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Introduccion

Alejo et al., 2006; Reyes-Estebanez, 2011). Resultados previos mostraron que extractos
organicos del hongo Clonostachys rosea, cepa TH27, aislada de un cenote de la
Peninsula de Yucatan, posee la capacidad de inhibir a juveniles del segundo estadio (J,)
de M. incognita, a nivel in vitro. También, se observé la supresién en las poblaciones de
M. incognita cuando se aplicé la masa micelial de la cepa C. rosea TH27 en plantulas de
tomate, a nivel invernadero, observadose la reduccién en el nimero de agallas y de
hembras en las raices (Diaz, 2009; Herrera, 2007).

Por lo tanto, en el presente trabajo se realiz6é el monitoreo de la actividad nematicida de
20 extractos organicos de distintas cepas fungicas a nivel in vitro y los extractos
correspondientes de C. rosea. En paralelo se establecié en el laboratorio ensayos de
toxicidad, en los cuales se evaluaron 11 extractos organicos (5 de plantas y 6 de hongos)
que previamente han mostrado alguna actividad biolégica contra fitopatégenos (Ruiz,
2011, Vargas, 2009, Cruz, 2009, Gamboa-Angulo et al., 2008, Cristobal-Alejo et al., 2006).
Dichos ensayos se llevarén a cabo con dos modelos in vitro: con la lombriz de tierra, un
organismo benéfico de suelo y el de plantas de tomate y lechuga para determinar la
inhibicion de la germinacién y elongacion de la raiz. Con este estudio se pretende
enriquecer el conocimiento y las alternativas para elaborar agroguimicos de origen natural
que sean incorporados y aplicados en programas de manejo integrado de plagas.
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1.5.1 CONTROL QUIMICO

El control quimico es el manejo mas utilizad: :or...a los nematodos fitoparasitos, el cual
emplean productos biocidas y nematicidas érgano-sintéticos. Peridédicamente se trata el
suelo con los plaguicidas consiguiendo controlar al parasito, pero a menudo sucede que al
poco tiempo la poblacién se establece de nuevo. Con esto se deben repetir los
tratamientos con mayor frecuencia y a dosis mayores (Aballay et al., 2001; Bello et al.,
2000). Los productos quimicos usados com. .xematicidas se incluyen en dos categorias,
los fumigantes y los no fumigantes. Los primeros incluyen productos que, después de su
aplicacion, se volatilizan por efecto de la alta presion de vapor; son hidrocarburos
alifaticos halogenados o liberadc 2 isotiocianato de mc.lo. Algunos ejemplos son el
bromuro de metilo, la cloropicrina, el dibromuro de etileno y las mezclas de isotiocianato
de metilo (Figura 1.5) (Cid del Pra..-Vera y Cristobal-Alejo, 2001; Bello et al., 2000). El
uso de producto /olatiles hace necesario un sello superficial debido a que son muy
toxicos, poco activos en superficie y rapidamente se volatilizan en el aire (Bello et al.,
2000).
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Figura 1.5. Estructuras qui ‘zas de algunos compuestos h: 3enados utilizados como
nematicidas: a) Bromuro de meuw; b) Cloropicrina; ¢} Dibromuro de eucno; d) Isotiocianato.

El segundo grupo incluye los orgai....... rados como etoprofos (Mocap) y fenamifos
(Nemacur), los carbamatos como aldicarb (Temik), carbofurano (Furadan) y oxamil
(Vydate) (Figura 1.6), principalmente. Estos productos se aplican en granulados,
soluciones o emulsiones. Los carbamatos y organofosforados son activos por contacto, no
matan directamente a los nematodos, sino que afectan su reproduccion al inhibir la
actividad muscular, interferir en su movilidad por la inhibicién de la enzima acetil
colinesterasa, asi como a su desarrollo y alimentacién, produciendo nematostasis
(Haseeb et al., 2005; Cid del Prado-Vera y Cristébal-Alejo, 2001; Bello et al., 2000).
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mercado debido a los requisitos de registro establecidos por la Ley de Food Quality
Protection Act in the United States que entré en vigor el 3 de agosto de 1996. Bajo esta
nueva ley, la U.S. Environmental Protection Agency (EPA) debe considerar la quimica del
producto, destino ambiental, quimica de residuos, los riesgos alimentarios y no
alimentarios a los seres humanos (principalmente el potencial de aumento de la
susceptibilidad de los lactantes y nifios a los efectos téxicos de los plaguicidas) y los
riesgos para los animales domésticos y organismos no blancos (EPA, 2011). También se
encuentra la Ley de Sanidad Vegetal, que contempla en los articulos 39, 39 bis y 40 que
las personas fisicas o morales que desarrollen productos con actividad fitosanitaria deben
presentar los estudios de efectividad biolégica, los cultivos en los que se podria aplicar,
las plagas a las que ataca, dosis, el método de aplicacién y los intervalos de seguridad
para su aplicaciéon (inocuidad) (Ley federal de sanidad vegetal, 2007). Por otra parte,
también nuevos productos son necesarios para combatir la evolucion de resistencia a los
plaguicidas convencionales (Dayan et al., 2009). Los PN se consideran menos
perjudiciales, sobre todo por su baja residualidad en el ambiente, ya que son
biodegradados mas facilmente por los microorganismos (Biondi et al., 2004). Estos
contribuyen al control de plagas de muchas maneras: (1) como extractos crudos o en
forma purificada, por ejemplo Bt-endotoxinas, bilanafos, giberelinas, aceites esenciales
piretrinas y polioxinas; (2) como materiales primarios para derivados semisintéticos, por
ejemplo emamectina, dihidroazadiractina; (3) como herramientas de investigacion en
estudios farmacologicos, por ejemplo c-bungarotoxina, y (4) como herramientas de
exploracién en el descubrimiento de nuevos modos de accién, por ejemplo, hormonas
(Copping y Duke, 2009; Ujvary, 2002). La busqueda de nuevos PN es de gran importancia
para el desarrollo de la agricultura organica, que en la actualidad se aplica a mas de 17
millones de hectareas en todo el mundo. En América Latina, Oceania y Europa tienen un
mercado de cerca de 1.7 mil millones de ddlares (Biondi et al., 2004). En la Gltima década,
la deteccion de metabolitos de origen microbiano como fuentes de nuevos candidatos
para el desarrollo de bioplaguicidas ha pasado de laboratorios industriales a pequefias
compafias biotecnoldgicas (Genilloud et al., 2011). Todos los microorganismos tienen la
habilidad de biosintetizar metabolitos secundarios, los cuales generalmente corresponden
a estructuras quimicas de bajo pe  molecular y son producidos en muy bajas cantidades.
Esos metabolitos son también conocidos como productos naturales microbianos (PNM)

cuya variedad y cantidad en los organismos puede ser regulada por factores externos
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Figura 1.8. Metabolitos de Clonostachys rosea: Verticilinas tipo epipolisulfanildioxopiperazinas,
gliocladina A (1), B (2), C (3), D (4) y E (5), y verticilina A (6), 11'-deoxiverticilina A (7), Sch52900
(8) y Sch52091 (9) (Dong et al., 2005).

Por otra parte, en los laboratorios de la Unidad de Biotecnologia del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan se ha evaluado la capacidad de actividad biolégica de
la cepa C. rosea TH-27 contra varios organismos patdgenos (Cuadro 1.5).
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar in vitro extractos organicos flngicos contra Meloidogyne incognita y establecer
bioensayos de inocuidad utilizando controles y candidatos potenciales a agroquimicos

naturales.

1.8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar in vitro contra juveniles J, de M. incognita nueve extractos de C. rosea
generados de cultivos masivos.

e Monitorear 20 extractos organicos de distintas cepas fungicas contra juveniles J,
de M. incognita

o Establecer el bioensayo de fitotoxicidad con Lactuca sativa y Solanum
lycopersicum y evaluar siete extractos organicos selectos.

« Establecer el bioensayo de toxicidad de extractos con Eisenia fetida y determinar
la inocuidad de cuatro extractos organicos y una mezcla de furanocumarinas con

propiedades plaguicidas en lombriz de tierra.
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cantidades suficientes para su evaluacién a futuro en condiciones protegidas en modelos
vegetales de importancia econdémica.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Clonostachys rosea

La cepa de C. rosea TH27 se obtuvo del cepario de la Unidad de Biotecnologia (UBT).
Esta especie se aislé a partir de hojarasca sumergida del cenote Temozdn, ubicado en la
localidad “La noria” de la Peninsula de Yucatan. La identificacion se realiz6é por taxonomia
tradicional en el Instituto de Ecologia de Xalapa, Veracruz por la Dra. Gabriela Heredia
Abarca (De la Rosa, 2007) y por taxonomia molecular en los laboratorios de
Agrobiotecnologia por la Dra. Blondy Canto Canche.

2.2.2 ACTIVACION DE Clonostachys rosea
La cepa liofilizada de C. rosea TH27 (Figura 2.1) se reactivé en cajas Petri conteniendo
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) en condiciones de esterilidad, posteriormente

estas se incubaron a 25°C en condiciones de luz/oscuridad (12/12 horas).

Figura 2.1. Esporas de Clonostachys rosea liofilizadas.

2.2.3 SUSPENSION DE ESPORAS (INOCULANTE)

La cepa de C. rosea se inoculé en cajas Petri de 100 x 15 mm conteniendo agar maiz
(AM), a una temperatura de 25° C durante 7-15 dias, con un fotoperiodo de 12/12 horas
de luz/oscuridad para la obtencién del inoculo. Al término de la incubacién, a las cajas
cubiertas con el hongo se le adicionaron 5 mL de solucién fisiolégica y con la ayuda de un
portaobjetos se suspendié cuidadosamente el micelio y los conidios, los cuales se filtraron

a través de capas de tela de gasa a tubos Falcon. Esta suspensién de esporas, se diluyo
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

El cultivo masivo de C. rosea se realizé por la fermentacion en medio liquido Czapek Dox-
Extracto de levadura (CDL) y por la fermentacién en estado sélido en granos de arroz
fermentado (AF). Los resultados mostraron bue.. crecimiento en ambos medios de cultivo,
como se habia reportado previamente (Diaz, 2009).

Figura 2.4. Extractos organicos de Clonostachys rosea

Entre los extractos cultivados en AF, el metandlico (MAMe) mostré un rendimiento de
1.26%, siendo este ligeramente mayor al obtenido con acetato de etilo (MAAc) con 1.01%
(Cuadro 2.1). Estos resultados son menores (<50%) comparados con el cultivo realizado
en estudios previos con un 2.5 y 2.6% de los extractos de acetato de etilo y metanol,

respectivamente (Diaz, 2009).

Cuadro 2.1. Rendimiento de los extractos organicos del hongo C. rosea cultivado en arroz
fermentado (400 g).

Clave de Extracto total Rendimiento %
extracto (9) (g ET/100g AF)
AcOEt MeOH AcOEt MeOH
MAAc 4.0705 - 1.01 -
MAMe - 5.0655 - 1.26
Blanco-AF - - 0.049 0.08

M: Micelio; A: Arroz; Ac: acetato de etilo; Me: Metanol; ET: Extracto total; AF: Arroz fermentado
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de trigo (Ravnskov et al., 2006; Sutton et al., 2002). Sin embargo, se ha reportado que la
fermentacion en estado sélido (FES) tiene dos ventajas sobre la fermentacién en estado
liquido. Primero, las esporas flngicas producidas por la FES son tipicamente mas
robustas y tiene mas vida util que las producidas por la fermentaciéon en estado liquido.
Segundo, los procesos de FES pueden llevarse a cabo por personas que no son
altamente capacitadas. Por lo tanto, con la FES puede ser posible la transferencia de
tecnologia para la produccion del material deseado en forma masiva (Viccini et al., 2007).
Esto es importante, porque con ello se podria obtener un mejor material biolégico que
permita obtener extractos organicos con altos rendimientos. En una siguiente etapa es
imprescindible detectar a él o los metabolitos responsables de la actividad bioldgica, de tal
forma que se lleve a cabo una purificacion biodirigida para aislar e identificar ia estructura
quimica de los principios nematicidas de la cepa C. rosea TH27. Estos metabolitos seran
los estandares para monitorear los extractos producidos en los procesos de optimizacion

y control de calidad de los cultivos masivos.
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Cuadro 3.1. Extractos de diferentes cepas fungicas evaluados in vitro contra J; de M. incognita.

Cepa

Disolvente Utilizado

Clave de Extractos

~N OO A WN

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29

Cladosporium sp. 2XA10
Colletotrichum sp. TH17
Colletotrichum sp. XH1G4

Fusarium sp. 2XA6

Helicosporium talbootii Goos, MR48*
Penicilium citrinum Corda, XR1b
Ramichloridium apiculatum J.H. Mill.,
Giddens y A.A. Foster) de Hoog, MR39°
Verticillum sp. TH8

Volutella sp. TH22

Volutella sp. TH24

TA26

TS23

2TA4

2TA7

2TA8

2Ts1

2TS5

2TS9

2TS18

2XA11

Clonostachys rosea Schroers, Samuels,
Siefert & Gams TH27

Acetato de etilo

Metanol
Butanol
Acetato de etilo
Metanol

“

Acetato de etilo
Metanol

SRH-86
SRH-48
SRH-45
SRH-62
MRH-48
SRH-66
MRH-39

SRH-53
SRH-61
SRH-51
SRH-54
SRH-70
SRH-71
SRH-74
SRH-75
SRH-57
SRH-56
SRH-60
SRH-63
SRH-79
MCAc

MCMe
FCBu
MAACc
MAMe
MCMe-2007
MAMe-2009
AR-3A
AR-3B

M: Micelio; C: Czapek Dox-Extracto de levadura; A: Arroz; Ac: acetato de etilo; Me: Metanol; Bu:
Butanol: AR: Ana Ruiz: 3A: C. rosea Acetato 3B: C. rosea Metanol; *aislamiento hecho por Reyes-
Estebanez et al., 2011.
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Cuadro 3.2. Productos y extractos naturales provenientes de cepas fungicas con actividad nematicida contra J, de Meloidogyne incognita.

CEPA SITIO DE PARTE EXTRACTO COMPUESTO % MORTALIDAD AUTOR(ES)
AISLAMIENTO (Concentracion) {Concentracion) 48 horas
Selenosporella sp. Hojarasca Micelio EtOAc (300 NI 82 Reyes-Estebanez et
GH26 png/mi) al, 2011.
“ Micelio EtOAc (300 NI 90 Pérez, 2007
Filtrado  pg/mi) NI 100
Fusarium Huevos de Filtrado - NI 86 Meyer et al,, 2004.
compactum L175 Heterodera glycines
F. equiseti L317 “ - NI 85
Penicillium sp. L353 * - NI 83
Diaporte Organos de plantas Filtrado EtOAc Acido 3- 90 Schwarz et al,,
phaseolorum hidroxipropionico 2004.
E99382 (3-HPA) (50 pg/ml)
Melanconium * “ - “ "
stilbostoma E00145,
E00153, E01036 y
E01051
Chaetomium Hembras de Fitrado MeOH Flavipina (120 >90 Nitao et al., 2002.
globosum L250 Heterodera glycines pg/mil)
Fusarium equiseti Hembras de Filtrado  Fracciéon EtOAc 4,15- 80 Nitao et al., 2001.
Heterodera glycines diacetilnivalenol (25
Hg/ml)
Diacetoxyscirpenol
(25 pg/ml)
Omphalotus olearius Esporas de cuerpos  Micelio  MeOH Omfalotina (100 80 Mayer et al., 1997,
TAS0170 fructiferos pg/mi) Sterner et al., 1997.

NI: No identificado

/1] 0jny1do)
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realista acerca de sus efectos sobre los organismos vivos, el cual es una estimaciéon mas
adecuada del riesgo ambiental (Ramirez et al., 2008). Ademas, para evaluar el efecto
potencial negativo del uso de extractos obtenidos de fuentes naturales sobre el ambiente
bidtico, es importante realizar bioensayos de toxicidad al contacto contra organismos
benéficos como las lombrices (Jensen et al., 2007; Brackenbury y Appleton, 1997). En el
presente trabajo, se evaluaron, en condiciones de laboratorio 11 extractos organicos, de
estos 5 son de plantas (Acalypha gaumeri , Bonellia flammea, Croton chichenesis,
Dorstenia contrajerva y Eugenia winz 'ngii) y 6 de hongos (Clonostachys rosea de
AcOEt y MeOH, Fusarium incarnatum de AcOEt y MeOH y Gliomastrix murorum de
AcOEt y MeOH) seleccionados en base a sus propiedades biolégicas contra fitopatdgenos
(Alternaria chrysanthemi, A. tagetica, Bemicia tabaco, Colletotrichum gloeosporioides,
Corynespora cassiicola, Curvularia sp., Fusarium oxysporum, Helminthosporium sp.,
Meloidogyne incognita, Myzus persicae y Rophalosiphum padi). Para cumplir con este
estudio, se seleccionaron semillas de lechuga (Lactuca sativa) y tomate (Solamun
lycopersicum), asi como las lombrices de tierra (Eisenia fetida), reportados como
biomarcadores de contaminantes. La lombriz Eisenia fetida es una especie recomendada
por la Organization of Economic Cooperative Development (OECD, 1984) para este tipo
de evaluaciones. Con esto se pretende aportar conocimiento complementario en la
busqueda de productos naturales inocuos a especies benéficas con aplicaciones en la

agricultura.
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4.2,1 BIOENSAYO DE FITOTOXICIDAD EN LECHUGA Y TOMATE

Un total de siete extractos organicos se seleccionaron para evaluarlos en el ensayo de
fitotoxicidad, tres de ellos de origen vegetal, que correspondieron a A. gaumeri, C.
chichenesis, y E. winzerlingii, las cuales fueron colectadas en distintas Ibcalidades de la
Peninsula de Yucatan, México, bajo la supervision de botanicos en Septiembre y
Noviembre del 2001; todo el material vegetal se secé bajo luz artificial (50-60 °C, 3 dias) y
se extrajo en el laboratorio a temperatura ambiente con etanol como se ha descrito
previamente (Cristébal-Alejo et al., 2006) y cuatro extractos de origen fungico, dos
correspondieron a C. rosea TH27 (AcOEt y MeOH), cepa aislada de hojarasca sumergida
del cenote Temozén, ubicado en la localidad “La noria” de la peninsula de Yucatan y su
identificacion se realizé por taxonomia tradicional en el Instituto de Ecologia de Xalapa,
Veracruz por la Dra. Gabriela Heredia Abarca (De la Rosa, 2007) y por taxonomia
molecular en los laboratorios de la UBT del CICY por la Dra. Blondy Canto Canche. Por
ultimo, dos correspondientes a G. murorum (AcOEt y MeOH), cepa aislada de hojarasca
del jardin botanico Xiitbal Neek del CICY y su identificacion se realizé por taxonomia
tradicional y molecular (Reyes-Estebanez et al., 2011). Las cepas fungicas se cultivaron
en arroz fermentado a 25 °C con un fotoperiodo de luz/obscuridad (12/12 horas). Despues
de 40 dias, los cultivos se congelarén y se liofilizaron; posteriormente, se fragmentarén y
subsecuentemente se extrajierén con AcOEt y MeOH como se ha descrito previamente
(Ruiz, 2011). Como controles se empleardn tres controles negativos, un control positivo

natural y un control positivo sintético.

Para las evaluaciones se utilizaron como modelos la lechuga (Lactuca sativa) var. Great
lakes 118, lote 880 y el tomate Solamun lycopersicum var. OCP2B, lote 490245-31. Las
semillas se hidrataron 12 horas antes del ensayo en el caso de la lechuga y dos dias en el
caso del tomate. En discos de papel filtro de 2 cm de didmetro, se impregnaron 25 pi del
producto a ensayar diluidos con metanol (MeOH), a una concentracién de 10 ug - ul* (250
ug - disco™) en el caso de los extractos y 5 pg - I (125 pg - disco™) para el producto
puro. Como controles negativos se utilizaron, el disolvente utilizado en las diluciones, mas
el agua, los extractos del arroz fermentado obtenidos con acetato de etilo (AF-Ac) y
metanol (AF-Me), la mezcla DCRM-5B (Bergapteno y Xantotoxina) como control positivo
natural y el 2,4-D como control positivo sintético. Una vez evaporado el disolvente los
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Burguefio-Tapia et al. (2008) rep..:aron al compuesto sesquiterpeno p-benzoquinona
(Perezona) aislado de Perezia adnata var. alamani (Asteraceae) y a sus derivados no
naturales, exhibiendo una fuerte actividad insecticida contra Spodoptera littoralis,
Leptinotarsa decemlineata y Myzus persicae a una concentracion de 50 pg - cm® Las
pruebas de fitotoxicidad de estos compuestos en semillas de Lechuga (Lactuca sativa)
demostraron que los compuestos no afectaron el porcentaje de germinacion a la
concentracion evaluada. Sin embargo, los derivados isoperezona, dihydroperezona vy
anilidoperezona de la perezona, mostraron un efecto variable en la elongacién radicular,
disminuyéndola en 23, 43 y 19%, respectivamente. Dedujeron un patrén estructura-
actividad en los compuestos, de tal manera que observaron que la hidrogenacion del
doble enlace del alquilo y el cambio del grupo hidroxilo del C; de la perezona al Cg
aumento la actividad fitotoxica, asi como en la actividad antialimentaria (Figura 4.6).

También se han reportado derivados semisintéticos de triterpenos naturales presentes
como compuestos mayoritarios en latex de Euphorbia resinifera (a-eufol y a-euforbol) y de
E. officinarum (Obtusifoliol y 31-norlanostenol) con un alto efecto antialimenticio en varias
especies de insectos (S. littoralis, M. persicae y R. padi) y citotéxico en dos tipos de lineas
celulares (células de Spodoptera frugiperda y ovaricas de hamster chino). Sin embargo,
algunos de los derivados obtenic _ . de los triterpenos mencionados presentaron un efecto
fitotéxico, inhibiendo el 50% de la elongacion radicular en Lactuca sativa (Mazoir et al.,
2008).

Por lo tanto se requiere investigar mas acerca de los productos que se obtienen de las
diversas fuentes biolégicas, para evaluar el riesgo ambiental que pudieran ocasionar los

mismos.
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Por otra parte, D’Abrosca et al. (2004) reportaron mas del 50% de inhibicién radicular en
plantulas de tomate ocasionado por la exposicion de fracciones organicas (cloruro de
metileno) de Cestrum parqui (Solanaceae) y el 50% de inhibicién por la exposicién al
acido 4-hidroxibenzoico, aislado de una fraccién de acetato de etilo de la misma especie
vegetal en raices de plantulas de tomate, por lo que concluyeronn que el compuesto
fendlico podria ser un buen candidato, por su actividad fitotéxica, como herbicida natural
de maleza en la agricultura.

Es importante destacar que en este trabajo se incrementé la concentracidn del extracto o
compuesto puro aplicado en los discos de papel, comparado a lo reportado para esta
técnica (Burguefio-Tapia et al., 2008; Mazoir et al., 2008). El incremento en el 20% del
extracto evaluado se realizé con la finalidad de observar de una manera mas precisa el
efecto de las semillas modelo a la exposicion de los extractos, ya que también es
importante concientizar que la aplicacion de los plaguicidas debe ser cuidadosa, siguiendo
las indicaciones del formulado. Un producto a una concentraciéon puede ser inocuo, pero
al elevar estas pueden causar cierto efecto fitotoxico, como se observd con los extractos
de A. gaumeri, C. chichenesis y E. winzerlingii, los cuales en evaluaciones previas a la
concentracién estandar (200 mg - disco™) no causaron efecto fitotdxico alguno con
semillas de lechuga (Gamboa-Angulo, 2001 Comunicacion personal). Asimismo, también
es importante evaluar una serie de variedades de semillas para conocer la sensibilidad de
los productos, asi como determinar las dosis efectivas de los extractos que presentaron
cierta capacidad de alelopatia hacia la elongacion radicular.

Varios investigadores mencionan que la composicién quimica de los vegetales depende
de su origen geografico, parte de la planta examinada, fecha de colecta, calidad del suelo
y de su entorno. En el caso de los compuestos aleloquimicos, su presencia depende en
parte de la competencia por espacio, luz y nutrientes entre las especies vegetales o entre
otros organismos como respuesta a factores de estrés bidtico y abidtico (Lungu et al,
2011; Gilani et al., 2010; Ding et al., 2008).
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pasado a formar parte del sistema de manejo integrado de plagas y enfermedades en la
agricultura (Cuadro 4.5). El que los productos sean inocuos a los organismos benéficos
son indicadores de una excelente oportunidad para continuar siendo estudiados y a corto
plazo ser empleados en el campo. Por ejemplo los extractos acuosos de las hojas de
Apodytes dimidiata (lcacinaceae) poseen una gran actividad molusquicida a una
concentracion de 0.225 g - I para el combate de esquistosomiasis en Africa, misma que
fue probada en lombriz (E. fetida) en condiciones de laboratorio y de la cual no
observaron efecto alguno (Brackenbury y Appleton 1997). Con esto concluyen que los
extractos acuosos de A. dimidiata son seguros para su uso en estudios preliminares en
campo. Otro ejemplo es el Neem (Sadao Thai lil) que contiene como ingrediente activo
Azadiractina (0.1% p/v) el cual exhibe toxicidad in vitro en la lombriz Pheretima peguana
(Clso =3.33 ug - cm? a las 72 horas), la cual es mucho mas alta a ia recomendada en
campo (0.09 ug™ - cm?) para el control de insectos plaga (Muangphra y Gooneratne,
2011). Con esto demostraréon que las dosis recomendadas del extracto comercial de
Neem como un insecticida en practicas agricolas es seguro para las lombrices de tierra.
Sin embargo, las altas concentraciones de Neem en el suelo, pueden causar toxicidad
crénica a organismos no plaga, tales como los crustaceos (Daphnia magna y Hyalella
azteca) a través de las lixiviaciones del suelo (Scott y Kaushik, 1998).

En los estudios sistematicos de bioprospeccion agroquimica, generalmente a muchos de
los extractos y metabolitos que han resultado con altas posibilidades para continuar
siendo estudiados no se les determina su inocuidad hacia organismos benéficos, en las
priemeras etapas de investigacion.

Este trabajo aporta el establecimiento en el laboratorio de Biofarmacos y Bioplaguicidas
de la UBT dos ensayos reportados y aprobados por la OECD (lombriz) como un
complemento en la busqueda de productos naturales eficientes e inocuos con

aplicaciones en la agricultura.
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