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Resumen

Musa spp y Solanum tuberosum L. son cultivos altamente demandados a escala mundialque
con frecuencia son atacados por los hongos Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal de
la Sigatoka negra, y Alternaria solana L causante del tizon temprano. El control de estas
enfermedades se realiza fundamentalmente mediante el uso de fungicidas quimicos, lo cual ha
provocado la aparicion de fungoresistencia y perjuicios ambientales, por lo que resulta
necesaria la busqueda de alternativas naturales y efectivas para su manejo, como el empleo de
extractos vegetales. La familia Rutaceae contiene especies con elevadas concentraciones de
compuestos fendlicos, de los cuales se conoce su actividad antifingica contra hongos
fitopatégenos, por lo que pudiera resultar de utilidad el uso de extractos vegetales a partir de
especies de esta familia contra M. fijiensis y Alternaria solani. El objetivo de este trabajo fue
determinar la actividad antifangica in vitro de extractos de hojas de la familia Rutaceae frente a
Mycosphaerella fijiensis y Alternaria solani. Los extractos se obtuvieron mediante extraccion
asistida por ultrasonido, se realizé una caracterizacion fitoquimica y se cuantificé el contenido
de fenoles, flavonoides y flavonoles totales. Para cada extracto, se determiné la concentracién
minima inhibitoria, el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial y la fraccién quimica que
inhibia el crecimiento del hongo mediante bioautografia. En todos los extractos se identificé la
presencia de flavonoides y azlicares reductores y las concentraciones de fenoles, flavonoides y
flavonoles totales fueron superiores a 39 mg EAG/ mL, 8 mg EQ/mL y 0,04 mg EQ/mL de
extracto respectivamente. Los extractos de Z. nannophylum (Urb.) Alain, Z. pseudodumosum
Beurton y A. balsamifera L. en etanol y el de S. glutinosa Merr. en metanol mostraron la menor
concentracion minima inhibitoria frente a M. fijiensis (0,019 mg EAG/mL) y frente a A. solani el
de A. balsamifera en agua (0,312 mg EAG/mL). Los extractos de S. glutinosa en metanol y A.
balsamifera en etanol mostraron porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial del100%
frente a M. fijiensis y los de Z. pseudodumosum en metanol y S. glutinosa en metanol frente a
A. solani. Las antraquinonas fueron los compuestos mas activos frente a ambos hongos. Este
estudio demostré la potencialidad del uso de extractos alcohdlicos de hojas de plantas de la

familia Rutaceae para el control agroecolégico de M. fijiensis y A. solani.
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ABSTRACT

Abstract

Musa spp. and Solanum tuberosum L. are crops are in high demand worldwide often are
attacked by fungi Mycosphaerella fijiensis and Alternaria solani, causals agents of black
Sigatoka and early blight, respectively. The control of this diseases is mainly based on the
use of chemical fungicides, due to the fungal-resistance and environmental damages, it is
necessary to find natural and effective alternatives for their management, like the use of
plant extracts. The Rutaceae family contains species with high concentrations of phenolic
compounds, which is known antifungal activity against phytopathogenic fungi, so it could
be useful fort he use of plant extracts from species of this family against M. fijiensis and A.
solani. The aim of this research was to determinate the in vitro antifungal activity of leaves
of family Rutaceae extracts against M. fijiensis and A. solani. The extracts were obtained
by ultrasound-assisted extraction, phytochemically characterized and the total content of
phenols, flavonoids and flavonols was quantified. For each extract, it was determined the
percentage of inhibition of the mycelial growth by agar dilution and the fraction that
inhibited the fungal growth by the bioautography test. In all the extracts were identified the
presence of flavonoids and reducted sugars, and concentrations of phenols, flavonoids
and flavonols were more superiors to 39 mg EAG/mI, 8mg EAG/ml y 0,04 mg EAG/mI of
extracts respectively. The extracts of Z. nannophylum, Z. pseudodumosum and A.
balsamifera in ethanol and the extracts of S. glutinosa in methanol showed the lowest
minimum inhibitory concentration against M. fijiensis (0,019 mg EAG/ml) and against A.
solani the extracts of A. balsamifera in water (0,312 mg EAG/mI). The extracts of S.
glutinosa in methanol and A. balsamifera in ethanol showed percentages of inhabitation of
the micelial growth of 100% against M. fjijensis, and the Z. pseudodumosum in methanol
and S. glutinosa in methanol against A.solani. The anthraquinones was the most active
compound in front boot fungi. This study demonstrated the potential of using of alcoholic
extracts of leaves of plants in the Rutaceae family for the agro-ecological control of

M.fijiensis and A.solani.

Keywords: bananas and plantains, phenols, plant extracts, potato.
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INTRODUCCION

1. Introduccién

Musa spp y Solanum tuberosum L. son cultivos altamente demandados a escala mundial
tanto por sus cualidades gustativas como por su aporte de vitaminas y minerales a
nuestra dieta (Adeyemi y Oladiji, 2009 y Hamideldin y Hussin, 2014). Su produccion y
comercializacion aumenta continuamente, en gran medida debido al empleo de
variedades resistentes de estos cultivares, lo cual propicia mayores rendimientos
(Coulibaly et al. 2007 y Salomén et al., 2004).

En Cuba, la producciéon de Musa spp. se encuentra afectada debido a la ineficiencia de
los productores primarios y a la incidencia de enfermedades propias del cultivo (Jacome et
al. , 2002) como la Sigatoka negra, causada por Mycosphaerella fijiensis Morelet (Vicente,
2009). Por otra parte, la produccion de S. tuberosum no es exitosa porque la mayor parte
de la semilla de papa que se utiliza es importada, obteniéndose el resto nacionalmente
pero no con la misma calidad (Salomén et al, 2012). Ademas, debido a las condiciones
climéticas existentes en la isla se desarrollan enfermedades foliares causadas por hongos
como Alternaria solani Sor. (Leiva et al., 2006).

Tradicionalmente, el tratamiento de estas enfermedades se efectia mediante el empleo
de fungicidas de origen quimico (Muifio et al., 2010 y Martinez et. al., 2011) estrategia que
por su efecto acumulativo provoca una elevada contaminacién ambiental y dafios severos
a la salud humana. Por esta razon, surge como alternativa el empleo de extractos
vegetales que son ambientalmente seguros, de baja toxicidad y cuya relacion costo
/beneficio es muy favorable, por lo cual pueden desempenfar un rol fundamental en un

sistema de manejo integrado para el control de estas enfermedades.

La familia Rutaceae ha sido empleada para la obtencién de extractos vegetales, debido a
la presencia en la mayor parte de sus representantes de metabolitos secundarios con
actividad antifungica (Casado et al. 2011). En este sentido, el género mas utilizado es
Citrus, del cual se han obtenido extractos vegetales a partir de la corteza, hesperidio o el
jugo de sus frutos (Bejarano et al., 2009) siendo poco empleadas las hojas con este
propésito. Sin embargo, en el departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, se han realizado estudios que emplean extractos obtenidos de hojas de
Citrus aurantium L., Citrus aurantium L. subf. sinensis L. M. Hiroe, Citrus reticulata Blanco,
Citrus aurantiifolia Christm. Swingle y Citrus latifolia Tanaka ex Yu. Tanaka, en los cuales

se han cuantificado un elevado contenido de metabolitos bioactivos (Herrera, 2011) con
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actividad antifangica in vitro frente a los patégenos de tomate Passalora fulva (Cooke) U.

Braun & Crous y Alternaria solani (Gonzélez, 2013).

Teniendo en cuenta que los estudios realizados con especie de citricos referencian que
sus hojas constituyen una importante fuente de metabolitos secundarios con actividad
antifungica (Iglesias, 2012) y que en la familia Rutaceae existen otros géneros como
Zanthoxylum, Amyris y Swinglea en cuya composicion fitoquimica destacan compuestos
bioactivos tales como alcaloides (Taborda et al., 2007), terpenos (Dubey et al., 2011) y
flavonoides (Toro et al., 2010); es posible, que especies endémicas de Cuba como
Zanthoxylum nannophylum y Zanthoxylum pseudodumosum de las cuales no existen
estudios publicados, resulten una fuente similar de compuestos con actividad antifingica
gue puede ser empleada con éxito. La importancia del estudio de estas especies reside
en que se pudiera establecer una posible linea de produccion nacional-endémica de
biofungicidas, debido a que son propias del territorio nacional, ademas de evidenciar la
riqueza farmacologica y etnobotanica de la flora de Cuba.

Objetivo general

1. Determinar la actividad antifingica in vitro de extractos de hojas de Zanthoxylum
nannophylum, Zanthoxylum pseudodumosum, Zanthoxylum flavum, Amyris

balsamifera y Swinglea glutinosa frente a Mycosphaerella fijiensis y Alternaria solani.
Objetivos especificos

2. Caracterizar fitoquimicamente los extractos de hojas de Zanthoxylum nannophylum,
Zanthoxylum pseudodumosum, Zanthoxylum flavum, Amyris balsamifera y Swinglea

glutinosa.

3. Calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de M. fijiensis y A. solani
por los extractos de hojas de Zanthoxylum nannophylum, Zanthoxylum

pseudodumosum, Zanthoxylum flavum, Amyris balsamifera y Swinglea glutinosa.

4. Identificar la fraccion quimica de los extractos con actividad antifungica frente a

Mycosphaerella fijiensis y Alternaria solani.
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2. Revision bibliogréfica
2.1. Musa spp.

Musa spp. es oriundo del sudeste asiatico, principalmente de las zonas de Filipinas, India
y Nueva Guinea (Palencia et al., 2006). Este cultivo se encuentra presente de forma
significativa en mas de 130 paises, desde su lugar de origen hasta Oceania y América del
Sur. Ademas, se cultiva en regiones como en Sudafrica, Libano, Israel e Islas Canarias,
lugares donde, ademas, son aptas las variedades enanas del grupo Dwarf Cavendish,
resistentes al frio necesita y las cuales necesitan riego adicional (Franz Augstburger et al.,
2002).

El cultivo de Musa spp. se practica con éxito en zonas tropicales y subtropicales debido a
las elevadas temperaturas y humedad relativa. Ademas, se ve favorecido por
precipitaciones que oscilan entre los 120-150 mm mensuales. Sin embargo, no es
conveniente para su desarrollo la exposicion a periodos largos de sequia o cortos de
inundaciones (Saez Saez-Puche, 2003).

Musa spp. se utiliza principalmente para su consumo fresco, siendo sélo una pequefa
parte la que se comercializa en forma deshidratada. Constituye una de las frutas
tropicales mas importantes desde el punto de vista econdmico a nivel mundial, sélo
superada por el trigo (Triticum spp.), el arroz (Oryza sativa Hochst. ex Steud.) y el maiz
(Zea mays L.). Su produccion es continla durante todo el afio, lo que la hace
especialmente valiosa como alimento en la época entre cosechas de otras especies

vegetales (Palencia et al., 2006).

En el cultivo comercial de Musa spp. tienen mayor importancia las variedades del grupo
Cavendish, aunque existen variedades comerciales ampliamente divulgadas, como las
procedentes de algunas localidades de regiones tropicales, que se emplean de diversas
maneras en los sistemas de produccién y se pueden combinar entre ellas (Franz
Augstburger et al., 2002). De esta forma, es comercializado internacionalmente a través
de empresas multinacionales establecidas en Ecuador, Pert, Colombia y Brasil, siendo
Ameérica del Sur la principal fuente regional de exportacion, debido a que Ecuador genera
aproximadamente un tercio de las exportaciones globales (Torres et al., 2009). No
obstante, el principal productor es la India, donde se produce la cuarta parte de los frutos

comercializados en el mundo (Séez Saez-Puche, 2003).
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En Cuba, la produccién de Musa spp. se ha visto considerablemente afectada desde el
afio 1990 debido a la ineficiencia de los productores primarios y a la incidencia de las
enfermedades propias del cultivo(Gonzalez et al. 2006).Esta Ultima, constituye la causa
principal de que la produccion real se encuentre por debajo de la potencialidad productiva
de las variedades empleadas, lo que ha limitado el cultivo de algunos clones de gran
demanda y calidad comercial como son los del subgrupo Cavendish (AAA) (Morales et al.,
2010).

A partir del afio 1990, con el objetivo de mejorar la produccidon de esta fruta se
introdujeron nuevos clones procedentes de la Fundacion Hondurefia de Investigaciones
Agricolas (FHIA), con el apoyo del banco de germoplasma del género Musa del Instituto
de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT). Estos clones se usaron para realizar
estudios comparativos mas profundos en Cuba, con el fin de investigar la variabilidad
genética de Musa spp. existente, asi como para lograr el incremento de esta variedad con
germoplasma obtenido a través de diferentes métodos de cruzamiento y propagacion, ya
sean tradicionales o biotecnoldgicos (variacién somaclonal, mutagénesis y transformacion
genética), con vistas a conformar futuros programas de mejora mas eficientes(Gonzélez
et al. 2006).

En este sentido, se introdujeron clones como los tetraploides pertenecientes a los
subgrupos Cavendish (AAA), Plantain (AAB) y Burros (ABB), que poseian altos
rendimientos pero eran poco tolerantes a las principales plagas y enfermedades que
afectaban a este cultivo(Milan et al., 2013). Es por ello que, en muchas zonas de Cuba
(Guantanamo, La Habana y Ciego de Avila) se han sustituido los cultivares triploides por
tetraploides (AAAA, AAAB, AABB) que han tenido una buena aceptacién por parte de la

poblacion cubana, por su sabor y su consistencia (Gonzalez et al., 2006).

De modo similar, se encuentran introducidos, pero en menor cantidad de areas, otros
clones como FHIA-01 (AAAB) y FHIA-02 (AAAB), los cuales presentan caracteres con
cierta resistencia a la enfermedad del rayado negro de la hoja o Sigatoka negra y a las
principales especies de nematodos que afectan el cultivo (Leiva-Mora, 2006). Ademas, se
ha utilizado el clon FHIA-25 (AAA), con el que se han obtenido rendimientos superiores al
resto de los clones y una significativa resistencia a Sigatoka negra y nematodos. También,

se ha generalizado el clon Manzano INIVIT, que aunque su grupo genémico sea AAB, se
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utiliza para consumo fresco (fruta), por presentar similitud con el Manzano criollo (Milan et
al. 2013).

Aunque se ejecuten programas de mejoras genéticas con resultados positivos, debido a
las condiciones climaticas caracteristicas de las regiones donde se cultiva Musa spp., esta
planta es atacada por bacterias, virus y hongos, siendo estos ultimos los causantes de las
enfermedades mas destructivas (Leiva-Mora, 2006). Por el significado de su afectacion,
las enfermedades foliares son las de mayor interés por la comunidad cientifica y estas
incluyen a tres hongos ascomicetes patdégenos relacionados entre si: Mycosphaerella
fijiensis Morelet (anamorfo Pseudocercospora fijiensis Deigthon) que provoca la Sigatoka
negra, M. musicola Leach ex Mulder (anamorfo P. musae Zimm.), responsable de la
Sigatoka amarilla, y M. eumusae Deighton, agente causal de la mancha foliar Septoria
(Hidalgo et al., 2006).

Estos hongos son dificiles de distinguir basandose en su sintomatologia ya que las
lesiones que producen constan de gran parecido, ademas de que sus estados sexuales
(teleomorfos) son similares. No obstante, las especies pueden ser identificadas
basandose en las diferencias morfolégicas entre sus estados asexuales (anamorfos),
independientemente de si son observados directamente en las hojas enfermas o después
de aislarlas (Jean Carlier et al., 2003). De estas tres especies, M. musicola provoca una
defoliacion extensa en la planta, pero M.fijiensis se caracteriza por tener un mecanismo
de patogenicidad mas fuerte en un amplio rango de hospedantes, lo que la hace la

patologia foliar de Musa spp. mas destructiva(Barrios, 2006).

2.1.1. Mycosphaerella fijiensis

M. fijiensis fue identificado por primera vez por Stover como el hongo causante de la
Sigatoka negra, siendo descrita como un hongo ascomicete heterotalico por Leach en
1964. En consecuencia con estos estudios y segun Morelet, M. fijiensis pertenece al reino
Fungi, phyllum Ascomycota, clase Dothideomycetes, orden Capnodiales, familia

Mycosphaerellaceae (Bonilla, 2009).

Este hongo se reproduce de forma asexual y sexual durante su ciclo de vida, lo que
dificulta su manejo (Martinez et al., 2011).La fase asexual (P. fijiensis), se presenta en las

primeras lesiones de la enfermedad donde se observa la aparicibn de un numero
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relativamente bajo de conidioforos, en tanto la fase sexual es la mas importante en la
expansion de la enfermedad al producir un gran nimero de ascosporas a partir de
estructuras llamadas seudotecios. Estas ascosporas son septadas, hialinas con 14-20 ym

de longitud y de 4-6 um de ancho (Mosquera et al., 2009).

M. fijiensis ha alcanzado una amplia variedad genética y patogénica debido a su gran
capacidad reproductiva que le ha permitido adaptarse a diversas condiciones
ambientales. De esta forma, las abundantes precipitaciones, temperaturas célidas y una
alta humedad relativa del aire favorecen su permanencia en el hospedante y son
determinantes en el nivel de severidad de ataque en los cultivos (definen la dinamica del
indculo, o sea el desarrollo, permanencia e impacto de la enfermedad) (Saez Saez-Puche,
2003). Ademas, a consecuencia de la variada disponibilidad de estructuras reproductivas
(asexuales y sexuales) que presenta, se cree que la dispersion de la enfermedad a larga
distancia se realiza por la transferencia de germoplasma (retofios infectados u hojas
enfermas) y por ascoporas mediante el viento (Jean Carlier et al., 2003).

Mecanismo de patogenicidad y sintomatologia

El establecimiento de M. fijiensis en un cultivar susceptible se inicia con la penetracion
estomatal y un esparcimiento intercelular debido a un modo de nutricion biotréfica que
tiene lugar inicialmente durante un periodo de 3-4 semanas, antes de que aparezcan los
sintomas necréticos en las hojas (Torres et al., 2009). Los conidiéforos aparecen en la
etapa de primeras rayas, principalmente en la superficie inferior del lado abaxial de la
hoja, dando lugar a los conidios a partir de las primeras lesiones de la enfermedad que
son en forma de pizcas o estrias (Barrios, 2006). Con el desarrollo de la lesion, las
cavidades estomaticas colonizadas por el hongo son rapidamente utilizadas para la
fecundacion de hifas mediante espermacios compatibles que dan origen a peritecios;
estructuras fructiferas sexuales que contienen ascas con ocho ascosporas, las cuales
aparecen cuando el tejido se necrosa y adquiere una coloracion café claro a gris (Folleco-
Zapata, 2006).

Los conidios son obclavados o cilindricos-obclavados, rectos o curvados, de coloracion
olivaceo muy palido, y constituyen el medio mas importantes de propagacion local, ya que
su liberacion es principalmente a través del agua en forma de lluvia o rocio (Martinez et al,

2011). En el segundo estado de estria hay una mayor produccion de conidios con mayor
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esporulacion y facilidad de diseminacion por causa del viento y el agua (Jean Carlier et
al., 2003).

Segun Barrios (2006), la enfermedad produce inicialmente pequefias manchas de color
blancuzco o amarillo con pequefios puntos negros en la zona central, siendo este sintoma
visible en el lado abaxial de la hoja. Luego surge una raya de color café visible en el lado
abaxial de la hoja que cambia progresivamente a negro. Posteriormente, la raya se hace
mas grande y bajo ciertas condiciones (poco inéculo y condiciones climaticas favorables),
puede alcanzar una longitud de 2-3 cm hasta que la infeccidén se vuelve visible por el haz
de la hoja, como una mancha negra claramente apreciada a simple vista. Finalmente, la
mancha se vuelve totalmente negra, y se forma un halo amarillo que la rodea y se
extiende en el lado adaxial de la hoja. El centro de la mancha negra se seca y adquiere un
color gris claro rodeado por un halo de color amarillo brillante.

M. fijiensis provoca una destruccion rapida del area foliar (pérdida parcial o total del
follaje) acompafiada de una fuerte necrosis, ademas de la reduccion de la capacidad
fotosintética por lo que la planta llega a la floracién con un reducido niamero de hojas
funcionales. También, estimula la maduracion precoz de los racimos y dafia la calidad de
la fruta, al reducir hasta en un 60% el peso de los racimos, lo que genera grandes
pérdidas econdmicas. (Palencia et al., 2006). Independientemente del origen de la
infeccion y de las condiciones climéticas imperantes, el estado nutricional de la planta es
importante para la permanencia y desarrollo de la enfermedad (Leiva-Mora, 2006). En
este sentido, se ha determinado que altas concentraciones de nitrdgeno reducen la
produccién de compuestos fendlicos con accion fungistatica, y de lignina en las hojas,
disminuyendo la resistencia a los patdgenos (Hernandez et al., 2009). En contraste, el
fésforo presente en la planta favorece el crecimiento y aumenta la resistencia de la planta

a la infeccion (Torres et al., 2009).

Estrategias de control fitosanitario

El control de esta enfermedad se realiza fundamentalmente mediante el empleo de
fungicidas quimicos, realizdndose con estos una aplicacién alterna y en mezcla de
fungicidas protectores y sistémicos. Dentro de los fungicidas protectores se incluyen el
mancozeb (Dow AgroSciences Colombia S.A) cuyo principio activo es zinc con etileno bis

ditiocarbamato de manganeso y el clorotalonil (HELM en Argentina) cuyo principio activo

7



REVISION BIBLIOGRAFICA

es metil-N-fenilacetil. Entre los sistémicos sedestacan los benzimidazoles, aminas,
triazoles, estrobirulinas y anilinopirimidinas (Alvarez y Delgadillo, 2004). Ademas, se
encuentran en proceso de registro nuevos fungicidas de dos grupos quimicos nunca antes

utilizados en platanos que son lascarboxamidas y guanidinas (Martinez et. al., 2011).

M. fijiensis ha desarrollado resistencia a los benzimidazoles, triazoles y estrobirulinas, lo
cual ha reducido su eficacia en el campo y ha limitado su uso. Se ha incrementado el
empleo de aminas y anilinopirimidinas, que suponen un riesgo debido al aumento en la
presion de seleccidn que se ejerce sobre el patégeno, que se refiere a la interaccion
selectiva que tiene la planta frente a diferentes cepas del patégeno reaccionando de

manera diferente frente a cada una de ellas (Martinez-Guzman, 2010).

Agrotecnia

Con la finalidad de generar un ambiente menos favorable para la enfermedad o afectar de
manera considerable la reproduccién, diseminacion e infeccion del patégeno se han
modificado ciertas practicas del cultivo orientadas a la destruccion de los conidios debido
a que los mismos son vitales para la propagacion de la enfermedad (Jean Carlier et al.,
2003). Entre estas medidas se incluyen: el control de malezas, el drenaje adecuado, la
nutricion balanceada, la correcta distribucién de plantas y la deshoja sanitaria (despunte y
cirugia) con intervalos semanales (una semana si y la otra no). Esta dltima junto a la
floracién (eliminacion en concordancia con la floracién de las tres hojas mas viejas de
cada planta) constituye una de las practicas mas utilizada para la reduccion del inéculo

del patégeno (Martinez et al., 2011).

Control biolégico

La aparicibn de fungoresistencia por parte de M. fijiensis a consecuencia del uso
indiscriminado de fungicidas quimicos, ha favorecido la apariciébn de investigaciones
orientadas a la busqueda de alternativas mas saludables respecto al control de la
Sigatoka negra, entre las cuales el hongo antagonista Trichoderma constituye una opcion
viable. En este sentido, existen estudios que demuestran que cepas de Trichoderma spp.
tienen efectos antibidticos y micoparasitos sobre M. fijiensis al inhibir el crecimiento del
micelio del hongo a partir de la produccion de glucanasas y quitinasas (Ochoa, 2002). El
antagonismo de Trichoderma spp. se basa en la colonizacién del area que ocupa el

hospedante ocasionando una competencia por espacio y nutrientes. Esta constituye una
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manera de ejercer el biocontrol a partir de la reduccion del espacio y el detenimiento del

crecimiento micelial (Arzate-Vega et al., 2006).

De modo similar, se ha probado el efecto de otros hongos biocontroladores como
Paecelomyces lilacinus Thom. Samson, Penicillium spp.y Fusarium spp. capaces de
producir metabolitos quitinoliticos que inhiben significativamente la germinacién de las

ascosporas de M. fijiensis (Carr, 2009).

El empleo de extractos vegetales constituye otra alternativa sostenible en el control de
esta patologia. En este sentido, se han realizado estudios in vivo donde se ha logrado
reducir el indice de infeccion de M. fijiensis a valores de 25-33% cuando se emplearon
extractos de Swinglea glutinosa Merr., Salvia officinalis Pall., Azadirachta indicaA. Juss y

Carica papaya L. (Marin et al., 2008).

2.2. Solanum tuberosum L.

S. tuberosum (papa) es originario de las areas montafiosas de los Andes en América del
Sur, en los alrededores del lago Titicaca y Peru. Fue introducido en Europa en el siglo XVI
y de alli llevada al resto del mundo, desarrollandose en ese tiempo variedades de
maduracion precoz adaptadas a las condiciones del norte, especialmente a dias mas
cortos. Se siembra en mas de 125 paises y mas de un billon de personas alrededor del

mundo la consumen (Estévez- Gonzéles, 2010).

La papa aporta una notable cantidad de carbohidratos a la dieta, por lo que resulta
indispensable en el consumo basico de millones de personas en paises subdesarrollados
de América del Sur, Africa y Asia. En Perd, la papa es el principal cultivo en superficie
sembrada y representa el 25% de la produccion nacional agraria, ademas constituye la

base de la alimentacion de la zona andina (Chavez, 2008).

La importancia econémica de la papa, se basa en su elevada capacidad de producir
sustancias alimenticias por unidad de superficie en un periodo de tiempo relativamente
corto, siendo esta capacidad varias veces mayor, que la de los cereales, lo que le permite
estar contemplada en el tercer lugar entre los 10 cultivos con el mas alto valor de
produccion ha-dia (Lopez, 2004). Ademas, el almidén de la papa se utiliza para la
elaboracion de papel, textiles, pegamentos, bebidas alcohdlicas y varios alimentos que

son de gran utilidad para el hombre y la industria (Andrade et al., 2002).
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Se cultiva fundamentalmente en las regiones templadas, donde actualmente se concentra
mas del 90% de la produccién mundial y muy poco en las regiones tropicales humedas,
debido a su tendencia a ser infestada por numerosos organismos patégenos y plagas
(Estévez et al., 2007). China es el primer productor mundial con 730 000 t, seguida por
Rusia con 664 000 t e India con 250 000 t; siendo los Paises Bajos los principales
exportadores a nivel mundial con 1,5 millones de t, seguido por Alemania con 1,1 millones
de ty Francia con 1 millon de t (FAOSTAT, 2013).

Segun datos de la FAO, el valor de la produccién mundial supera los 307,4 millones de t
en 18 millones de ha, con un rendimiento medio de 16,5t (FAOSTAT, 2010) debido a que
esta planta posee una gran capacidad de adaptacién, por lo que es capaz de

desarrollarse en condiciones y climas muy diversos (Norba, 2008).

En Cuba, a partir de 1959 es que se comienza a prestar especial atencion al cultivo de la
papa, incrementandose la superficie cultivable de 7 220 ha en 1959 a 16 800 ha en la
campafia 1989-1990 (Vazquez et al., 2014). No obstante, hay limitantes en el hecho de
tener y mantener una produccién totalmente propia ya que la mayor parte de la semilla de
papa que se utiliza en nuestro pais es importada desde Canada y Europa, obteniéndose
el resto nacionalmente pero no con la misma calidad (Quifiones et al., 2004). De esta
forma, en el sector productivo se emplean 33 variedades comerciales foraneas
mayormente holandesas, desarrollandose bajo riego por aspersion durante su ciclo

productivo (Estévez-Gonzalez, 2006).

Las patologias fungicas son las que ocasionan mayores afectaciones econdémicas al
cultivo de la papa (Van der Waals et al., 2003). Los dafios mas graves son provocados
por los hongos foliares como Phytophthora infestans Mont. Causante del tizon tardio y por
Alternaria solani Sor. causante del tizon temprano (Leiva et al., 2006). El tizon temprano
se presenta con mayor incidencia principalmente en paises como India, Uruguay, Brasil y
en la region del Caribe, o en otros continentes como Africa, provocando pérdidas entre

10-50% de los rendimientos totales del cultivo (Martin-Thurston, 2005).
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2.2.1. Alternaria solani

A. solani fue descrito por primera vez por Ellis y Martin en 1882 a partir de hojas muertas
en campos de papa de New Jersey y hombrado Macrosporium solani hasta que en 1896
Sorauer lo nombré Alternaria solani. Esta especie se ubica taxondmicamente dentro de
los hongos imperfectos, phylum Ascomycota, clase Dothideomycetes, orden Pleosporales

y familia Pleosporales (Agrios, 2005).

Es un hongo mitosporico, lo cual indica que sus esporas son producidas solamente por
division nuclear mitética. Produce conidios en varias formas, pero nunca por division del
citoplasma en el esporangio (Deacon, 2006). Presenta un micelio ramificado y septado,
los conidi6foros son cortos y oscuros y se pueden presentar individuales o agrupados. Los
conidios son muriformes, de color marron oscuro y presentan una prolongacion filiforme,

hialina, a menudo bifurcada (Pupo et al., 2011).

Mecanismo de patogenicidad y sintomatologia

El hongo ingresa a los tubérculos generalmente a través de las heridas y aberturas
naturales, iniciando su desarrollo y produciendo esporangios que pueden infectar los
tejidos suculentos de los tubérculos sanos (Gudmestad et al., 2013). Los esporangios que
se incrementan bajo estas condiciones, son llevados por el aire y diseminados hacia los
campos de papa en desarrollo. Finalmente, las oosporas, que se encuentran en los
residuos vegetales o en el suelo y tienen una viabilidad de 2 afios, constituyen otra fuente
de infeccion (Torres et al., 2005). Sin embargo, en el campo el hongo a veces se presenta

s6lo en la etapa de senescencia (Gudmestad et al., 2013).

Los conidiéforos se encuentran solos o formando pequefios grupos, son rectos o
flexuosos, septados, de color variable (de marrén palido a marrén olivaceo), solitarios o en
grupos. Los conidios del hongo germinan e ingresan directamente a las hojas de la planta
a través de la epidermis. La infeccion se inicia en las hojas del tercio inferior de la planta y
ocurre, a partir de los 45 dias después de la siembra. Los tubérculos en desarrollo son

susceptibles pero los tubérculos maduros son resistentes (Yanar et al., 2011).

El patégeno sobrevive mediante el micelio presente en los tubérculos infectados que

constituyen residuos de cosechas. Este micelio bajo condiciones ambientales favorables
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produce esporangios, los cuales se diseminan por el aire o con la neblina a otros campos
de papa en desarrollo (Veitia et al., 2007). El crecimiento maximo de este micelio se ve
favorecido con temperaturas de 27°C, mientras que los conidioéforos y conidios requieren
de una temperatura 6ptima entre19-23°C (Escuredo et al., 2010). La enfermedad tiene
mayor incidencia cuando los campos de papa estan expuestos a una alternancia de
periodos lluviosos y secos y cuando el riego por aspersion se practica de manera

frecuente (Torres et al., 2005).

Los sintomas son visibles en las hojas de la planta a partir de la aparicién de pequenas
manchas irregulares de color verde palido a verde oscuro. En condiciones ambientales
Optimas de temperatura de 12-15°C y humedad relativa 100%, estas pequefias manchas
irregulares que se desarrollan generalmente en los bordes y en el apice de los foliolos
crecen rapidamente, dando lugar a lesiones necréticas grandes de color marrén a negro.
En el lado abaxial de las hojas, coincidente con las manchas que se observan en el lado
adaxial, se desarrolla una capa blanquecina, constituida por esporangioforos y
esporangios (Estévez- Gonzales, 2010). Las manchas se rodean de un halo clorético y
forman lesiones necréticas con anillos concéntricos de color marrén claro en todo el area
foliar, estas pueden llegar a medir aproximadamente hasta 2 cm de didmetro, pero su
crecimiento esta restringido por las nervaduras de los foliolos. Ademas, pueden unirse y
formar areas muy grandes que abarcan gran parte de las hojas. Cuando esto ocurre, se

produce defoliacién y muerte temprana de la planta (Estévez, 2006).

En los tallos, los sintomas se presentan como lesiones oscuras continuas, ubicadas
generalmente en el tercio medio o superior de la planta y alcanzan en algunos casos mas
de 10 cm de longitud. Estas lesiones son fragiles y de consistencia vidriosa, se quiebran
facilmente con la fuerza del viento o por contacto con las maquinaria (tractores) o las
personas que transitan por el campo durante las labores culturales (Estévez-Gonzales,
2010).

En los tubérculos afectados que aparentemente se muestran sanos al momento del
almacenamiento, la enfermedad se desarrolla lentamente y el hongo esporula,
produciendo asi nuevas estructuras infectivas. Sin embargo, existen elevadas
probabilidades de que los tubérculos infectados puedan destruirse completamente, debido

a que las lesiones son puerta de entrada para bacterias como Erwinia spp. y hongos
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como Fusarium spp. que se encuentran en la superficie de los tubérculos y causan

pudricién total del mismo (Torres et al., 2005).
Estrategias de control fitosanitario

El control de esta enfermedad se realiza mediante la ejecucién de un conjunto de medidas
agrotécnicas orientadas a eliminar los residuos de plantas infectadas, en las cuales se
conserva el inéculo, sin incurrir en el riesgo constante de infeccién (Rodriguez, 2009). Una
parte importante de este programa de control consiste en evitar el riego por aspersion,
utilizando preferentemente el riego por goteo, para de esta manera evitar cualquier
posible propagacion de las esporas del hongo. Ademés, se emplean como semilla

tubérculos sanos (Estévez- Gonzales, 2010).

Otra variante prometedora consiste en el uso de variedades resistentes de papa, lo cual
constituye una seguridad de produccion futura, a partir de un incremento considerable en
la productividad y adaptabilidad del cultivo a las condiciones tropicales. No obstante, esta
opcién no deja de tener detractores, pues la obtencién de variedades resistentes a A.
solani y con desarrollo aceptable, resulta dificultosa debido a que la papa posee un
genoma altamente heterocigético y poliploide, que dificulta el cruzamiento genético y por
tanto el mejoramiento genético del cultivo por reproduccion sexual (Veitia, 2000).

Control quimico

El control quimico se realiza a través de la aplicacion de fungicidas tradicionales de
contacto como mancozeb (Dow AgroSciences Colombia S.A) cuyo principio activo es zinc
con etileno bis-ditiocarbamato de manganeso y Maneb (Dow AgroSciences Colombia
S.A)con principio activo de Sales de Zn + formaldehido. Estos actlan en la superficie de
las hojas inhibiendo el crecimiento micelial y la germinacion de las zoosporas con un
efecto residual corto. También, se emplean clorotalonil (HELM en Argentina) con principio
activo metil-N-fenilacetil y Zineb (SYNGENTA AGRO, S.A) con principio activo

Zinebzetilen-bis-dico-carbamato de Zn, cuya accidén es antiesporulante y se basa en la

reduccion de la diseminacion fangica. Ademas, del Captafol (Grupo Pujol San José, Costa
Rica) y el Daconil (SYNGENTA CROP PROTECTION S.A) con principio activo clortalonil
+ carbendazepina que actdan inhibiendo la movilidad de las zoosporas (Alvarez y
Delgadillo, 2004). Similarmente, en trabajos realizados en San Ramoén, Peru se comprob6

que combinando dyrene (cuyo principio activo es el 4,6-dicloro-N-[2-clorofenil]-1,3,5-
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triazin-2-amina) y mancozeb, se controlaba eficientemente la enfermedad (Torres-H. et
al., 2005).

Control biolégico

Frente a este hongo, el uso de alternativas ambientalmente seguras se ha visto
potenciado por resultados promisorios obtenidos con el género Trichoderma. De esta
forma, en estudios consultados se evidencia que con el empleo de cepas de T. harzianum
Rifai, T. viride Pers. Y T. virens (Miller et al.) von Arx se obtuvieron porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial de 72%, 66% y 59%, respectivamente (Ganie et al.,
2013). Ademas, Reinoso et al. (2007) aislé un total de 85 cepas bacterianas, de las cuales
18 mostraron efecto antagénico in vitro frente a A. solani debido a que los metabolitos
producidos por estas cepas inhibieron en mas de 50% el crecimiento micelial del hongo.
También, seis cepas de Trichoderma redujeron significativamente los diametros de las
colonias de A.solani en comparacion con el control usado, resultando la de T. harzianum

la mas efectiva en la reduccion del didmetro de la colonia de A. solani (Razig et al., 2010).

Otra alternativa de control biolégico lo constituye el empleo de extractos vegetales. En
este sentido, se ha estudiado el uso de extractos de flores de Tagetes erecta L.,
obteniéndose resultados promisorios (porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial
superiores al 65 %), superiores a los alcanzados con el zineb (fungicida comercial) (Pupo
et al., 2009). De modo similar, con extractos de hojas de Lauris nobilis L. y Salvia
officinalis Pall. se alcanzaron porcentajes de inhibicién de crecimiento micelial del 79% y
76%, respectivamente (Yanar et al., 2011), asi como con extractos de hojas y flores de
Lantana camara L. y la planta completa de Cleome viscosa L., donde en el célculo de la
inhibicion de la germinacion de conidios se alcanzaron resultados superiores al 80%
(Pupo et al., 2010).

2.3. Uso de extractos vegetales como productos antifingicosen Musa

spp.ySolanum tuberosum

El uso de extractos vegetales constituye una alternativa viable en comparacion al empleo
de fungicidas quimicos. Con estos biopreparados se han alcanzado resultados

prometedores (Tabla I), debido a que poseen un origen biolégico, son biodegradables y
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manifiestan un impacto negativo minimo sobre la salud humana y el medio ambiente
(Pedroso et al., 2012).

Tabla I. Extractos vegetales con actividad antifingica frente a hongos patdégenos de Musa spp. y

Solanum tuberosum

Hongo patégeno

Extractos vegetales

Actividad antifangica in

. L Referencias
vitro /in vivo

M. fijiensis

Plantago major L.

Ruta graveolens L.

Lippia alba Mill

Cestrum spp.L.

Lepidaplo
alehmannii (Engl) H.
Rob.

Mikania iloensis
Hieron.

Cinnamomum
zeylanicum Blume

Azadirachata indica
Juss

Lantana camara L.

Momordica charantia
L.

SalviaofficinalisPall.

Cymbopogon
citratus(DC) Stapf

Clusia multiflora
Kunth

Topobea cf discolo

67% Inhibicion del
crecimiento micelial

72% Inhibicion del
crecimiento micelial

83% Inhibicion del
crecimiento micelial

Lépez et al. (2004)

91% Inhibicién del Trujillo (2007)

crecimiento micelial

89% Inhibicién del
crecimiento micelial

88% Inhibicion del
crecimiento micelial

22 mm de radio de
inhibicion del crecimiento
micelial

Folleco-Zapata (2006)

18 mm de radio de
inhibicion del crecimiento
micelial

8 mm de radio de inhibicion
del crecimiento micelial

80% de reduccion del Morales et al. (2010)

indice de infeccién

80% de reduccion del
indice de infeccién

80% de reduccion del
indice de infeccién

Mosquera et al. (2009)

92% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
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Hongo patégeno

Extractos vegetales

Actividad antifangica in

vitro /in vivo

Referencias

F. oxysporum f
sp.cubense

A. solani

rL.

Passiflora danielii
Killip

Swinglea glutinosa
Merr.

Salvia officinalis Pall.
Carica papaya L.

Phyllanthus niruriL.

Lippia
origanoides(H.B.K.).

Cereus deficiens
Otto &Dietr.

L. camara

Cleome viscosa L.

Lippia dulcis Trev.

CareyaArboreaRoxb.

Yuccaschidigera
Ortgies

Quillja saponaria L.

Cinnamomum
zeylanicum Blume

Acorus calamus L.

Celestrus
paniculatus L.

Tagetes erecta L.

crecimiento micelial

95% Inhibicion del
crecimiento micelial

80% Inhibicién del
crecimiento micelial

80% Inhibicién del
crecimiento micelial

80% Inhibicién del
crecimiento micelial

92% inhibicion del
crecimiento micelial

90 % inhibicién del
crecimiento micelial

73% inhibicion del
crecimiento micelial

80% Inhibicién de la
germinacion de los
conidios

80% Inhibicién de la
germinacion de los
conidios

93% Inhibicién de la

Marin (2008)

Sanabria et al. (2006)

Zapata et al. (2003)

Pupo et al. (2011)

germinacioén de los conidios

14 mm de inhibicién del

crecimiento micelial

76% Inhibicion del
crecimiento micelial

57% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

89% Inhibicién del
crecimiento micelial

79% Inhibicién del
crecimiento micelial

65% Inhibicién del
crecimiento micelial

Sambath et al. (2006)

Chapagain (2007)

Mishra et al. (2009)

Singh et al. (2010)

Pupo et al. (2009)
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Hongo patégeno

Extractos vegetales

Actividad antifangica in

vitro /in vivo

Referencias

P. infestans

Lauris nobilis L.
Datura
stramoniumThunb.
Azadirachta indica A.
Juss

AliumsativumL.
Cyperus capitatus
Vend.

Stipagrostis
lanata(Forssk) De
Winter

Asparagus stipularis
(Forssk) De Winter

Azadirachta indica

Datura
stramoniumThunb.

Artimesia absinthium
L.

Juglansregia L.

Allium sativum L.

Flourensia cernua
DC.

Origanum mejorana
L.

Bouvardia ternifolia
Schiltdl.

Artemisia
ludoviciana Nutt

Lavandula
pubescens Decne

Bidens pilosal.

79% Inhibiciéon del
crecimiento micelial

68% de reduccion del
indice de infeccién

55% de reduccion del
indice de infeccién

71% de reduccién del
indice de infeccién

91% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

91% Inhibicion del
crecimiento micelial

46% Inhibicién del
crecimiento micelial

61% Inhibicion del
crecimiento micelial

58% Inhibicion del
crecimiento micelial
38% Inhibicién del
crecimiento micelial

71% Inhibicion del
crecimiento micelial

88% Inhibicién del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

77% Inhibiciéon del
crecimiento micelial

60% Inhibicion del
crecimiento micelial

78%Inhibicién del
crecimiento micelial

77% Inhibicion del
crecimiento micelial

Yanar et al. (2011)

Nashwa (2013)

Maswada y Abd-
Allah (2012)

Jabeen (2013)

Ganie et al. (2013)

Abd-El-Khair y Wafaa
(2007)

Hernandez et al. (2011)

Badillo et al. (2010)

Baka (2010)

Fonseca et al. (2011)
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Hongo patégeno

Extractos vegetales

Actividad antifangica in

vitro /in vivo

Referencias

Rhizoctonia
solani Khiin

Calendula officinalis
Hohen.

Mentha spicata L.

Ruta graveolens L.
Cymbopogon
citratus Stapf

Ocimum gratissimum
Forssk

Phyllanthus niruri
Linn.

Ruta graveolens L.

Thymus vulgaris
Sibth. & Sm.

Mentha spicata L.

72% Inhibicion del
crecimiento micelial

62% Inhibicion del
crecimiento micelial
58% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% Inhibicion del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

99% Inhibicién del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

100% Inhibicién del
crecimiento micelial

Uscategui (2013)

Joseph et al. (2013)

Rodriguez et al. (2006)

Uscategui (2013)

Se han utilizado frente a hongos patégenos de Musa spp. extractos obtenidos de un total
de 20 especies vegetales. El extracto mas evaluado fue el obtenido de S. officinalis (Marin
et al., 2008; Morales et al., 2010). El frecuente uso de esta planta puede deberse a la
presencia en sus hojas de compuestos como lectinas, terpenoides, saponinas, azucares,
fenoles, taninos, grupos amino, alcaloides, flavonoides y polifenoles totales (Sierra et al.,
2011).

En la literatura cientifica consultada se encontraron frente a M. fijiensis la mayor cantidad
de estudios, entre los cuales se destaca el de P. danielii y T. cf discolor (Mosquera et al.,
2009) con porcentajes de inhibicibn del crecimiento micelial de 95% y 100%,
respectivamente. La actividad antifingica de estas plantas se debe a la presencia en sus
hojas de compuestos como alcaloides, esteroides y triterpenos, saponinas, flavonoides,
fenoles y taninos cuyo modo de accion se basa en la capacidad de destruccion del micelio
del patogeno, interfiriendo en los procesos energéticos que tienen lugar en las

membranas celulares (Mosquera et al., 2009). La frecuente evaluacién de M. fijiensis se
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justifica por la importancia de las afectaciones que provoca este hongo en la planta las
cuales obstaculizan severamente los rendimientos productivos de este cultivo, dificultando

su manejo y control (Morales et al., 2010).

Frente a hongos patdégenos de S. tuberosum se han utilizado extractos vegetales
obtenidos de un total de 30 especies vegetales. El extracto mas evaluado fue el obtenido
a partir de las hojas de A. indica A. Juss (arbol del Neem) (Tabla I). (Hassanein et al.,
2008; Hadian, 2012; Jaben, 2013). El frecuente uso del &rbol del Neem puede deberse a
la presencia de compuestos terpenoides, nimbina y azadiractina, cuyo modo de accion se
basa en la capacidad de deformacién del micelio del patdgeno a partir de la induccion de
un shock osmotico, ocasionado por una elevada acumulacion de vacuolas en el

citoplasma y severas irregularidades en la pared celular (Razzaghi et al., 2005).

El hongo més evaluado por los investigadores fue A. solani frente al que se probaron21
extractos, entre los cuales se destaca el de C. zeylanicum y el de Citrus latiifolia Tanaka
ex Yu. Tanaka (lglesias, 2012) con porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de
100% y 95%, respectivamente. La actividad antifiingica de C. zeylanicum se debe a la
presencia en sus hojas de los compuestos esteroles, triterpenoides, alcaloides y
flavonoides (Padréon et al.,, 2003), mientras que la de C. latifolia se justifica por la

presencia de compuestos como alcaloides quinonas y flavonoides (lglesias, 2012).

La frecuente evaluacion de A. solani se justifica por la importancia de las afectaciones que
provoca en las hojas del vegetal (Monaco et al., 2001). Ademas, este hongo posee
caracteristicas culturales muy ventajosas como su acelerado crecimiento in vitro (Capote

et al., 2002) lo cual permite una rapida determinacion de la actividad antifingica.

Del total de estudios consultados, solo se determind la actividad antifingica en
condiciones in vivo con extractos de M. charantia, S. officinalis y C. citratus (Morales et al.,
2010) y con extractos de D. stramonium, A. indica y A. Sativum (Nashwa, 2013). La
escasa existencia de investigaciones in vivo, pudiera ser una de las causas de no contar
en el mercado con un fungicida natural que pueda emplearse como una estrategia de
manejo integrado de las enfermedades flngicas que afectan a Musa spp. y S. tuberosum,
pues generalmente los resultados in vitro no son extrapolables a las condiciones in vivo,
debido a la complejidad de interacciones que se establecen en los patosistemas que
influyen en las actividades de los metabolitos y los resultados de la accion final del

extracto.
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2.4. Caracteristicas de la familia Rutaceae

La familia Rutaceae se compone de 155 géneros y 1 500 especies, casi cosmopolitas,
pero mas abundante en los tropicos y subtrépicos de América, Africa y Australia. Los
géneros mas grandes son Zanthoxylum L.(200 especies), Agathosma Willd.(180 especies)
y Ruta L.(60 especies) (Beurton, 2008).

Rutaceae tiene taxones de varios géneros que constan de gran importancia para el uso
humano, por sus propiedades comerciales, médicas e industriales. De esta forma, a partir
de géneros como Citrus L. se obtienen frutos de alto valor para el consumo humano, otros
como Murraya L., Amyris L. y Ruta L. son portadores de aceites esenciales usados en la
perfumeria y de Zanthoxylum L. se emplea la madera para la confeccion de piezas
artesanales (Beurton, 2008).De modo similar, otras especies son muy usadas en la
medicina tradicional como Pilocarpus spp. que contiene alcaloides empleados en el
tratamiento del glaucoma (Payo et al., 1996).

Las especies pertenecientes a la familia Rutaceae han sido empleadas para la obtencion
de extractos vegetales, debido a la presencia en sus hojas y frutos de glandulas
odoriferas que contienen esencias fuertemente aromaticas como aceites esenciales en
cuya composicion destacan compuestos moleculares (fenoles y aldehidos) (Alam et al.,
2011). En esta familia uno de los géneros mas estudiados es el género Citrus debido a
que cuenta con una amplia gama de actividades biol6gicas entre las que se destacan
antioxidantes (Johann et al., 2007) y antimicrobianas (Vasudeva y Sharma, 2012). Estas
propiedades se deben a la presencia de metabolitos secundarios entre los que se
destacan alcaloides, aceites esenciales y compuestos fenélicos como los flavonoides y las

cumarinas (Peterson et al., 2006)

No obstante, la flora de Cuba es rica en otras rutadceas endémicas, entre las cuales se
destaca el género Zanthoxylum del cual han sido estudiadas las especies Z. dumosum
(Gonzalez-Garcia et al. 2004), Z. martinicensis (Reyes-Acosta, 2010) y Z.
duplicipunctatum Wright (Santiago, 2011), a consecuencia de que contienen elevadas
concentraciones de metabolitos bioactivos, con actividades biolégicas demostradas. Sin
embargo, no existen estudios publicados acerca de la composicion fitoquimica o actividad
antifingica de las especies endémicas Z. pseudodumosum y Z. nannophyllum, asi como

de otros géneros presentes en Cuba tales como Amyris y Swinglea.
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Zanthoxylum pseudodumosum Beurton

Son arbustos erectos muy ramosos, de 1-4 m de alto con presencia de ramas
zigzagueantes o geniculadas; con aculeos rojo parduscos volviéndose gris claro, rectos,
aislados o pareados. Presentan hojas 2-foliadas o con un tercer foliolo rudimentario,
coriaceas, de margen recurvado a revoluto, pellucidos-glanduloso. Ademas, tienen foliolos
ovales, oblongo-obovados, a veces con aculeos medial-abaxiales recurvados y peciolo

filodiiforme excepto en la base (Zamora, 2006).

La especie Z. pseudodumosum hasta finales de la década del 80 era considerada como
Z. dumosum hasta que Beurton en1987 la clasific6 como tal (Beurton, 2008). Antes de
ocurrida la segregacién de Z. dumosum se habian realizado tamizajes quimicos que
revelaron la presencia de aminas, taninos, coumarinas, flavonoides y trazas de alcaloides
y fenoles en tallos y hojas (Payo et al., 1996). Sin embargo, en la bibliografia consultada
no se encontraron estudios acerca de la composicion fitoquimica de Z. pseudodumosum
lo cual puede deberse a la reciente separacion de la misma y quedar como una especie
independiente.

Zanthoxylum nannophyllum (Urb.) Alain

Son arbustos glabros o con pelos, verrucoso-glanduloso, con aculeos rectos. Poseen
hojas mayormente fasciculadas en braquiblastos; peciolo sulcado y foliolos de 3 a 5 con
peciélulo de 0,8-1 mm de largo, glandulosos, de margen entero o crenulado y con
glandulas muy grandes. En los estudios consultados no se refieren andlisis fitoquimicos
de la especie por lo que se desconoce la cantidad y naturaleza de los metabolitos

secundarios que presente (Beurton, 2008).
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Zanthoxylum flavum Vahl.

Son arboles inermes de 3-8 m (menos de 20 m) de alto con un estrellado pubescente en
las partes jévenes. Presentan hojas frecuentemente agrupadas hacia el apice de las
ramas, usualmente imparipinnadas; poseen peciolos oblongos-aovados, cartaceos a
subcoriaceos, pelacido-glandulosos y con margen subrevoluto, entero o crenulado.
Generalmente la madera es dura y pesada, con un olor distintivo de aceite de coco, y es
la Unica de las tres especies que se usa para la fabricacién de muebles finos, traviesas y
decorado interiores (Berazain et al., 2005).

Amyris balsamifera L.

Van desde arbusto a arboles, aromaticos todos ellos, de 2-13 m de alto, generalmente
glabros o en partes hispidulo por la presencia de pelos diminutos. Poseen hojas opuestas
con peciolos y raquis glabros o hispidulos, con o (en Cuba) sin alas y presentan foliolos
ovados, cartdceos o coriaceos, de base redondeada a cuneiforme y margen entero o
crenulado generalmente, y presentan glandulas oleiferas. Tamizajes quimicos han
revelado la presencia de saponinas y trazas de alcaloides, en tanto los aceites esenciales
de las hojas contienen una fuerte proporcion de valerianol (Pino et al., 2006), asi como
terpenoides (Setzeret al.,, 2006), taninos, esteroides, antraquinonas, glicésidos

cardiotdnicos, azlcares reductores y flavonoides (Dahiyaet al., 2013).

Swinglea glutinosa Merr.

Es un arbusto de follaje abundante, hojas trifoliares con flores y frutos de aroma agradable
que liberan resina mucilaginosa pegajosa. Los frutos son bayas modificadas de forma
ovoide, longitudinalmente alargada con una corteza dura. La corteza de estas frutas
tienen de 8-10 venas longitudinales (similares a las que se observan en un meldn),
correspondiente con el numero de lébulos. Las paredes de los loculos estan alineadas
con grandes glandulas de mucilago cargadas de aceites esenciales que descargan dentro
las cavidades de las semillas el material mucilaginoso; en el cual esta las semillas
embebidas (Aponte, 2010).
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Se han publicado estudios de esta especie que revelan la existencia en sus aceites
esenciales de algunos tipos de alcaloides acridénicos y del tipo severina, ademas de
acetatos en los frutos y cortezas del arbusto (Pino et al., 2006). De igual modo, han sido
hallados triterpenos de los cuales se ha determinado la actividad antimicrobiana, actividad

antitumoral, actividad antiviral y actividad antiinflamatoria (Aponte, 2010).

Los estudios realizados en relacion a Citrus spp referencian que extractos obtenidos de
sus hojas constituyen una importante fuente de metabolitos secundarios a los cuales se
les ha determinado la actividad antifungica in vitro frente a Passalora fulva y A. solani
(Iglesias, 2012). Con estos extractos a concentraciones de 20mg EAG/mL de extracto se
han obtenido porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial y de la germinacion de
conidios superiores al 50%. Teniendo en cuenta estos resultados, otras especies de la
familia Rutaceae como las de los géneros Zanthoxylum, Amyris y Swinglea pueden ser
empleados con propoésitos similares.
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3. Materiales y métodos

3.1 Obtencién de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.

flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

La colecta de las hojas de Z. nannophyllum y Z. psedodumosum se realiz6 en areas del
cuabal Los Caneyes del reparto José Marti, Santa Clara. Las hojas de Z. flavum y A.
balsamifera se colectaron en areas de cayo Santa Maria al norte de Villa Clara y las hojas
de. S. glutinosa en areas del centro de estudios Jardin Botanico de la Universidad “Martha
Abreu” de Las Villas. Las especies vegetales se identificaron taxondmicamente por
especialistas del centro de estudios Jardin Botanico de la Universidad “Martha Abreu” de
Las Villas y una muestra de cada una se deposité en el herbario de dicha institucion [I.
Castafieda y J. A. Ramirez No. 10260, 1026, |. Castafieda No. 10165, M. Faife No. 9126,
R. Pérez No. 10764 (ULV)]. El material colectado se lavd con agua destilada y se secé en
una estufa a 70°C durante 72 h. Posteriormente, se tritur6 en un molino de cinco pulgadas

(Chrisly y Norris, Chelmesford, Reino Unido).

A 2g del material vegetal pulverizado se le adicionaron 20 mL de metanol 70%, etanol
70% o agua destilada segun correspondiese. Las soluciones se sometieron a bafio
ultrasénico (Branson Ultrasonic Corporation, Estados Unidos) durante 20 min y fueron

filtradas al vacio (Liuyi, China).

3.2. Caracterizacién fitoquimica de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z.

pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

Se realiz0 la caracterizacion fitoquimica segun el método descrito por Scabra et al. (1984).
Se determiné la presencia de saponinas, fenoles, taninos, aminoacidos, aminas,
cumarinas volatiles, triterpenos, esteroides, quinonas y azlcares reductores. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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3.2.1. Cromatografia en placa delgada

Se realizé un andlisis cromatografico donde se empleé como fase estacionaria placas del
silica gel 60 F254, (Merck, Alemania) y tres sistemas de fase modvil: n-butanol-acido
acético-agua (4:1:5) [BAA] para separar saponinas y fenoles totales (Mahlo et al., 2010);
n-propanol-acetato de etilo-agua (40:40:30) [PAA] para separar quinonas y fenoles y
acetato de etilo-metanol-agua (40:5:4) [AMA] para separar alcaloides y fenoles (Mahlo et
al., 2010).

Se aplicaron 10 pL de los extractos crudos en forma de manchas circulares sobre uno de
los extremos del cromatograma, manteniendo una distancia de 1,5 cm entre las bandas.
La deteccion de compuestos fendlicos, quinonas, alcaloides y saponinas se realizé bajo
luz ultravioleta 365 nm en un transiluminador (Liuyi, China). Las detecciones se realizaron
por duplicado. Se calcul6é la movilidad relativa de cada compuesto (Rf) midiendo el

desplazamiento de cada mancha en el cromatograma, respecto al frente del solvente.

3.2.2. Cuantificacién del contenido de fenoles, flavonoides y flavonoles totales

La cuantificacion de fenoles totales, se realizé segun el método descrito por Tuberoso et
al. (2009) con modificaciones. A 1 mL de extracto se le adicionaron 80 pL del reactivo
Folin-Ciocalteau 1N y se dej6 reposar durante 5 min. Luego se afiadieron 800 yL de
carbonato de sodio 7%, se completé hasta 2 mL con agua destilada, se agité fuertemente
y se dejé reposar durante 90 min. Se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro UV-
VIS (Rayleigh 1601, China) a una longitud de onda de 750 nm, el contenido de fenoles
totales se calcul6 mediante extrapolacion en una curva de calibraciébn empleando como
patron acido galico a diferentes concentraciones. El contenido de fenoles totales de cada
extracto se expres6 en mg equivalentes de acido galico/mL de extracto (EAG/mL), todas

las determinaciones se realizaron por triplicado.

El contenido de flavonoides totales se cuantificd segin el método descrito por Liu y Zhu
(2007) con modificaciones. A 1 mL de extracto se le adicionaron 60 pL de nitrito de sodio
5% y se agité fuertemente durante 5 min. Luego se afadieron 60 pL de ftricloruro de
aluminio 5%, se mezcldé mediante vortex y se dejé reposar durante 6 min. Posteriormente
se adicionaron 400 pL de hidréxido de sodio 1 M, y se dejé reposar 10 min. Se midio la
absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS (Rayleigh 1601, China) a una longitud de

onda de 415 nm antes de transcurrido 30 min, y el contenido de flavonoides totales se
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calculd mediante extrapolacidn en una curva de calibracion empleando como patrén
quercetina a diferentes concentraciones. El contenido de flavonoides totales de cada
extracto se expres6 en mg equivalentes de quercetina/mL de extracto (mg EQ/mL), todas

las determinaciones se realizaron por triplicado.

La cuantificacién del contenido de flavonoles totales, se realizé segun el método descrito
por Adewusi y Afolayan (2009) con modificaciones. A 1 mL de extracto se le adiciono6 1
mL de tricloruro de aluminio en etanol al 2%, luego se le afadieron 1,5 mL de acetato de
sodio a una concentracion de 50 g/L. Se dejé reposar y se realizd6 la lectura
espectrofotométrica después de 150 min. Se midi6 la absorbancia en un
espectrofotémetro UV-VIS (Rayleigh 1601, China) a una longitud de onda de 440 nm, el
contenido de flavonoles totales se calculd mediante extrapolacibn en una curva de
calibracién empleando como patron quercetina a diferentes concentraciones. El contenido
de flavonoles totales de cada extracto se expresd en mg equivalentes de quercetina/mL

de extracto (mg EQ/mL), todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3. Determinacion de la actividad antifungica in vitro de extractos de hojas de Z.
nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

Los aislados de M. fijiensis y A. solani fueron suministrados por el Laboratorio de
Microbiologia Aplicada del Instituto de Biotecnologia de las Plantas, Villa Clara, Cuba. Los
microorganismos fueron transferidos a placas de Petri (9 x 9 cm) con medio de cultivo
Agar Papa Dextrosa (PDA), durante siete dias para A. solani, y durante 21 dias para M.
fijiensis a 27°C en oscuridad total.

3.3.1. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) de extractos de
hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A.

balsamifera frente a M. fijiensis y A. solani

La concentracién minima inhibitoria (MIC) de los extractos se determin6 empleando el
método de microdilucion descrito por Wilson et al. (1997). Para cada extracto y controles

las determinaciones se realizaron por triplicado y el experimento se repitié una vez.
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En una microplaca de ELISA de 96 pocillos, se colocaron en cada pocillo 100 uL de medio
de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB). Al primer pocillo de cada fila se le afiadio 100 pL
de extracto a una concentracion de fenoles totales de 40 mg EAG/mL de extracto, a partir
de esta concentracion se realizaron diluciones seriadas hasta 0,1562 mg/mL de extracto
empleando 100 pL. Posteriormente, se agregé 100 puL de una suspensiéon de 5 x 10°
propagulos/ mL de A. solani y M. fijiensis respectivamente, a cada pocillo segun
correspondio.

Como control positivo se empleé el microorganismo en medio de cultivo PDB con el
fungicida Oleot (Tebuconazol) (Bayer Crop Science AG, Alemania) al 0,1% y como
controles negativos, el microorganismo en medio de cultivo PDB puro o con el solvente
diluido en agua a la misma proporcién de dilucion de los extractos. En todos los ensayos
se colocaron controles de esterilidad que contenian el medio de cultivo PDB sin el
microorganismo. Las placas se incubaron a 27°C durante siete dias con 100% de

humedad relativa, en oscuridad.

Como indicador de desarrollo del hongo se afiadié a cada pocillo 40 pL de una solucién
de p-iodonitrotetrazolio violeta (INT) a 0,2 mg/mL. La INT incolora actlia como aceptor de
electrones y es reducida apareciendo una coloracion roja en presencia de organismos
biolégicamente activos. Cuando existe inhibicibn de la actividad biol6gica de los
organismos, la INT se torna incolora o reduce marcadamente su coloracion roja inicial. La
MIC se defini6 como la menor concentraciéon del extracto que inhibio el desarrollo del

hongo.

3.3.2. Célculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A. solani y M.
fijiensis por los extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.

flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

Se determiné el efecto de los extractos segun el método de dilucion en agar descrito por
Guerrero-Rodriguez (2007). Para cada extracto y controles se realizaron tres réplicas y el

experimento se repitié una vez.

En placas de Petri (9 x 9 cm) se vertieron los extractos (a una concentracion segun los
resultados alcanzados en el acapite anterior), con medio de cultivo PDA. Después de la
solidificacion, se colocé en el centro de cada placa un disco de 0,6 cm de didmetro de

micelio de un cultivo de siete y 21 dias de A. solani y M. fijiensis respectivamente. Las
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placas fueron incubadas por siete dias en el caso de A. solani y 21 dias para M. fijiensis
en oscuridad a una temperatura de 27°C. A partir de las 72 h de realizado el experimento,
se midio diariamente el diametro del micelio crecido. Se calculé el porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelial utilizando la féormula [(C-T)/C *100], donde C y T corresponden a
la extension hifal (cm) en los cultivos control y tratados, respectivamente. Se consideraron

promisorios los extractos que mostraron valores de inhibicion superiores al 50%.

En este ensayo se utiliz6 como control de esterilidad el medio de cultivo PDA sin el
microorganismo, como control positivo el microorganismo en medio de cultivo PDA con el
fungicida Oleot y como controles negativos, el microorganismo en medio de cultivo PDA

puro o con el solvente diluido en agua a la misma proporcion de dilucion de los extractos.

3.3.3. Identificacién de la fraccion quimica de los extractos de hojas de Z.
nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera que
inhibe el crecimiento de A. solani y M. fijiensis

Se determind segun el método bioautografico descrito por Mahlo et al. (2010) con
modificaciones. Los cromatogramas obtenidos como se describié en el acapite 3.2.2 se
dejaron secar a 25°C durante cinco dias hasta que el solvente remanente fuera eliminado.
Posteriormente, se les asperj6é una suspension de A solani y M. fijiensis obtenida a partir
de un cultivo crecido en PDB durante 72 h. Los cromatogramas se incubaron dentro de
una placa de Petri en oscuridad a 27°C y 100% de humedad relativa durante 24 h.
Transcurrido ese tiempo se asperjaron con una solucion de 2 mg/ml de INT y se

incubaron durante 24 h en las condiciones descritas.

La aparicién de zonas blancas en los cromatogramas indicé la inhibicién del crecimiento
fungico. Las areas de inhibicion se compararon con los Rt relativos a las manchas en las

placas de TLC de referencias.
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3.4. Procesamiento estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico PASW Statistics, versién 18 para
Windows, verificandose los supuestos de normalidad Shapiro Wilk. Los datos que no
seguian distribucion normal se procesaron mediante andlisis de varianza para dos
variables no relacionadas, U de Mann Whitney, y varias muestras independientes, Kruskal
Walllis. En todos los casos las diferencias se consideraron significativas para un valor de
p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Obtencidon de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.
flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

Se obtuvieron cinco extractos en etanol al 70%: Z. nannophyllum (ZN-et), Z.
pseudodumosum (ZP-et), Z. flavum (ZF-et), A. balsamifera (AB-et) y S. glutinosa (SG-et);
cinco en metanol 70%: Z. nannophyllum (ZN-met), Z. pseudodumosum (ZP-met), Z.
flavum (ZF-met), A. balsamifera (AB-met) y S. glutinosa (SG-met); y cuatro en agua
destilada: Z. nannophyllum (ZN-a), Z. flavum (ZF-a), A. balsamifera (AB-a) y S. glutinosa
(SG-a).

4.2. Caracterizacion fitoquimica de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z.
pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

En todos los extractos obtenidos a partir de las especies de los géneros Zanthoxylum,
Amyris y Swinglea se identificaron compuestos quimicos como saponinas, triterpenos,
esteroides, azucares reductores, aminoacidos, aminas, taninos y fenoles, siendo los
azucares reductores, aminas y aminoacidos los de mayor presencia. Los compuestos de
menor presencia fueron las saponinas que solo se presentaron en el extracto de AB-a y
las quinonas y cumarinas que no se presentaron en ningun extracto (Tabla Il). En los
extractos de ZN-met y ZP-met fue en los que mayor variedad de compuestos quimicos se
determinaron, mientras que en los extractos de ZN-a y ZF-a fue donde se determiné la

menor variedad de compuestos quimicos.

31



RESULTADOS

Tabla Il. Compuestos quimicos identificados mediante andlisis fitoquimico en extractos de hojas

de Zanthoxylum nannophyllum (ZN), Zanthoxylum pseudodumosum (ZP), Zanthoxylum flavum

(ZF), Amyris balsamifera (AB) y Swinglea glutinosa (SG) en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y

agua destilada (-a)

Compuesto quimico

Extractos de hojas de Rutaceae

Etanol 70%

Metanol 70%

Agua destilada

ZN
Saponinas -
Taninos y fenoles +++
Cumarinas -
Aminoécidos y +++
aminas

Azucares reductores +
Triterpenos -
Esteroides -

Quinonas -

ZP

+++

+++

AB

+++

SG

+++

+++

++

ZF

+++

ZN

+++

+++

++

++

ZP

+++

+++

++

AB

+++

SG

+++

ZF

+++

+++

+++

ZN AB

++

+++

SG

+++

ZF

++

(+, ++, +++) Presencia relativa del compuesto quimico (-) No presencia del compuesto quimico

4.2.1. Cromatografia en placa delgada

En el sistema de fase movil PAA se identificaron en todos los extractos antraquinonas

(amarillo) (Figura 1A). Sin embargo, en la caracterizacion fitoquimica este compuesto no

se encontré6 en ningun extracto. La presencia de flavonoles 3 glicosilados y flavonas

(rojos) fue determinada en los extractos ZF-et, SG-met y AB-et mientras que los

flavonoides 3,5 metoxilados y cumarinas fueron hallados en el extracto de AB en los tres

solventes de extraccion.
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La presencia de saponinas (azul) (Figura 1A) se evidencié en el sistema de fase mévil
BAA en los extractos de ZF-et, ZN-met, ZF-met, SG-met, AB-met y AB-a. En contraste,

en la caracterizacion fitoquimica solo se encontr6 este compuesto en el extracto de AB-a.

1 23 4 5 6 7 8 9 1011121314 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Leyenda
1. Z. nannophyllum-et 8. S.glutinosa-met
2. Z.pseudodumosum-et 9. Z flavum-met
3.  S.glutinosa-et 10. A. balsamifera-met
4.  Z. flavum-et 11.  Z.nannophyllum-a
5. A. balsamifera-et 12. S.glutinosa-a
6.  Z.nannophyllum-met 13. Z.flavum-a
7. Z.pseudodumosum-met 14. A .balsamifera-a

C
1 2 3 4 5 67 8 9 10111213 14

Figura 1. Cromatogramas de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.
flavum, A. balsamifera y S. glutinosa en etanol 70%, metanol 70% y agua destilada, desarrollados
mediante TLC con diferentes sistemas de solventes evaluados a 365 nm. (A) propanol-acetato de

etilo-agua) [PAA], (B) butanol-acido acético-agua [BAA] y (C) acetato de estilo-metanol-agua

[AMA].

La identificacion de los compuestos quimicos, asi como su valor de Rr para cada extracto
se muestran en la tabla lll. Los extractos de ZF-et y SG-met fueron los que mostraron mas

clases y variedad de compuestos quimicos.
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Tabla Ill. Compuestos quimicos identificados en extractos de hojas de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en

etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y en agua destilada (-a) por cromatografia en placa delgada

silica gel 60 F254; con tres sistemas de solventes (PAA, BAA y AMA) evaluados a 365 nm.

Extracto Sistema de fase Rt del Compuesto identificado
movil compuesto
ZN-et PAA 0,06-0,18 Antraquinona
0,87-0,93 Antraquinona
AMA 0,07 Antraquinona
ZP-et PAA 0,06-0,09 Antraquinona
0,90-0,93 Antraquinona
ZF-et BAA 0,28-0,57 Flavonoles 3 glicosilados y flavonas
0,71-0,82 Saponina
PAA 0,62 Antraquinona
0,93 Antraguinona
AMA 0,73-0,76 Flavonoles 3 glicosilados y flavonas
SG-et PAA 0,81-0,93 Antraquinona
AMA 0,8-0,86 Antraquinona
0,76-0,8 Antraquinona
AB-et BAA 0,82-0,89 Flavonoles 3 glicosilados y flavonas
PAA 0,68 Antraquinona
0,87-0,93 Antraquinona
AMA 0,76-0,8 Flavonoides 3,5 metoxilados y cumarinas
ZN-met BAA 0,72-0,82 Saponina
PAA 0,06-0,18 Antraquinona
AMA 0,8-0,86 Antraquinona
ZP-met PAA 0,06-0,18 Antraquinona
0,8-0,86 Antraquinona
ZF-met BAA 0,71-0,82 Saponina
PAA 0,62 Antraquinona
SG-met BAA 0,28-0,82 Flavonoles 3 glicosilados y flavonas
0,72-0,82 Saponina
PAA 0,65 Antraquinona
AMA 0,07 Antraquinona
0,88-1 Antraguinona
AB-met BAA 0,71-0,82 Saponina
PAA 0,93 Antraquinona
AMA 0,76-0,8 Flavonoides 3,5 metoxilados y cumarinas
SG-a AMA 0,8-0,86 Antraquinona
AB-a BAA 0,67-0,78 Saponina
PAA 0,93 Antraquinona
AMA 0,76-0,8 Flavonoides 3,5 metoxilados y cumarinas
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4.2.2. Cuantificacion de fenoles totales, flavonoides totales y flavonoles totales de
extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa

y A. balsamifera.

En todos los extractos se obtuvieron concentraciones de fenoles totales, flavonoides
totales y flavonoles totales superiores a los 39 mg EAG/mL, 8 mg EQ/mL y 0,08 mg
EQ/mL, respectivamente, como se muestra en la tabla IV. El extracto que mostro la mayor
concentracion de fenoles totales fue el de AB-met mientras que las mayores
concentraciones de flavonoides y flavonoles totales la mostré el extracto de ZN-et. Sin
embargo, el extractos de ZF-a mostro las menores concentraciones de fenoles totales, el
de ZN-a las menores concentraciones de flavonoides totales y los de ZF-a y ZN-a las

menores concentraciones de flavonoles totales.

Tabla IV. Concentracién de fenoles totales, flavonoides totales y flavonoles totales en extractos de
hojas de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-a). Letras distintas
indican que las medias difieren estadisticamente para p<0,05 (Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).

Extracto Fenoles totales Flavonoides totales Flavonoles totales
(mg EAG/ mL) (mg EQ/mL) (mg EQ/mL)
ZN-et 106,674,7 © 1240 0,93+0,72
ZN-met 104,67+2,9 ¢ 10,67+0,33 ¢ 0,08+0,009 ©
ZN-a 121+10,3 @ 8+0 ¢ 0,04+0,003 f
ZP- et 100,67+0,33 ¢ 11,33+0,33 ¢ 0,17+0,03 ¢
ZP- met 103,33+2,33 ¢ 11,67+0,33 ¢ 0,3+0°
ZF-et 113,5+8,5 abe 9+0¢ 0,20 ¢
ZF-met 8913 d 9+0¢ 0,15+0,05 ¢
ZF-a 39+0,33f 8+0 ¢ 0,04+0,003 f
SG-et 109+3 ¢ 4612 @ 1+02
SG-met 89,5+0,5¢ 11,5¢0,5¢ 0,15+0,05
SG-a 48,67+0,66 © 11,33+0,3 ¢ 0,20 ¢
AB-et 116,5+0,5° 1141 ¢ 0,3+0°
AB-met 125+4 2 9+0d 0,15+0,05 ¢
AB-a 97,67+6,17 ¢ 9+0d 0,1+0¢
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En todos los extractos con excepcion de Z. pseudodumosum se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de fenoles totales y flavonoides totales segun el solvente
de extraccion utilizado. Cuando se emple6 agua como solvente de extraccién se
obtuvieron las menores concentraciones de fenoles totales a excepcién del extracto de ZN
y las menores concentraciones de flavonoides totales en los extractos de ZN y ZF. De
modo similar, existieron diferencias significativas en la concentracion de flavonoles totales
segun el solvente de extraccion, obteniéndose las menores concentraciones de estos

metabolitos al emplear agua, a excepcion de los extractos de SG y AB.

4.3. Determinacién de la actividad antifangica in vitro de extractos de hojas de Z.

nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

4.3.1. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de extractos de
hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A.

balsamifera frente a M. fijiensis y A. solani.

Todos los extractos mostraron actividad antifingica a concentraciones de fenoles
superiores a 40 mg EAG/mL frente a M. fijiensis y A. solani (Tabla V). Los extractos que
mostraron las menores MIC frente a M fijiensis fueron los de ZN-et, ZP-et, AB-et y SG-a,
mientras que los extractos de ZF-et, SG-et, ZN-met, ZP-met, ZF-met, AB-met, ZN-a y AB-

a mostraron los mayores valores.

Frente a A. solani el extracto que mostré la menor MIC fue AB-a. Los mayores valores de
MIC se obtuvieron al emplear los extractos de ZN-et, ZP-et, ZF-et, AB-et, ZN-met, SG-
met, ZN-ay ZF-a.
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Tabla V: Concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en
etanol 70% (-et), metanol 70% (-met), agua (-a) y empleando el fungicida Oleot como control
positivo frente a M. fijiensis y A. solani.

MIC
Extracto/ control (mg EAG/ mL)
posttive Mycqﬁpha.erella Alternaria solani
fijiensis
Oleot <0,04 <0,04
ZN-et 0,0119 40
ZP-et 0,0119 40
ZF-et 40 40
SG-et 40 10
AB-et 0,0119 40
ZN-met 40 40
ZP-met 40 10
ZF-met 40 20
SG-met 10 40
AB-met 40 2,5
ZN-a 40 40
ZF-a 10 40
SG-a 0,0119 5
AB-a 40 0,312

Teniendo en cuenta estos resultados, se establecié para los restantes ensayos de
determinacion de la actividad antifingica una concentracion de trabajo de 20 mg EAG/mL
extracto. Se seleccionaron para el célculo de porcentaje de inhibiciébn del crecimiento
micelial de M. fijiensis los extractos de ZN-et, ZP-et, AB-et y SG-met que mostraron los
menores valores de MIC frente a este hongo asi como los extractos de ZP-met, SG-a, ZF-
met, AB-a, AB-met y SG-et con los que se obtuvieron los menores valores de MIC frente a

A. solani.
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4.3.2. Célculo del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de A. solani y M.
fijiensis por los extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.

flavum, S. glutinosa y A. balsamifera frente a M. fijiensis y A. solani.

Todos los extractos analizados mostraron porcentajes de inhibicibn del crecimiento
micelial superiores al 50%, frente a M. fijiensis (Figura 2). Los extractos de SG-met y AB-
et inhibieron totalmente el crecimiento micelial del hongo (100%), con resultados similares
al fungicida quimico empleado como control. Cuando se empleé el extracto de ZN-et se

obtuvo el menor valor de inhibicion del crecimiento micelial.

100.00-7

60.00

40.00

20.00

Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%)

ZP-et

Extractos evaluados

Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial in vitro de M. fijiensis por extractos de
hojas de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-a), a los 21 dias
de incubacién. Cada barra representa la media de tres réplicas independientes + el error estdndar.
Letras distintas en las barras indican que las medias difieren estadisticamente para p<0,05
(Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).

Frente a A. solani los extractos evaluados mostraron porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial superiores al 50%, con excepcién de los extractos de AB-met y AB-a.
Los extractos de ZP-met y SG-et inhibieron totalmente el crecimiento micelial del hongo
(100%), resultados que coinciden con el del fungicida quimico empleado como control.

38



RESULTADOS

Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%)

ZF-met AB-a
Extractos evaluados

Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial in vitro de A. solani por extractos de
hojas de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-a), a los 7 dias de
incubacion. Cada barra representa la media de tres réplicas independientes + el error estandar.
Letras distintas en las barras indican que las medias difieren estadisticamente para p<0,05
(Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).

4.3.3. Identificacion de la fraccion quimica de los extractos de hojas de Z.
nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera que

inhibe el crecimiento de A. solani y M. fijiensis.

Todos los extractos evaluados mostraron zonas de inhibicion de la actividad de ambos

hongos (Figura 4).
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Zonas de inhibicién

"

123456 789101121334 1234 56 78910112134 123456 787971011121314

1- Z. nannophyllum-et 6- Z. nannophyllum-met 11- Z. nannophyllum-a
2- Z. pseudodumosum-et 7- Z. pseudodumosum-met 12- Z. flavum-a

3- Z. flavum-et 8- Z .flavum-met 13- S. glutinosa-a

4- S. glutinosa-et 9- S. glutinosa 14- A. balsamifera-a
5- A. balsamifera-et 10- A. balsamifera-met

Figura 4. Bioautogramas asperjados con M. fijiensis (A, B y C) y A. solani (D, E y F) desarrollados
con diferentes sistemas de solventes. (A y D) propanol-acetato de etilo-agua [PAA], (B y E)
butanol-acido acético-agua [BAA], (C y F) acetato de etilo-metanol-agua [AMA].

En todos los extractos de hojas de citricos se calcularon valores de Rs de compuestos con
actividad antifungica no identificados por TLC, de igual manera, compuestos identificados

mediante TLC no mostraron esta actividad (Anexo 1).
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En la tabla VI se muestran los compuestos quimicos de cada extracto, con actividad

antifungica frente a M. fijiensis y A. solani.

Tabla VI. Compuestos quimicos identificados en extractos de hojas de ZN, ZP, ZF, AB y SG; en
etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-a) con actividad antifingica frente a M. fijiensis y A.

solani.
Extractos Compuestos identificados Actividad antifungica
Mycosphaerella Alternaria
fijiensis solani
ZN-et Antraquinonas + +
Otros + +
ZP-et Antraquinonas + +
Otros + +
SG-et Antraquinonas + +
Otros + +
ZF-et Flavonoles 3 glicosilados y + +
flavonas
Saponina - +
Antraguinonas + +
Otros +
AB-et Flavonoides 3,5 metoxilados y - +
cumarinas
Antragquinonas + +
Flavonoles 3 glicosilados y + -
flavonas
Otros +
ZN-met Antragquinonas + +
Saponina + +
Otros + +
ZP-met Antraguinonas + +
Otros + +
SG-met Antraquinonas + +
Flavonoles 3 glicosilados y + +
flavonas
Saponina - +
Otros + +
ZF-met Antraquinonas - +
Flavonoides 3,5 metoxilados y + +

cumarinas
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Extractos Compuestos identificados Actividad antifingica
Mycosphaerella Alternaria
fijiensis solani

Saponinas + -

Otros + +

SG-met Flavonoles 3 glicosilados y - +

flavonas

Antraquinonas + +

Otros + +

AB-met Flavonoides 3,5 metoxilados y + -
cumarinas

Saponinas + +

Antraquinonas - +

Otros + +

ZN-a Otros + +

ZF-a Antraquinonas + +

Otros + +

SG-a Antraquinonas + +

Otros + +

AB-a Flavonoides 3,5 metoxilados y + +
cumarinas

Saponina + +

Antraguinona - +

Otros + +

De los compuestos identificados por TLC, las antraquinonas fueron los mas activos frente
a ambos hongos. Los extractos que mostraron mayor cantidad de compuestos con
actividad frente a M. fijiensis fueron ZF-et, AB-et, ZN-met, ZF-met, SG-met, AB-met y AB-
a. Sin embargo, los extractos de ZF-et, SG-met y AB-a poseen la mayor cantidad de
compuestos antifingicos frente a A. solani. Los extractos etandlicos y metandlicos

mostraron mayor cantidad de compuestos quimicos con actividad antifingica.
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5. Discusioén

5.1 Obtencién de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z.

flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

En la presente investigacion se emple6 el método de extraccion asistido por ultrasonido,
lo que posibilitd la obtencién de extractos con concentraciones elevadas de metabolitos
secundarios adecuadas, sin pérdida de la actividad biolégica de interés. Ademas, no se
emplearon para la extraccion solventes orgénicos, los cuales tienen como desventajas
que requieren largos tiempos de extraccidén, con riesgo de degradacién de algunos
metabolitos (Morillo et al., 2010). Se utiliz6 como tiempo de extraccion 20 min, que resulta
el mas adecuado segun la bibliografia consultada, debido a que se emplea
comparativamente menos solvente (Pino, 2006) y aumenta la velocidad de transferencia
de materia y por tanto el rendimiento de extracciébn de compuestos quimicos del extracto
(Espert et al., 2012).

5.2. Caracterizacion fitoquimica de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z.
pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

Los estudios fitoquimicos de extractos vegetales permiten determinar cualitativamente los

compuestos quimicos presentes en la planta.

En la familia Rutaceae, los estudios fitoquimicos a sus representantes se han realizado
generalmente a los aceites esenciales. De esta forma, a partir de aceites esenciales
extraidos mediante percolacién de las partes aéreas y frutos de Zanthoxylum americanum
Mill. y Haplophyllum tuberculatum Juss., se detectaron compuestos quimicos como a- y B3-
felandreno, limoneno, limonoides, B-ocimeno, B-cariofileno, mirceno (Abad et al., 2007),
los alcaloides (3-metoxi -9-metil-9H-carbazo-2-o0l) ademas de cumarinas, flavonoides,
lignanos y terpenos (Taborda-Caborda, 2007). También, con extractos de Citrus sinensis
L. y C. latifolia Tanaka ex Yu. Tanaka obtenidos mediante rotoevaporacion se
identificaron compuestos como taninos, terpenos, esteroides, flavonoides, antraquinonas,

antocianinas, saponinas, alcaloides y cumarinas (MacMullen-Hassan, 2012).

Es comun en los extractos evaluados en los estudios citados con anterioridad la presencia
de flavonoides, lo que se corresponde con los resultados de esta investigacion (Tabla Il).

Las diferencias apreciadas, pueden deberse al empleo de diferentes géneros de plantas,
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asi como diferentes érganos, al uso de diferentes solventes organicos y técnicas de

extraccion en la preparacion de los extractos.

De modo similar, en aceites esenciales extraidos de S. glutinosa, mediante el método de
extraccion con solvente asistida por Soxhlet, fueron hallados compuestos como carvacrol,
timol, p-cimeno, 1,8-cineol y limonoides (Dubey et al., 2011), ademas de alcaloides,
flavonoides, benzoamidas y alcaloides acridonicos mediante extraccion por solvente
asistida por Soxhlet (Toro et al., 2010). También, de extractos obtenidos de la corteza de
esta planta mediante rotoevaporacion se identificaron sesquiterpenos, fenoles, eugenol,
linajol, citronelol y geraniol, acriodinicos, alfa-cubebeno, beta-pineno, elixeno, beta-
cariofileno, beta-felandreno, alfapineno, delta-limoneno, flavonas y anozol (lvonne et al.,
2010).

Los estudios referidos con anterioridad analizan los aceites esenciales, donde se
encuentran contenidos mayor variedad de compuestos quimicos. Si se tiene en cuenta
que en este estudio se emplean extractos hidroalcohdlicos de hojas, se explica de esta

forma la menor deteccidén de metabolitos.

5.2.1. Cromatografia en placa delgada

Mediante el analisis por TLC, se corroboraron los resultados del estudio fitoquimico, con
el empleo de tres sistemas de fases mdviles diferentes. No obstante, existieron
diferencias en la identificacion de saponinas pues en el andlisis fitoquimico, estas solo se
visualizaron en el extracto de A. balsamifera (Figura 1 y Tabla Il). De modo similar, en el
analisis quimico no se observaron quinonas en ningun extracto mientras que en los
cromatogramas se detect6 la presencia de antraquinonas en todos los extractos. Esto
pudo deberse a que la TLC es una técnica de mayor especificidad y a que las
concentraciones en las que se encuentra este compuesto en el resto de los extractos,
estan por debajo del indice de deteccion de la técnica empleada en la caracterizacion
fitoquimica (Uribe, 2013).
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5.2.2. Contenido de fenoles, flavonoides y flavonoles totales de extractos de hojas

de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

El estudio del contenido aproximado de diferentes metabolitos constituyentes de especies
vegetales, como los fenoles resulta importante, pues estas concentraciones estan
asociadas con las actividades biolégicas que puedan tener estos compuestos (Halliwell et
al. 2005). Especificamente en la cuantificacion de fenoles totales, uno de los ensayos
fotométricos mas universales, es el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, basado en
la reduccion del acido fosfomolibdico hasta 6xidos azules de molibdeno (Iglesias, 2012).
Sin embargo, en los estudios consultados de especies de la familia Rutaceae, existen
diferencias en la cuantificacion de fenoles totales basadas en la forma de expresién de los
resultados analiticos, debido a que se emplean diferentes unidades de medidas como ¢
de GAE/100 g de peso seco (Islam et al. 2014) y mg GAE/g de extracto (Adekunle et al.,
2012).

En la cuantificacion realizada a extractos metandlicos de hojas, flores y frutos de
Zanthoxylum bungeanum Maxim. y a extractos etandlicos de ramas de Z. zanthoxyloide
L., se obtuvieron concentraciones de fenoles totales de 3,13 g equivalentes de acido
galico /100 g de peso fresco; y 2,46 mg equivalentes de acido galico /g de extracto
(Adekunle et al., 2012) inferiores a las alcanzadas en este trabajo con los extractos de
especies de este género. Sin embargo, con extractos metandlicos de ramas de Z. rhetsa
DC. se obtuvieron concentraciones de fenoles de 117,95 mg equivalentes de acido galico
/g (Payum et al., 2013) y con extractos etandlicos de semillas de Z. budrunga Wall.
concentraciones de fenoles totales de 338,77 mg equivalentes de acido galico /100 g de
material seco (Islam et al., 2014) superiores a los estudios anteriores pero inferiores
modularmente a las concentraciones de fenoles alcanzadas en este trabajo para Z.

nannophylum, Z. pseudodumosum y Z. flavum.

Existen variedad de estudios, donde se cuantifican flavonoides totales en especies del
género Zanthoxylum. Sin embargo, no se encontraron estudios publicados donde se
cuantifiquen estos metabolitos en las especies endémicas Z. nannophylum y Z.

pseudodumosum.

La comparacién de los resultados de estos estudios se dificulta debido al empleo de
diferentes técnicas de cuantificacion asi como el modo de expresar los resultados
analiticos. De esta forma, se cuantifican estos metabolitos mediante sistemas de HPLC,

obteniéndose mediante esta técnica concentraciones de flavonoides totales de 27,7 mg/
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100 g de peso fresco con extractos secos de retofios de Z. ailanthoides Siebold & Zucc.
(Yang et al.,, 2008). También, mediante el método de tricloruro de aluminio se han
cuantificado flavonoides totales obteniéndose concentraciones de 6,66 mg equivalentes
de quercetina /g con extractos etandlicos del fruto de Zanthoxylum alatum Roxb. (Batool
et al., 2010) y 22,80 mg equivalentes de quercetina /g con extractos etandlicos y en
hexano de frutos y hojas de Zanthoxylum armatum DC (Barkatullah et al., 2012).

Los extractos evaluados en el presente trabajo se obtuvieron a una concentracion de dos
gramos de material vegetal por mL de solvente. En la Tabla IV se muestran los resultados
de la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales expresados en mg de acido galico/mL
de extractos y mg de quercetina/mL de extracto respectivamente, donde los extractos
metandlicos y acuosos de hojas de A. balsamifera y Z. nannophylum y los extractos
etandlicos de S. glutinosa y Z. nannophylum mostraron concentraciones de fenoles y

flavonoides totales superiores a los presentados por los estudios analizados.

5.3. Actividad antifungica in vitro de extractos de hojas de Z. nannophylum, Z.
pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera

La creciente necesidad de un sistema de manejo agroecoldlogico integrado en cultivos de
interés econdémico, ha motivado el desarrollo de investigaciones orientadas a buscar
alternativas naturales y efectivas para el control de enfermedades causadas por hongos,
como es el uso de extractos vegetales. Entre las especies vegetales evaluadas, ocupan
un lugar significativo las de la familia Rutaceae de las cuales se han determinado
actividades como la de S. glutinosa frente a Colletotrichum sp. Corda (Zambrano et al., 2013)

y A. balsamifera frente a Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout (Dahiya-Manglik, 2013).

5.3.1. Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) de extractos de hojas de Z.
nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera frente a

M. fijiensis y A. solani

El estudio de la MIC de un producto antimicrobiano resulta provechoso para determinar la
dosis exacta a aplicar ante un microorganismo. La comparacion de los resultados de MIC
de diferentes extractos vegetales entre los diferentes estudios es limitada por el uso de

diversas metodologias y definiciones de este parametro (Klanénik et al., 2010).
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De esta forma, mediante difusion en agar se han realizado estudios de determinacion de
la MIC frente a M. fijiensis con extractos en diclorometano de Piper pessaresanum L., los
cuales mostraron valores de 1 mg EAG/mL (Nifio et al. 2011) y de 1 000 mg/L (Giraldo,
2012). A consecuencia de presentar alcaloides en toda la planta asi como amidas,
saponinas, flavonoides, coumarinas y taninos. Sin embrago, mediante dilucion en agar,
con los aceites esenciales de Monodora myristica Dunal, Eucalyptus citriodora Hook.,
Ocimum gratissimum Forssk. y Eucalyptus torelliana F.Muell. se obtuvieron valores de
MIC de 1 mg/mL de extracto los tres primeros, y 5 mg/ml de extracto el ultimo (Daouda et
al., 2010), debido a la presencia en el extracto de compuestos fendlicos.

Los valores de MIC referidos con anterioridad son modularmente superiores a los
obtenidos en este trabajo con los extractos etandlicos de Z. nannophyllum, Z.
pseudodumosum y A. balsamifera, asi como con los extractos acuosos de S. glutinosa. Si
se tiene en cuenta que en estos trabajos se determina la MIC mediante el método de
difusién o dilucién en agar, la difusién de los componentes que tendra lugar en el medio
de cultivo semisolido que emplean estos ensayos, serd menor que en el medio de cultivo
liguido de la microdilucién (Hadacek y Greger, 2000), lo cual explica que los valores de

este parémetro sean mayores.

Frente a A. solani se han realizado diversos estudios de determinacion de la MIC
mediante el método de microdilucién en agar, como los de extractos acuosos de Datura
stramonium Thunb. (270 mg/mL) (Jalander y Gachande, 2012), cuya actividad puede
deberse a la presencia de compuestos como las saponinas: tigloidina, tigloxitropano-a-ol,
tropina, apoatropino, hiosciamina, escopolamina presentes en el género Datura; asi como
el de extractos etandlicos de hojas de Ageratum.conyzoides Sieber ex Steud., mediante
difusién en agar, cuyos valores de MIC fueron de 78 mg/ mL de extracto (Madhusmita et
al., 2012) superiores al del presente estudio, aunque estas plantas presentan metabolitos

como saponinas, taninos, glicésidos, alcaloides, terpenos y flavonoides.

Ademas, mediante microdilucién en agar, con el extracto metandlico de raices de
Muntingia calabura L., se obtuvo un valor de MIC de 1 mg/mL frente a A. solani debido a
la presencia en el extracto de compuestos con actividad antifingica como el estigmasterol
(Rajesh et al., 2014), mientras que con el extracto de hojas de Tithonia diversifolia A.Gray
en éter de petroleo y mediante dilucion en agar la MIC fue de 8 mg/mL de extracto
(Linthoingambi y Singh, 2013), resultado atribuido a la presencia de compuestos

biol6bgicamente activos como alcaloides, flavonoides y otros compuestos fendlicos.
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Con extractos obtenidos de especies de la familia Rutaceae se han determinado valores
de MIC de 1 250 y 625 pg/mL con aceites esenciales de Amyris elemifera Koen. ex Blume
mediante el método de microdilucion en agar (Setzer et al., 2006) frente a C. albicans
(C.P. Robin) Berkhout y Aspergillus niger Tiegh.. Los autores atribuyen la actividad
antifingica de este extracto a la presencia de compuestos en los aceites esenciales de
dichas plantas tales como monoterpenoides, sesquiterpenoides, limonoides, linalool, B-
cariofileno, 3-hexadecanonoides, cariofileno oxidado y B-sesquifelandreno. De forma
semejante, extractos etandlicos de aceites esenciales de hojas, flores y raices de
Swinglea glutinosa Merr. frente a Candida krusei (Castell.) Berkhout y Aspergillus
fumigatus Fresen. mediante el método de microdilucién en agar, mostraron valores de
MIC inferiores a los 500 uyg/mL de extracto (Correa-Royero et al., 2009) a consecuencia
de la presencia en esta planta de compuestos como terpenos, geraniol y nerol. También,
con extractos etandlicos de Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle vy Citrus reticulata
Blanco en etanol mediante microdilucién en agar se obtuvieron valores de MIC de 5 mg
EAG/mL de extracto a consecuencia de presentar compuestos como quinonas,

flavonoides y alcaloides (lglesias, 2012).

Aunque en los estudios citados con anterioridad se emplea como método de
determinaciéon de la MIC la microdilucion en agar, los resultados son modularmente
superiores a los obtenidos en este trabajo con extractos de los géneros Swinglea y
Amyris, esto puede deberse a la presencia en estos extractos de elevadas

concentraciones de metabolitos activos como antraquinonas y flavonoides.

5.3.2. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial de A. solani y M. fijiensis por
los extractos de hojas de Z. nannophylum, Z. pseudodumosum, Z. flavum, S.

glutinosay A. balsamifera

La evaluacion in vitro de la inhibicién del crecimiento micelial de un hongo constituye una
via rapida y confiable para determinar la eficacia de un producto antimicrobiano, que
pueda ser empleado con carécter curativo, para tratar patologias que afectan especies

vegetales o animales (Iglesias, 2012).

Frente a M. fijiensis se han realizado estudios de calculo de inhibicién del crecimiento
micelial con extractos etandlicos de partes aéreas de Commelina difussa Blanco,

Momordica charantia L., Sida rhombifolia L., Sysygium aromaticum L. y Piper peltatum L.

48



DISCUSION

los cuales inhibieron totalmente (100%) el crecimiento de este hongo (Celis et al., 2008),
debido a la presencia en estas plantas de compuestos fendlicos como los flavonoides
(Alka et al., 2012). Estos resultados coinciden con los obtenidos por los extractos de S.
glutinosa en metanol y A. balsamifera en etanol frente a este hongo, lo que pudiera
deberse a la presencia en sus hojas de metabolitos como flavonoides y otros como

antraquinonas.

La inhibicién del crecimiento micelial de A. solani mostrada por los extractos etandlicos y
metandlicos de S. glutinosa y Z. pseudodumosum evaluados en este trabajo mediante la
dilucién en agar, resulté superior a los valores obtenidos con extractos de Datura
stramonium (61%) y Artimesia absinthium L. (58%) mediante este mismo método de
determinacion de la actividad antifangica (Ganie et al., 2013). Las diferencias en cuanto a
los porcentajes de inhibicion entre ambos estudios, pudo deberse a que en los extractos
de hojas de Rutaceae fueron halladas elevadas concentraciones de aminas, aminoacidos
y antraquinonas, compuestos que no se encontraron en los extractos de Datura

stramonium y Artimesia absinthium que solo poseian resinas y canabiol.

Se han realizado estudios de inhibicion del crecimiento micelial con extractos
pertenecientes al género Zanthoxylum. De esta forma, se han obtenido, mediante el
método de difusién en agar, porcentajes de inhibicion de 51% y 80% con extractos de Z.
monophyllum frente Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Prill. & Delacr.) W.C. Snyder &
H.N. Hansen y Botrytis cinerea Pers. respectivamente (Moreno, 2011) y valores de
inhibicion superiores al 50% con extractos de Z. armatum , mediante dilucién en agar,
frente a Fusarium solani (Mart.) Sacc. y Aspergillus flavus Link (Barkatullah et al., 2012).
Los resultados de los trabajos referidos con anterioridad son semejantes a los obtenidos
en este trabajo, pues aunque la técnica de determinacion de la actividad antifungica
empleada en este estudio fue la dilucion en agar, los extractos de Z. nannophyllum, Z.
pseudodumosum y Z. flavum poseen altas concentraciones de flavonoides, al igual que

las especies Z. monophyllum y Z. armatum.

En contraste, con extractos etandlicos de S. glutinosa mediante el método de difusion en
agar, se calcularon porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de 98% frente a
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Osorio et al., 2012). Estos
resultados son similares a los obtenidos en este trabajo cuando se emplea este extracto y
al realizado con extractos etandlicos de Citrus latifolia (Iglesias, 2012) frente a A. solani.

La diferencia estd en que se emplea una técnica de determinacion de la actividad
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antifingica diferente y que en la composicion del extracto se destacan elevadas

cantidades de terpenos, metabolitos no detectados en nuestro estudio.

5.3.3. Fracciéon quimica de los extractos de hojas de Z. nannophylum, Z.
pseudodumosum, Z. flavum, S. glutinosa y A. balsamifera que inhibe el crecimiento

de M. fijiensis y A. solani

Los compuestos derivados del metabolismo secundario de las plantas, desempefian un
rol importante como productos antifiangicos (Cowan, 1999) y son varios los trabajos
publicados acerca de estos metabolitos y sus acciones especificas. Esta condicion se
estudia con el propésito de demostrar de forma especifica, qué metabolito en particular
presenta la actividad fungicida y su modo de accion contra patégenos vegetales (Iglesias,
2012).

Los resultados del presente estudio muestran la actividad antifungica de flavonoides,
saponinas, antraquinonas y otros compuestos no identificados, frente a M. fijiensis y A.
solani (Tabla VIII), resultados que coinciden con estudios de bioautografia realizados a los
extractos de hojas de Citrus aurantium L. var sinensis L., C. aurantium L., C. latifolia y C.

aurantiifolia frente a A. solani (Iglesias, 2012).

La actividad antifungica de las cumarinas se debe a la interaccién que tiene lugar entre la
region hidrofilica de su estructura y el lado polar de las membranas microbiales, pues su
anillo benceno y su cadena alifatica irrumpen en la estructura de mosaico fluido de las

membranas microbianas, provocando el colapso celular (Viuda-Martos et al., 2008).

Se ha demostrado que el heraclenino, un derivado cumarinico, aislado del fruto de Aegle
marmelos (L.) Corréa posee actividad antifungica frente a Aspergillus niger, Rhizopus
oryzae Went & Prins. Geerl. y Aspergillus flavus (Mangala et al., 2011). Similarmente, la
cumarina sintética 7-6-alquilo-3-n-butil-7-hidroxi-4-metilcoumarinas es activa frente a
Rhizoctonia solani J.G. Kihn, Alternaria alternata (Fr.) Keissl. , Drechslera oryzae (Breda
de Haan) Subram. & B.L.Jain, Pythium phanidermatum (Edson) Fitzp., Colletotrichum
falcatum Went. Archief voor de Java Suikerindustrie, Fusarium solani y Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. (Singh et al., 2007), asi como derivados sintéticos de la 3-
aminocoumarina son activos frente a Aspergillus niger, Penicillium italicum Wehmer y

Fusarium oxisporum Schltdl. (Al Haiza et al., 2005).
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Los flavonoides poseen actividad fungicida debido a que alteran las zonas hidrofobicas e
hidrofilicas de las membranas micéticas, interfiriendo con su fluidez. Ademas, provocan la
fusion de organulos citoplasmaticos, forman complejos con la pared de las células de los
hongos y con las proteinas solubles en el citoplasma, alterando la funcion de estas
estructuras (Gonzalez, 2013).

Flavonoides extraidos de Phaleria macrocarpa Scheff., como el kaempferol, miricetina,
narangina, y el rutin poseen actividad antifingica frente a Aspergillus niger (Hendra et al.,
2011) y los extraidos de Retama raetam Webb & Berthel son activos frente a Candida
albicans, C. glabrata (H.W. Anderson) S.A. Mey. & Yarrow, C. parapsilosis (Ashford)
Langeron & Talice y C. kruseii (Edziri et al., 2012). De modo similar, flavonoides obtenidos
de Mangifera indica L., tales como epicatekin-3-O-B-glucopiranosido, 5-hidroxi-3-(4-
hidroxilfenil)  pirano  [3,2-g]cromeno-4(8H)-one,  6-(p-hidroxibenzil)taxifolin-7-O-3-D-
glucosido, ademas del quercetin-3-O-a-glucopiranosil-(1 — 2)-B-D-glucopiranosido vy
epicatekin(2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-cromeno-3,5,7-triol presentaron actividad
antifingica frente a Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Aspergillus fumigatus Fresenius, A.
niger van Tieghem, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. y Penicillium citrii. Link
(Kanwal et al., 2010).

EStos compuestos, obtenidos sintéticamente, también pueden presentan actividad
antifingica, tal es el caso del 2-fenil-cromo-4 flavona frente a Colletotrichum

gloeosporioides, Aspergillus niger, A. flavus y Penicillium sp. Link (Alam, 2004).

Las actividad antifungica de las saponinas se basa en la habilidad de estos compuestos
de formar complejos con los esteroles de las membranas plasmaticas y provocar la
aparicion de poros transmembranales, causando la lisis de las células (Caulier et al.,
2011).

Se ha estudiado que la sapogeninas, aliogenina y neoagigenina, aislados de aceites
esenciales de Allium minutiforum Regel mostraron actividad antifungica frente a
Trichoderma sp. Pers. y Pythium ultimum Trow (Barile et al., 2007), asi como saponinas
aisladas de Capsicum frutescens L. fueron activas frente a Candida spp. Berkhout y
Aspergillus fumigatus Fresen.. De modo similar, las saponinas 6a-O-[3-D-xilopiranosil-
(1—3)-B-D-quinovopiranosil]-(25,S)-5a-espirostano-3p3-ol  aisladas de las hojas de
Solanum hispidum Pers., tienen actividad antimicética frente a Trichophyton
mentagrophytes (C.P. Robin) R. Blanch. y Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour. (Abad et

al., 2007) y la hederogenina-3-O-a-L-arabinosida presentes en Sapindus mukurossi L.,
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Mohave yucca L. y Quillaja saponaria Poir., mostraron actividad frente a Candida albicans
(Tamura et al., 2012).

Las quinonas son metabolitos bioactivos debido a que pueden obstaculizar la cadena de
transporte de electrones de la mitocondrias de las células del hongo e inhibir de esta
manera la sintesis de ATP. Ademas forman complejos irreversibles con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas de las membranas microbianas, lo cual conduce a la

inactivacion de las mismas (Gonzalez, 2013).

Se ha determinado que quinonas como el krisofanol (1,8- dihidroxi-3-metilantracenediona)
contenida en los aceites esenciales de Citrus sinensis posee actividad antifungica frente a
Candida albicans (Garcia-Sosa et al., 2006). De igual manera combinaciones de
determinados metales (Niquel, cromo, hierro, cobre y cobalto) con la 5-amino-8-hidroxi-
1,4-naptoquinona son activas frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus intermedius, Enterococcus faecalis, Streptococcus uberis,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium,
(Brandelli et al., 2004).

De modo similar quinonas identificadas en Ocinum bacilicum L., Lantana camara L.,
Cymbopogon citratus Stapf, Nerium oleander L. y Olea europea L. mostraron actividad
antifngica frente a Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis (E. Bodin) E. Bodin,
Trichophyton equinum Gedoelst, Trichophyton verrucosum E. Bodin y Microsporum
gypseum (E. Bodin) Guiart & Grigoraki (Bokhari, 2009). Ademas, naptoquinonas, como la
8-dihidroxi-1,4-naptquinona son activas frente a Candida spp. y Aspergillus niger (Riffel et
al., 2002).

En el presente estudio se encontrd actividad antifiingica de compuestos no identificados
por las técnicas cromatogréaficas empleadas, sin embargo en la literatura consultada se ha
estudiado la actividad de otras clases de compuestos tales como los taninos y sus formas
hidrosolubles que poseen actividad antifiingica frente a Botrytis cinerea Pers., Aspergillus
niger, Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wilson, Gloeophyllum trabeum (Pers.)
Murrill, Trichoderma viride Pers., y Penicillium sp. Link (Lattanzio et al. ,2006). Asi como
compuestos fendlicos de diverso tipo como el catecol y el acido protocatecuico, activos
frente a Colletotrichum circinans (Berk.) Voglino. De modo similar, compuestos cetonicos
como benzaldehidos inhiben totalmente la germinacion de esporas de Botrytis cinerea y

de Monilia fructicola L.R. Batra (Lattanzio et al., 2006).
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Los terpenos son los principales responsables de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales, la cual se basa en su capacidad para dafar las biomembranas, pues
interactian con las enzimas transportadoras e interfieren en procesos vitales como la
osmosis, la sintesis de esteroles, fosfolipidos y sus derivados (Gonzalez, 2013). Se ha
demostrado que los sesquiterpenos lactonas poseen actividad antifungica frente a
Candida albicans, Trychophyton rubrum y Scytalidium dimidiatum (Penz.) B. Sutton &
Dyko, (Verma et al., 2011) ademéas de actividad antimicrobiana frente Staphyloccocus
aureus, Brochotrix thermosphacta, Escherichia coli, Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes (Di Pasqua et al., 2005).

Los alcaloides son capaces de intercalarse en el ADN microbiano e inhibir la actividad de
la proteina topoisomerasa, involucrada en la sintesis de este acido nucleico, causando
cambios morfolégicos v lisis en las células (Karou et al., 2006). Algunos de ellos, como la
isoquinolina, la hunnemanina y la norsanguinarina, aisladas de Eschscholtzia californica
L., son activos frente a Alternaria melongenae Rangaswami & Samb., Curvularia lunata
(Wakker) Boedijn, C. maculans (C.K. Bancr.) Boedijn, Helminthosporium pennisetti A.P.
Misra, H. oryzae Breda de Haan, Fusarium lini Bolley (Singh et al. 2009). Similarmente,
alcaloides del tipo aporfina, B-magnoflorina y a-magnoflorina, obtenidos de Clematis
parviloba Gardner & Champ. poseen actividad antifungica frente a Penicillium avellaneum
Thom & Turesson (Chen et al. 2009) y los extraidos de Phyllanthus amarus L. frente a
Alternaria alternata, A. solani, Curvularia lunata, C. pallescens Boedijn, C maculans,
Colletotrichum spp. Corda, C. musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx, C. gloeospirioides,
Fusarium udum E.J. Butler, Helminthosporium echinoclova A.P. Misra, H. pennisetti A.P.

Misra y Heterosporium spp. Klotzsch ex Cooke (Singh et al., 2007).

Teniendo en cuenta que la técnica empleada para la determinacion de los metabolitos con
actividad antifingica fue la TLC, poco especifica y donde la visualizacibn de un
compuesto depende de la concentracion del mismo, cualquiera de los compuestos antes
mencionados podria estar presente en los extractos evaluados, y ser uno de los no

identificados.

Los resultados de este trabajo demuestran el potencial antifungico de los extractos
obtenidos a partir de hojas de cinco especies de la familia Rutaceae frente a M. fijiensis y
A. solani, los que constituyen una alternativa viable para su empleo como una estrategia

de manejo agroecoldgico de estos microorganismos.
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RECOMENDACIONES

. Conclusiones

Los extractos obtenidos a partir de hojas de Zanthoxylum nannophylum, Zanthoxylum
pseudodumosum, Zanthoxylum flavum, Swinglea glutinosa y Amyris balsamifera se
caracterizaron fitoquimicamente, identificandose la presencia de fenoles, aminoacidos,
aminas, azUcares reductores y varias clases de flavonoides.

Los extractos evaluados se consideraron promisorios frente a Mycosphaerella fijiensis
siendo los extractos de Swinglea glutinosa en metanol y Amyris balsamifera en etanol
los que mostraron mayores porcentajes de inhibicién (100%).

Los extractos evaluados se consideraron promisorios frente a Alternaria solani siendo
los extractos de Swinglea glutinosa en etanol y Zanthoxylum pseudodumosum en
metanol los que mostraron mayores porcentajes de inhibicién (100%).

Las antraquinonas fueron los compuestos quimicos presentes en los extractos
evaluados con mayor actividad antifungica frente a Mycosphaerella fijiensis vy

Alternaria solani.
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RECOMENDACIONES

7. Recomendaciones

» Determinar la actividad antifungica de los extractos frente a hongos patégenos de
otros cultivos de interés economico.
» Determinar la actividad antifingica in vitro de las fracciones puras de los

compuestos identificados con actividad antifungica.
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ANEXOS

Anexos

Anexo 1. Compuestos quimicos y Rr identificados en extractos de hojas de Zanthoxylum
nannophylum (ZN); Zanthoxylum pseudodumosum (ZP); Zanthoxylumflavum (ZF); Amyris
balsamifera (AB) y Swinglea glutinosa (SG); en etanol 70% (-et), metanol 70% (-met) y agua (-a)
con actividad antifiingica frente a Mycosphaerella fijiensis y Alternaria solani.

Fase Compuestos Actividad antifungica

Extracto 4l Ry identificados

M. fijiensis A. solani
ZP-et BAA 0,07-0,42 + -
SG-et 0,07-0,42 +

0,71-0,82 + .
ZF-et 0,28-0,57  Flavonoles 3 glicosilados +

y flavonas
0,71-0,82 Saponina -

+
0,06-0,13 - +
+
+

0,2-0,23 -
0,36-0,4 -

AB-et 0,66-0,73 + -
0,06-0,13 - +
0,54-0,57 + -
0,82-0,89  Flavonoles 3 glicosilados + -

y flavonas
ZN-met 0,07-0,42 + +
0,43-0,53 - n
0,56-0,66 - +
0,72-0,82 Saponina + +
ZP-met 0,07-0,46 + -
0,71-0,82 +
0,76-0,8 - +
0,83-0,86 - +
SG-met 0,07-0,5 + -
0,28-0,82  Flavonoles 3 glicosilados + -
y flavonas
0,72-0,82 Saponina - +
0,06-0,13 - +
ZF-met 0,07-0,42
0,71-0,82 Saponina
SG-met 0,28-0,82  Flavonoles 3 glicosilados - +
y flavonas

+ +
1

0,06-0,13

AB-met 0,07-0,57
0,71-0,82 Saponina +
0,13-0,2 - +
ZN-a 0,07-0,5 +
0,71-0,82
0,86-0,9 - +
ZF-a 0,07-0,5 + +

+ +
]

+ +
]
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Fase Compuestos Actividad antifungica
Extracto syl Re identificados —— -
M. fijiensis A. solani
0,53-0,6 - +
0,86-0,93 - +
SG-a 0,26-0,4 - +
SG-a 0,53-0,6 - +
0,9-1 - +
AB-a 0,07-0,53 + +
0,67-0,78 Saponina + +
ZN-et PAA 0,06-0,18 Antraquinona + +
0,62-0,68 - +
0,87-0,93 Antraquinona + -
ZP-et 0,06-0,09 Antraguinona + +
0,18-0,25 - +
0,75-0,78 - +
0,90-0,93 Antraquinona + -
SG-et 0,81-0,93 Antraquinona + -
0,12-0,25 - +
0,31-0,37 +
0,5-0,56 - +
0,59-0,68 - +
ZF-et 0,62 Antraquinona - +
0,15-0,18 - +
0,25-0,37 - +
0,46-0,56 - +
0,93 Antraquinona + -
0,84-0,87 + -
AB-et 0,68 Antraquinona + +
0,87-0,93 Antraguinona - +
0,21-0,43 - +
0,5-0,62 - +
ZN-met 0,06-0,18 Antraquinona + +
0,93 Antraquinona - +
0,5-0,62 - +
0,68-0,81 - +
ZP-met 0,06-0,18 Antraquinona + +
0,31-0,37 - +
0,68-0,75 ; "
SG-met 0,65 Antraquinona + +
0,78-0,93  Flavonoles 3 glicosilados - +
y flavonas
0,15-0,18 - +
0,31-0,34 - +
ZF-met 0,62 Antraquinona - +
0,84-0,93 Flavonoides 3,5 + +
metoxilados y cumarinas
0,34-0,37 - +
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Extracto

Fase

P Rs
movil

Compuestos
identificados

Actividad antifiingica

M. fijiensis

A. solani

AB-met

ZN-a

SG-a

SG-a
ZF-a

AB-a

ZN-et

ZP-et

SG-et

ZF-et

AB-et

ZN-met

ZP-met

SG-met

0,43-0,46
0,93
0,18-0,25
0,25-0,37
0,5-0,81
0,78-0,87
0,06-0,18
0,25
0,56-0,62
0,68-0,75
0,87-0,93
0,93
0,12-0,18
0,25-0,31
0,43-0,5
0,62-0,65
AMA 0,07
0,88-1
0,13-0,15
0,06-0,13
0,4-0,46
0,6-0,73
0,7-0,8
0,8-0,86
0,06-0,1
0,43-0,46
0,76-0,8
0,73-0,76

0,73-0,8

0,06-0,26
0,36-0,4
0,46-0,5
0,76-0,8

0,2-0,26
0,33-0,46
0,8-0,86
0,2-0,26
0,43-0,56
0,6-0,66
0,8-0,86
0,13-018
0,33-0,4
0,15-0,18

Antraquinona

Antraquinona

Antraquinona

Antraquinona

Antraquinona
Antraquinona

Antraquinona

Antraquinona

Flavonoles 3 glicosilados
y flavonas

Flavonoides 3,5
metoxilados y cumarinas

Antraguinona

Antraquinona

+

+ 4+ o+ + + o+ 4

+ + + + + + + 4

+ + 4+ + + + + A+ 4o

+

+ + + + ++ o+ o+

+ + +
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Extracto

Ry

Compuestos
identificados

Actividad antifiingica

M. fijiensis

A. solani

ZF-met

AB-met

ZN-a

SG-a

ZF-a

AB-a

0,36-0,4
0,56-0,6
0,8-0,86
0,33-0,36
0,76-0,8

0,06-0,1
0,18-0,23
0,33-0,36
0,53-0,56
0,46-0,53
0,1-0,15

0,6-0,66
0,7-0,73
0,8-0,86
0,1-0,15

0,13-0,26

0,53-0,73
0,8-0,83

0,18-0,26
0,3-0,36

Flavonoides 3,5
metoxilados y cumarinas

Antraguinona

Flavonoides 3,5
metoxilados y cumarinas

+ + + + 4+ o+

+ o+ 4+ + o+ + o+

+




