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Phytophthora  capsici, Colletotrichum gloesporioides,
Penicillium digitatum, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
Pectobacterium carotovora subs. atroseptica, Pseudomonas
cichorii, Brevicoryne  brassicae,  Sitophilus  oryzae,
Phthorimaea operculella, Biciclo [1.6.0] 3 (acido, 1,2-penten-

ico) decano, Biciclo [1.6.0] 3 (acido, 2,3-penten-ico) decano.
En el presente trabajo de investigacion, inicialmente se obtuvieron cuatro
extractos de hojas de Flourensia cernua colectadas en areas aledafas a la
ciudad de Saltillo, Coahuila, México por la carretera 54 Saltillo a Zacatecas, en
el mes de julio del 2005. La extraccion fue en extraccion secuenciada, con

solventes de distinta polaridad, utilizando hexano, éter dietilico y etanol, ademas

de una mezcla de metanol:cloroformo (1:1), este proceso se llevé a cabo en el



Laboratorio de Fitoquimica de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro

(UAAAN).

Posteriormente, se realizaron bioensayos in vitro para determinar la
actividad fungistatica de los extractos, a concentraciones de 500, 1000, 2000 y
4000 pl I'"en cajas de Petri con PDA, la evaluacién fue sobre los hongos de
postcosecha; Alternaria alternata causante del moho negro, Penicillium
digitatum que forma moho verde y Colletotrichum gloesporioides que ocasiona
antracnosis en frutos, asi como sobre los patdgenos de suelo; Fusarium
oxysporum causante de marchitez vascular, Phytophthora capsici causante de
pudricion radicular y Rhizoctonia solani causante de costra negra. Todos los
extractos presentaron actividad fungistatica con valores superiores al 65 % de
inhibicion micelial de los cinco hongos y el alga bajo estudio, también afectaron
formacion de conidios, el mejor fue el extracto etandlico en un rango de 87 a

100 % de inhibicion micelial.

La actividad insecticida de los extractos a: 2,500; 5,000; 10,000; 20,000 y
40,000 pl I'* se realizé sobre Brevicoryne brassicae (pulgén de la col), Sitophilus
oryzae (gorgojo), y Phthorimaea operculella (palomilla de la papa). El bioensayo
sobre pulgon y palomilla fue por inmersion en hojas de repollo y tubérculos,
respectivamente, el mejor extracto sobre pulgon fue el hexanico con CL50 de
6,389 ul I y CL90 de 21,439 pl I"', ningln extracto provocé mortalidad de
palomilla. Respecto al gorgojo, los bioensayos fueron por pelicula residual en

frascos y granos de maiz tratados, los gorgojos no manifestaron mortalidad por



efecto de los extractos. Por otro lado, se evalué el efecto de repelencia o
atraccion de los extractos sobre gorgojos en costales de rafia y yute tratados, el
extracto hexanico provoco repelencia tanto en costales de rafia como de yute,

sin embargo, la mezcla de yute y extracto etandlico fue atrayente.

Se evaluo ademas la actividad de extractos sobre las bacterias
fitopatdgenas; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), Pectobacterium
carotovora subs. atroseptica (Pca), Pseudomonas cichori (Pc), para lo que se
difundieron en medio B de King en cajas de Petri a: 500; 1,000; 2,000 y 4,000 pl
I*. La inhibicién de crecimiento de las bacterias por los extractos con respecto

al testigo fueron a 24 y 48 h, ningun extracto tuvo efecto sobre Pca, si bien, el

extracto hexanico a 2000 y 4000 pl I'* inhibié Xap y Pc.

En otra fase de la investigacion se realizé el fraccionamiento de los
compuestos del extracto etandlico, dado que este extracto presentd la mayor
actividad a las dosis mas bajas, la cual fue de tipo fungistatico, la separacion
fue por cromatografia de columna con silica gel, el sistema de eluyentes fue
hexano: acetato de etilo: metanol (10-0:0-10:5-5), se obtuvieron 29 fracciones
con suficiente rendimiento para evaluar su actividad fungistatica en bioensayo

en placas de microdilucion.

El bioensayo de las fracciones a 500, 1000 y 2000 ul I* sobre F.
oxysporum fue en placas de microdilucion de 96 pocillos con medio liquido

RPMI 1640 con MOPS, se consider6 al incremento o disminucién de

Vi



absorbancia (545-630 nm) a 24, 48 y 72 h como la tasa de crecimiento del
hongo. La mayor inhibiciébn se obtuvo con las fracciones 22 y 23 eluidas con
hexano: acetato de etilo (3:7), con 7.5 y 7.3 veces menos absorbancia que el

testigo.

Se realizaron los andlisis de espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR) de la
muestra 22 presentando fuerte y mediana intensidad de bandas, relacionadas

con los grupos funcionales acido carboxilico y alcano.

Ademas se caracterizaron los compuestos presentes en la fraccion 22
por cromatografia de gases adaptado a un espectrofotometro de masas (CG-
MS), el compuesto presente en la fraccibn mas eficiente fue el Biciclo [1.6.0] 3
acido, 1,2-penten-ico) decano / Biciclo [1.6.0] 3 acido, 2,3-penten-ico) decano,
cuya formula molecular es Ci5H240, y tiene un peso molecular de 236, este

compuesto no ha sido reportado cientificamente en F. cernua.
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Sitophilus oryzae, Phthorimaea operculella, Bicycle [1.6.0] 3(1,2-
penten-ic acid) decane, Bicycle [1.6.0] 3(2,3-penten-ic acid) decane.

In the present work, initially were obtained four extracts of leaves of

Flourensia cernua collected from Saltillo, Coahuila, Mexico. A sequentially

extraction was carried out with solvents with different polarity: hexane, ether

diethyl and ethanol, also an extraction with a solvent mixture of
methanol:chloroform (1:1) was done. These processes were carried out at the

Phytochemical Laboratory of the Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro

(UAAAN).
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Following bioassay in vitro were carried out for tested antifungal activity of
the extracts, at different concentrations: 500; 1,000; 2,000 and 4,000 pl I on
Petri dishes with PDA. The evaluation was on postharvest pathogens; Alternaria
alternata that cause black mold, Penicillium digitatum that produce mold green
and Colletotrichum gloesporioides that generate antracnose on fruits, also the
extracts, were evaluated on soil pathogens; Fusarium oxysporum that cause wilt
vascular, Phytophthora capsici that produce root rot and Rhizoctonia solani that
generate black scurf. The extracts showed antifungal activity in more than 65 %
of mycelial inhibition on five fungi and one algae, also decreased conidia
formation, the best extract was ethanolic extract with a rate of 87 at 100 %

mycelial inhibition.

Evaluation of extracts insecticide activity at 2,500; 5,000; 10,000; 20,000
and 40,000 pl I'* was carried out on Brevicoryne brassicae (aphid), Sitophilus
oryzae (grain pest), and Phthorimaea operculella (potato moth). The bioassay
on aphid and moth was by immersed of crucifer leaves and tubers, respectively.
The best extract on aphid was the hexanic with CL50 6,389 pl I'* and CL90
21,439 ul I, any extract produced mortality of moth. Respect to grain pest,
assays was by residual film on gerber bottles, and corn treated. Grain pest do
not had mortality. Another way, the extracts were evaluated on repellence and
attractance of grain pest on yute and rafia sucks. The hexanic extract showed
repellence and the ethanolic extract had synergism with yute sacks as

attractance on S. oryzae.



Moreover F. cernua extracts, were evaluated for bactericide activity on
phytopathogens Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), Pectobacterium
carotovora subs. atroseptica (Pca), Pseudomonas cichori (Pc), on Petri dishes
at: 500; 1,000; 2,000 and 4,000 pl I'*. The inhibition of bacterial growth was
measure at 24 and 48 h, any extract had effect inhibition on Pca, although,

hexanic extract at 2,000 and 4,000 pl I'* inhibited Xap y Pc.

Another investigation phase was the fractionation of the ethanolic extract,
due to this extract showed the higher activity at low doses, this activity was
fungistatic. The fractionation was by column chromatography with gel of silice.
The eluted system was hexane: ethyl acetate: methanol (10-0:0-10:5-5). Twenty
nine fractions were obtained. The fractions were evaluated on microdilution test

for antifungal activity.

Bioassay of fractions at 500; 1,000 and 2,000 pl I'* on F. oxysporum were
on 96-multiwell microdilution plates, with liquid media RPMI 1640 with MOPS,
taking into account to increase or to decrease of the absorbance (545-630 nm)
by 24, 48 and 72 h as F. oxysporum growth rate. The highest inhibition of growth
rate was obtained with fractions 22 and 23 using as solvents hexane:ethyl

acetate (3:7). The results showed 7.5 and 7.3 times more than the control.

The antifungal compounds of fraction 22 were characterized by Analysis

of Infrared spectra (FT-IR), the fraction showed intensity high and medium of



bands in relation to functional groups carboxyl and alkane. Also was carried out
GAS chromatography with Mass detector of fraction 22. Constituent of fraction
was Bicycle [1.6.0] 3(1,2-penten-ic acid) decane / Bicycle [1.6.0] 3(2,3-penten-ic
acid) decane. With a molecular formula as C15 Hz4 O, and a molecular weight of

236, this compound has not previous report for F. cernua.
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INTRODUCCION

Las especies vegetales presentan una gran diversidad de metabolitos
secundarios, que aunque no participan en las funciones esenciales de las
plantas, cumplen funciones de defensa contra predadores y patdgenos.
También actian como agentes alelopéaticos o para atraer a polinizadores y
dispersores de semillas (Dorman y Deans, 2000; Domingo y Lépez-Brea, 2003;
Vivanco et al, 2005; Field et al., 2006). Por lo que el estudio de las plantas y sus
metabolitos secundarios constituyen un valioso campo de estudio para realizar
investigacion cientifica concerniente a la actividad bioldgica de dichos
metabolitos que contribuya a lograr la explotacion racional y preservacion de

especies vegetales (Field et al., 2006).

La especie Flourensia cernua DC. se encuentra ampliamente distribuida
en el Desierto Chihuahuense habitando en nueve estados de la Republica

Mexicana y el Sureste de Estados Unidos (Korthuis, 1988).

Las primeras investigaciones sobre F. cernua iniciaron cuando se le
encontr6 como maleza invasiva en areas de pastizales destinadas a la
ganaderia (Cavazos, 1984; Diaz, 1985). Su uso como forraje no era factible

porque se observd que los rumiantes hacian un uso limitado de las hojas de F.



cernua por su baja palatabilidad, y que el consumo prolongado de sus hojas
provocaba mortalidad de ovejas (Fredickson et al., 1994; King et al., 1996). Con
el fin de conocer los componentes de hojasén relacionados con la toxicidad
hacia el ganado y poder contrarrestar sus efectos, se observé que lavando las
hojas con etanol, el consumo de estas se vi6 favorecido (Estell et al., 1994). Se
caracterizaron mas de 60 aceites volatiles presentes en las hojas de hojasén
(Tellez et al., 1997) por CG-MS, los cuales se continuaron evaluando en forma
individual para determinar su influencia en la alimentacion de ovejas (Estell et

al., 1998; Estell et al., 2002; Estell et al., 2005).

Los compuestos de las hojas de F. cernua han mostrado actividad
biologica diversa. Tellez et al. (2001) realizaron evaluaciones de extractos de
esta especie obtenidos por agitacion mecénica y extraccion secuenciada con
tres disolventes de polaridad variable sobre termitas y hongos del género
Colletotrichum. Todos los extractos presentaron efecto inhibitorio, sin embargo
no se analiz6 cual fue el mas efectivo, también evaluaron aceites obtenidos por
arrastre de vapor de los extractos, encontrando mayor inhibicibn. Gamboa et al.
(2003) utilizaron el método de extraccion por soxhlet para la obtencion de
extractos metanodlicos que fueron evaluados sobre el patégeno de suelo
Rhizoctonia solani y el alga fitopatogena Phytophthora infestans, las dosis
requeridas para 86 % de inhibicién de los patégenos fueron 20,000 pl I'*. Jasso
de R. et al. (2007) evaluaron el extracto etandlico de F. cernua obtenido por

agitacion mecanica sobre los hongos fitopatbgenos Rhizoctonia solani,



Fusarium oxysporum y Alternaria sp., reportando inhibicion total a 1500 pl I'*. En
base a su polaridad, el efecto fitotoxico se encontrd en extractos de éter (Dayan
y Tellez, 1999) y se logré caracterizar los siguientes compuestos: Flourensadiol,
metil orselinato y acido dehidroflourénsico como los compuestos que le

confieren la actividad fitotoxica (Mata et al., 2003).

En una investigacion de caracter general se debe seleccionar la mayor
diversidad de organismos indicadores posibles, para determinar el efecto que
los metabolitos secundarios de una especie vegetal puedan tener sobre ellos.
Es importante identificar la presencia o ausencia de sustancias con algun tipo
de actividad insecticida, alelopatica o antimicrobiana, y caracterizar los
compuestos que puedan tener potencial de aprovechamiento comercial de la

especie vegetal estudiada (Duke et al., 2000).

Basandose en los resultados de evaluaciones anteriores de Flourensia

cernua DC., se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la actividad biolégica de Flourensia cernua, al evaluar diferentes
extractos sobre insectos, hongos, alga y bacterias fitopatdégenos. Fraccionar y

caracterizar los compuestos que le confieren dicha actividad.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener extractos de hojas de Flourensia cernua DC con cuatro solventes de

diferente polaridad para evaluar su posible actividad biol6gica sobre:

a.

Insectos; Brevycorine brassicae, Sitophilus oryzae, y Phthorimaea

operculella.

Bacterias fitopatdégenas; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,

Pectobacterium carotovora pv. atroseptica y Pseudomonas cichorii.

Hongos de postcosecha; Alternaria alternata, Colletotrichum
gloesporioides y Penicillium digitatum sobre patégenos de suelo:
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani AG5 y 1D y sobre el alga

Phytophthora capsici.

2. Efectuar la fraccionacién del extracto con mayor actividad bioldgica,

utilizando cromatografia de columna.

3. Evaluar la actividad biol6gica de las fracciones sobre el organismo que

presente mayor respuesta a los extractos.



4. Elucidar la estructura del compuesto presente en la fraccion de mayor
actividad por Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR) y por Cromatografia de

gases acoplado a detector de MASAS.



REVISION DE LITERATURA

La especie bajo estudio es un miembro de la familia Compositae,

Asteraceae, pertenece al género Flourensia.

GENERO Flourensia

Blake (1913), describe 23 especies del género Flourensia, nueve
mexicanas y 14 sudamericanas; Correl y Johnston, (1970), indican que
Flourensia es un género de 24 especies distribuidas en Norteamérica y
Sudamérica; Dillon (1976), reporta dos nuevas especies de este género

encontradas en el estado de Chihuahua (Flourensia pulcherina y F. monticola).

Flourensia cernua

La especie Flourensia cernua Dc. es comunmente conocida con varios
nombres. En México se le llama: hojasén, Hojas de Sen, arbusto de alquitran y
escobilla negra (Arredondo, 1981). Los nombres que se le da en los Estados
Unidos de Norteamérica son: tarbush, american brush, black brush, barnish-
brush y hojasen (Benson y Darrow, 1981; Correl y Johnston, 1970; Gay et al;

1970; Vines, 1960).



DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es un arbusto nativo perenne, ecolégicamente dominante y ampliamente
distribuido en las zonas semiaridas en el desierto chihuahuense. En México se
encuentra en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon,
Durango, San Luis Potosi, Zacatecas, México, D. F. (Vines, 1960; Muller, 1940;
Miranda y Hernandez, 1963; Marroquin et al., 1964; Rzedowski, 1978; Briones
y Villarreal, 2001). En los Estados Unidos de Norteamérica se localiza en el

Oeste de Texas y Sur de Nuevo México y Arizona (Vines, 1960).

Se encuentra en altitudes que van de los 1000 a 2000 msnm (Gay, et al;
1970), sin embargo, Arredondo (1981); Silva (1980) mencionan que la altitud

predominante son los 1900 msnm y pendientes del 1 al 6%.

Puede considerarse invasiva en pastizales del desierto (Cavazos,

1984; Diaz, 1985), particularmente durante la sequia.

CARACTERISTICAS BOTANICAS

F. cernua es un arbusto muy ramificado de 1 a 2 m de altura que exuda
una sustancia resinosa con olor a alquitran (Correl y Johnston, 1970). La planta
tiene ramas delgadas, resinosas, color café a gris (Vines, 1960) con hojas

alternas, compuestas de dos foliolos, elipticas a oblongas de 17 a 25 mm de



largo y 6.5 a 11,5 mm de ancho, agudas a ambos lados, has verde oscuro y a
veces resinoso, envés mas palido y peciolo de 1-2,5mm (Correl y Johnston,
1970). Las flores son cabezuelas en corimbos o paniculas y presentan de 12 a
20 flores por cabezuela (Vines, 1960). El fruto es un aquenio muy velloso de 6
mm de largo y 2 mm de ancho, lateralmente comprimido, de 2 a 4 aristas
desiguales y ciliadas de 2-3 mm de largo, casi obscurecidas por los largos del
aguenio, el sistema radical es pivotante de color café oscuro, de consistencia

lefiosa y poco flexible.

USOS

El hojasén es una planta del desierto que tiene diversos usos: para
cercas vivas y proteccion de cultivos, para la construccion de techos y paredes.
En la medicina tradicional se usa contra la indigestion y problemas

gastrointestinales.

ESTUDIOS PREVIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Actividad insecticida

Reticulitermes es un género de insectos considerados como plaga

urbana, que consume madera humeda, pertenece al Orden Isoptera, familia

Rhinotermitidae, comdnmente denominadas termitas. Tellez et al. (2001)

evaluaron extractos de F. cernua obtenidos por extraccidon secuenciada con



solventes de distinta polaridad (hexano, éter y etanol) para determinar su efecto
en la alimentacion y mortalidad de termitas de este género, todos los extractos

tuvieron efecto de mortalidad de termitas.

Actividad Antifungica

Se realizo la extraccion de compuestos de hojas de F. cernua por medio
de agitacion mecéanica a 150 rpm con solvente de baja polaridad hexano,
posteriormente las hojas se secaron y reutilizaron con éter y sucesivamente con
etanol. Los extractos y sus aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor
de cada uno de los extractos, se evaluaron sobre especies del género
Colletotrichum, en placas de cromatografia de capa fina que contenian a los
extractos, para lo cual las placas se asperjaron con conidios de las especies del
hongo y se midi6 las zonas de inhibicion. Los extractos y sus aceites inhibieron
al hongo, en mayor medida los aceites del extracto etandlico que estaban

conformados en mas de 79.1 % por sesquiterpenoides (Tellez et al., 2001).

Por otra parte, se evaluaron soluciones de extractos de hojasén
obtenidos con metanol contra Rhizoctonia solani, el extracto mostro
propiedades antifingicas a concentraciones altas, puesto que requirio de
20,000 pl I'* para inhibir en 86.2 y 84.7 % a R. solani a 48 y 96 h
respectivamente, el rango de concentraciones requeridas pudo ser debido a

gue el método de extraccion por Soxhlet involucra altas temperaturas y algunos



10

de los compuestos que poseen la mayor actividad antifiungica se perdieron en el

proceso de extraccion (Gamboa et al., 2003).

Infusion de F. cernua evaluada a una concentracion de 10 % sobre F.
oxysporum, mostré solo 53.7 % de inhibicidn micelial (Lopez-Benitez et al.,
2005), lo que muestra que los compuestos que tienen la actividad antifingica no

son tan polares como el agua.

Extracto etanodlico de F. cernua procesado por agitacion mecanica fue
evaluado sobre Alternaria sp, R. solani y Fusarium oxysporum, la inhibicion total
de los microorganismos se dio a concentraciones de 1500 pl I'* (Jasso et al.,

2007).

Actividad fitotéxica

La planta de hojasén posee actividad fitotoxica, como se demostro en
evaluaciones de extractos obtenidos secuenciadamente con hexano, éter y
etanol. Los extractos se evaluaron en placas de 24 pocillos a concentraciones
de 0.03, 0.1, 0.3 y 1 mg ml™ sobre el pasto Agrostis stolonifera cv. penncross y
el cultivo Lactuca sativa cv. Iceberg, el extracto de éter presentd actividad
fitotoxica desde 0.3 mg ml™?, el extracto etanélico no mostré efecto fitotdxico.
Para verificar que la actividad fitotoxica se mantenia aplicado a suelo, el
extracto de éter se mezcl6 con suelo a razén de 0.1, 0.3y 1 mg g™ de suelo,

para determinar la dosis-respuesta sobre las malezas; monocotiledonea
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Cyperus esculentus L. y la dicotiledonea Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby,
el extracto de éter afecto largo de raiz de ambas malezas desde 0.3 mg g* de

suelo (Dayany Tellez, 1999).

Posteriormente, Mata et al. (2003) fraccionaron extracto de F. cernua
obtenido por maceracion con metanol y cloruro de metileno en proporcion 1:1,
evaluaron las fracciones obtenidas sobre las malezas Amaranthus
hypocondriacus y Echinochloa crusgalli, las fracciones que mostraron la
actividad fitotéxica fueron eluidas con hexano:acetato de etilo en proporciones

(9:1, 7:3 y 6:4).

Estudios de caracterizacién quimica

Se realizé perfil de aceites esenciales presentes en las hojas de F.
cernua por cromatografia de gases y espectro de masas, con el fin de
caracterizar los compuestos responsables del bajo consumo de este arbusto
por parte del ganado y su posible toxicidad, se caracterizaron cerca de 100

compuestos (Tellez et al., 1997).

Se han realizado evaluaciones de los aceites de F. cernua
caracterizados y encontrados en altas proporciones para determinar su rol en la
ingesta de nutrientes en ovejas, el sesquiterpenoide oxido caryophyllene y el
monoterpenoide camphene afectaron el consumo de alfalfa al ser tratada con

estos compuestos, también se descartd que los monoterpenoides myrcene y
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beta-pinene tuvieran alguna influencia en la ingesta de forraje (Estell et al.,

2002)

Tellez et al. (2001), realizaron analisis por cromatografia de gases y
cromatografo de masas de aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor
de extractos hexanicos, etéreos y etandlicos de F. cernua, para conocer los
componentes quimicos que poseen, con hexano se liberaron en mayor
proporcion monoterpenoides, con éter y etanol monoterpenoides vy
sesquiterpenoides, obteniendo con el etanol mas de 79.1% de proporcion del

area total como sesquiterpenoides.

Mata et al. (2003), aislaron los compuestos: flourensadiol, acido
dehidroflourénsico y metil orsellinato como responsables de la actividad
fitotoxica de extracto de F. cernua obtenido con mezcla de metanol y cloruro de
metileno en proporcién (1:1), fraccionado con gradiente de hexano: acetato de

etilo: (9:1, 7:3y 6:4).
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Resumen. Se evalud el efecto de extractos de hojas frescas de Flourensia
cernua sobre la inhibicibn micelial y la esporulacion de los patdégenos de
postcosecha Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium
digitatum. Los extractos fueron obtenidos con metanol:cloroformo 1:1, y por
extraccidn sucesiva con hexano, éter dietilico y etanol. Las concentraciones
evaluadas fueron 500, 1000, 2000 y 4000 mg/L en medio de cultivo PDA. Los
grupos funcionales en los extractos fueron identificados por espectroscopia por
la técnica de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR). El rendimiento de
resina mas alta (19.1%) fue obtenido con metanol:cloroformo. La inhibicién
micelial en A. alternata fue mejor con las fracciones de hexano (91.9%) vy

metanol:cloroformo (88.4%) ambas a la concentracion de 4000 mg/L. Mientras
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que C. gloesporioides y P. digitatum fueron inhibidos en un 93.4% y 94%,
respectivamente, a partir de la concentracién de 500 mg/L de la fraccion de
etanol, en todos los casos el efecto fue fungistatico. No se observé produccion
de conidios de A. alternata con los extractos de etanol a 4000 mg/L y
metanol:cloroformo a 2000 y 4000 mg/L, respecto a C. gloesporioides, también
el extracto etandlico desde la concentracion de 2000 mg/L fue el que provoco
menor produccién de conidios; en cuanto a P. digitatum, los cuatro extractos
provocaron disminuciéon del niumero de conidios aunque no hubo diferencia
estadistica entre ellos. En general, el extracto etandlico fue el mas eficiente
para inhibir micelio y afectar produccién de conidios de C. gloesporioides y P.
digitatum. Los espectros de FTIR de los extractos mostraron que las fracciones

tienen los mismos grupos funcionales pero en distinta proporcién.

Palabras clave adicionales: Hojasén, extractos vegetales, antifungico,

antiesporulante.

Abstract. In this work fresh leaf extracts from Flourensia cernua were evaluated
against mycelial inhibition and sporulation of postharvest pathogens Alternaria
alternata, Colletotrichum gloeosporioides, and Penicillium digitatum. The
extracts were obtained with methanol:chloroform (1:1), and sequential
extractions with hexane, diethyl ether, and ethanol. The evaluated
concentrations were 500, 1000, 2000 and 4000 mg/L in culture media PDA.
Functional groups of the extracts were identified by FTIR. The highest resin yield

(19.1%) was obtained with methanol:chloroform. Mycelial inhibition of A.
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alternata was best with the fractions of hexane (91.9%) and
methanol:chloroform (88.4%) both at 4000 mg/L concentration, whereas C.
gloesporioides and P. digitatum were inhibited 93.4% and 94%, respectively,
from 500 mg/L concentration of ethanol fraction. All extracts showed fungistatic
effect. A. alternata not sporulated by effect of ethanol extract at 4000 mg/L
concentration and methanol:chloroform at 2000 and 4000 mg/L concentrations,
respect to C. gloesporioides, too, ethanolic extract since 2000 mg/L
concentration was lowest conidia production, all extracts decreased P. digitatum
conidia number, but were not statistical different. In general, the ethanolic
extract was the most efficient for mycelial inhibition and to affect conidial
production of two of three pathogens tested. The extracts FTIR spectra showed

that the fractions have the same functional groups but at different ratio.

Additional keywords: Tarbush, vegetal extracts, antifungal, antisporulation.

El control de hongos fitopatdégenos, actualmente requiere de aplicar técnicas
alternativas, pues el manejo tradicional con agroquimicos sintéticos ha
ocasionado diversos problemas como son: toxicidad a los usuarios (Whalen et
al., 2003), detencién de exportaciones por residuos en producto de consumo y
dafios al medio ambiente (Ramirez-Legarreta y Jacobo-Cuellar, 2002) asi como
afectacion de organismos benéficos (Anderson et al., 2003). Otro aspecto
importante es que los microorganismos fitopatdégenos han generado resistencia
al ingrediente activo de algunos fungicidas sintéticos (Cooke et al., 2003;

Leroux, 2003) como respuesta a la presion de seleccion por las altas dosis y
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continuas aplicaciones de los agroquimicos, ocasionando grandes pérdidas
econdmicas. Una alternativa econdémica y eficiente para el control de
enfermedades, es el uso de los productos naturales derivados de las plantas
(Montes, 2000; Montes y Figueroa, 1995; Wilson et al.,, 1999), no afectan el
medio ambiente ya que sus residuos son faciles de degradar, son potenciales
de utilizar en el control de patégenos de productos agricolas en postcosecha y
permiten la obtencién de productos agricolas con calidad de exportaciéon
(Wilson et al., 1994). De los hongos que afectan en postcosecha, existen tres
de gran importancia; Alternaria alternata que afecta frutos de tomate en campo
y en postcosecha, puede comportarse como oportunista o infectar por si solo,
sus lesiones iniciales aumentan cubriendo el fruto con un moho negro (Rotem,
1994); Colletotrichum gloesporioides es el principal género causante de
antracnosis en la mayoria de los cultivos en el mundo, es uno de los principales
problemas de tomates destinados a la industria de conservacion, causa
manchas hundidas recubiertas de pustulas de color rosa, anaranjado o
negruzco en frutos de tomate (Messiaen et al., 1995), en citricos, el moho verde
causado por Penicillium digitatum constituye el problema mas grave,
responsable de mas del sesenta por ciento de pérdidas ocasionadas por
hongos en frutos conservados en refrigeracién (Tuset, 2000). Los extractos
vegetales, se han se han empleado desde tiempos remotos, principalmente en
el ambito medicinal para el control de enfermedades y recientemente en el
entorno agricola contra insectos e incluso en el control de algunos
microorganismos fitopatégenos, sin definir en algunos casos cual es su principio

activo (Lagunes et al., 1984). En México existe un gran numero de especies
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vegetales ampliamente distribuidas, que pueden ser evaluadas desde el punto
de vista fitoquimico para determinar su actividad biolégica sobre hongos
fitopatdégenos, como es el caso de Flourensia cernua DC (hojasén), la cual es
muy abundante en las zonas aridas y semiaridas de México y de la que se han
reportado efectos de inhibicidén sobre Rhizoctonia solani Kihn y Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary con extractos metandlicos (Gamboa et al., 2002), asi
como de Colletotrichum spp., con extractos hexanicos y contra termitas con
extractos hexanicos, de éter dietilico y etandlicos (Tellez et al., 2001). Los
objetivos del presente estudio fueron: a) Probar el efecto inhibitorio de cuatro
extractos de F. cernua in vitro en el desarrollo micelial y formacién de conidios
de tres hongos que afectan a frutos en postcosecha: Alternaria alternata
(Fr.:Fr.) Keissl., Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. y
Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., y b) Identificar en forma preliminar, los

grupos funcionales de compuestos presentes en los diferentes extractos.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material vegetal. La colecta de las hojas de F. cernua (hojasén),
se llevdo a cabo en un sitio con gran abundancia de arbustos, en el ejido
Guadalupe Victoria, Municipio de Saltillo, por la carretera 54 a Zacatecas,
tomando plantas de una altura de 50 a 60 cm, con un diametro de tallos de 5-6
cm, de las cuales se cortaron ramas de 10 a 12 cm con la mayor cantidad de
hojas; el material cortado se depositd en bolsas de plastico para su traslado al

laboratorio y fue colocado en un cuarto frio (4°C), las hojas se separaron de los
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tallos, las cuales se guardaron en bolsas de polietileno en un congelador a —
18°C hasta su extraccion.

Obtencién de extractos y rendimiento de resina. Este proceso se llevd a
cabo utilizando 460 g de hojas con 2.5 L de disolvente en frascos de 4 L color
ambar, los que se agitaron mecanicamente a 150 rpm en un baio de agitacion
marca Brickman durante 22 h a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), para ello se
realizd una extraccién secuenciada con hexano, éter dietilico y etanol (Téllez et
al., 2001). Por otra parte, de otra cantidad igual de hojas (460 g), se realizé la
extraccion con la mezcla de metanol-cloroformo (1:1), bajo las mismas
condiciones de agitacion y temperatura. Al término de las extracciones, se filtrd
el extracto sobre papel Whatman No. 1y se separo el disolvente de la resina en
un rotavapor marca Buchii. El rendimiento de resina fue determinado
gravimetricamente a 65°C.

Obtencién de cepas de microorganismos. De frutos de tomate se aislé A.
alternata y C. gloeosporioides, y de naranja se obtuvo P. digitatum, el
crecimiento se realiz6 sembrando material vegetal infectado en medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA Bioxon), posteriormente se aislaron por punta de hifa
(Chairman et al., 1978), se identificaron con apoyo de las claves de Rotem
(1994), Messiaen et al. (1995) y se conservaron a temperatura de 27°C por un
periodo de cuatro dias, tiempo de crecimiento estandar para realizar la siembra
del in6culo en medio envenenado para la evaluacion antifungica.

Bioensayo por medio envenenado. Se realiz6 agregando la cantidad
requerida de extracto en el medio de cultivo PDA para obtener las

concentraciones de 500, 1000, 2000 y 4000 mg/L de cada uno de los extractos,
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y un testigo absoluto con solo medio de cultivo, el cual se vacié en cajas Petri y
se dej6 por un periodo de 4 h en camara de flujo laminar para permitir que el
medio PDA gelificara sin contaminarse, después se inocularon las cajas Petri
con el medio, colocando al centro una porcion de la cepa de 0.45 cm de
diametro proveniente de cepas de cuatro dias de desarrollo de Ilos
microorganismos bajo estudio.

Efecto en inhibicion micelial y esporulacion. Las lecturas de crecimiento
micelial fueron diarias por un periodo de siete dias. El por ciento de inhibicién
se determindé en base al crecimiento diametral de los hongos y al testigo
absoluto, tomando dos lecturas en cruz por cada caja Petri; ademas, se
tomaron datos del numero de conidios a los siete dias de la inoculacién, tanto
en los tratamientos como en el testigo, utilizando para ello una camara de
Neubauer (Hemacitdmetro Hausser Scientific).

Efecto fungistatico. Para definir el efecto fungistatico, se tomdé micelio de los
tratamientos donde se presentd una inhibicion del desarrollo del
microorganismo por arriba del 50% a los cinco dias de cada bioensayo, y se
sembrd por punta de hifa en medio no envenenado, para observar posible
desarrollo.

Disefio experimental. Para cada microorganismo se evalu6 el efecto de las
resinas de F. cernua de los cuatro extractos, con cuatro concentraciones y un
testigo absoluto (PDA), teniendo cuatro repeticiones para cada concentracion,
constando cada caja Petri como repeticidon. El analisis de los datos se realizd
mediante un disefio de parcelas divididas AxB (Little and Hills, 1989); donde “A”

fue el efecto de los extractos y “B” representé el efecto de las concentraciones,
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la comparacion de medias se realiz6 con DMS a 0.01 nivel de confianza usando
el paquete estadistico SAS version 6.12 (SAS Institute, Inc., 1996).

Espectroscopia de los extractos. Los espectros de infrarrojo de extractos
fueron obtenidos por espectroscopia por transformadas de Fourier (FTIR). Los
extractos fueron disueltos en cloroformo seco y un delgado film de la solucion
fue colocado en cristales de bromuro de potasio. Estos fueron analizados con
un aparato FTIR Nicolet Magna 550, con una resolucién de 4 cm™ y 25 scans
de barrido. Las bandas seleccionadas de los espectros fueron analizadas para

evaluacion preliminar de la composicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extractos. La mayor cantidad de resina se obtuvo con el
extracto de metanol:.cloroformo 1:1 (Cuadro 1), si bien, no se ha reportado
extraccion de F. cernua con esta mezcla, existen reportes de que metanol y
cloroformo por separado, extraen mayor cantidad de resina de Larrea tridentata
que con el etanol grado absoluto (Lira-Saldivar et al., 2003). Por otra parte, los
resultados de la extraccion secuenciada en nuestro estudio, muestran mayores
rendimientos que las resinas obtenidas por Téllez et al. (2001).

Inhibicidn micelial. A. alternata. Los valores de inhibicion micelial promedio de
los extractos de metanol:cloroformo (1:1), hexano y etanol fueron los mas
eficientes estadisticamente (LSD P<0.07), con un promedio de 82.0, 81.6 y
80.3% respectivamente, siendo el de éter el menos eficiente con un promedio
de 67.6% (Fig. 1A). Por otro lado, la mayor inhibicién micelial observada fue de

919 y 88.4%, las que se presentaron con los extractos hexanico y el de
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metanol.cloroformo ambos a 4000 mg/L, respectivamente. Estos resultados
coinciden con los obtenidos con extractos de Larrea tridentata, los cuales fueron
extraidos con cloroformo, etanol y metanol, en donde se evaluaron
concentraciones similares a las de este trabajo, y a una dosis mayor de 8000
mg/L, la cual inhibi6é el crecimiento micelial de otra especie de Alternaria (A.
solani) en un 100% (Saldivar et al., 2003). C. gloesporioides. Las
concentraciones de 500 mg/L de los extractos hexanico, metanol:cloroformico y
etéreo, inhibieron en menos del 60% el crecimiento micelial de C.
gloesporioides (Fig. 1B); sin embargo, el analisis estadistico revelé que el
extracto etandlico presentd la mayor inhibicion de 92.9% a 500 mg/L y fue el
mas eficiente con 85.8% de inhibicion promedio, seguido por la concentraciéon
de 4000 mg/L del extracto metanol:cloroformico 1:1 expres6é un 90.95% de
inhibicion micelial, el menor efecto se presentd con el éter, con 53.63% de
inhibicion promedio, estos resultados difieren de los obtenidos por Téllez et al.
(2001) quienes evaluaron extractos de F. cernua sobre C. gloesporioides, y
reportan que el extracto de éter presentd las mayores zonas de inhibicion en
bioensayos en placas de cromatografia de capa fina a dosis de 10 a 400 ug; el
etanol por su parte inhibié unicamente a dosis de 400 ug, aunque a esta dosis
la diferencia de inhibicion fue poca, 10 mm para el extracto de éter y 9.7 mm
para el de etanol, esta diferencia puede ser debida a que el método de los
bioensayos fue distinto, pues en este estudio se utilizd un medio de cultivo
propicio para el crecimiento del hongo, que permiti6 comparar el desarrollo del
hongo sin tratar y el tratado. P. digitatum. El extracto mas eficiente para inhibir

el micelio de este moho verde, es el etandlico, con un promedio de inhibiciéon de
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95.8% (Fig. 1C), siendo el extracto de hexano el menos eficiente con 65.0%. La
mayor inhibicién se logré con el extracto etandlico desde 500 mg/L (94.2%) a
4000 mg/L (96.3%), variando esta de 94.21 a 96.34%, siendo los resultados
estadisticamente iguales. Estos resultados concuerdan con evaluaciones de
extractos etandlicos de semillas y hojas de huamuchil [Pithecellobium dulce
(Roxb.) Benth.] que fueron eficientes contra Penicillium sp., sobre todo en los
extractos de hojas y semillas de plantas bajo estrés. (Bautista-Banos et al.,
2003), por lo cual se puede senalar que la alta polaridad del etanol, permite
extraer compuestos que inhiben el micelio de Penicillium.

Efecto fungistatico. Las siembras por punta de hifa en medio de cultivo PDA,
provenientes de cajas Petri con medios envenenados, que inhibieron en
diferente grado a los tres hongos bajo estudio, se desarrollaron normalmente, al
igual que el testigo, alcanzaron un crecimiento diametral de 7.3 cm a los seis
dias en el caso de C. gloesporioides y a los siete dias en caso de A. alternata'y
P. digitatum, lo que confirma que el efecto de los cuatro extractos de F. cernua
es fungistatico.

Actividad antiesporulante. A. alternata. Los extractos que produjeron menor
numero de conidios de A. alternata respecto al testigo (Cuadro 2), fueron el
etanol y metanol:cloroformo 1:1 (P<0.017), sin embargo no se observo desarrollo
de conidios con las concentraciones de 2000 y 4000 mg/L del extracto
metanol:cloroformo 1:1, y a 4000 mg/L del extracto etandlico (Cuadro 3), esto
pudo ser debido a que estos dos extractos presentaron la mayor inhibicién
micelial, por lo que es de esperarse que al haber menor cantidad de micelio, la

produccion de conidios también fuera menor; por otro lado, el extracto de éter
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no afectd la esporulacién, y un comportamiento inesperado se tuvo con el
extracto hexanico, que habia sido eficiente para inhibir el micelio de este hongo,
al inducir mayor produccion de conidias que el testigo a las concentraciones de
500, 1000 y 2000 mg/L (Cuadro 3), al respecto, se ha observado que algunas
fuentes de carbono utiles para la esporulacion de ciertos hongos, afectan la
reproduccion de otros y no necesariamente incrementan el crecimiento micelial
(Greene y Barnett, 1951). C. gloesporioides. La produccion de conidios de este
hongo se vio mas afectada por el extracto etandlico (Cuadro 3) a las
concentraciones de 2000 y 4000 mg/L, y en el comportamiento promedio por
extracto, los mejores fueron el extracto etandlico y el extracto de
metanol.cloroformo a todas sus concentraciones (Cuadro 3), estos mismos
extractos presentaron la mayor inhibicion micelial del hongo, el extracto
hexanico igual que para A. alternata aunque en menor proporcion, estimuld
mayor formacién de conidios de C. gloesporioides a la concentracién de 500
mg/L; por su parte, el extracto de éter también indujo al hongo a producir mayor
numero de conidios en comparacion al testigo, Bautista-Bafios et al (2002)
reportan inhibicién total de esporulacion de C. gloesporioides con cinco
extractos acuosos evaluados en proporcion 10:4 v/iv en PDA.

P. digitatum. Por lo que corresponde al efecto de los extractos de F. cernua en
la produccion de conidios de P. digitatum, los cuatro extractos afectaron la
esporulacion, aunque no hubo diferencia estadistica entre ellos y entre sus
concentraciones (Cuadro 2), al respecto el extracto etanolico de Allium sativum
fue evaluado para inhibir desarrollo de P. digitatum sobre naranjas variedad

Valencia; no fue muy efectivo cuando se utilizé solo, pero a la concentracién de
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1.0 % + 0.1 % de aceite comestible inhibié en un 100 % la germinacién de
conidios (Obagwu and Korsten, 2003). Por lo anterior, es conveniente
considerar realizar mezclas de los extractos mas potenciales para evaluar un
posible sinergismo en el control de estos patégenos. En forma general, la
investigacion del control de estos tres patdogenos de postcosecha ha sido
enfocada a evaluar el efecto de compuestos de origen natural tanto in vitro
como en frutos inoculados, en este tépico, se han evaluado compuestos de
origen natural como el quitosano (Hernandez-Lauzardo et al., 2005), el cual
resultd efectivo a 2.5% para inhibir esporulacion, crecimiento vegetativo y
germinacién de esporas de A. alternata (Sanchez-Dominguez et al., 2005),
algunos agentes de control bioldgico inoculados a frutos han resultado muy
efectivos, Bacillus subitilis disminuy6 severidad de C. gloesporioides en frutos
de mango (Carrillo-Fasio et al., 2005). Por otra parte, los agentes de control
bioldgico requieren condiciones Optimas de temperatura y humedad para su
desarrollo y accion antagonica, lo que puede restarles efectividad, por lo que
extractos de origen vegetal efectivos en el control de patégenos de postcosecha
pueden ser integrados. Los resultados obtenidos en este estudio nos dan la
pauta para continuar evaluando los extractos etandlico y de metanol:cloroformo
en el control de estos patégenos en bioensayos in vivo.

Espectroscopia de infrarrojo. Los resultados de infrarrojo (Fig. 2) manifiestan
que los cuatro extractos tienen el mismo tipo de grupos funcionales: hidroxilo,
carbonilo, amina e hidrocarbonos pero en diferente proporcion. Esto sugiere
que la composicion y los compuestos especificos tienen mas efecto en cada

hongo. En general los seriales corresponden a hidroxilo, alquenos, aromaticos,
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aminas y aldehidos, pero se requiere un analisis detallado para determinar los

compuestos quimicos determinados.

CONCLUSIONES

Los cuatro extractos de F. cernua presentaron efecto de inhibicion micelial de
Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium digitatum,
aunque no todos afectaron la esporulacion de estos patdgenos, los extractos
mas eficientes para inhibir esporulacion de Alternaria alternata y Colletotrichum
gloeosporioides fueron el etandlico y el de metanol:cloroformo, este ultimo
extracto obtuvo el mayor rendimiento de resina. Los extractos presentaron

mismos grupos quimicos, pero en distinta proporcién.
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Cuadro 1. Rendimiento de resinas extraidas de hojas de Flourensia

cernua con cuatro solventes.

Solvente Peso de Hojas Peso seco
en fresco de resina Rendimiento
(9) (9) (%)
MeOH:CHCI; 460 87.8 19.1
(1:1)
Hexano 460 26.6 5.8
Eter 460 44.2 9.6

Etanol 460 37.8 8.2

30
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Cuadro 2. Comparacion entre cuatro extractos de Flourensia cernua DC y entre

cuatro concentraciones, sobre esporulacion de tres patdégenos de postcosecha.

Extractos Alternaria Colletotri_cﬁum Pe'ni'cillium
alternata gloesporioides digitatum

Solvente

EtOH 0.93* b? 550" ¢ 0.24* a

MeOH:CHCI; 026 b 5.76 c 0.18 a

Hexano 4.40 1.77 b 0.19 a

Eter 333 a 929 a 024 a

Concentracion

(ppm)

0 3.13 a 8.07 a 0.61 a
500 278 ab 7.82 a 013 b
1000 266 ab 7.31 a 013 b
2000 1.63 ab 6.39 b 011 b
4000 094 b 5.80 b 0.08 b

“Expresado en 1.0 x 10° conidios/ml
Y Expresado en 1.0 x 10° conidios/ml

? Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (LSD, P<0.07)
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Cuadro 3. Numero de conidias/ml de tres patégenos de postcosecha por efecto

de cuatro extractos de Flourensia cernua DC a cuatro concentraciones.

Alternaria Colletotrichum Penicillium
Solvente Concentracion  alternata gloesporioides digitatum
Testigo 0 3.13 & 8.07 a 0.61* a
EtOH 500 ppm 006 b 744  ab 019 b
EtOH 1000 ppm 081 b 642 b 013 b
EtOH 2000 ppm 013 b 344 ¢ 013 b
EtOH 4000 ppm 0.00 b 186 ¢ 006 b
Testigo 0 3.13 a 8.07 a 0.61 a
MeOH:CHCI; 500 ppm 011 b 583 b 019 b
MeOH:CHCI; 1000 ppm 003 b 544 b 013 b
MeOH:CHCI; 2000 ppm 0.00 b 547 b 006 b
MeOH:CHCI; 4000 ppm 0.00 b 546 b 0.00 b
Testigo 0 3.13 abc 8.07 ab 0.61 a
Hexano 500 ppm 744 a 9.13 a 0.00 b
Hexano 1000 ppm 6.50 ab 781 abc 013 b
Hexano 2000 ppm 3.13 bc 7.01 bc 013 b
Hexano 4000 ppm 0.75 ¢ 6.29 C 013 b
Testigo 0 3.13 a 8.07 b 061 a
Eter 500 ppm 350 a 8.89 a 013 b
Eter 1000 ppm 331 a 957 a 013 b
Eter 2000 ppm 325 a 9.62 a 013 b
Eter 4000 ppm 3.00 a 9.60 a 013 b

“Expresado en 1.0 x 10° conidios/ml
Y Expresado en 1.0 x 10° conidios/ml
% Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (LSD, P<0.07)
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Fig. 1. Porcentaje de inhibicion micelial de cuatro extractos de Flourensia
cernua DC a cuatro concentraciones sobre tres patégenos de
postcosecha. A) Alternaria alternata, B) Colletotrichum gloesporioides y C)
Penicillium digitatum. " P <0.01 (LSD).
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Figura 2. Resultados de espectrofotometria de infrarrojo por transformadas de
Fourier de extractos de Flourensia cernua DC extraidos con cuatro

solventes de polaridad variable.
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ABSTRACT

Extracts from Flourensia cernua DC, were obtained with methanol:chloroform
(1:1) and sequential extraction with hexane, diethyl ether, and ethanol to
evaluate the inhibition effect on mycelial growth of soil pathogens Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani and Phytophthora capsici, also the effect of
extracts on spore inhibition of Fusarium oxysporum. The evaluated
concentrations were 500; 1,000; 2,000 and 4,000 pl I with a control of PDA as
culture media. Functional groups in the extracts were identified by FTIR. The
highest resin extraction (19.17 %) was obtained with methanol:chloroform
mixture. Mycelial inhibition was best with the ethanol fraction on Fusarium
oxysporum (94.53 % at 4,000 pl I') and Phytophthora capsici 100 % from 1,000

to 4,000 pl I'*. Whereas Rhizoctonia solani was inhibited 100 % with 2,000 pl I
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of methanol:chloroform extract. It must be mentioned that all extracts showed
fungistatic effect. Related to spore formation inhibition on Fusarium oxysporum,
the methanol:chloroform extract was the most effective at 2000 pl I'* (76.7 %)
and 4,000 pl I'* (77.8 %). The extracts FT-IR spectra showed the same type of
functional groups (hydroxyl, amine, carbonyl and hydrocarbon) but at different
concentration. The results showed that ethanol and methanol:chloroform

extracts are more efficient for inhibition than the ether extract.

Keywords
Flourensia cernua, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia

solani

INTRODUCTION

The use of chemical control of pathogenic fungi is common in several crops
although chemicals may affect essential functions of microorganisms and higher
organisms (Leroux, 2003) such as cellular respiration. The immoderate use of
chemicals caused toxicity, allergies, irritation, etc. (Whalen et al., 2003) to the
person applying them, as well as damage to environmental and to beneficial
microorganisms such as entomopathogens and microbial flora (Anderson et al.,
2003; Bettinetti et al., 2003; Ferraro et al., 2003) and also favored the
development of resistant microorganisms (Cooke et al., 2003; Lima et al., 2003;
Rivero et al., 2003). Root rotting and vascular withering are the most harmful
illness, widely spread all over the world in more than 80 species of plants. The

pathogens in the soil causing this damage grow in all types of soils and weather,
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affecting both seedling production in greenhouses and developed crops
(Recorbet et al., 2003; Flynn, 1995). Plant extracts are an altemative for pest
control because its residual time is lower than that of synthetic chemicals and
are efficient against phytopathogenic microorganisms (Montes y Figueroa, 1995;
Wilson et al., 1999; Montes, 2000). For example, the methanol extract from the
leaves of Asteraceae Flourensia cernua DC is effective against Rhizoctonia
solani and Phytophthora infestans (Gamboa et al., 2003) whereas the hexane
extract controls Colletotrichum spp (Téllez et al., 2001).

The present study aimed for the evaluation of in vitro inhibition of Flourensia
cernua extracts on mycelia growth of three soil microorganisms and the conidia
inhibition on Fusarium oxysporum. Also, preliminary identification of functional

groups in the extract was obtained.

MATERIALS AND METHODS

The Flourensia cernua sampling was carried out at the Guadalupe Victoria
Ejido, Saltillo municipality, with plants of 0.5 to 0.6 m height, stem diameter 5 to
6 cm. Apical parts from the 10 to 12 cm branches were cut, stored in plastic bags
and transported to the laboratory and stored at 4 °C. The leaves were separated
from the branches and stored in plastic bags at -18 °C for further analysis.
Extract and resin

yield

Leaves extracts of 460 g were carried out with 2.5 L solvent in 4 L, amber flasks
with mechanical agitation (150 rpm). A sequential extraction was carried out

starting with hexane, followed by diethyl ether and finally ethanol at room
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temperature (Téllez el al., 2001) for 22 h. Altematively the same weight of leaves
was extracted with a methanol:chloroform mixture under the same agitation and
temperature conditions. The extracts were filtered through a Whatman No 1
paper and the solvent evaporated by rotary evaporation. The resin yield was
determined gravimetrically at 65°C.

Fungi production

The fungi used in this study were obtained by seeding infected material in PDA
culture media and later isolated by the hiphae point technique (Anguiz, 1989).
The F. oxysporum and R. solani were seeded in PDA whereas P. capsici was
seeded in Agar- V8 media. Temperature was maintained at 27 °C and
incubation time was four days, this time was defined for the explants sown in
poisoned media for antifungal evaluation.

Extracts activity

Evaluation of antifungal activity was performed in PDA media (Bioxon) and
Agar- V8 at extract concentrations of 500; 1,000; 2,000 y 4,000 ul I'* having as a
reference the growing media without extract. The culture media were poured in
Petri dishes and gel formation was allowed 4h (PDA) and 12 h (Agar- V8) in a
laminar flow chamber. Inoculation of the Petri dishes was performed at the
center of the dish with 0.45 cm explants collected after four days of seeding.
Mycelial inhibition

The mycelial growth data was collected every day for a seven days period. The
inhibition percentage was calculated with respect to the diameter growth of the

control, taking two measurements in cross at every Petri dish.
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Spore formation

The Fusarium oxysporum conidia number in the Petri dishes was measured
seven days after inoculation for quantification of spore formation inhibition using
a Neubauer chamber (Hausser Scientific). The reference was the absolute
control. This measurement was not performed in the other fungi because R.
solani does not produce spores and the experimental conditions did not allow
the process in P. capsici.

Pathogens control

For evaluation of the effect on fungi and the P. capsici alga, mycelia from the
treatments where inhibition was higher than 50 %, five days after seeding, was
seeded by hyphae point in a media without F. cernua extract.

Experiment design

The effect of F. cernua extracts (4 solvents) on each microorganism was
evaluated applying four concentrations and an absolute control (PDA for fungi
and Agar-V8 for P. capsici Oomycetae). Each determination was performed four
times and each Petri dish was considered as a repetition. The data analysis was
performed with a divided plots design AXB (Little y Hills, 1989), where "A" was
the solvent effect, and "B" that of the concentration. The means comparison was
carried out with LSD at a 0.01 significant level.

Extracts spectroscopy

Infrared spectroscopy was carried out using KBr encapsulation of the extracts,

the bands selected were analyzed for composition evaluation.
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RESULTS AND DISCUSSION

Extract yield

The resin extraction was 19.1 % with the methanol-chloroform mixture. No
reports were found for F. cernua extracts with this mixture, although methanol
and chloroform extract high amounts of resin from Larrea tridentata, and the
absolute ethanol extraction is lower (Lira, 2002). The extraction using
sequenced solvents was 5.79% for hexane, 9.61 with ether and 8.21 with
ethanol. These results were higher than those reported by Tellez et al (2001).
Mycelial inhibition

Fusarium oxysporum

The four extracts results are shown in Figure 1, the ethanol fraction showed the
highest inhibition (P<0.07) with an average value of 90.0 % whereas the ether
inhibition (55.6%) was the lowest. The highest inhibitions 93.1 and 94.5 % were
obtained with 2,000 and 4,000 pl I'* ethanol extract. The methanol-chloroform
extract at 4000 pl It showed 91.5 % inhibition. Reported inhibition for extracts of
Melia azedarach (Carpinella et al., 2003) coincide with the highest inhibition for
the ethanol fraction. Also, methanol extracts of 23 plants from the Uttaranchal
mountains significantly inhibited F. oxysporum (Arora and Kaushik, 2003).
Rhizoctonia solani

The extracts with better mycelia inhibition were methanol-chloroform and
ethanol (Fig. 2) there was a statistically significant difference (LSD 0.01) among
them, the average value was 98.3 % for methanol-chloroform and 92.46 % for
ethanol extracts. The ether fraction was the less effective, 62.58 %. Total

inhibition was observed with the methanol-chloroform extract from 2,000 ul I
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Other bioassays of methanol extracts of F. cernua on R. solani reported
inhibition of 86.2 % (Gamboa et al., 2002) even when concentrations were five
times higher than those used in this work. This might be due to high
temperatures used for Soxhlet extraction.

Phytophthora capsici

The ethanol extract showed the best result on inhibition (Fig. 3) with an average
value of 99.1 % whereas the less efficient 55.83 % (LSD 0.01) was the
methanol-chloroform extract and the hexane extract at 4,000 pl I inhibition
values was higher than 90 %. Total inhibition was achieved with the ethanol
extract starting at 1,000 pl I'*. Gamboa et al. (2002) reported values of 88.4 %
on P. infestans for concentration five times higher than ours, in this case
extraction was also carried out by Soxhlet.

Anti-spore activity

The conidia diminishing in F. oxysporum by the extracts is shown in Figure 4,
the best agent was the methanol-chloroform extract at 2,000 and 4,000 pl I'* with
inhibition values of 76.7 and 77.8 %, No inhibition was observed at 500 pl I'* for
this extract.

Infrared spectroscopy

The infrared results (Table 1) showed that the four extracts have the same type
of functional groups hydroxyl, carbonyl, amine and hydrocarbons but at different
ratios. This suggested that composition and specific compounds have more

effect on each fungi.
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CONCLUSIONS

The highest resin extraction was obtained with a mixture of methanol-
chloroform (1: 1)

Mycelial inhibition was highest for F. oxysporum and P. capsici with ethanol
extracts at 4,000 to 1,000 pl I™* respectively. However for R. solani the highest
effect was achieved with 2,000 pl I'* of the methanol-chloroform extract.

Spore production inhibition was obtained with the mentioned mixture at 4000

pl I
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Table 1. Infrared results for the Flourensia cernua extracts with different

solvents.
Extract
Signal Hexane Ether Ethanol Methanol-
(cm™) chloroform
Signal relative concentration (%)
3500 6.7 6.9 7.2 9.5
2928 21.0 16.9 18.1 16.8
2868 14.4 11 10.9 11.7
1736 13.9 10.5 11.5 10.0
- 1710 14.5 12 11.5 10.3
1645 6.8 11.2 9.7 10.9
1627 7.9 99 . 11.2 10.5
1603 4.8 116 9.9 10.2
1024 7.3 5.8 6.9 6.9

835 2.7 4.2 3.2 34
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Figure 1. Average of mycelial inhibition of Fusarium oxysporum by effect of Flourensia cernua
extracts in four concentrations
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Figure 2. Average of mycelial inhibition of Rhizoctonia solani by effect of Flourensia cernua
extracts in four concentrations
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RESUMEN

En este trabajo, se evaluaron cuatro extractos de Flourensia cernua DC sobre la
inhibicion de las bacterias fitopatdgenas Xanthomonas axonopodis pv phaseoli,
Pectobacterium caratovora Subs. atroseptica y Pseudomonas cichorii. Se
utilizaron concentraciones de los extractos a 500; 1,000; 2,000 y 4,000 pl ml™,
ademas de un testigo con solo medio KB. Se identificaron por FT-IR los grupos
funcionales presentes en los cuatro extractos. La mayor inhibicion de X.

axonopodis se presentd con el extracto hexano (82.5 % a 4000 ul ml™") y sobre

TEste articulo es In Memoria del Dr. Eugenio Guerrero Rodriguez, Director de
tesis a quien Dios lo llevé a su lado, antes de la culminacion de este trabajo.
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P. cichorii 83.9 % a 4,000 ul mI”". Ninguno de los extractos mostraron inhibicién
de P. carotovora subsp. atroseptica. Los espectros de infrarrojo de los extractos
muestran que los cuatro extractos tienen el mismo tipo de grupos funcionales
(hidroxilo, aminas, carbonilo e hidrocarburos) aunque en diferentes

proporciones. El extracto hexanico fue el que presenté actividad bactericida.

Palabras clave: Hojasén, Xanthomonas axonopodis pv phaseoli,

Pectobacterium caratovora Subs. atroseptica, Pseudomonas cichorii.

ABSTRACT

In this study, were evaluated four extracts from Flourensia cernua DC on
inhibition of Xanthomonas axonopodis pv phaseoli, Pectobacterium caratovora
subsp atroseptica y Pseudomonas cichorii. The evaluated concentrations were
500; 1,000; 2,000 and 4,000 pl mlI" with a control of KB as culture media.
Functional groups of the extracts were identified by FT-IR. Inhibition was best
with the hexane extract on X. axonopodis (82.5 % at 4,000 pyl ml™") and P.
cichorii 83.9 % at 4000 pl ml”'. Neither of extracts showed inhibition on P.
carotovora pv. atroseptica. The FT-IR spectra of the extracts showed the same
type of functional groups hydroxyl, amine, carbonyl and hydrocarbon, but at
different concentration. The results showed that hexane extract had the most

efficient bacterial activity.

Key words: Hojasén, Xanthomonas axonopodis pv phaseoli, Pectobacterium

caratovora subsp atroseptica, Pseudomonas cichorii.
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INTRODUCCION

Las bacterias fitopatdgenas son responsables de fuertes pérdidas
econdmicas en la agricultura, afectando tanto -cultivos intensivos como
extensivos. La importancia econdmica de las bacterias en cultivos es variable
pero por ejemplo en Canada por ataque de Xanthomonas axonopodis se
estiman pérdidas hasta de 38 %, en Colombia las estimaciones son de 22 % de
dafos en infecciones naturales y hasta del 45 % en condiciones inducidas; en
tanto que en Estados Unidos en 1976 se estimaron pérdidas de 4 millones de
dolares (Kennedy y Alcorn, 1980). Por otra parte Cartin y Fucikouisky (1981)
sefalan pérdidas de hasta 29 % en rendimientos por Pectobacterium (Erwinia)
caratovora en el cultivo de la papa; a su vez French (1977), considera esta
enfermedad como una de las mas importantes en Latino América. Por lo que
concierne a Pseudomonas cichorii en varias regiones del mundo no se
considera un problema primario, pero en paises como ltalia causa ataques
epidémicos. En Japoén y en Estados Unidos es econdmicamente importante en
el cultivo de lechuga (Messiaen et al., 1995). Para el combate de estos
microorganismos en muchos paises del mundo se recurre al uso de cobres y de
antibiéticos como la oxitetraciclina y la estreptomicina; Aunque el uso de estos
dos ultimos en diversos paises de Europa esta prohibido en atencion al
potencial problema de generar resistencia a bacterias patdégenas en hombre y
animales domésticos (Heilig et al., 2002).

Actualmente se conoce que los metabolitos secundarios de algunas
plantas pueden presentar diversos tipos de actividad en distintos organismos

plaga (Prakash y Rao, 1997; Domingo y Loépez-Brea, 2003). Otros
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investigadores reportan actividad sobre hongos fitopatdgenos (Alcala de
Marcano et al., 2005), insectos (Pérez-Pacheco et al., 2004) y nematodos
(Adegbite y Adesiyan, 2005). En cuanto a bacterias Taguri et al. (2006),
mencionan efectos sobre Pseudomonas, Satish et al. (1999), sobre
Xanthomonas y Mehmet (2004), sobre Pectobacterium (Erwinia). En caso de
Flourensia cernua D.C. (Hojasén) se han demostrado efectos fungistaticos
(Gamboa et al., 2003; Jasso et al., 2007; Guerrero-Rodriguez et al., 2007). Por
otro lado Dayan y Tellez (1999) y Mata et al. (2003) demostraron que los
metabolitos secundarios de esta Asteracea afectan el desarrollo de otras
plantas. En México, sus hojas se usan en la medicina tradicional en forma de té
para atender problemas de digestion. Sin embargo, no se tiene conocimiento de
su efecto sobre bacterias fitopatdgenas.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar si
los extractos de F. cernua obtenidos con hexano, éter, etanol y de la mezcla
metanol:cloroformo manifiestan actividad antibacterial sobre Pseudomonas
cichorii (Pc), Xanthomonas axonopodis pv, phaseoli (Xap) y Pectobacterium

caratovora subsp. atfroseptica (Pca).

MATERIALES Y METODOS
Colecta del material vegetal

La colecta de las hojas de hojasén, se llevé a cabo en un sitio con gran
abundancia de esta Asteracea, en el municipio de Guadalupe Victoria, Saltillo,
Coahuila, por la carretera 54 a Zacatecas, durante los meses de marzo a

septiembre de 2005. Se seleccionaron plantas de una altura de 50-60 cm y con
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un diametro de tallos de 5-6 cm, se cortaron las puntas de las ramas con mayor
cantidad de hojas, tomando ramas de 10-12 cm de longitud. El material cortado
se coloco en bolsas de plastico negro para su traslado a un cuarto frio a 4 °C.
Posteriormente, se separaron las hojas de los tallos y se guardaron en bolsas
de polietileno en un congelador a —18 °C hasta su utilizacion.
Obtencién de los extractos de F. cernua

Se colocaron 460 g de hojas en frascos de 4 L color ambar, con 2.5 L de
solvente y se siguié una técnica de extraccién secuenciada con hexano, éter
dietilico y etanol (Téllez, 2001). La extraccion con la mezcla de metanol y
cloroformo en proporcion 1:1 se realizd por separado, con la misma cantidad de
hoja y solvente. Todas estas mezclas se sometieron a agitacion a 150 rpm en
un bafio Maria de agitacion mecanica (Brickman) a temperatura ambiente 25 +
2 °C por 22 h. Al término de la extraccion con cada solvente, se filtré sobre
papel Wathman No. 1 y el solvente de la resina presente, se separd en un
rotavapor Buchii. Las temperaturas de ebullicion fueron para; hexano 60 + 2 °C,
éter38 + 2 °C, etanol 66 + 2 °C y para metanol: cloroformo 55 + 2 °C.
Obtencidn e identificacion de bacterias

Para Pc se colectaron hojas de lechuga en cultivos comerciales de
Colombia, Nuevo Leodn, que presentaron halos cloréticos cuya consistencia fue
acuanosa. Este material se lavd con agua destilada estéril, y se procedidé a
macerar al tejido y a la siembra, por diluciones en el medio de B de King. Se
incubé a 28 + 2 °C por 4 dias, se seleccionaron aquellas colonias que
presentaron fluorescencia, caracteristica tipica de este género bacteriano en

dicho medio de cultivo, para ello se utilizé una lampara de luz ultravioleta. En
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caso de Xap se colectaron ejotes de frijol de la region de Navidad, Nuevo Leodn,
que presentaron lesiones hundidas de caracter acuanoso. Este material se
aislo, se macerd y se sembré por diluciones en el medio de Tween B a 28 + 2
°C por 4 dias, La seleccion de colonias fue en atenciéon a que presentaran un
color amarillo brillante de tipo mucoide y un halo blanquecino producto de la
hidrdlisis del Tween.

Para la Pca se colectaron tubérculos de papa en la zona papera de
Navidad, Nuevo Ledn, que presentaron pudriciones blandas y se tomé el
in6culo del margen café obscuro de la lesion, Posteriormente se macerd y se
sembro por diluciones en el medio B de King. La siembra se incubd a 28 + 2 °C,
y la seleccion de colonias se realizd en atencion a la caracteristica de
“superficie- enrejillada” al observar en el estereoscopio con luz indirecta, el color
fue blanquecino- transparente con bordes irregulares de consistencia butirosa.

Los analisis bioquimicos para la caracterizacion de las bacterias para
género, especie, subespecie o patovar se presentan en los Cuadros 1y 2. Para
Pc se utilizé el método recomendado por Braun-Kiewnick y Sands (2001); para
Xap por el establecido por Schaad et al. (2001), y para Pca por lo citado por
DeBoer y Kelman (2001). Las pruebas de patogenicidad que se realizaron de
acuerdo a estos autores fueron para Pc: aspersion de la suspensiéon bacteriana
acorde a la escala de Mac Farland 10°% para Xap puncién en vainas de frijol
ejotero y para Pca inoculacion en rodajas de papa.

Transferencia de Bacterias
Se realizaron transferencias de las colonias bacterianas a medios de

cultivo estériles de B de King, por medio de estrias seriadas para obtener
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colonias aisladas. La incubacion fue por 24 h a una temperatura de 28 °C, estas
colonias se manipularon con la técnica de diluciones para determinar la
concentracion que permitiera determinar el numero de unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC ml™"), para ser contadas con facilidad. La siembra se
realizé por dispersion y se incubd por el mismo periodo y temperatura.
Realizacion de los Bioensayos

Una vez que se obtuvieron los extractos y las bacterias a utilizar, se
establecieron los bioensayos evaluando las siguientes concentraciones: 500;
1,000; 2,000 y 4,000 pl ml™, de los cuatro extractos de F. cernua para las tres
especies de bacterias. Se utilizé para ello la técnica del medio envenenado en
cajas Petri, en el medio de cultivo K-B. Previo al vaciado a las cajas, se agrego
el extracto a la concentracion correspondiente. Las muestras se diluyeron en 5
ml del solvente para la concentracién mayor, reduciéndose a la mitad en cada
concentracion subsecuente de los tratamientos. La distribucion de las
concentraciones se realizé de tal manera que el medio fuera lo mas homogéneo
con el extracto.

Se cuantificd el numero de colonias con ayuda de un lector de colonias a
24 h, con estos datos se estimé el porcentaje de inhibicién, tomando el numero
de UFC en el testigo como el 100 % mediante la formula siguiente: % Inhibicion
Colonial = 100 — (Crecimiento Colonial del Tratamiento x 100/ Crecimiento

Colonial Testigo).
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Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé un disefio experimental bifactorial
completamente al azar, con dos variables; donde A fue el efecto de los
extractos, y B representa el efecto de las concentraciones. Se utilizaron seis
tratamientos con cuatro repeticiones involucrando un testigo absoluto con solo
K-B y un testigo convencional con oxitretraciclina a la concentracién de 0.8 g I’

(48 pl ml™).

El analisis de varianza de los datos se realiz6é con el programa estadistico SAS,
(1996), las comparaciones de medias de los tratamientos fue mediante la

prueba de Tukey (P = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas bioquimicas

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de las pruebas que
permitieron diferenciar los tres géneros de bacterias en estudio que son:
Pseudomonas, Xanthomonas y Pectobacterium. Para las bacterias
provenientes de lechuga, en el Cuadro 2, se presenta la serie de pruebas que
permitié ubicar a las Pseudomonas dentro del grupo Ill, como formadoras de
pigmentos fluorescentes. Las pruebas fisioldgicas permitieron caracterizarla
como P. cichorii. En el Cuadro 2 se muestran también las pruebas bioquimicas
que ayudaron a identificar como X. axonopodis pv. Phaseoli a las bacterias
provenientes de ejote de frijol; y como P. caratovora subsp. atroseptica a las

bacterias procedentes de brotes de manzano.
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En las pruebas de patogenicidad para Pc en cuanto a la aspersion de la
suspension bacteriana de acuerdo a la escala de Mac Farland 106, el resultado
fue positivo ya que se observo pudricion de hojas de lechuga. En cuanto a Xap
con la prueba de puncién de vainas de frijol ejotero se observé formacién de
lesiones. Por ultimo para Pca en la inoculacion en rodajas de papa se observé
el crecimiento de la placa bacteriana.

Actividad bactericida de F. cernua

Las diluciones permitieron un crecimiento colonial promedio de 565 UFC
mi™ para Xap en la dilucion10 , en el caso de Eca la dilucion de 10%° presenté
un promedio de 122.5 UFC ml™. Con respecto a Pc corresponden 57 UFC ml”a
la misma dilucion anterior. La actividad antibacterial de los cuatro extractos
sobre las tres bacterias bajo estudio, expresado en por ciento de inhibiciéon se
muestra en el Cuadro 4. Todos los extractos mostraron actividad sobre Xap y
Pc, sin embargo, ninguno mostré efecto de inhibicion cuando se evaluaron
sobre Pca. El extracto que mostrdé la mayor inhibicién de Xap y Pc fue el
hexanico de F. cernua a la concentracién de 4000 pl mI™ con 82.51 % y 83.96
%, respectivamente (P<0.05), los demas extractos presentaron menor actividad.
En analisis anteriores de caracterizacion de compuestos de aceites obtenidos
por arrastre de vapor de extracto hexanico de F. cernua se reportan 41
compuestos volatiles. La mayoria fueron monoterpenoides de los cuales el
limoneno y myrceno presentaron la mayor proporcion con 27.7 y 19.9 %
respectivamente. Estos compuestos no fueron encontrados en extracto
obtenido con solvente mas polar como el etanol, aunque si estuvieron presentes

al igual que otros 30 compuestos en menor proporcion, en el de éter (Tellez et
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al., 2001). En este trabajo, el extracto de éter siguioé al de hexano en eficiencia
de inhibicién sobre Xap (P<0.01). El limoneno ha sido reportado con variable e
incluso nula actividad antimicrobial (Aggarwal et al., 2002; Tsunezi et al., 2006).
El myrceno por su parte presentd efecto antibacterial antagénico al mezclarse
con penicilina (Gallucci et al., 2006). Por lo que es posible que estos
compuestos por si solos no le confieran la actividad bactericida a F. cernua,
sino la mezcla sinérgica de todos o algunos de los 41 compuestos contenidos
en el aceite del extracto hexanico. Esto hace necesario fraccionar este extracto
para evaluar sus fracciones sobre Xap y Pc y caracterizar los compuestos
presentes en la fraccién mas efectiva.
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Cuadro 1. Pruebas bioquimicas para caracterizacion de los géneros de las
bacterias fitopatdgenas

Pruebas Pectobacterium Pseudomonas Xanthomonas
Gram () () ()
Forma de célula bacilar bacilar bacilar
Prueba de Ryu (+) (+) (+)
Flagelos (+) flagelos (+) polar (+) polar
Catalasa (+) (+) (+)
Pigmentos fluorescentes ) (+) (+)

Oxidasa (-) (+) (-)
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Cuadro 2. Pruebas bioquimicas para caracterizar a las tres bacterias fitopatdgenas

Xanthomonas
Pseudomonas axonopodis Pectobacterium caratovora
cichorii pv. phaseoli subsp. atroseptica
Prueba Respuesta Prueba Respuesta Prueba Respuesta
(LOPAT)
Levana )
Oxidasa (+)
Pudricién de papa )
Arginina ()
Reaccién de
hipersensibilidad
en tabaco (+)
Olidacion/ Oxidacion/ Oxidacion/
fermentacion (+/-) fermentacion (+/-) fermentacion (++)
Formacion de
Reduccion de acido de Formacioén de acido
nitratos ) arabinosa (+) de arabinosa
Crecimiento en Digestién de
NaCl 2 % ) proteina (+) Sorbitol )
Crecimiento
Crecimiento a 37 mucoide en
°C ) YDC +) Melibiosa +)
Licuefaccion de Crecimiento
gelatina () en SX (+) Citrato (+)
Hidrolisis de
Manitol (+) almidoén (+) Arabitol )
Hidrolisis de
Celobiosa ) esculin (+) Lactosa (+)
Crecimiento a Crecimiento a 37
Sorbitol ) 40 °C (+) °C )
Trehalosa ) Levana (+) Fosfatasa )
H,S de Degradacion de
Sucrosa ) cisteina (+) pectatos (+)
Licuefaccion de
gelatina (+)
Reduccion de
sustancias de
sucrosa (+)

H,S de cisteina

()
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Cuadro 3. Pruebas de patogenicidad para cada especie de bacteria (Schaad et
al., 2001)

Especie Prueba Establecimiento

X. axonopodis pv.
phaseoli Vainas de frijol (Puncion) (+)

Plantulas de lechuga, aspersion de
suspension bacteriana, concentracion
P.cichorii segln escala de Mac Farland de 10° (+)

E. caratovora
subsp.atroseptica Rodajas de papa (Inoculacién) (+)
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Cuadro 4. Interaccion de extractos-concentracion de Flourensia cernua D.C. del

porcentaje de inhibicién de UFC ml™ de 3 bacterias a 24 h de incubacién

Extractos y Inhibicién de UFC ml”
concentracion (ul I'") Pc A B Xap A* B* Eca A B

Hexano 500 1.89 a 37.23 a 0 a
1000 2641 B ab 5155 C ab 0 A a
2000 44.34 b 7477 b 0 a
4000 83.96 c 8251 c 21.73 b
Eter 500 0 a 241 a 11.01 c
1000 1295 A ab 0 B a 529 A b
2000 17.27 b 2.08 a 0 a
4000 47.48 c 6344 b 3.96 ab
Etanol 500 18.7 a 0 a 4.58 a
1000 2087 A ab 0 A a 56 B ab
2000 43.04 b 1.47 a 1349 c
4000 52.17 c 1473 b 9.92 b
Metanol: 500 0 a 0 a 5093 o
cloroformo 1000 6.77 A Db 0 A a 356 A a
2000 0 a 17.46 b 3.86 a
4000 0 a 0 a 491 b

Pc = Pseudomonas cichorii

Xcp = Xanthomonas axenopodis pv.

phaseoli

Eca = Pectobacterium caratovora subsp. atroseptica
* A = Extracto (Tukey P = 0.05)

** B = Concentracion (Tukey P = 0.05)
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RESUMEN

Extractos de Flourensia cernua DC fueron obtenidos con metanol:cloroformo
(1:1) y por extraccion secuenciada con hexano, éter dietilo y etanol, para
evaluar el efecto insecticida sobre tres insectos plaga de importancia
agronomica mundial: Brevycorine brassicae, Phthorimaea operculella y
Sitophilus oryzae. El efecto atrayente fue evaluado sobre el gorgojo Sitophilus
oryzae. Las concentraciones evaluadas fueron 2,500; 5,000; 10,000; 20,000 y
40,000 pl I" ademas de un testigo sin tratar. La mayor cantidad de resina fue
extraida con la mezcla metanol:cloroformo (19.17 %). Todos los extractos
mostraron efecto bioinsecticida unicamente sobre B. brassicae. Respecto al
efecto de repelencia o atraccion sobre S. oryzae, el extracto hexanico presento

repelencia y el extracto etandlico en sinergismo con costales de yute presenté

T Este articulo es In Memoria del Dr. Eugenio Guerrero Rodriguez, Director de
tesis a quien Dios lo llevé a su lado, antes de la culminacion de este trabajo.
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efecto de atraccion.
Palabras clave: Brevycorine brassicae, Phthorimaea operculella, Sitophilus

oryzae, hojasén.

ABSTRACT

Extracts from Flourensia cernua DC were obtained with methanol:chloroform
(1:1) and sequential extraction with hexane, diethyl ether, and ethanol to
evaluate the insecticide effect on three pest with world agricultural importance:
Brevycorine brassicae, Phthorimaea operculella and Sitophilus oryzae, the
attractant effect was evaluated on Sitophilus oryzae grain pest. The evaluated
concentrations were 2,500; 5000; 10,000; 20,000 and 40,000 pl I" with a control.
The highest resin extraction (19.17 %) was obtained with methanol:chloroform
mixture. All extracts showed a bioinsecticide effect only on B. brassicae. Related
to attractant and repellent effect on S. oryzae, the hexane extracts showed
repellence and the ethanolic extract had synergism with yute sacks as
attractance on S. oryzae.

Additional keywords: Brevycorine brassicae, Phthorimaea operculella,

Sitophilus oryzae, hojasen.

INTRODUCCION

Los insecticidas botanicos tienden a poseer un amplio espectro de
acciéon, son relativamente especificos en su modo de acciéon y faciles de
procesar y usar; ademas, son seguros para los animales superiores y para el

ambiente (Wilson et al., 1999; Elzen et al., 2003). La mayoria de las especies
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de plantas que se utilizan en proteccion vegetal exhiben un efecto insectistatico
mas que insecticida (Silva et al., 2005). Es decir, inhiben el desarrollo normal de
los insectos de varias maneras; alteran la metamorfosis, evitan que ésta se
produzca en el momento y tiempo preciso (Sanguanpong et al., 2001), afectan
la alimentaciéon, este ultimo es el modo de accién mas estudiado de los
compuestos vegetales como insecticidas (Das et al., 2007).

El uso de extractos vegetales con propiedades repelentes que protegen a
las plantas del ataque de insectos, haciendo su alimentacion o condiciones de
vida poco atractivas u ofensivas, también ha sido estudiado, (Viglianco et al.,
2006). Por otro lado, los compuestos quimicos de una determinada planta
constituyen efecto de atraccion que puede ser utilizado como trampa para que
el insecto tenga muchas fuentes de estimulo y no sea capaz de reconocer la
planta que nos interesa proteger.

Los afidos constituyen uno de los grupos de insectos de mayor
importancia mundial, por los dafnos que producen a los cultivos al succionar
savia, taponar sus estomas y al producir melanina. Ademas, los pulgones
transmiten cerca del 50 % de los virus que afectan a las plantas; y a través de
su capacidad reproductiva y la aparicion de formas aladas pueden dispersarlos
a grandes distancias (Botto et al., 1995), ya se han reportado plantas con
actividad sobre éafidos (Ricci et al., 2006).

Otro insecto plaga de importancia mundial es Sitophilus oryzae, que
ocasiona grandes dafos en granos almacenados y sobre esta plaga se han
evaluado efectos insectistaticos de extractos vegetales (Viglianco et al., 2006).

En el cultivo de papa, la palomilla de la papa representa un grave problema
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dado que afecta los tubérculos tanto en almacén, como desde el campo. Sobre
esta plaga existen también reportes de evaluacién de productos de plantas
(Niroula y Kamini, 2004). Tomando en cuenta lo antes mencionado, debemos
considerar a todos aquellos compuestos que sabemos que su efecto es
principalmente insectistatico como preventivos mas que como curativos.

Téllez et al. (2001), encontraron que extractos obtenidos con los
solventes hexano, éter dietilico, y etanol mostraron ser eficientes en el control
de termitas. Por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
bioinsecticida de resinas de hojas de hojasén, extraidas con cuatro disolventes
de polaridad variable sobre tres insectos plaga de importancia agronémica:
Sitophilus oryzae (Linneaus), Phthorimaea operculella (Zeller), y Brevicoryne
brassicae (Linnaeus), asi como su efecto de repelencia o atraccion sobre S.

oryzae.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de extractos de F. cernua

Se utilizaron 460 g de hojas con 2.5 L de disolvente en frascos de 4 L
color ambar. Los frascos se agitaron mecanicamente a 150 rpm en un bafio de
agitacion marca Brickman durante 22 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Posteriormente se realizd una extraccion secuenciada con hexano, éter dietilico
y etanol (Téllez et al., 2001). De otra cantidad igual de hojas (460 g), se realiz6
la extraccién con la mezcla de metanol-cloroformo (1:1), bajo las mismas
condiciones de agitacion y temperatura. Al término de las extracciones, se filtrd

el extracto sobre papel Whatman No. 1y se separd el disolvente de la resina en
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un rotavapor marca Buchii. El rendimiento de resina fue determinado
gravimétricamente.
Cria de insectos

En el caso del S. oryzae, se desarroll6 todo el ciclo del insecto en granos
de maiz cacahuazintle con 10 % de humedad a temperatura de 25 °C. Mientras
que B. brassicae, se colectd directamente de poblaciones de campo infestando
plantas de repollo. Previo al bioensayo se seleccionaron pulgones adultos libres
de exuvias y no parasitados. La palomilla de la papa P. operculella se multiplico
utilizando tubérculos de papa.
Bioensayos

Las técnicas utilizadas para evaluar los extractos crudos de F. cernua
variaron dependiendo del insecto, no asi las concentraciones: 40,000; 20,000;
10,000; 5,000 y 2,500 ul I', ademas de un testigo absoluto y un testigo
comercial neem. Para el pulgén de la col, B. brassicae, se utilizd la técnica de
inmersion de porciones de hojas de 4 x 4 cm, con 50 a 100 pulgones en las
concentraciones de los extractos y se cuantificaron los individuos muertos a las
24,48 y 72 h. Para la evaluacién sobre palomilla de la papa, también se realizé
bioensayo por inmersion de larvas de primer estadio contenidas en la superficie
de tubérculos. En el caso de S. oryzae, se evaluaron por la técnica de pelicula
residual en frascos Gerber y granos tratados. Para ello se utilizé el solvente
particular de cada extracto crudo, cada frasco y 100 granos que se tomaron
como una repeticion. Se colocaron diez gorgojos por frasco y 15 en los granos.

Las lecturas de mortalidad se realizaron por 24, 48 y 72 h.
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El efecto de atraccidn o repelencia de los extractos de hojasén, se evalud
sobre S. oryzae por la técnica de pelicula residual en costales de yute y rafia de
15 x 20 cm. El conteo de individuos vivos y muertos dentro de los costales de
yute y/o rafia se realizé a los cinco y 40 dias posteriores a la aplicacion de
concentraciones de los extractos por pelicula residual. Se calcul6é porcentaje de
atraccion y repelencia.

El analisis de los datos se efectué procesandolos en Polo PC para

obtener la CL50 y CL90, ANVA y comparacion de medias en SAS, (1996).

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto bioinsecticida

Los resultados muestran que los extractos no provocaron mortalidad a 24
y 48 h (P<0.05) en palomilla de la papa, ni en gorgojos en los bioensayos de
pelicula residual en frascos gerber y en granos (Cuadro 1 y Cuadro 2). Sin
embargo, el extracto hexanico y etandlico mostraron efecto de repelencia y
atraccion sobre S. oryzae, respectivamente en la evaluacién en costales. Para
el caso del pulgén de la col, se observé mortalidad por efecto de todos los
extractos, aunque algunos requirieron la concentraciéon mas alta para matar al
100 % de individuos (Cuadro 1 y Cuadro 2). El extracto que presentd potencial
de efecto insecticida contra B. brassicae fue el hexanico que tuvo 100 % de
mortalidad desde la concentracion de 10,000 ul I (P<0.05) desde las 24 h. Una
forma de reducir las altas concentraciones requeridas para causar el 100 % de
mortalidad es evaluar fracciones de estos extractos, dado que en trabajos

anteriores donde evaluaron el efecto de los extractos crudos y el efecto de
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aceites vegetales, se observd que los extractos no superaron el 20 % de
mortalidad. Sin embargo, los aceites presentaron mas de 60 % y alcanzando
hasta 100 % de mortalidad (Pérez-Pacheco et al., 2004). Ademas del efecto
insecticida sobre B. brassicae, el extracto hexanico mostré efecto insectistatico
al provocar repelencia a S. oryzae a los 5 y 45 dias tanto en los costales de
rafia como en los de yute (Fig. 1). El efecto de repelencia provocado por el
extracto con hexano puede ser debido a que contiene las sustancias volatiles:
borneol y camphor (Tellez et al., 2001). Por otra parte, en evaluaciones donde
asperjaron estas sustancias solas y mezcladas con aceite de neem a granos de
frijol y arroz, se redujo el dafio a granos de frijol por Acanthoscelides obtectus y
en granos de arroz por S. oryzae (Regnault-Roger y Hamraoui, 1995;
Sanguanpong et al., 2001).
Efecto de atraccion

El extracto etandlico mostré atracciéon a Sitophilus oryzae, aunque el
efecto se dio unicamente en sinergia con costales de fibra de la planta yute
(Corchorus capsularis). En esta planta se ha realizado extraccion de
compuestos de la corteza y del tallo. Mosihuzzaman et al. (2006) encontraron
compuestos fendlicos como acido cumarico, vainillina y beta sitosterol. El
extracto etandlico, por su parte reportdé 14 compuestos de tipo sesquiterpenoide
en sus aceites esenciales, los cuales en conjunto con los de yute generaron

atraccion a S. oryzae.
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Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad de tres insectos plaga por efecto de

extractos de F. cernua a 24 h

Extractos Dosis P.operculella B. brassicae S. oryzae
Pelicula Granos
ul I’ Técnica de inmersion residual  tratados
Etanol 40 000 16.1 a" 100.0 a 124 a 0.0a
Etanol 20 000 16.7 a 100.0 a 0.0a 0.0a
Etanol 10 000 6.7 a 47.3 b 0.0a 0.0a
Etanol 5000 33a 25c 0.0a 0.0a
Etanol 2500 00a 90c 00a 0.0a
hexano 40 000 94 a 100.0 a 3.3a 0.0a
hexano 20 000 0.0a 100.0 a 0.0a 0.0a
hexano 10 000 00a 100.0 a 0.0 a 1.8a
hexano 5000 0.0a 27.5b 0.0a 0.0a
hexano 2500 33a 00c 3.3a 1.7 a
MetOH:CHCl; 40 000 6.7 a 100.0 a 0.0a 0.0a
MetOH:CHCl; 20 000 129 a 45.5 ab 33a 0.0a
MetOH:CHCl; 10 000 9.7a 4.2 bc 33a 0.0a
MetOH:CHCl; 5000 36.7 a 4.4 bc 0.0a 0.0a
MetOH:CHCl; 2500 00a 0.0 bc 0.0a 0.0a
Eter 40 000 9.7a 100.0 a 3.3a 0.0a
Eter 20 000 0.0a 30.3b 33a 0.0a
Eter 10 000 00a 246b 0.0a 0.0a
Eter 5000 0.0a 0.0c 0.0a 0.0a
Eter 2500 16.7 a 0.0c 3.3a 0.0a

*P<0.05
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Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de tres insectos plaga por efecto de

extractos de F. cernua a 48 h

Extractos Dosis P. operculella B. brassicae S. oryzae
Pelicula Granos
pl 1! Técnica de inmersion residual tratados

Etanol 40 000 16.1 a" 100.0 a 155a 0.0a
Etanol 20 000 26.7 a 100.0 a 0.0a 0.0a
Etanol 10 000 6.7 a 34.4Db 00a 0.0a
Etanol 5000 3.3a 3.7¢c 0.0a 00a
Etanol 2500 00a 7.8¢ 0.0a 0.0a
hexano 40 000 94a 100.0 a 3.3a 0.0a
hexano 20 000 0.0a 100.0 a 0.0a 00a
hexano 10 000 0.0a 100.0 a 0.0a 18a
hexano 5000 0.0a 33.3b 3.3a 0.0a
hexano 2500 3.3a 3.0c 200a 1.7a
MetOH:CHCl; 40 000 6.7 a 100.0 a 0.0a 0.0a
MetOH:CHCI; 20 000 129 a 89.1 ab 3.3a 0.0a
MetOH:CHCl; 10 000 9.7 a 7.1 bc 6.7 a 0.0a
MetOH:CHCl; 5000 433 a 7.1 bc 0.0a 0.0a
MetOH:CHCl; 2500 0.0a 7.6 bc 0.0a 0.0a
Eter 40 000 9.7a 100.0 a 6.7 a 1.7a
Eter 20 000 0.0a 58.8b 6.7 a 0.0a
Eter 10 000 0.0a 52.7b 0.0a 0.0a
Eter 5000 0.0a 0.0c 33a 00a
Eter 2500 16.7 a 0.0c 6.7a 0.0a

“P<0.05
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Fig. 1. Por ciento de individuos encontrados en granos de maiz tratados con
cuatro extractos de Flourensia cernua a 20,000 pl I'* en (A) costales de
rafia y (B) costales de yute con granos de maiz.
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RESUMEN

Debido a que el extracto etandlico de Flourensia cernua obtenido por
extraccion secuenciada, presento la mayor actividad fungistatica sobre un alga
y cinco hongos fitopatdgenos. El objetivo de este trabajo fue fraccionar el
extracto etanodlico y evaluar el efecto de las fracciones sobre Fusarium
oxysporum ademas de caracterizar los compuestos que le confieren la actividad
fungistatica. El extracto etandlico se fraccion6 por cromatografia en columna
con soporte de silica gel y un gradiente de solventes hexano; acetato de etilo:
metanol (10-0:0-10:5-5). Las fracciones obtenidas fueron evaluadas sobre

Fusarium oxysporum en placas de microdilucion de 96 pocillos con medio

T Este articulo es In Memoria del Dr. Eugenio Guerrero Rodriguez, Director de
tesis a quien Dios lo llevé a su lado, antes de la culminacion de este trabajo.
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liquido RPMI 1640 (BioWhitaker) estabilizado a pH 7.0 con 0.165 M de acido
morfolin propanosulfénico (MOPS), las concentraciones evaluadas fueron: 500;
1,000 y 2,000 pl I'". El efecto de las fracciones se determiné por comparacion de
la tasa de crecimiento de F. oxysporum tratado y sin tratar, en base a lecturas
de absorbancia en lector de placas (Stat Fax 2100) a 0, 24, 48 y 72 h. La
fraccibn mas eficiente para inhibir a F. oxysporum fue eluida con
hexano:acetato de etilo (3:7). Los compuestos se caracterizaron por
Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR) y por Cromatografia de Gases acoplada a
detector de Masas. El compuesto encontrado en mayor proporcion presento

una formula condensada de C45H240, con peso de 236 uma.

Palabras clave: Fraccionamiento; Cromatografia de columna; FT-IR; GC-MS;

Hojasén; Extracto etandlico; Compuesto de formula molecular C15H240>

ABSTRACT

Due to the fact that Flourensia cernua ethanolic extract obtained at
successive extractions presented the most effective effect on six
phytopathogenic. The objective of this study was to carried out the fractionation
of the ethanolic extract to evaluate the effect of fractions obtained of the
ethandlic extract on Fusarium oxysporum and to characterize the compounds
with antifungal activity. Ethanolic extracts were fractionated by column
chromatography on silice gel with a gradient system of hexane:acetate
ethyl:methanol (10-0:0-10:5-5), the fractions were evaluated on F. oxysporum

growth at microdilution plates-96 well with liquid media RPMI 1640
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(BioWhitaker) buffered to a pH of 7.0 with 0.165 M morpholinepropanesulfonic
acid (MOPS) buffer, the concentrations of fractions were at 500; 1,000 and
2,000 pl I". The fractions effect on F. oxysporum was determinate by
comparison of growth rate of treatments and F. oxysporum control, measured by
Stat fax 2100 Microplate Reader at 630-545 nm of absorbance values at 0, 24,
48 and 72 h of incubated time. The fraction that caused the higher absorbance
decrease in relation with the other fractions was eluted with hexane:ethyl
acetate (3:7). The antifungal compound was characterized by FT-IR spectra Gas
Chromatography with mass spectra detector. The major constituent of fraction

was a compound whose molecular formula was established as C15H240-.

Additional keywords: Fractionation; Column Chromatography; FT-IR; GC-MS,
hojasen, ethanol extract, Column Chromatography; compound of molecular

formula C15H2402

INTRODUCCION

Las plantas biosintetizan una gran cantidad de substancias quimicas
(Domingo y Lépez-Brea, 2003: Field et al., 2006). Los metabolitos secundarios
mas comunes con funciones defensivas contra insectos, hongos, bacterias y
competencia por espacio con otras plantas son del tipo alcaloide, esteroides,
fenoles, flavonoides, glicésidos, glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides.
Existe gran variacién en los metabolitos secundarios que los individuos de una
poblacion expresan, de ahi la importancia de realizar estudios fitoquimicos que

permitan separar e identificar los compuestos responsables de la funcién
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defensiva. En este ambito, estudios sobre Flourensia cernua DC. han logrado
caracterizar tres compuestos responsables de su actividad fitotoxica (Dayan y
Tellez, 1999; Mata et al., 2005). En estudios preliminares de infusion en papa
dextrosa agar (PDA) de extractos de esta especie sobre tres hongos que
afectan a frutos en campo y postcosecha, asi como sobre tres patdégenos de
suelo que causan marchitez y pudricion radicular en diversos cultivos, se
encontré que el extracto etandlico fue el mas eficiente (Solis-Gaona et al., 2005;
Guerrero-Rodriguez et al., 2007), también se han evaluado aceites esenciales
sobre especies de Colletotrichum (Tellez et al., 2001). En cuanto a las técnicas
de evaluacién antifungica, la mas comun es la difusién de compuestos en cajas
de Petri con medio de cultivo PDA. Una limitante para el uso de esta técnica es
que no es posible evaluar compuestos de plantas que estén disponibles en
bajas cantidades, pero existe otra forma de evaluacion que permite la utilizacion
de una cantidad 225 veces menor de estos compuestos (Bidlack et al., 2000;
Solis-Gaona et al., 2007). Esta técnica compara la tasa de crecimiento del
hongo tratado y sin tratar, en base a lecturas de absorbancia de tratamientos en
placas de microdilucién de 96 pocillos con medio liquido RPMI 1640. En
resultados preliminares de F. cernua DC sobre hongos, el extracto etandlico
mostré la mayor eficiencia como fungistatico. Por lo que este trabajo se planted
con el objetivo de: Fraccionar el extracto etandlico de F. cernua; evaluar el
efecto de fracciones de extracto etandlico obtenido por cromatografia en
columna en Fusarium oxysporum, Yy caracterizar espectroscopicamente los

compuestos que le confieren la actividad fungistatica.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de extracto etandlico de Flourensia cernua D.C.

Las hojas de F. cernua se colectaron a 20 km de la ciudad de Saltillo,
Coahuila, México, por la carretera Saltillo-Zacatecas, en el mes de julio del
2005. El proceso de extraccion se llevd a cabo mezclando 460 g de hojas con
2.5 L de disolvente en frascos de 4 L color ambar; los que se agitaron
mecanicamente a 150 rpm en un bafo de agitacién marca Brickman durante 22
h a temperatura ambiente (25 + 2 °C); para ello se realizé6 una extraccién
secuenciada con hexano, éter dietilico y etanol (Téllez et al., 2001). Por otra
parte, de una cantidad igual de hojas se realizd la extraccidén con la mezcla de
metanol-cloroformo (1:1), bajo las mismas condiciones de agitacion vy
temperatura. Al término de las extracciones, se filtro el extracto sobre papel
Whatman No. 1, y se separé el disolvente de la resina en un rotavapor marca
Buchii. El rendimiento de resina fue determinado gravimétricamente.
Separacion de fracciones cromatograficas

Las fracciones fueron obtenidas por separacion en cromatografia de
columna con un sistema de eluyentes: hexano (10-0), acetato de etilo (0-10) y
metanol (5-5). Se obtuvieron 64 fracciones de 1.516 % volumen cada una por
columna, de acuerdo a los siguientes pasos; se utilizé silica gel saturada en
hexano: acetato de etilo (1:1) para el empacado de la columna, sobre la cual se
colocd 1000 mg de extracto etandlico y se dejaron pasar los eluyentes (mezcla
de gradientes de los tres solventes anteriormente mencionados). En la parte

inferior se colocaron matraces para colectar o recuperar los 5 ml por fraccion de
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un total de 320 ml por columna. Los solventes se evaporaron en bafio Maria y
se obtuvo el rendimiento de cada fraccion.
Aislamiento y Cultivo de Fusarium oxysporum

El hongo bajo estudio se aisl6 de muestras de plantas de tomate con
marchitez vascular por Fusarium, las muestras se desinfectaron con cloro al 2.5
% y se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA). A continuacién se incub6é a una temperatura de 25 + 2 °C para el
crecimiento del hongo, posteriormente se purifico por punta de hifa y se
identificd con las claves de Burgess (1988). La cepa purificada se volvio a
sembrar en PDA y se incubd por tres dias. Al término de los cuales se
agregaron 10 ml de agua destilada estéril, se frot6 la superficie de la cepa con
asa de vidrio estéril, se recuperd la solucién conidial a un tubo estéril y se
contaron las conidias ml' con ayuda de una camara de Neubauer
(Hemacitdmetro Hausser Scientific) al microscopio éptico binocular Olympus
BX50, para utilizarse como fuente de inoculo en los bioensayos con fracciones.
Actividad de fracciones sobre F. oxysporum

La evaluacion se llevo a cabo en placas Costar ® para microtitulacion de
96 pocillos, vaciando en cada pocillo 100 ul de medio de cultivo RPMI 1640
(MetrixLab, S.A de C.V.) esterilizado con filtro Millipore (Stericup de Millipore S.
A de C. V.). Se utilizaron 90 pl de solucién conidial de F. oxysporum a 1 X 10*
en RPMI 1640 y 10 pl de solucion madre de cada fraccion previamente
preparadas en etanol para obtener tres concentraciones por fraccion (500, 1000
y 2000 pg ml'1), dando un total de 200 ul por cada pocillo. Primero se vacio a

las placas el medio RPMI 1640, seguido por la solucion conidial y finalmente la
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concentracion de cada fraccion. Los tratamientos se acomodaron en las placas
como sigue; 29 fracciones a tres concentraciones 2000, 1000 y 500 pyg ml™. Se
utilizaron seis pocillos solos por placa para tener control de la contaminacion,
también se pusieron seis pocillos con solo medio RPMI 1640 mas conidias
como testigo. Las placas se incubaron a 28 °C, se tomaron lecturas de
absorbancia de los tratamientos a 0, 24, 48 y 72 h, con filtros 545-630 nm
mediante lector de placas Stat fax 2100. El efecto de las fracciones sobre el
hongo, se determiné por diferencia de la tasa de crecimiento de cada una de las
fracciones (incremento o disminucion de absorbancia) a 24, 48 y 72 h, en
comparaciéon con la tasa de crecimiento del testigo. Se utilizé un microscopio
optico marca Olympus modelo BX60 para observaciones del efecto de cada una
de las concentraciones de la fraccidn 22 sobre F. oxysporum y se tomaron
fotografias del efecto de la fraccion que mostré la mayor inhibicion de
crecimiento del hongo en comparacién con el testigo a las 24 h y 48 horas.
Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, factorial A x B x C (Little y
Hills, 1989), donde A son las 29 fracciones, B son las concentraciones (ug ml™)
y C equivale a tiempo (h). Se utilizaron seis repeticiones y cada repeticion
constd en un pocito. Las lecturas obtenidas de absorbancia, se analizaron
estadisticamente por el programa estadistico SAS Institute (1996). La

comparacion de medias se hizo mediante la prueba de LSD 0.05.



85

Caracterizacion de compuestos

La caracterizacion del compuesto mayoritario presente en la fraccién que
mostroé la mayor inhibicion al desarrollo de F. oxysporum se llevo a cabo por
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), ademas por Cromatografia de Gases
(Modelo Keypad Quick HP 6890) acoplado a Espectrémetro de Masas (HP
5973), equipado con columna capilar HP-5 (5%-fenil)-metilpolisiloxano de 30 m
x 0.32 mm x 1.0 ym de grosor. Se inyecté 1 yl por muestra de cada una de las
concentraciones de la fraccion 22 eluida con hexano:acetato de etilo (3:7), el
gas acarreador fue Helio, el rango de temperatura fue de 150 a 280 °C, con un
flujo de 0.8 min °C™". Los componentes de la muestra fueron identificados por
comparacion de espectros de masa con los espectros referencia de la base de

datos Wiley 229, 2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se logré fraccionar al extracto etandlico de F. cernua y
caracterizar un compuesto que le confiere la mas alta actividad fungistatica
demostrada en estudios previos de esta investigacion en los que mostré un
rango de inhibicion micelial de 86 a 100 % sobre un alga y cinco hongos
fitopatogenos (Guerrero-Rodriguez et al., 2007).
Efecto de fracciones sobre F. oxysporum

La separacion cromatografica en columna del extracto etandlico genero
64 fracciones de 1.56% volumen/volumen cada una, de las cuales 29

obtuvieron suficiente rendimiento para ser evaluadas sobre F. oxysporum
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(Cuadro 1). El efecto de las 29 fracciones fue variable: las eluidas con el
gradiente de hexano y acetato de etilo fueron efectivas para inhibir el
crecimiento del hongo; por el contrario, las eluidas con acetato y metanol no
mostraron control sobre el hongo, incluso algunas promovieron su crecimiento.
La mayor disminucion de tasa de crecimiento de F. oxysporum (P < 0.05) se dio
alas 24 h (Fig. 1) y fue provocada por la fraccidon 22 de color verde claro eluida
con hexano:acetato de etilo en proporcion (3:7). El andlisis de la interaccion de
las 29 fracciones a las tres concentraciones a través de 24, 48 y 72 h muestra
que las fracciones 22 y 23 eluidas con hexano:acetato de etilo en proporcion
(3:7) provocaron la mayor disminucién de tasa de crecimiento de F. oxysporum
con 7.5y 7.3 veces menor crecimiento que el testigo (Cuadro 2). Las fotografias
tomadas a 24 y 48 h (Fig. 2), muestran que las estructuras del hongo fueron
degradadas totalmente a las 48 h por efecto de los compuestos de la fraccién.
Respecto al analisis de caracterizacion de la fraccion 22 por
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), este muestra bandas importantes en la
region huella, = 1650 a 1700 cm™, pertenecientes a los estiramientos (y) C=0,
caracteristicos de la familia de los acidos carboxilicos, ademas de la intensa
banda 2924 y 2853 cm™, correspondiente a los estiramientos (y) C-O de los
alcanos (Fig. 3). En lo que respecta al analisis por medio de cromatografia de
gases con detector de masas, se obtuvo un pico base de m/z = 59 y el ion
molecular = 222 (Fig. 4). Respecto al patréon de fragmentacion, presenta
rupturas que corresponden a la fragmentacion de un acido carboxilico asi como

la presencia de alcanos y alquenos (C-C y C=C), con el analisis de estas dos
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importantes técnicas de caracterizacion, podemos concluir que la molécula en
estudio se trata de un acido carboxilico, con enlaces de alcanos y alquenos
ademas proponemos las siguientes estructuras elucidadas (Fig. 5) con las dos
técnicas de caracterizacion antes mencionadas. A la fecha se han reportado
diferentes trabajos sobre la Flourensia cernua, Kingston et al. 1978, reportaron
la estructura del flourensadiol, asi como Witwat et al. 1967, reportaron el metil-
orselinato, y mas recientemente Mata et al. 2003, reportaron el acido
hidroflourénsico.

Al tratarse de una molécula organica, proponemos el nombre sistematico,
segun la regla establecida por la IUPAC: Internacional Union of Pure and
Applied Chemestry, para nombrar estructuras organicas: La molécula presenta
una formula condensada, C15H240, con un peso de 236 uma.

Consideramos de gran importancia, continuar con la caracterizaciéon
quimica de la molécula en estudio, ya que hasta la fecha los reportes de
caracterizacion publicados en la literatura, sobre este tipo de moléculas
quimicas, extraidas de productos naturales, especificamente de Flourensia
cernua, sobre caracterizacion y elucidacion de este tipo de moléculas es poco y
no presenta semejanza con lo obtenido en este estudio por lo que es aun de
mayor interés el continuar la investigacion de caracterizacion.

La actividad fungistatica de Flourensia cernua podria atribuirse a este
compuesto cuya caracterizacion quimica nos muestra que no ha sido reportado

para esta especie.
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Cuadro 1. Rendimiento de fracciones cromatograficas de extracto etandlico de

Flourensia cernua DC obtenidas con gradiente hexano:acetato de
etilo:metanol (10-0:0-10:5-5)

Fracciones Eluyentes (proporcion) RendimientoRendimiento
Acetato de
1.56% v/v Hexano etilo Metanol (mg) (% p/p)
12 6 4 0 72.8 4.7
13 6 4 0 21.6 1.4
22 3 7 0 40.4 2.6
23 3 7 0 87.8 5.6
24 2 8 0 80.9 5.2
25 2 8 0 167.5 10.8
26 2 8 0 1454 9.4
27 1 9 0 139.2 9.0
29 1 9 0 96.4 6.2
30 0 10 0 95.0 6.1
31 0 10 0 75.0 4.8
32 0 10 0 63.1 4.1
33 0 10 5 45.9 3.0
34 0 10 5 26.8 1.7
35 0 10 5 24.7 1.6
36 0 9 5 21.6 1.4
37 0 9 5 18.9 1.2
38 0 9 5 5.2 0.3
39 0 8 5 17.1 11
40 0 8 5 15.9 1.0
41 0 7 5 15.9 1.0
42 0 7 5 14.6 0.9
44 0 6 5 14.0 0.9
45 0 6 5 16.2 1.0
46 0 6 5 16.1 1.0
47 0 5 5 13.2 0.8
48 0 5 5 50.1 3.2
49 0 5 5 24.1 1.6
51 0 4 5 15.0 1.0
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Cuadro 2. Promedio de lecturas de Absorbancia a 24, 48 y 72 h de las 29
fracciones de extracto etandlico de Flourensia cernua a
concentraciones de 500; 1,000 y 2,000 pl I* sobre Fusarium

oxysporum.
Fracciones Medias* Tukey Veces X**
F36 0.05785 A 6.1
F46 0.03041 BA 3.2
F47 0.02622 BC 2.8
F40 0.02470 BC 2.6
F39 0.02324 BC 2.4
F37 0.01983 BC 2.1
F33 0.01678 BCD 1.8
F51 0.01635 BCD 1.7
F45 0.01276 BECD 1.3
F49 0.01220 FBECD 1.3
F44 0.01185 FBECD 1.2
Testigo 0.00950 FBECD 1.0
F48 0.00804 FBECD 0.8
F38 0.00532 FBECD 0.6
F34 0.00217 FBECD 0.2
F29 0.00120 FBECD 0.1
F30 -0.00102 FECD -0.1
F42 -0.01206 FEGD -1.3
F32 -0.01559 FHGE -1.6
F4l -0.01717 FHGI -1.8
F13 -0.03089 HJGI -3.3
F24 -0.03748 HJGI -3.9
F27 -0.04483 HJKI -4.7
F25 -0.04654 JKI -4.9
F12 -0.04761 JKI -5.0
F31 -0.04976 JKI -5.2
F26 -0.05028 JKI -5.3
F35 -0.05217 JKI -5.5
F23 -0.06972 LK -7.3
F22 -0.07078 LK -7.5

*Tukey (P> 0.05) factorial A x B x C. Media total de concentraciones (Valores con la misma letra no son
estadisticamente diferentes).
** \/eces X= Medias de fracciones / Testigo.
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Fig. 1. Tasa de crecimiento de Fusarium oxysporum en medio de cultivo liquido
RPMI 1640 con MOPS, (A). Efecto de la fraccidon 22 de extracto etandlico

de Flourensia cernua DC sobre tasa de crecimiento de F. oxysporum (B).
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Fig. 2. Efecto de la fraccion 22 de extracto etandlico de Flourensia cernua DC a

500 pug ml™ sobre Fusarium oxysporum (A) Testigo a 24 h; 1000X; (B)
Testigo a 48 h, 1000X; (C) Fraccién 22 a 500 pg mi™ (24 h), 1000 X, (D)

Fraccién 22 a 500 ug ml™ (48 h), 1000 X.
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Fig. 3. Resultados de andlisis de Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) de la

fraccion 22 de extracto etandlico de Flourensia cernua DC..
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de etilo 3:7) de extracto etandlico de Flourensia cernua DC.
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Fig. 5. Estructuras moleculares propuestas para un compuesto caracterizado en

la fraccion 22 de extracto etanolico de Flourensia cernua DC.



CONCLUSIONES GENERALES

Los extractosde F. cernua presentaron actividad algicida vy
antifingica, ademas de actividad insecticida, insectistatica y bactericida. La
variacion de actividad biologica estuvo en funcion de la polaridad de los

compuestos.

El extracto etandlico mostré actividad biologica sobre hongos y alga

fitopatdogenos, ademas de efecto atrayente al gorgojo Sitophilus oryzae

El extracto hexanico presentd actividad antibacterial sobre bacterias de

los géneros Xanthomonas y Pseudomonas, ademas de efecto insecticida sobre

afidos y efecto insectistatico como repelente de gorgojos S. oryzae

El extracto etandlico mostro la mayor actividad antifangica.

Las fracciones mas eficientes para disminuir la tasa de crecimiento del

hongo fueron la 22 y 23 eluidas con hexano:acetato de etilo (3:7).
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Se elucidé de la fraccién 22 la molécula de formula condensada Cis Hzq
O, con un peso de 236 uma, la cual podria ser la responsable de la actividad

antifungica de F. cernua

PERSPECTIVAS A FUTURO

Es necesario que de la fraccion 22, se efectien estudios de Resonancia
Magnética Nuclear C** y H* (RMN C*® y RMN H%) para corroborar la estructura
de la formula condensada que proponemos segun la regla establecida por la

IUPAC: Internacional Union of Pure and Applied Chemestry.
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