas
de que, al compartir espacio, agua y nutrientes, las raices de cempaslchil no presentan
negatividad en el crecimiento de las raices del jitomate, por lo que concluyé que el uso de plantas
de cempasuchil en cultivo de jitomate no presenta dificultad de manejo, y presenta mejoras en
la calidad de las raices del jitomate.

13



En su estudio Flores et al., en el 2021 identificaron compuestos biosintetizados por T.
nelsonii compuestos terpénicos mayoritariamente (E)-tagetona (43-9%) y dihidrotagetona
(20.7%), también trans-B-ocimeno, eucaliptol, limoneno y B-cubebeno aunque en menor
cantidad. Ademas de compuestos fragantes como a y B-pineno, trans-p-ocimeno, limoneno,

linalool, (E) y (Z2)-tagetona, dihidrotagetona y cis y trans-tagetenona.

Por su parte Alvarez et al., en el 2015, identificaron tres compuestos mayoritarios en el aceite
esencial de Tagetes zipaquirensis: dihidrotagetona, E-tagetona y Trans-ocimenona. En su
ensayo demostro que al aplicar el aceite esencial disminuyo la severidad de los ataques del
nematodo Meloidogyne spp, afectando el nimero de huevos y juveniles. Por otro lado, Cedillo
et al., en el 2012 realizaron una extraccion de aceite de Tagetes lancera donde obtuvo
rendimientos de 25 mL en 10kg de material fresco, e identific6 6 componentes principales,
encontrando E-tagetona (26.2%), crisantenona (24.8%), verbenona (22.1%) y a-thujeno
(20.5%), en menor proporcion B-pineno (3.1%) y a-pineno (1.9%), y elementos traza (1.4%),

sustancias capaces de actuar como biocidas sobre ciertos organismos patégenos.

Pinzén et al., en el 2015 realizaron un estudio de control de Meloidogyne incognita en tomate
(Solanum lycopersicum L.) con Trichoderma harzianum, donde obtuvo mortandad completa de
juveniles en el segundo estadio en las 24 horas posteriores después de la aplicacion, ademas
sostiene que cepas de T. harzianum de la rizosfera de lugares sin intervenciones agricolas actta
como bioestimulante en el crecimiento y desarrollo de S. lycopersicum, ademas, de la inhibicion
de poblaciones de nematodos.

De acuerdo con Diaz et al., 2012 la E-tagetona forma parte importante en el aceite esencial
del género Tagetes. Este metabolito pertenece a los monoterpenos no ciclicos, que junto a la
dehidrotagetona y la ocimenona que también se encuentran en la planta otorgan el olor
caracteristico a Tagetes, los cuales se hacen presentes al frotar o romper las hojas, tallos o

inflorescencias.
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4.10 Emulsiones

Se conoce como emulsificacion a una dispersion de dos o mas liquidos, la mayoria de estas
se componen de fase acuosa y una parte oleosa (apolar) (Aranberri, 2006) ademas, de un
surfactante mediante agitacion, reste ultimo actda como una extensién de la interfase mediante
el proceso y también estabiliza la emulsion retrasando la coalescencia de las gotas de la fase

dispersa.

Existen emulsiones simples, se tratan de dispersiones de aceite/agua (O/W) por sus siglas en
inglés, y cuando se trata de agua en aceite (W/O). os su arte las emulsiones maltiples son

sistemas liquido/liquido dispersados en una emulsion (Marfisi, 2005).

A pesar de ser cineméticamente inestables pueden estabilizarse con la presencia de

tensioactivos que ayuden a la adsorcion en la superficie de las gotas.

4.10.1 Factores que influyen en la emulsificacion

Tension superficial: Es el fendbmeno que se encuentra en los liquidos, especificamente en la
superficie, provocado por las fuerzas de cohesion de las moléculas, en este caso se encuentra en

la interfaz de las artes.

Presencia de Surfactantes: Son sustancias denominadas anfifilicas, caracterizados por poseer
una arte o cabeza hidrofébica (polar) y la cola hrodrofilica (apolar), lo que hace que se udan
interactuar con artes polares y apolares. Los surfactantes se adsorben en la interfaz de las fases,
estabilizandolas mediante la reduccién de la tension superficial y la creacion de repulsiones
estéricas y eléctricas, se ha encontrado que la presencia de estos compuestos aumenta la

viscosidad de las emulsiones, y por consecuencia la estabilidad (Pilotzi, 2015).
Viscosidad: La estabilizacién de las emulsiones esta estrechamente relacionada con la

concentracion de la fase dispersa y el tamafio de las particulas, al aumentar la viscosidad se

verifica un aumento en la concentracion de las particulas por la disminucién en el tamafio de
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estas. Por lo que al aumentar la viscosidad de la fase continua retarda la coalescencia de las
goticulas de la emulsion (Vivas et al., 2013).

Tamarfio de las particulas: Dependiendo del tipo de homogenizador empleado, la fuerza, el
tiempo y las fases a emulsificar dependera al tamafio de las goticulas, mientras menor tamafio

tenga este mayor tiempo de estabilidad tendra, debido a la presion segun la Ley de Laplace.

4.11 Nematodos

4.11.1 Clasificacion Taxondmica

- Dominio: Eukarya
- Reino: Animalia

- Filo: Nematoda

Los nematodos forman una de las principales plagas que agobian los cultivos, disminuyendo
la productividad de estos y causando pérdidas econdémicas importantes; son animales acuaticos
muy delgados generalmente cilindricos que viven en la pelicula de agua que rodea las particulas

de suelo.

Son seres microscopicos constituyentes del mayor grupo de animales multicelulares en la
tierra, pueden ser localizados en la mayoria de los habitats (Talavera 2003). Se asocian al
desarrollo de las plantas y por ende a la produccion del cultivo, Se han realizado estudios donde
avalan que los factores edafoclimaticos y practicas de agricultura como son los monocultivos

favorecen los dafios causados por estos (Salazar, 2013).

La presencia de nematodos en jitomate se asocia a la dafios de la infeccion inicial, en casos
donde la presenciaes alta se limita el desarrollo y crecimiento de las plantas, llegando a perdidas
de la plantacidn, por el contrario si la poblacion es baja, se iran desarrollando en la manera en
la que se desarrolle el cultivo, presentando reduccién en el rendimiento y calidad de los frutos,

ademas de clorosis, marchitez, enanismo, falta de vigor, todo esto puede confundirse con
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deficiencia de nutrientes, mientras que el sistema radical presenta nddulos y atrofio de las raices
por lo que se dificulta la absorcion de agua y nutrientes, ademas de que al penetrar la raiz facilita

la intromision de agentes patogenos (Vicente, 2007).

4.11.2 Morfologia

Son organismos cilindricos con extremos agudos, las dimensiones varian dependiendo de la
especie, el sexo y con el estadio en el que se encuentren; van desde los 150 pum hasta 1000 pum.
En ciertas especies el tamafio de la hembra es relativamente superior al del macho. Algunas
especies de nematodos suelen diferenciarse las hembras de los machos al hincharse cuando logra
encontrar la forma de introducirse a la raiz para alimentarse, de esta forma pierde su movilidad,
por su parte los machos mantienen su forma cilindrica delgada para poder encontrar a hembras

inactivas (Bongers y Esquivel, 2015).

Poseen una simetria bilateral, vermiformes en su mayoria, carecen de apéndices, tienen
sistemas digestivo, excretor, nervioso, muscular y reproductor, carecen de sistema circulatorio

y respiratorio (Alcasio, 2014).

4.11.3 Cuticula y estructuras internas

Es elastica y estd formada por distintas capas, la mas externa a menudo es eliminada en el
proceso de muda, puede ser lisa o provista de incisuras longitudinales y / o anulaciones. En
algunas especies parecen estar segmentados, pero esto es Unicamente externo.

Los encargados de la funcion quimiorreceptora son los anfidios, se localizan en la parte anterior
del especimen. Este varia en ubicacion y forma, las especies fitoparasitos tienen anfidios sobre
sus labios y son dificiles de observar, esta es una caracteristica importante en su identificacion

(Bongers y Esquivel, 2015).
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4.11.4 Sistema digestivo

La cavidad bocal y el esdéfago son empleados en la caracterizacién de los hébitos de
alimentacion de los nematodos, de acuerdo con algunos autores la forma de la boca era tubular,
el cual se compone de cinco elementos. En el caso de nematodos fitoparasitos evolucionaron
hasta cambiar su estructura y en su lugar poseer un estilete hueco, este es esclerotizado (Bongers
y Esquivel, 2015).

4.11.5 Intestino y es6fago

El lumen del odontoestilete penetra proximalmente en el lumen del esofago y éste a su vez
en el intestino, la faringe o esdfago es muscular y posee tres o cinco glandulas. Posee un bulbo
medio o metacorpus que se localiza a mitad del es6fago y ademas de un aparato bulbar, el

primero ejerce presion sobre los alimentos para llevarlos hacia en intestino.

El istmo se ubica en la region posterior al eséfago, en este se encuentra el anillo nervioso,
que se conecta al nervio ventral por medio del hemizonidio. Finalmente, la abertura de la

gandula excretoria ventral o poro excretorio.

En el trayecto del alimento entre el es6fago y el intestino se ubican los cardias, que son las
encargadas de evitar que el contenido del intestino regrese al eso6fago. La funcion del intestino
es principalmente el almacenamiento de alimento. Una vez terminado el proceso de digestion,

los desechos son excretados via rectum y abertura anal (Bongers y Esquivel, 2015).

4.11.6 Sistema genital femenino

Los nematodos adultos poseen un genital bien desarrollado, el caso de las hembras tienen
dos gonadas u ovarios alargadas o flexibles, donde se producen los huevos, que antes de ser
fecundados pasan por la espermatica donde son fertilizados, estos adquieren la cascara

crustaformeria y son depositados via vagina y vulva (Bongers y Esquivel, 2015).
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4.11.7 Sistema genital masculino

Se compone de uno o dos testiculos, el esperma se conduce hacia la cloaca mediante el vaso
deferente a la cloaca. Posee dos piezas esclerotizada denominadas espiculas, cuya funcién es
abrir la vulva para crear un acceso para el paso del esperma hacia la espermateca. Ademas de
dos incisuras en la pared dorsal de la cloaca, que ayudan a guiar a las espiculas, estas tienen
diversas formas, denominadas gubernaculum (Bongers y Esquivel, 2015).

4.12 Diseminacién

El ciclo de vida de los nematodos conlleva una fase de huevo, seis estadios juveniles y un
estadio de adulto reproductivo (Cantera, 20019). Esta plaga tiene la facilidad de diseminarse y
propagarse facilmente, las formas mas comunes son en riego por inundacion, material bioldgico

(plantulas) contaminadas, herramienta de trabajo sin esterilizacion de un sitio de trabajo a otro.

4.13 Control

El objetivo principal es evitar perdidas significativas de la calidad y el rendimiento de las
plantas, y/o mantener las poblaciones de nematodos por debajo del umbral econémicamente

dafiinos.

4.13.1 Control fisico

Una préctica utilizada es la de solarizacion que consiste en elevar la temperatura del suelo,
ya sea calentando el suelo eléctricamente o con vapor, aunque la desventaja de ambas es el
consumo de energia. Otra opcidn consta de colocar peliculas plasticas en el suelo y permitir que
el sol eleve la temperatura de este. La principal ventaja de la solarizacién es la ausencia de

residuos quimico en el suelo, asociados con los métodos de control quimico sintético.
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4.13.2 Control quimico

Los productos quimicos que paralizan o matan se denominan nematicidas, debido a su forma
de vida de los nematodos estos pasan la mayor parte en el suelo, esto crea una ventaja para el
empleo de estos productos. Actualmente se tiene registro de algunos productos que fueron o son
utilizados como nematicidas que llegan a dejar residuos peligrosos no solo en el suelo, si no

también afectando a todo el ecosistema.

Los fenamifos: 0-etil-0-(3-metil-4-metiltiofenil) isopropilamido-fosfato o etil-metiltio-m-
tolil isopropilamidofosfato que se encuentran en el grupo quimico de los organofosforados,
presentan toxicidad en abejas, peces y aves. En el caso de etoprofos: O-etil S, S-dipropil
fosforoditioato pueden provocar intoxicaciones dando paso a convulsiones, temblores, ansiedad,
alergias, alteracion de conciencia, irritacion de la piel y del tracto digestivos, dolor y

enrojecimiento de los ojos y a largo plazo anorexia, nduseas y vomitos (Hurtado et al.,2005).

4.13.3 Control bioldgico

Los nematodos fitopatdgenos tienen enemigos naturales como virus, hongos, nematodos
depredadores, acaros y bacterias que pueden ser utilizados en los sistemas de Manejo Integrado

de Plagas (MIP), reduciendo asi a las poblaciones de nematodos.

4.13.4 Control cultural

Son practicas que ayudan a mantener las poblaciones de nematodos bajas empleando
medidas como rotacion de cultivos que es de las practicas mas utilizadas, uso de cultivos trampa,
incorporacion de materia organica al suelo, incorporacion de cruciferas para biofumigacion,
alelopatia de algunos cultivos y saneamiento del terreno para eliminar la cantidad de in6culo

presente.
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4.14 Nacobuus aberrans

4.14.1 Taxonomia Nacobus aberrans

- Phylum: Nematoda

- Clase: Chromadorea

- Orden: Panagrolainidae

- Género: Nacobbus

- Especie: Nacobbus aberrans

4.14.2 Morfologia de Nacobuus aberrans

Las hembras poseen un fuerte dimorfismo sexual, son vermiformes alargadas, con cuticula
anulada, posee un estilete de 21 a 25u de largo; la hembra adulta es migratoria en el suelo y en
las raices. Generalmente parasitan de manera individual causando las agallas de rosario. Los

machos son veriformes, posee un estilete de 23 de largo y un testiculo Unico extendido.

4.14.3 Ciclo de vida Nacobuus aberrans

Depende de las condiciones edafoclimaticas, de esto depende si poseen generaciones mas
cortas o largas, la hembra secreta una matriz gelatinosa donde deposita los huevos, y dentro de
este el primer estadio juvenil del nematodo se desarrolla, la tercera muda se genera dentro o
fuera de la raiz, una vez establecida la hembra en la raiz y fecundada se vuelven sedentarias y
se reinicia el ciclo que puede durar menos de un mes. Pueden sobrevivir largos periodos sin

alimento, cuando las condiciones mejoran y el alimento esta disponible vuelven a emerger.

4.14.4 Dafios de nematodos Nacobuus aberrans

Una vez parasitada con las hembras secretan una enzima para generar una atrofia del

crecimiento apical, atrofiada la raiz la planta carece de nutrientes y agua, lo que lleva a una baja
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calidad de la planta y de la produccion: asi como clorosis en las hojas y marchitamiento, pueden
parasitar las raices principales, asi como las secundarias, se distribuyen a lo largo de la raiz y

generan nddulos que adquieren la forma de rosario.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacién

Los ensayos se llevaron a cabo en las instalaciones de la Benemérita Universidad Autébnoma
de Puebla, en el Complejo Regional Norte, Sede Tetela de Ocampo. Con las coordenadas
geograficas 19° 43' 00" y 19° 57' 06" de latitud norte y los meridianos 97° 38' 42" y 97° 54' 06"
de longitud occidental.

5.2 Material Vegetal

Con el objeto de evitar residuos de agroquimicos sintéticos en el material vegetal, este se
cultivo en parcelas con riego de temporal entre los meses de junio a noviembre, se realizd
siembra directa al voleo y con control manual de malezas (Figura 2). La cosecha se realiz6 de
forma manual, se tomaron al azar dos lotes de 10 flores, de las cuales con una regla de 30cm se
les tomo el diametro (cm) y con una bascula analitica marca OHAUS Adventurer, se tomo el
peso de la inflorescencia (g), se separ0 el céliz y semillas para tomar el peso de los pétalos
frescos (g), posteriormente en una estufa de secado marca RIOSSA se deshidrataron a 38°C por
48 h, se tomo el peso seco (g). Los pétalos deshidratados se almacenaron en bolsas con cierre

ziploc con 5 g por bolsa, resguardandolos de la humedad y la luz.

i 4 % 7

Figura 2. Parcela de Tagetes erecta (A), corte de cabezuelas maduras (B)
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5.3 Extractos alcoholicos

Para la extraccion, se utilizaron dos disolventes alcoholicos, etanol y metanol absolutos
marca MEYER, esto con la finalidad de poder elegir el disolvente que mostrara las mejores
caracteristicas de manejo y extraccién de componentes activos. Para ello, se realiz6 una
maceracion de 2 g de flor deshidratada en 100 mL de disolvente (esto debido a la capacidad del
filtro de Soxleth), resguardando del sol cubriéndolo con papel aluminio y agitando
constantemente por 24 horas antes de realizar la extraccion por Soxhlet; para ésta, se agregé 150
mL mas de disolvente, completando asi hasta un volumen final de 250 mL. El sistema trabajo

hasta obtener 8 ciclos, conocidos también como “sifoneo de Shoxlet”.

En el caso del metanol se llevd a cabo con una temperatura constante de 64°C y el etanol se
trabajé a una temperatura de 78° C, esto debido a las diferentes temperaturas de ebullicion de
los disolventes. Se logro destilar el 80% del disolvente, obteniéndose 25 mL de extractos por
cada corrida, los cuales fueron guardados en frascos ambar, sellados con papel Parafilm y
roturados, estos se mantuvieron en refrigeracion, aislados de la humedad y de la luz hasta su
uso. Se denomind Extracto Etanolico (EE), Extracto Metandlico (EM) o Extracto alcohdlico

(EA), segun el caso.

5.4 Caracterizacion fisicoquimica de extractos alcohdlicos de Tagetes erecta

5.4.1 Densidad

Se obtuvo mediante picnometria, se empled un picnémetro, marca KIMAX, con capacidad

de 25 mL y una bascula analitica, obteniéndose la relacion masa sobre volumen, a 20 °C.

5.4.2 Determinacién del color

Se realiz6 con un colorimetro marca CHROMA Meter Pro; se utiliz6 como blanco de
calibracion el incluido internamente en el mismo equipo, de acuerdo con su manual de usuario.

Para realizar la medicion, fue necesario preparar la muestra por capilaridad, para ello, el extracto
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se homogeniz6 manualmente y con jeringas estériles de 2.5 mL se tomé 0.2 mL que fueron
depositados en hojas blancas de un grosor de 0.21 mm, a una altura de dos centimetros y dejando

secar sobre un vaso de precipitados, evitando que la muestra se altere con la superficie.

5.4.3 Determinacion del pH

Se emple6 un potenciémetro marca HANNA instrument, calibrando este previamente con

soluciones de pH 4 y 7. Cada muestra se deposito en un eppendorf de 1 mL.

5.4.4 Descripcion cualitativa de solidos no disueltos en las muestras

En tubos de ensaye de 6 mL se colocaron 1.5 mL de extracto etandlico, agitar vigorosamente

y observar comportamiento al transcurrir 1, 3 y 12 horas en refrigeracion.

5.4.5 Cromatografia por capa fina

Se empleo la técnica de cromofotografia por capa fina, usando para la mezcla de elucion:
cloroformo (C), etanol (E) y benceno (B) absolutos marca Mayer. Con la finalidad de modificar
la polaridad de la disolucion eluyente, se usaron tres combinaciones con dos repeticiones,
manteniendo las siguientes proporciones: 6:3:1 y con cada una de las siguientes combinaciones:
1) Benceno, Cloroformo y Etanol (BCE); 2) Cloroformo, Etanol y Benceno (CEB); y 3) Etanol,
Benceno y Cloroformo (EBC). Paraello, se emplearon placas de TLC Silica Gel 60, de medidas
de 1 X 20 cm y una camara de elucion. Con un lapiz del No. 2 se marcé una linea suave a 1 cm
de distancia entre los extremos que se Illamaron marca de inicio y frente final. Se tomo una
pequefia cantidad de extracto previamente diluido en 1 parte de etanol por 2 de extracto. Después
de que la muestra se secd, se coloco en la camara de elucidn asegurandose de no sumergir la
maraca de elucidn al area de aplicacién de la mezcla. Se registro la linea de avance (frente del
eluyente) y el avance de cada fraccion para poder calcular el Rf, el cual es un cociente entre
valor de desplazamiento de los pigmentos (Dm) con respecto a la distancia recorrida de frente
del eluyente (Dd).
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5.5 Emulsificacion: Pruebas cualitativas

5.5.1 Acondicionamiento de lecitina de soya

La lecitina de soya utilizada contaba con valor acido de 26 - 30 mg KOH/g, humedad 0.8 %
y con viscosidad de 12,000 cps; debido a su naturaleza de alta viscosidad, para facilitar su
aplicacion con micropipetas, fue necesario realizar una dispersion inicial de lecitina de soya y
etanol, 1:1 peso/ peso , la cual se homogeneizé a 1000 rpm durante 5 minutos, a dicha disolucion
se denomind Disolucion 1 de Lecitina de Soya (D1LS), considerar que se tomd la muestra

mientras se llevaba a cabo agitacion constante evitando asi la decantacion.

5.5.2 Preparacion de disoluciones de alginato de sodio (AS) a distintas concentraciones

Para realizar las disoluciones de AS a distintas concentraciones, fue necesario hidratarlo con
24 horas de anticipacion, para ello, se pesé la cantidad porcentual del AS en polvo y se reservo,
posteriormente, en un vaso de precipitado se agregé la cantidad de agua purificada
correspondiente a temperatura ambiente, con un agitador magnético, se puso en la parrilla de
agitacion. En el lapso de 20 minutos, se adiciono pequefias cantidades de AS en polvo, hasta su
incorporacion total en el agua, hecho esto, con ayuda de una espatula plana se deshizo los
aglomerados hasta reducir su tamafio al minimo en agitacién continua a 1500 rpm, a temperatura

ambiente por 24 h o hasta su total disolucion.

5.5.3 Emulsificacion: Dispersion de extracto alcohdlico en agua

Se utilizo la D1LS como emulsificante para lograr, al menos una formulacion final de la
dispersion entre el extracto alcohdlico con compuestos bioactivos en agua, a un volumen final
definido; para ello, se realizaron los calculos necesarios y a partir de éstos, se agrego el % de
agua correspondiente en el vaso de precipitados y se incorporé poco a poco cada uno de los

porcentajes definidos de emulsificante utilizando en cada formulacién, esto mediante un
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homogeneizador FSH-22, High Speed Homogenizer Alemania, seguido de esto, se afiadi6 el EA

de la misma manera.

La emulsificacion se realizo en tres etapas:

Etapa I. Se realiz6 una primera prueba de emulsificacion extracto alcohdlico en agua, con un
volumen final de 80 mL, afiadiendo 2 % EA y variando distintos % de D1LS (0 %, 0.78 %, 1.56
%y 2.34 %).

Etapa Il. Se aplicaron variaciones de % de DI1LS (0.0%, 0.195%, 0.390%, 0.585%, y

0.781%) e incremento del % de extractos etandlicos, siendo éste del 2 al 15 %.

Etapa Il1l. Incremento de EE emulsificado y estabilizacién de formulacion con una goma,
alginato de sodio (ver inciso 5.2.2.). Esta Gltima etapa consisti6 en generar un disefio, que
permitiera analizar el efecto en la estabilidad de la emulsidn al combinar 4, porcentajes de EE
que son: 15%, 25%, 35% y 45%, con distintos porcentajes de estabilizante alginato de sodio en
disolucion, en concentraciones del 0%, 1%, 2% y 3% respectivamente (ver preparacion de

disoluciones de alginato de sodio), dando un total de 16 muestras.

Una vez obtenidas las emulsiones fueron guardadas en condiciones de refrigeracion y

sacadas Unicamente para su monitoreo en microscopio.

5.5.4 Monitoreo de estabilidad de emulsion al microscopio.

Con micropipeta se tomdé una gota de las muestras y se depositd en portaobjetos,
cuidadosamente se colocé el cubreobjetos, se agrego sobre la superficie de este una gota de
aceite de inmersion para reducir la dispersion de la luz y obtener mejores resoluciones en las

imagenes obtenidas en con el objetivo de 100X.

Se monitoreo cada tres dias, agitando ligeramente previo a la toma de muestra y colocando

una gota con ayuda de un gotero en el portaobjetos, la supervision se llevé a cabo con un
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microscopio binocular con aceite de inmersion y tomando una foto como registro de su proceso.

La muestra final con los mejores valores se denomind Emulsificacion de Tagetes (ET).

5.5 Determinacion de la cantidad de goticulas en un area determinada (Densidad)

Una vez obtenidas las imagenes se utilizo el software Image J-1.8.0 previamente calibrado con
una imagen de un portaobjetos graduado a micrometros tomado con el objetivo 100x. Tomando
un area de 600,000u?, con las herramientas del programa se tomé el niimero de goticulas y el

didmetro de estas.

5.6 Obtencion de nematodos por Macerado-Tamizado-Centrifugado

Se realizd una colecta de suelo la Zona de Cuapancingo, Municipio de Tetela de Ocampo,
Sierra Norte de Puebla, las muestras se tomaron en distintos puntos del suelo de invernaderos
con plantas infectadas, especificamente en la zona de raices con agallas, esto con la finalidad de
tener distintas texturas y homogenizarlas para tener un solo sustrato. A partir de ello, se tomaron
tres muestras, cada una de ellas de 100g y se les aplico la metodologia modificada de Rosas en
el 2014 para determinar la cantidad de nematodos presente, la cual consiste en que las muestras
se depositan en recipientes de 5 litros de capacidad, reducir el tamafio de particula mediante
agitacion vigorosa y pasar por distintos tamices: 20, 60, 100, 250 con el fin de retirar todos los

residuos de material vegetal o rocas de mayor tamafio presentes en la muestra.

Al terminar de pasar por los tamices se colectaron las arcillas del tamiz de 250 en tubos de
centrifugas de 15 mL, mediante lavados con piseta. Las cuales se llevaron a centrifugar por 5
minutos a una fuerza de centrifuga de 5000 rpm, se descarta el sobrenadante, para agregar 15
mL de solucidn azucarada a 16° Brix y centrifugar a 2900 rpm por 2 minutos, para finalizar se
coloca en tamiz de 250 y eliminar el exceso de azlcar a través de lavados con agua. Se colecto

la muestra en cajas Petri para su conteo a través del microscopio.
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5.7 Pruebas experimentales en invernadero con cultivo de jitomate

Se llevo a cabo una prueba para comprobar la eficacia de la Emulsion hecha con el extracto
de Tagetes (ET), asi como la dosis para lograrlo. Se preparo un tratamiento previo al trasplante,
el cual se llevd a cabo con la metodologia que emplean los productores de la zona, el cual
consiste en remojar 30 segundos los cepellones en medio litro de agua con el nematicida. Las
plantas se obtuvieron del semillero de la empresa Teza, del hibrido Villa de Sakata Seeds de 35
dias. Los productos se aplicaron nuevamente al tercer y al octavo dia del trasplante siguiendo la

metodologia de Solano en el 2013, donde indica aplicar en la zona de la rizosfera de las plantas.

Se emplearon contenedores de viveros donde se coloc6 1 kg de sustrato previamente
colectado, trabajando con 5 tratamientos siendo estas dos concentraciones de ET (5y 7.5%), un

tratamiento comercial a base de Purpureocillium sp y un testigo.

A los 30 dias de trasplante se lavaron las raices de las plantas, una vez separadas la parte area
y el sistema radicular se tomaron las variables de altura, longitud de raiz (con una regla de 30
cm), peso aéreo fresco, peso fresco de raiz, y peso seco de ambos (llevados a la estufa de secado

a 50°C por 48 h), ademas de numero de agallas contabilizados manualmente antes del secado.

5.8 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos, se emplearon anélisis de varianza (ANOVA), y pruebas de

Tukey con un nivel de confiabilidad del 95%, utilizando software Minitab 19.1.0.1 y Excel.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Material vegetal de Tagetes erecta

Las flores de cempasuchil contaron con un peso promedio 8.75 g por flor fresca, esto
incluyendo céliz y semillas, poseen un didmetro promedio de 5.9 cm (Figura 3). La Figura 4
muestra el peso promedio del peso fresco de pétalos de Tagetes, dando como resultado que cada
inflorescencia posee un peso de 6.98 gramos de pétalos frescos (Figura 5), que al ser
deshidratada se reduce a un peso de 0.68 gramos, indicando una humedad del 92.26%. Con esto
se dice que 5 flores que tienen un peso de 40.95 g de pétalos frescos, nos dan un rendimiento
aproximado del 9.75 % en peso seco (4 g flor deshidratada).

8.00 9.50
9.17
.87 5.93
__6.00 >8 9.00 &
£ 4.00 8.50 (5
E S E
2
2.00 8.00
0.00 7.50
Lote 1 Lote 2
—1Didmetro (cm) =—Peso fresco flor (g)

Figura 3. Diametro y peso fresco de inflorescencias. Se muestra el didmetro (cm) y peso fresco (g) de
inflorescencias maduras de Tagetes erecta.
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Gramos(g)

OPeso seco (g) = Peso fresco (g)

Figura 4. Peso fresco y seco de pétalos de Tagetes. Muestra la comparacion de los pesos promedio de pétalos de
Tagetes erecta frescos y deshidratados, reduciendo un total del 92.26% de su peso fresco.

Figura 5. Peso fresco inflorescencia de Tagetes erecta. A la izquierda (A): Cabezuela fresca y
completa. A la derecha (B): pétalos frescos separados del caliz y semillas

6.2 Extractos alcoholicos: metandlico (EM) y etanodlico (EE)

El resultado de la extraccion del aceite esencial y otros compuestos bioactivos provenientes

de la flor de cempasuchil mediante Shoxlet (Figura 6) y destilacion simple (Figura 7) fueron los

siguientes:
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Figura 6. Extraccion de Compuestos activos mediante método Shoxlet,
para lo cual fueron necesarios 8 ciclos de “sifoneo”

Figura 7. Destilacion simple. Este método se ajusté a la temperatura de
ebullicion de cada disolvente y con ello se obtuvo cada extracto
alcohdlico.

32



El extracto metandlico (EM) present6 adherencia de los aceites a las paredes del matraz de
destilacién, por lo que su manejo fue complicado; pese a ello, el extracto presenta apariencia
amarilla hasta que fue calentado y una cantidad pequefa de solidos no disueltos. Por su parte,
el extracto etandlico (EE) mostrd una coloracion naranja desde el primer contacto con Tagetes,
y aumentando su intensidad en la extraccion y concentracion por Shoxlet, donde se obtuvo un
extracto de 25 mL; en cuanto a los sélidos no disueltos, con el etanol se presenté mayor cantidad,

en una proporcion de 1 a 4 aproximadamente.

6.2.1. Atributos fisicoquimicos de los extractos alcoholicos

El pH del extracto etandlico fue de 4.5, mientras que el del extracto metandlico fue de 5.7;
es de considerarse que, si hay presencia de pH’s &cidos extremos, pudieran provocar
isomerizaciones de los carotenoides cis/trans en ciertos enlaces dobles, ademés de
reagrupamientos y desesterificaciones (Antonio et al., 2004). En cuanto a la densidad, éstas
fueron de 0.81392 g/mL y 0.7968 g/mL, etandlico y metandlico respectivamente, ambos a una
temperatura de 26°C, y demostrandose que el primero fue méas denso, Cachiy Goéngora en el
2021 describen la densidad del aceite de Tagetes como un indicador importante para inferir su
composicion quimica, si este es menos a 0.9 se dice que tiene un alto porcentaje en hidrocarburos
terpénicos, si este es mayor a 0.9 existe presencia de compuestos oxigenados alifaticos y si este
es mayor a 1 este contiene aceites esenciales de naturaleza fendlica, esto empleando éter de
petréleo como disolvente. En cuanto al color que se muestran presentes en los extractos, siendo
el metanolico predominantemente amarillo, con valores de L*: 85.5 a*-0.2 y b*: 54.4; mientras
que para el etanolico, se presentaron dos colores, el primero es Amarillo rojizo (anaranjado),
con valores de L*: 75.5 a*: 15.0 y b*64.1 y el segundo, predominantemente amarillo, L*: 83.9
a* -2.8 y b*: 54.9); cada uno con los cddigos correspondientes que arroja el equipo al respecto,
existen reportes de los compuestos encontrados en Tagetes sp. en el que se indican que varian
en tonalidades que van de incoloros a amarillos. En la tabla 1, se observa un resumen de los
parametros obtenidos al medir pH, densidad y color, de ambos extractos alcoholicos, y tanto los
monoterpenos, como los carotenoides (anaranjado), fueron mayormente extraidos por los

alcoholes; ambos colores son caracteristicos de Tagetes erecta (Serrato et al., en el 2008).
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Tabla 1.

Caracteristicas fisicoquimicas de extracto metandlico (EM) y etanolico (EE): pH, densidad y color

Extracto metanolico

Variable Extracto etandlico
(EM) (EE)
Registro de Present6 una tonalidad

comportamiento de los
extractos en reposo

Presento coloracion
amarillay menos
solidos no disueltos,
pero en forma de
aglomerados de gran
tamafo incrementando
su viscosidad, se
destaca que los solidos
solubles presentaron

mas anaranjada y 4
veces mas solidos
insolubles, mas bien,
con aspecto coloidal,
pese a ello, fue méas
facil de manipular por
no presentar tanta
adherencia a las

gran adherencia a las paredes.
paredes
pH 5.7 4.5
Densidad 0.7968 g/mL a 28 °C 0.81392 g/mL a 26°C
L*: 755 a*:15.0 y
b*64.1
L*: 855 a*-0.2 y b*: (Amarillo rojizo,
a4 ' anaranado)
- Cddigo: #Flad3e
Color (Predominantemente - «
. L*:839 a*-28 y
amarillo) % 54.0
Codigo: #ecd067 (Predominantemente
amarillo)
Cadigo: #ecd067
#ecd067 : :'i‘::.
Cédigo &

#ecdD67
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En el caso del a-pineno varia de incoloro a amarillo palido, B-pineno incoloro, el a-thujeno
incoloro con un ligero tinte amarillo. EI limoneno se describe como incoloro, con un agradable
olor a naranja, se oxida facilmente si no es protegido de la luz, puede ser destilado normalmente
sin descomponerlo (Gallardo e Isabel, 1959). A partir de lo anterior, se sugiere que los mono
terpenos (incoloros a amarillos) han sido mayormente extraidos por el metanol. En la tabla 1, se
observa que en el en EM hay un solo tono color amarillo, mientras que, con el EE, se muestran
dos tonalidades; una de mayor intensidad siendo amarillo rojizo o anaranjado (en medio) y otra
de menor intensidad, este de color mas amarillo (derecha), la cual coincide con la del extracto

etandlico.

Al realizar la prueba cualitativa de sélidos no disueltos (Figura 8), se observo que después
de agitarse vigorosamente, ambas se comportaron como mezclas homogéneas por un periodo
de 20 minutos, sin embargo el extracto metandlico comenzo a mostrar a los primeros 30 minutos
un precipitado compacto, mientras que el extracto etanélico mostr6 indicios de floculacion, con
forme paso el tiempo, las cantidades de aglomeracién aumentaron, tal que, al transcurso de 4
horas, el primero precipitd una séptima parte del volumen total, mientras que en el segundo
caso, por tratarse de un coloide, éste se difuminé como una vaga nube en una cuarta parte del

tubo, hasta depositar una parte de ella en el fondo.

Figura 8. Comparacion cualitativa de solidos disueltos. lzquierda a derecha: 1. tiempo 0, mezclas homogéneas,
2. tiempo 1 h. diferenciacion de pequefios solutos; 3. Tiempo 3h, aumento de precipitados y floculos y 4. Tiempo
4h, muestras estables. Se considera a (E) como extracto etanélico y (M) como extracto metandlico.

Lo anterior sélo hace referencia a la interaccion de los solutos con cada uno de los disolventes
estudiados, tal como se explicara en el ensayo de cromatografia en capa fina; recordemos que
la mayor parte de estos son hidrofébicos y el etanol por su cadena alifatica mas larga, es mas

afin a estos, en contraste, el metanol, pudiera estar dejando de interactuar con otros compuestos,

35



favoreciendo asi su precipitacion. Por ello, para tomar cualquier muestra para otros estudios o

para la emulsificacion, serd necesario agitarla vigorosamente antes de ello.

6.3 Criterios de eleccidn de disolvente para una mejor extraccion y emulsificacion

Sin duda, el uso de distintos disolventes influyo en la presencia final de un solo componente
colorido, amarillo rojizo por la diferente capacidad de solvatacion, que en contraste con el
extracto etanolico, se identificaron claramente dos pigmentos, anaranjado y amarillo. Por ello

se decidio descartar al extracto metandlico, por:

a) Alta sensibilidad térmica antes de que se complete el ciclo de extraccion por soxhleth,
generando interacciones soluto-disolvente y probablemente soluto-soluto, lo que en
consecuencia genera:

b) Alta viscosidad

c¢) Dificultad para su manejo en el laboratorio, por lo que fue necesario re suspenderlo en
mas disolvente

d) Pérdida de pigmento, sélo estuvo presente uno solo, en vez de dos

e) Por el tipo de precipitados

En relacion con la homogeneizacion, considerando que es de nuestro interés que la mayor
parte de las moléculas se encuentren suspendidas al momento de realizar la emulsificacion, es
decir, que su carga y masa facilite este proceso para que no se rompa la emulsion, se esperaria
que su presencia dé como resultado baja estabilidad, por ello, se decidi6 trabajar para los

siguientes estudios, Unicamente con el extracto etandlico, esto debido a:

a) Facilidad de manipulacion en el laboratorio, que en consecuencia permitio:

b) Uso directo por baja viscosidad.

¢) Sin perdidas de pigmentos.

d) Particulas de menor tamafo y peso, mejor homogeneizacion para toma de muestras en

ensayos cromatograficos y para su emulsificacion.
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6.4 Anélisis de cromatografia en capa fina del extracto etanolico (EE)

Se obtuvieron para cada una de las mezclas de los disolventes (eluyentes) (Figura 9) el valor
de Rf, siendo de 0.957, 0.98 y 0.964, con diferencias significativas entre ellas y con tiempos de
4°55”, 4°57” y 5°05"" respectivamente para BCE, CEB y EBC, sin diferencias significativas
entre los dos primeros. Recordemos B es benceno, C es cloroformo y E etanol y en todos los
casos, cuentan con la siguiente proporcion, de izquierda a derecha: 6:3:1. Esto significa que
todas mezclas del frente de elucion o fase mavil interactuaron eficientemente con los pigmentos,

que fueron arrastrados casi de manera simultanea, desde la marca de inicio, hasta el final.

Figura 9. Cromatografia por capa fina del
extracto etandlico de Tagetes erecta

Se observa lo siguiente; cuando el disolvente mayoritario es no polar, como el benceno
(BCE), el arrastre de pigmentos anaranjados no polares hasta el final es mayoritario, aqui
podriamos suponer la presencia de moléculas tales como los siguientes monoterpenos: o —
Pineno, a-Thujeno y B- Pineno; también se esperaria la presencia de B-carotenoides, color
anaranjado, todos ellos carecen de atomos con atributos polares; nétese una linea de trayectoria
de arrastre de pigmentos amarillos, probablemente polares. En contraste, ocurre lo contrario
cuando predomina el disolvente polar, EBC, es decir, con mayor proporcion de etanol, ahora al
final de la trayectoria tiene pigmentos amarillos, altamente concentrados y es notorio la secuela
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que se genero por un arrastre deficiente de pigmentos anaranjados, presumiblemente se trate de
las moléculas no polares. Es posible que, debido al arrastre de la mezcla de elusion, se
encuentren al final de la linea, aquellas moléculas que tengan presentes algin o algunos &tomos
a los cuales se les atribuya un incremento en su polaridad, pudiera ser el caso de flavonoides
amarillos, los cuales cuentan con un ndmero importante de &tomos de oxigeno, pudiendo ser la
quercitina yel kaempfero; de manera adicional, se estima también, aunque con un arrastre
menos eficiente el de aquellas moléculas que cuentan con un solo atomo de oxigeno, pudiendo
estar aqui pigmentos amarillos - anaranjados como las xantofilas o algunas cetonas incoloras
pero si con aroma, tales como E-tagetona, la verbenona y la crisantenona (Cachi y Géngora,
2021). Finalmente, con la mezcla con una porcion intermedia de etanol y mayoritaria de
cloroformo, CEB, se favorecio el arrastre limpio de todos los pigmentos, definiendo un nimero
de manchas puntuales al final del recorrido de la mezcla de elusion. Dicha proporcion (6:3:1)
de cloroformo, etanol y benceno respectivamente, genera un equilibrio de arrastre del mayor
namero de moléculas, tanto polares, como no polares, la cual se recomendaria si se deseara
incrementar la mayor cantidad y variedad de los compuestos o bien, para andlisis mas
especificos; sin embargo, dado que la vision del éste trabajo tiene un enfoque de quimica verde,
se dara prioridad a la reduccion de dafios colaterales al suelo, sobre la eficiencia de extraccion
de compuestos del extracto, evitando asi, el contacto de otros disolventes organicos con los

suelos de cultivo (Figura 10).

LTI
4"

(LTl

INJH;J

BCE (6:3:1) CEB (6:3:1) EBC (6:3:1)
Rf: 0.957 RF:0.98 RF:0.964
4557 457 5°05"

Figura 10. Cromatogramas obtenidos a partir del extracto etandlico. Se usaron tres combinaciones con dos
repeticiones, manteniendo las siguientes proporciones: 6:3:1, con cada una de las siguientes combinaciones, de
izquierda a derecha: a) Benceno, Cloroformo y Etanol (BCE), Predominantemente No polar. b) Cloroformo, Etanol
y Benceno (CEB), polaridad intermedia y c) Etanol, Benceno y Cloroformo (EBC), polar de baja intensidad.
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Para todo lo anterior, es necesario considerar que, por un lado, es dificil diferenciar a simple
vista el amarillo del anaranjado a bajas concentraciones, pudiendo confundir el primero, con
una concentracion muy diluida del segundo, sin embargo, gracias a las pruebas colorimétricas
previamente realizadas, logramos dar cierta certeza a este analisis. Adicionalmente, también se
entiende que el alcance de esta metodologia es muy limitada, mas bien exploratoria, pues hay
algunos pigmentos que muestran tonos que van del amarillo al anaranjado, por lo que debera de

realizarse estudios cromatograficos con mayor certeza en el futuro.

6.5. Emulsificacion

6.5.1 Estrategia de formulacion para una emulsion estable.

Para la homogenizacion de lecitina de soya con etanol relacion 1:1 peso a peso, D1LS, se
elabor6 con un dia de anticipacion para una dispersion mas eficiente (Figura 11)

Figura 11. Homogeneizacion de lecitina con etanol relacion 1:1 peso a peso
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Se gener6 una estrategia para obtener una emulsion estable, la cual consistié en tres etapas:

Etapa I. Definicidn del rango de la cantidad de emulsificante.

Consisti6 en realizar una emulsificacion a volumen final fijo, % de extracto a etanolico (EE)
fijo y variacion de % de emulsificantes. Para lograr la emulsificacion de EE en agua fue
necesario:

a) Fijar un volumen final; este lo define el tipo de homogeneizador que se uso, el cual se

limité a 80 mL.
b) Se inicio6 fijando el % de EE, siendo éste de 2%, esto con la finalidad de analizar en

primera instancia, el grado de solvatacion e interaccion con el medio.

La variacion de los distintos porcentajes de emulsificante, D1LS, con relacion al volumen
total de dispersion, 80 mL; estos fueron: 0 %, 0.78 %, 1.56 % y 2.34 % respectivamente. Tanto
el % D1LS que estuvo en agitacién a 1000 rpm durante su uso, como % EE fueron agregados
en los primeros 3 minutos a 1000 rpm, hecho esto, se dejo reposar por 5 minutos y se realizé un
ciclo final de 1500 rpm por 5 minutos. Se observo el comportamiento de las dispersiones para

definir o acotar el rango de la cantidad minima de emulsificante a usar, sin que éste precipite.

Se realizaron pruebas cualitativas, en la que los criterios fueron:
a. Incorporacién de aceite en forma de goticulas observadas al microscopio

b. Aceite no incorporado a la emulsién y adherido a las paredes del vaso.

Se observo que, para la muestra con 0 % de D1LS, mostrd adherencia del aceite en las
paredes y una separacion de fases, es decir, en ausencia del emulsificante, como era de esperarse,
no hubo incorporacion del aceite en agua; para el resto, en todos los casos se observo la
formacion de goticulas de aceite emulsificado; se identificaron a las goticulas que presentaron
menor tamafio y con menor cantidad de aceite adherido a las paredes fue la formulacién con
0.78 % de DILLS, lo que representa mayor incorporacién de EE y mayor estabilidad de la
emulsion, mientras que lo contrario, goticulas de mayor tamafio, tienden a coalecer y por lo

tanto, separarse de la emulsion (McClements, 2004), justo lo que ocurrio en el resto de las
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formulaciones, de las cuales presentaron goticulas aproximadamente 5 veces mayor y con mayor

cantidad de aceite adherido a las paredes del recipiente (Figura 12).

Figura 12 Vistos al microscopio 100 x, lzquierda: 2 % de aceite emulsificado con 0.78 % de D1LS; derecha, 2%
de aceite sin D1LS, las goticulas de aceite coleasen al instante.

Etapa Il. Ajuste de condiciones para incrementar el % EE emulsificado, considerando nuevo

rango de emulsificante.

En la etapa | se analizaron los siguientes porcentajes de D1LS: 0 %, 0.78 %, 1.56 % y 2.34 %,
y acorde a su comportamiento, fueron descartados los mayores: 1.56 % y 2.34, debido a que en los
extractos alcohdlicos se generaron precipitados indeseables, que, al parecer sirvieron de nicleo
para generar precipitados mas grandes con el excedente de lecitina de soya. A partir de ello, sélo
se consideraron las primeras dos concentraciones para asi establecer un nuevo rango, el cual se
desgloso de la siguiente manera: 0.0%, 0.195%, 0.390%, 0.585%, y 0.781%. Se considerd el
mismo volumen final fijo, 80 mL y también se incremento el % de EE, siendo éste de 2 hasta
unl5, también se incrementd la homogeneizacién de 15000 a 2000 rpm, con mayor nimero de

ciclos, ahora a 3 de 5 minutos con descanso de 5 minutos entre ellos (Figura 13).
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Figura 13 Ajuste de condiciones para incrementar la eficiencia. Variacion de % de D1LS
(0.0%, 0.195%, 0.390%, 0.585%, y 0.781%), incremento hasta el 15 % del extracto
etandlico, con 5 ciclos de homogeneizacion a 2000 rpm, con 10 minutos de receso entre

En la figura 14, se muestran las 5 formulaciones antes mencionadas, mostrando el registro

realizado cada 15 dias, durante 45 dias, observando lo siguiente:

1. A 0% de DILS, se separaron las fases y el aceite se adhirio en las paredes del recipiente
que lo contenia.

2. Entodas las formulaciones restantes, a mayor concentracion de D1LS, mayor tiempo de
estabilidad en la emulsificacion.

3. Al inicio, en todas las formulaciones con D1LS, ninguno presentd adherencia del aceite
en las paredes. A menor cantidad de D1LS, menor tiempo de estabilidad, el cual se hace
evidente con la presencia e incremento de aglomerados hidrofébicos de aceite y mayor aceite
adherido a las paredes del contenedor.

4. Si duda, las mejores formulaciones con un mes de estabilidad fueron las que contenian
entre (0.585 y 0.781) % de DILS, con una capacidad de carga del5 % de extracto
etanolico (EE) con componentes activos provenientes de cempasuchil (Tagetes erecta)
emulsificado.

5. Debido a que hay una mayor densidad de goticulas en la formulacién con 0.781 %, en

relacién con la 0.585 % de D1LS, se eligio esta primera para continuar trabajando.

6. Evidentemente, después de un mes, las emulsiones empezaron a desestabilizarse, por lo

que es conveniente coadyuvar al mejoramiento de su estabilidad.
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Figura 14. Ajuste de condiciones para incrementa porcentaje de fase dispersante emulsificada, considerando
nuevo rango de emulsificante. Se considera un volumen fijo de 80 mL, 15 % de EE, variando el % de DILS: 0.0%,
0.195%, 0.390%, 0.585%, y 0.781%. Se le dio seguimiento cada 15 dias, durante 45 dias y se tomaron fotografias
a las imagenes microscopicas. A 30 dias fueron adn estables las emulsiones para 0.585%, y 0.781%, pero después
de este tiempo se desestabilizaron.
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Etapa Il1. Incremento de EE emulsificado y estabilizacién de formulacién con una goma.

Se realiz un disefio experimental para incrementar el % de fase dispersante (EE), variando

el % de concentracién de alginato de sodio como estabilizante.

De acuerdo con los resultados de la etapa |1 se decidio6 optar por trabajar con D1LS al 0.781%,
asi como realizar el trabajo las mismas condiciones, siendo éstos de 2000 rpm, trabajando 3
ciclos de 5 minutos en intervalos de 5 minutos con descanso de 5 minutos entre ellos). La
diferencia es que ahora se incorporaré alginato de sodio como estabilizante, hidratado con 24 h
de anticipacion, (Figura 15), con el fin de aumentar el tiempo de vida de la emulsion.

Se sabe que el alginato de sodio es un biopolimero (CsH-OsNa) no toxico, biodegradable y
soluble en agua, cumple con lo requerido en los principios de la quimica verde. Es empleado en
biotecnologia en liberacién controlada, inmovilizacion de enzimas y células, aglutinante y
espesante en la elaboracion de alimentos y bebidas, asi como estabilizador de espuma de cerveza
(Hurtado et al., 2020 y Lozano, 2015).

Figura 15. Hidratacién de alginato de sodio
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Para esta etapa, el disefio consistio en trabajar con 4 porcentajes de EE que son: 15% (EE1),
25%(EE2), 35% (EE3) y 45% (EE4), usando como estabilizante alginato de sodio, en
concentraciones del 0% (A0), 1% (Al), 2% (A2) Y 3% (A3) respectivamente, quedando 16
muestras con su codigo asignado (Tabla 2). Una vez obtenidas las emulsiones fueron guardadas
en condiciones de refrigeracion y sacadas Unicamente para su monitoreo, este se realiz6 cada
tercer dia durante un mes (se denominaron DO a D8, haciendo referencia al nimero de muestras

tomadas).

Tabla 2: Matriz de disefio experimental con distintos porcentajes de EE y estabilizante /Alginato de sodio)

EE (%) EE1 (15) EE2 (25%) EE3 (35%) EE4 (45%)
Alginato (%)
A0 (0%) AOEE1 AOQOEE2 AOEE3 AOEE4
Al (1%) AlEE1l AlEE2 AlEE3 AlEE4
A2(2%) A2EE1 A2EE?2 A2EE3 A2EE4
A3(3%) A3EE1 A3EE2 A3EE3 A3EE4

Se observo efecto sobre la estabilidad de la emulsidn aceite en agua entre las distintas
combinaciones de las variaciones de concentracion de % de EE y los distintos % de estabilizante,
a saber, la muestra que presentd mayor estabilidad es A2EE3, porque en el dia 12 incrementaron
la densidad de goticulas y posteriormente se mantuvo estable, puede decirse que la goma
empleada ayudo a evitar que las gotas estuvieran en movimiento constante, es decir, que al
limitar su movimiento, redujo la probabilidad de chocar entre ellas, reduciendo asi la unién de
estas por coalescencia. Las muestras sin alginato perdieron estabilidad, esto puede ser posible
porque se llegd al periodo estacionario descrito por McClements en el afio 2004, donde postula
que la distribucién del periodo de la gota mantiene una forma independiente del tiempo y se

desplaza hacia arriba aumentando el tamafio de la particula.
Se hicieron formulaciones con disoluciones al 3 % de alginato, pero dada su alta viscosidad,

fueron eliminadas por su dificil manejo. Dicho lo anterior, las muestras sin alginato y las

disoluciones con 3% de alginato, fueron descartadas para la formulacion final.
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En cuanto a las muestras con 1% Yy 2% de alginato, A1% y A2 % respectivamente, se observé
que ambas se mantuvieron mas estables tanto cualitativamente, ya que no se observo residuos
de extracto visible en las paredes, como cuantitativamente, por lo que estos porcentajes de
alginato son apropiados en su uso como estabilizante en la emulsion, por incremento de la

viscosidad en la formulacion.

5.6 Determinacion de la cantidad de goticulas en un area determinada (Densidad)

De acuerdo con la metodologia descrita, se evaluaron a las formulaciones sin alginato (A0),
con 1% de alginato (A1) y con 2% de alginato (A2) con los distintos % de EE 15% (EE1), 25%
(EE2), 35% (EE3) y 45% (EE4), con el objeto de identificar aquella de mayor densidad, y mayor
estabilidad a lo largo del tiempo. En la figura 16 se muestra la densidad determinada para cada
formulacidn a los 27 dias. La prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%, muestra una
diferencia significativa indicando variaciones en la densidad en una superficie de 600,00002, las
muestras con alginato al 2% (A2EE2, A2EE3 Y A2EE4) y al 1% (A1EE2, A1EE3 y A1EE24)
no muestran diferencia entre estas, sin embargo, podemos rescatar las muestras con menor carga
de EE y sin estabilizante muestran una densidad es menor, esto se puede adjudicar al
rompimiento de la emulsificacion y perdida de EE. Sin embargo, la muestra A2EE3 obtuvo una
mayor densidad con media de 101.9 goticulas/um?, seguida de A2EE4 de 90.5, dando un
contraste claro las muestras AOEE4 que mostraron las densidades mas bajas con 21.2 goticulas,
dando soporte a la necesidad de contar con un estabilizante para los compuestos extraidos en el
medio acuoso. De acuerdo con Li Yan en el 2012 a mayor cantidad de lipidos pueden provocar
inestabilidad y coalescencia de las gotas, lo cual pudo ser el motivo de los resultados de AOEE4,
mientras que con la incorporacion de alginato ayudo a disminuir, siendo estas estadisticamente

iguales.
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Figura 16. Densidad de las muestras, # de goticulas/600,000u2 Identifica 2 muestras estadisticamente distintas.
Las determinaciones se hicieron a los 27 dias. Se distinguen las variaciones entre la muestra A2EE3 con la mayor
densidad y en el extremo derecho la muestra AOEE4 con la densidad més baja registrada.

La muestra A2EE3, alginato al 0.2% y una concentracién del 35% de EE, es quien cumple
estas caracteristicas, esto de acuerdo con la prueba de Tukey, en la que se analiz6 el didmetro
de la goticula y se observo que su diametro se mantuvo constante a lo largo del tiempo (Figura
17). El objetivo es contar con una formulacion cuya emulsion sea fluida, estable y con una
elevada concentracion de EE, para asegurar el contacto de los compuestos activos con los

nematodos que infectan las raices del jitomate (Figura 18).
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Figura 17. Didmetro de goticulas de A2EE3, Se mantuvo contante, entre 18.3(en la medicion 4) y 13.6 medicion
7), de acuerdo con la prueba de Tukey no existe diferencia significativa en este periodo de tiempo dando un rango

entre 13y 18 p de diametro.
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Figura 18: Linea del tiempo grafica presenta las muestras con distintos porcentajes de Alginato de sodio y EE, la
parte superior derecha el dia 0 y sucesivamente hasta llegar al dia 27.

5.7 Pruebas experimentales en invernadero con cultivo de jitomate

El suelo empleado como sustrato para la fase experimental con jitomate se contabilizaron 15
nematodos por cada 100 g de sustrato, lo cual es equivalente a 150 nematodos presentes por

cada kilogramo de sustrato.
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La formulacion para utilizar fue A2EE3, que contiene 35 % de extracto etandlico de Tagetes
erecta, emulsificado con 0.781 % de dispersion de lecitina de soya (D1LS) y estabilizado con 2
% de alginato previamente dispersado; a partir de ello, se aplicaron a 2 tratamientos con 5%
(A2EE3/5) y 7.5% (A2EE3/7.5) (Figura 19). A los cinco dias del trasplante, las plantas tratadas
con dichos extractos etanolicos, empezaron a mostrar signos de fitotoxicidad, manifestada por
clorosis de las hojas y defoliacién de las hojas maduras. Para lograr contrarrestar estos signos,
se aplico una fertilizacion edéafica utilizada en invernaderos comerciales, la cual se aplico en
todos los tratamientos, ademas de un producto antiestresante organico, para ayudar a las plantas

a sobrevivir. Para este apartado se utiliz el método LSD de Fisher y una confianza de 95%.

Figura 19. Tratamientos en campo. Donde el tratamiento testigo presenta clorosis y menor altura, en comparacion
a los tratamientos con nematicida.

Visiblemente a los 20 dias del trasplante y con ayuda del tratamiento, estas mostraron mayor
vigorosidad, una altura mayor en comparacion al testigo y el nematicida comercial. Esto se
confirma con la variable de altura (Figura 20) donde se verifica que A2EE3/5y A2EE3/7.5 son
estadisticamente iguales, con medias de 30.41 y 30.68 cm, respectivamente.
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Figura 19: Altura de plantas, demuestra que los tratamientos A2EE3/7.5 Y A2EE3/5 son estadisticamente
similares, con una desviacién estandar baja.

En el caso de la variable de peso (Figura 21), ambos tratamientos A2EE3 presentaron
medias similares de 25.08 y 26.98 g, superiores al tratamiento testigo y comercial. Se debe
destacar que visualmente estos tratamientos tenian mayor pigmentacién y vigorosidad, menores

ataques de plagas como mosquita blanca (Bemisia tabaco).
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Figura 21. Peso fresco aéreo, las medias muestran mayores valores en los tratamientos con A2EE3 siendo
estadisticamente similares.
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Para la variable longitud de raiz, los tratamientos obtuvieron resultados similares, y variaron
en un rango de 30 a 35 cm de longitud (Figura 22), lo cual pudo ser influenciado por el volumen
del contendor utilizado; sin embargo, la cantidad de raices secundarias generadas en los
tratamientos mostraron que en la variable del peso fresco se encontrd una diferencia significativa

para el caso de los tratamientos de A2EE3 (Figura 23).

40

w
o1

-
35S

N w
(&) ] o
= >
—

[EEN
a1

Longitud de raiz (cm)
N
o

[y
o

Testigo A2EE3/7.5 A2EE3/5 Comercial
Tratamientos

Figura 22. Longitud de raices sin diferencia significativa entre tratamientos.
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Figura 23. Peso fresco de raices, donde muestra a los tratamientos con AZ2EE3 con una diferencia
significativamente superior al testigo y el comercial.

La contabilizacion de agallas en las raices se emplea para obtener el indice de Agallamiento
(numero de agallas/gramo) (Guzméan at al., 2008) (Figura 24), donde los datos demuestran que
no existe diferencia significativa, sin embrago, se muestran medias menores en ET1, seguida
por el tratamiento comercial, lo que indica que puede ser posible que llegue a actuar como
nematicida o tal vez preventivo a dosis del 7.5%. Solano et al., en el 2013 determinaron que al
utilizar extractos de Tagetes erecta disminuye el indice de agallamiento en un 20%. Mientras
que Zarate et al., el 2018 encontraron una disminucion del 80% de agallas de Nacobbus al

emplear aceite de Tagetes lucida.
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57



VII. CONCLUSION

Al comparar los disolventes metanol y etanol se encontrd que este Ultimo presentd
mejores caracteristicas para su manejo, por lo tanto, la decision de trabajar con este para seguir
con el experimento; dado que en el estudio fisicoquimico mostré mayor densidad, colores
naranjas y cuatro veces mayor cantidad de sélidos insolubles, ademés de que al pasar por

destilacion simple los lipidos no se adhirieron a las paredes del matraz.

La cromatografia en capa fina indicé posible presencia de moléculas predominantemente
no polares, pero con cierto grado de polaridad afines al etanol. A partir de esto se cre6 una matriz
experimental para obtener una formulacién final (A2EE3) con mayor carga de extracto etanélico
y mayor tiempo de estabilidad, lo cual fue logrado al incorporar 0.781 % de dispersion de
lecitina de soya y con 2 % de alginato previamente dispersado; al ser aplicado al 7.5% en
jitomate bajo condiciones controladas género en un principio cierto grado de fitotoxicidad, sin
embargo, las variables de altura, pero aéreo y peso raiz obtuvieron mayores medias, sin
embargo, aunque en el indice de agallamiento no se presentan diferencias estadisticas, la
formulacidon anterior es igual de eficiente que el producto comercial, en ambos casos, se reduce
aproximadamente 6 unidades de agallas por gramo de raiz. Se requieren mayores estudios para

contrarrestar sus efectos fitotoxicos y aumentar la eficiencia como nematicida.
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