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RESUMEN

El cultivo del platano enfrenta una serie de problemas que conlleva a la disminucién de los
rendimientos de la produccion, como el cambio climético, la contaminacion ambiental y el
ataque de organismos fitopatdgenos. Entre estos Udltimos se encuentran los hongos
fitopatdbgenos cuyo control es mediante la aplicaciébn de fungicidas sintéticos de forma
irracional, lo que ha provocado un impacto negativo en el ambiente, en la salud humana y
en organismos benéficos como la abeja. Asociado a esto, los hongos patdgenos han
generado resistencia a los fungicidas sintéticos, por lo cual diversas investigaciones se han
dirigido en buscar alternativas naturales como los metabolitos de las especies vegetales. La
bioprospeccién de plantas nativas de la duna costera en Yucatan ha permitido la
identificacion de especies que presentan propiedades fungicidas como Passiflora foetida. El
extracto crudo acuoso de hojas de esta especie presentd actividad inhibitoria contra el hongo
Pseudocercospora fijiensis a partir de la concentracién de 2.5%. Al realizar la extraccién
siguiendo el protocolo de Bokesch et al. (2004) se comprobd que el extracto acuoso fue
activo a la concentracion de 6.25 mg/mL, mientras que en las fracciones obtenidas por
cromatografia liquida al vacio las fracciones cinco y seis presentaron actividad a partir de
125 y 137 pg/mL respectivamente. El andlisis cromatografico demostr6 que ambas
fracciones presentan varios compuestos, pero se desconoce la naturaleza de los

compuestos activos pues aun no se han identificado.







ABSTRACT

The cultivation of plantain or banana faces a series of problems that lead to a decrease in
production vyields, such as climate change, environmental pollution, the attack of
phytopathogenic organisms. Among the latter are phytopathogenic fungi whose control is
through the application of synthetic fungicides in an irrational way has caused many impacts
on the environment, human health, beneficial organisms such as bees. Associated with this,
pathogenic fungi have generated resistance to synthetic fungicides, which is why various
investigations have been directed at looking for natural alternatives such as the metabolites
of plant species. The bioprospecting of native plants of the coastal dune in Yucatan has
allowed the identification of species that have fungicidal properties such as Passiflora
foetida. The aqueous crude extract of leaves of the species showed inhibitory activity against
the fungus Pseudocercospora fijiensis from a concentration of 2.5%. When performing the
extraction following the protocol of Bokesch et al. (2004) it was found that the aqueous
extract was active at a concentration of 6.25 mg/mL while in the fractions obtained by
vacuum liquid chromatography, fractions five and six presented activity from 125 and 137
png/mL, respectively. Chromatographic analysis showed that both fractions present several
compounds, but the nature of the active compounds is unknown as they have not yet been
identified.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

Actualmente la agricultura enfrenta una serie de problemas que se deben solucionar en los
préximos afos a fin de eliminar el desequilibrio alimentario mundial. Entre los principales
problemas se encuentran la contaminacion ambiental, el déficit de recursos para realizar
una correcta explotacion de los recursos agricolas y el impacto negativo de los organismos
patdgenos. Los expertos mundiales indican que para contrarrestar el déficit de alimentos
para el afio 2050, la produccién debe aumentar un 70% en relacion con la produccion actual
(FAO, 2018).

Los patdgenos agricolas causan la disminucién e incluso la pérdida de producciones
completas después de toda una inversién de tiempo y recursos, lo que se traduce en una
disminucién de ingresos econémicos y aumento del hambre, ademas del desequilibrio de
los precios en el mercado, influyendo en el aumento de la pobreza. El actual sistema de
produccion consume un 70% del agua dulce, genera contaminantes debido a los aditivos
que emplea para el control de plagas y enfermedades, sin solucionar el principal problema:
brindar a la poblacién una dieta balanceada y nutritiva. Por eso una de las demandas
principales es encontrar vias alternativas que minimicen estos efectos y brinden un producto
de calidad y seguro para el ecosistema y el hombre (Banco Mundial, 2017), como mantener
cobertura permanente de los suelos, el laboreo minimo de las tierras y la diversificacion de

especies vegetales (ONU, 2018).

La produccién de platano es un rubro importante para paises productores y consumidores,
donde el control de enfermedades como la Sigatoka negra provocada por el hongo
Pseudocercospora fijiensis (P. fijiensis), demanda grandes recursos econdmicos. P. fijiensis
es un hongo ascomiceto patdégeno que infecta a las plantas de banano desde edades
tempranas, provocando la destruccién foliar y disminucion del rendimiento del racimo.
Actualmente esta enfermedad, controlada principalmente por fungicidas sintéticos, es un
objetivo importante para diversos grupos de investigacion que dedican esfuerzos para
encontrar alternativas de control que minimicen los impactos negativos del control quimico

(Campo-Arana et al., 2020; Orozco-Santos et al., 2013).

Una de las alternativas al control quimico es el estudio y empleo de biofungicidas obtenidos

a partir de extractos vegetales. Diversos estudios han revelado la actividad fungicida de




INTRODUCCION

Passiflora foetida (P. foetida), planta perteneciente a la familia Passifloraceae. De acuerdo
con lo reportado por Rodriguez-Garcia et al. (2016), el extracto crudo acuoso (ECA) de
hojas de P. foetida presenté actividad fungicida contra esporas de P. fijiensis, marcando el

antecedente para la realizacion de este estudio.

Por todo lo anterior, este proyecto tuvo como objetivo identificar los metabolitos presentes

en las hojas de P. foetida responsables de la actividad inhibitoria contra el hongo P. fijiensis.
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ANTECEDENTES
1.1 Cultivo del banano

El platano o banana es un fruto comestible de plantas herbaceas perennes de gran tamafio,
pertenecientes al género Musa. Su tronco no es lefioso y presenta hojas largas y grandes.
Sus frutos son de diferente tamafio y color; presentan forma alargada, curva, carnosos,
verdes o amarillos (Figura 1.1). El crecimiento de la planta es en meses, pudiéndose cultivar
en cualquier época del afio. Casi todos los platanos producen frutos sin semillas y provienen
de dos principales especies silvestres: Musa acuminata y Musa balbisiana. Se conoce un
gran numero de variedades que son fuente de alimento y se consumen en forma de postre,
fruta y vianda cocida como el platano macho (FAO, 2018; INFOCOM, 2016; Zhang et al.,
2005; Arias et al., 2004).

Figura 1.8 Plantacion de platano.

El platano es apreciado por su contenido nutricional: carbohidratos (mayor cantidad),
vitaminas y minerales entre los que se destaca el potasio, magnesio, vitaminas tipo B1, B2,
B3, B5 y B6 mayoritariamente (United States Department of Agriculture, 2016). Ademas,
diversos estudios como el de Singh et al. (2016) han reportado sus beneficios en la salud

humana como agente antioxidante y reductor de la glucosa en sangre.
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El banano es considerado una fuente importante de alimento junto a los cereales como el
arroz, razén por la cual esta entre los alimentos con importancia econémica. Los paises de
Latinoameérica, Africa, Asia y el Pacifico son los principales productores, mientras que los
paises del norte son los que mayormente lo importan. Actualmente, la produccién anual se
estima superior a los 100 millones de toneladas al afio, destacandose paises como India,
Brasil, Colombia, México, Filipinas y China (FAO, 2018; INFOCOM, 2016; Singh et al., 2016;
Zhang et al., 2005; Arias et al., 2004).

1.2 Hongos fitopatégenos

Las enfermedades en el banano constituyen la principal causa de pérdidas de la cosecha,
las mismas estan provocadas por desajustes en las funciones organicas de las plantas.
Estos desequilibrios pueden estar dados por agentes abioticos (e.g. sequia, lluvias
abundantes, heladas) y biéticos (insectos, bacterias, virus, hongos y nematodos). Segun el
concepto del triAngulo de la enfermedad de una planta, la enfermedad se presenta cuando
existe una planta hospedera susceptible, un patégeno y un ambiente favorable para su
desatrrollo, lo que significa que si falta alguno de estos elementos la enfermedad no ocurre.
La propagacién de los patdgenos puede darse por diversas vias como la lluvia, el viento,

suelo, animales, el hombre, etc. (University of Kentucky Department of Entomology, 2016).

Los hongos son los organismos que mayor nimero de enfermedades causa a las plantas.
Estos organismos, ademas de provocar enfermedades que afectan tanto a las plantas como
las cosechas, producen una serie de sustancias quimicas altamente téxicas, alucinégenas
y cancerigenas denominadas micotoxinas. Estos compuestos son los causantes de la
disminucién de las propiedades nutritivas y la afectacion de las propiedades organolépticas

de los productos agricolas (Williams et al., 2017; Leonberger et al., 2016).

Los hongos son organismos eucariotas que obtienen su alimento del huésped donde vive,
esté vivo o muerto. Estos organismos desarrollan ramificaciones tubulares para
alimentarse, conocidas como hifas y producen esporas asexuales, sexuales o ambas.
También, pueden infestar por completo tejidos u 6rganos especificos de la planta como
hojas, frutos y tallos hasta provocar su muerte (Williams et al., 2017; Leonberger et al.,

2016; University of Kentucky Department of Entomology, 2016) .
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1.2.1 Pseudocercospora fijiensis

El hongo P. fijiensis es el causante principal de la Sigatoka negra, una enfermedad que
dafia a los cultivos de platano. Se clasifica como un hongo hemibiétrofo debido a que
presenta un ciclo de vida dividido en dos etapas. En la primera etapa se comporta como un
parasito biotrofico colonizando los espacios intercelulares sin formar haustorios. Una vez
colonizado el tejido cambia su estrategia de ataque volviéndose un patdgeno necrotréfico y
posteriormente en su ciclo de vida se transforma en un organismo saprofito (Campo-Arana
et al., 2020; Churchill, 2011; Rodriguez-Gaviria y Crayon, 2008; Gonzalo-Galileo et al.,
2004).

Pseudocercospora fijiensis es un hongo ascomiceto patégeno que produce conidios en su
forma asexual y ascosporas en su forma sexual, recibiendo el nombre de Mycosphaerella
fijiensis en esta ultima. Las principales caracteristicas taxondmicas se muestran en el
Cuadro 1.1 (Promusa, 2017).

Cuadro 4.1 Caracteristicas taxondémicas del hongo
Pseudocercospora fijiensis

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes

Orden: Capnodiales

Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Pseudocercospora
Especie: Pseudocercospora fijiensis

Sus esporas o conidios son de un color palido a un ligero olivo-carmelitoso, de forma lisa,
alargada y tienen tres 0 mas septas (Figura 1.2). Su germinacion, depende de una elevada
humedad relativa (>90%).



https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biología)
https://es.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://es.wikipedia.org/wiki/Filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biología)
https://es.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biología)
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Capnodiales&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biología)
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycosphaerellaceae&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Género_(biología)
https://es.wikipedia.org/wiki/Mycosphaerella
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
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Figura 1.9 Conidios de Pseudocercospora fijiensis
(http://www.promusa.org/Pseudocercospora+fijiensis).

1.2.1.1 Ciclo de vida de P. fijiensis

La Sigatoka negra es una enfermedad del banano que se caracteriza por producir rayas de
color pardo oscuro en etapas tardias que aparecen sobre las hojas de la planta. Estas
lesiones causan necrosis en la hoja eliminando la capacidad de realizar la fotosintesis
(Figura 1.3), afectando el rendimiento de la cosecha (FAO, 2013; Chillet et al., 2009; Hidalgo
et al., 2006). Las esporas sexuales y asexuales del hongo son transportadas por accion de
los agentes naturales como la lluvia y el viento, logrando dispersarse desde varios
centimetros hasta kilémetros, por lo que llegan a contaminar plantaciones sanas que se
encuentren lejos del lugar afectado (Rodriguez-Gaviria y Cayén, 2008; Sanchez et al., 2005;
Bennett y Arneson, 2003). Las esporas germinan y sus hifas entran por los estomas e
invaden la camara subestomatica, por lo que las hifas emergen por los estomas y crecen a
lo largo de la superficie de la hoja, penetrando por otros estomas, o que aumenta el nUumero
de lesiones. En los primeros dias después de la contaminacion aparecen manchas
pequefias que van aumentando hasta convertirse en rayas que paulatinamente destruyen
la hoja completa (Figura 1.4) (Vega-Torres, 2009; Manzo-Sanchez et al., 2005; Stover,
1980).
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Figura 2.3 Hoja de platano infectada con Pseudocercospora fijiensis
(https://elpregonerodeldarien.blogspot.com/2016/10/Sigatoka-negra-
arruina-parceleros.html).

Fase asexual
Esperodoguios sobre las hojas

Carcpspora

Ezpermogonios g
enlahoja O

Peritecios con ascas @
Y aseosparas en la hojs

Penatracidn a Través de los estomas

Figura 1.4 Ciclo de vida de Pseudocercospora fijiensis
(https://pmolina59.blogspot.com/2017/01/la-sigatoka-negra-ecuador.html).
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1.3 Control de la enfermedad y su impacto global

Las técnicas de control de la Sigatoka negra son el deshoje, la fertilizacion, la cuarentena,
la eliminacién de la maleza, el drenaje, la ventilacion de la plantacion y el control quimico
mediante el uso de fungicidas como Mazcoden, Clorotalonil, Propineb, entre otros. También
se ha utilizado el control biolégico mediante el empleo de microorganismos patégenos del
hongo como Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens y las variedades resistentes
(Guzman, 2012; Bennett y Arneson, 2006). El control quimico de los hongos fitopatdgenos
ha sido el principal método utilizado en la agroindustria. Los fungicidas sintéticos agricolas
son una fuente de contaminaciéon ambiental y un peligro para la salud humana y animal
(Dargin y Dargin, 2017; Salhi et al., 2017; Aktar et al., 2009). Entre las diversas formas de
aplicar el compuesto fungicida se encuentra la aspersion, que puede ser manual o mediante
el empleo de avionetas de fumigacion como se muestra en la Figura 1.5. La aplicacion de
fungicidas sintéticos ha sido analizada y diversos estudios muestran el impacto negativo
gue presentan en animales, plantas y humanos. La poblacion de mayor riesgo son los
trabajadores agricolas y las personas que manipulan dichos compuestos, desde la
produccion hasta su comercializacion. El contacto prolongado provoca afectaciones
respiratorias y cardiacas, dafio a las mucosas, el sistema digestivo, circulatorio y nervioso,
debido a que los compuestos quimicos presentan un tiempo de descomposicién largo y
muchas veces durante el proceso de degradacion producen otros compuestos de mayor
toxicidad (Dargin y Dargin, 2017; Shelton et al., 2014).
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Figura 1.5 Fumigacion aérea de una plantacion de platano

(https://www.wur.nl/es/news/adn-banano-black-Sigatoka.htm).
1.4 Plantas con actividad fungicida

Muchos compuestos producidos por las especies vegetales presentan propiedades
fungicidas, por lo que su estudio y aislamiento ha brindado una herramienta importante en
la busqueda de nuevos compuestos quimicos para combatir a los hongos patdgenos
(Sernaité, 2017; De Lucca et al., 2005). Diversos compuestos con accion fungicida se han
aislado de diversas especies vegetales, empleandose en la medicina animal, vegetal y
humana. Estos se han aislado de raices, hojas, tallos, flores, frutos y semillas a través de
técnicas de extraccion liquido-sélido y liquido-liquido con disolventes de diferente
polaridad. Ademas, muchos son inocuos para el ambiente y la vida, lo que les proporciona
una ventaja sobre los fungicidas sintéticos. Por otra parte, la uniéon del conocimiento
generado con los adelantos de los procesos biotecnoldgicos a escala industrial hace
posible que la industria de los biopesticidas sea una alternativa sostenible, econémica y
ecoldgica (De Lucca et al., 2005; Vivanco et al., 2005).

En el Cuadro 1.2 se muestran algunos ejemplos de diversas especies vegetales con accién
biolégica sobre hongos fitopatdgenos.
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Cuadro 1.5 Ejemplos de plantas con actividad biolégica contra hongos.

Especie vegetal

Hongo patégeno

Referencia

Marrubium vulgare

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
Macrophamina phaseolina,
Phytopthora infestans, Sclerotinia
sclerotiorum y Rhizoctania solani

Ozbek et al., 2020

Piper auritum

Fusarium oxysporum f. sp. vanillae

Fernandez et al., 2020

Allium sativum,
Azadirachta indica y
Tithonia diversifolia

Phaeiosariopsis griseola

Obila et al., 2020

Origanum compactum

Fusarium culmorum, Fusarium solani,
Alternaria alternata y
Helminthosporium sativum

Ez-Zriouli et al., 2020

Monodora myristica

Aspergillus flavus

Obidiebube et al.,
2020

Cymbopogon martini
y Ocimum tenuiflorum

Sclerotinia sclerotiorum y Verticillium
spp.

Angelini et al., 2019

Tectona grandis

Rhizoctonia solani y Alternaria solani

Hamad et al., 2019

Cinnamomum cassia

Fusarium solani, Cylindrocarpon,
Pythium aphanidermatum, Botrytis
cinerea,

Ma et al., 2019

Cinnamomum
burmanni Blume

Pseudocercosporas fijiensis

Darmadi et al., 2019

Coscinium
fenestratum,
Syzygium aromaticus

Alternaria brassicicola

Dethoup et al., 2018

1.4.1 Passiflora foetida Killip

Entre las especies vegetales que se han identificado compuestos con propiedades

fungicidas se encuentra la familia de las Passifloras (Nicolls, 1970). El género Passiflora

vegetal agrupa a mas de 400 especies, distribuidas en las zonas célidas del planeta. Aunque

se reporta que es originaria de la zona sur de América, se ha diseminado por el resto del

mundo y sus propiedades medicinales se emplean en diversas latitudes. Dentro de este

grupo se encuentra P. foetida, una planta trepadora caracterizada por tener un tallo no

lefioso ramificado de longitud entre 1 y 6 m, flores blancas y frutos globosos entre 2 a 3 cm

de didmetro con abundantes semillas incrustadas en la pulpa (Patil et al., 2015). En la Figura

10
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1.6 se observan ejemplares de P. foetida que crecen en la zona costera del puerto de

Chuburna, en el estado de Yucatan.

Figura 1.6 Passiflora foetida. Foto tomada en la zona costera del puerto de
Chuburna.

Esta especie vegetal es ampliamente empleada en la medicina tradicional en diferentes
partes de México (e.g. Veracruz y Tabasco), para tratar enfermedades del sistema nervioso
e infecciones de la piel. Para el tratamiento se emplean las hojas en forma de infusion o
como compresa sobre la zona afectada (Alvarez-Quiroz et al., 2017; Dominguez-Barradas
et al., 2015). También en la India se utiliza para tratar diversas dolencias como diarreas o
infecciones intestinales, en la garganta o el oido. Investigaciones cientificas validan el uso
farmacéutico de compuestos con actividad antimicrobiana frente a patégenos humanos
como Pseudomonas putida, Vibrio cholerae, Shigella flexneri y Streptococcus pyogenes.
Reportes recientes indican el empleo de P. foetida como relajante del sistema nervioso
central, siendo los metabolitos alcaloides y flavonoides los constituyentes mas

mencionados segun la revision bibliografica de Patil et al. (2015).

En el Cuadro 1.3 se muestran los datos taxondmicos de la variedad que crece en la zona

costera de Yucatan.

11
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Cuadro 1.6 Clasificacién taxonémica de Passiflora foetida.

Reino Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Violales
Familia Passifloraceae
Género Passiflora
Epiteto especifico foetida

Epiteto infraespecifico |subpalmata
Nombre Cientifico Passiflora foetida Killip
Autor del nombre Killip
Determinador J.M. MacDougal

En estudios anteriores se determiné que el extracto crudo acuoso (ECA) de P. foetida tiene
propiedades fungicidas frente al hongo P. fijiensis. Durante ese estudio se encontrd que las
condiciones climaticas influyen en la concentraciéon de los metabolitos que provocan la
actividad antifungica. Para ello se realizaron colectas en dos fechas, febrero (época seca)
y agosto (época lluvias) encontrandose que en el periodo seco es donde mejor actividad
fungicida (5%) hubo (Rodriguez-Garcia et al., 2016). También se hall6 que la fraccion
proteica fue la que indicé una mejor actividad fungicida, sin embargo, el estudio no fue
concluyente debido a que se detectaron sefiales de metabolitos secundarios en los

cromatogramas de las muestras proteicas analizadas por HPLC (Medina-Dzib, 2016).

En el proyecto 164458 del grupo de investigacion de la Dra. Cecilia Rodriguez-Garcia
se escogio la duna costera para la bioprospecciéon de las especies vegetales nativas,
partiendo de la premisa de que la produccion de los compuestos de la planta y su
actividad fungicida estan relacionadas con las condiciones climatologicas y edaficas
imperantes de la zona. La vegetaciéon de la duna costera se caracteriza por ser
resistente al impacto de vientos fuertes, a la alta incidencia de radiacién solar, sequia
y al alto contenido de sales solubles. Este tipo de comunidad vegetal se extiende por
todas las playas del Caribe y el Golfo de Meéxico, representando un 60%
aproximadamente en la zona costera de la Peninsula de Yucatan (Espejel et al., 2017,
Torres et al., 2010; Martinez y Valverde, 1992). La duna costera y el matorral de costa
es un ecosistema caracterizado por la acumulacién de arena en las proximidades de la
playa, variando su altura desde varios centimetros hasta decenas de metros. Estos son

formados por la accién edlica y presentan gran importancia para la vida vegetal y vida

12
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animal que dependen de ella. La vegetacion presente tiene un gran nivel de endemismo
y heterogeneidad en sus especies, impactando positivamente en el control de la

erosién, pues brinda proteccion y soporte al manto fértil de la zona costera.

En las ultimas décadas se han aislado diversos metabolitos con actividad téxica para el
desarrollo de los hongos. Estos compuestos estan involucrados en las respuestas de la
planta a diferentes estimulos externos (Taiz y Zeiger, 2010; Avalos-Garcia y Pérez-Urria,

2009; Castro y Fontes, 2005) y se clasifican en dos grupos:
¢ Metabolitos primarios

Los compuestos del metabolismo primario se obtienen de los diferentes procesos
bioquimicos que realizan las plantas para su desarrollo. Estos procesos les permiten
obtener alimento, respirar, crecer y reproducirse, entre los que se encuentran:
fotosintesis, glicdlisis, ciclo del acido citrico, sintesis de aminoacidos, transaminacion,
sintesis de proteinas, enzimas y coenzimas, sintesis de materiales estructurales,
duplicacion de material genético, reproduccion de células (crecimiento) y absorcién de
nutrientes, entre otros. Ejemplo de estos compuestos son los aminoacidos, proteinas,
lipidos y azucares (Allué, 2013; Castro y Fontes, 2005). Asimismo, las plantas producen
compuestos primarios como los péptidos de bajo peso molecular (e.g. defensinas, tioninas,
heveinas, knotinas) que intervienen en la defensa de la planta frente a ataques de

patdgenaos como los hongos y bacterias (Cardillo et al., 2017).
e Metabolitos secundarios

Los compuestos secundarios de las rutas metabdlicas de las plantas intervienen en los
procesos de defensa a las condiciones bidticas y abiéticas, dividiéndose en compuestos
constitutivos e inducidos (Salhi et al., 2017; Castro y Fontes, 2005). Los primeros se
encuentran en las plantas sanas y estan conformados por compuestos como los taninos,
fenoles, flavonoides y terpenos (compuestos fendlicos presentes en los aceites esenciales
de plantas aromaticas y medicinales) (Avalos y Pérez, 2009; Sepulveda-Jiménez et al.,
2003), mientras que los inducidos son los que la planta produce ante el ataque de un
patégeno (Salhi et al., 2017; Castro y Fontes, 2005). Ademas, una vez que se da la

infeccion en la planta, se activa una serie de mecanismos que incrementan y/o sintetizan

13
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compuestos como alcaloides, flavonoides, quinonas y compuestos fendlicos (fitoalexinas)
(Domingo y Lopez-Brea, 2003; Garcia-Mateos y Pérez-Leal, 2003; Sepulveda-Jiménez et
al., 2003; Montafio-Pérez y Vargas-Albores, 2002).

Ejemplos de compuestos que se han identificado en extractos vegetales con actividad
biolégica contra hongos patdgenos se presentan en el Cuadro 1.4 donde se presenta una

muestra del resultado de estudios de los Ultimos afnos.

Cuadro 1.7 Ejemplos de familias quimicas con actividad fungicida aislados de especies vegetales.

ESpEEE vEp ] FEUL Familia quimica | Hongo patégeno | Referencia
(Familia) empleada q go patog
Piper auritum Toda la 22?6%%?;05 ox SFusf‘J;;JT s Fernandez et
(Piperaceae) planta y ysporum 1. sp. al., 2020
terpenos vanillae
Fusarium
Origanum culmorum, Ez-Zriouli et
compactum Hojas Terpenos Fusarium solani,
) ) al., 2020
(Lamiaceae) Alternaria
alternata
Tectona grandis fﬁ?eis’ Terpenos soIaRn}}IZOACItt%?:\Zria Hamad et al.,
(Verbenaceae) y P y Alte 2019
ramas solani
Colletotrichum
Allium sativum Bulbos Compuestos cag)s(lcsl, E:Jus;r:cum Khairan et al.,
(Amaryllidaceae) organosulforados ysporum f. 2019
sp.capsici, y
Sclerotium rolfsii
Fusarium solani,
Cylindrocarpon,
Cmnamqmum Derivados de P_ythlum Ma et al.,
cassia Tallo aldehidos aphanidermatum, 2019
(Lauraceae) Botrytis cinerea,
Colletotrichum
gloeosporioides
Artemisia herba
alba : Fusarium
Tallos, Taninos, ; .
(Asteraceae), . . graminearum, Salhi et al.,
hojas, flavonoides, .
Asphodelus . Fusarium 2017
o flores alcaloides S
tenuifolius sporotrichioides
(Asphodelaceae)

A partir del estudio realizado en la década de 1970 por Nicolls, dentro del género Passiflora

se ha identificado un gran nimero de especies con propiedades biol6gicas contra hongos
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fitopatdgenos. Esto marcé el inicio de una exploracién por parte de investigadores con el
propédsito de identificar compuestos bioactivos de interés para la industria biotecnoldgica.

En el Cuadro 1.5 se mencionan algunos ejemplos.

Cuadro 1.8 Actividad antimicrobiana de algunas especies del género Passiflora.

Especie vegetal N Fam |_I|a Patégeno Referencia
empleada quimica
Passiflora Hoias No Asperaillus flavus Al-Rubaey et
caerulea : identificados perg al., 2019
Bacillus cereus,
_ _ _ Terpenos y Staphylococcus De Melo et al.,
Passiflora foetida Hojas compuestos aureus.
" . . 2018
fenolicos Citrobacter freundii,
Candida albicans
Terpenos y Ce}ulas d - |
Passiflora foetida hojas compuestos cancerigenas de Sisin et al.,
P higado y 2017
enolicos . :
cervicouterino
qugjrsasr']fgl’ﬁgris Bacillus subtilis,
: Hojas y Compuestos Bacillus cereus, Ramaiya et al.,
Passiflora .
: . tallos fendlicos Streptococcus 2014
maliformis allolvticus
Passiflora edulis gatioly '
Passiflora alata Planta FIavon_0|des 17 bacterias y 10 Vasi¢ et al.,
completa y taninos hongos 2012
Passiflora alata Semillas Péptidos tipo Colletotrichum Ribeiro et al.,
albuminas 2S gloeosporioides 2011
Pseudomonas
Passiflora foetida Hojas y No putida Mohanasundari
frutos identificados Vibrio cholerae et al., 2007
Shigella flexneri
Trichoderma
harzianum,
. . : Péptidos tipo Fusarium Pelegrini et al.,
Passiflora edulis Semillas alblminas 2S oxysporum, 2006
Aspergillus
fumigatus

1.5 Extractos vegetales

Los extractos vegetales son mezclas de compuestos a diferentes concentraciones,
extraidos de alguna parte de la planta o de la planta completa, empleando diversos métodos

de extraccion. Entre los diferentes métodos se encuentran:

15
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» Extraccién liquido-sélido: como la extraccion por maceraciéon en diferentes
variantes, arrastre de vapor, extraccion continua (Soxhlet).
» Extraccién liquido-liquido: empleada para separar compuestos disueltos en una

mezcla liquida compleja, fraccionamiento del extracto.

Existen mecanismos fisicos para mejorar el proceso obteniendo métodos mas especificos
y eficientes de extraccion como la extraccion por fluidos supercriticos, extraccion por
sonicacion y microondas (Ateminmi et al., 2017; Swami et al., 2008). Sin embargo, entre las
extracciones solido-liquido la maceracion sigue siendo la forma més empleada para obtener
los extractos vegetales, donde el material vegetal seco y pulverizado se pone en contacto
con el disolvente de interés. Los disolventes utilizados son agua 0 compuestos organicos
como etanol, hexano, acetona, acetato de etilo, etc. La eleccion de estos ultimos se hace
en funcion de las caracteristicas de los compuestos de interés a extraer (Sasidharan et al.,
2011).

El empleo de extractos acuosos representa una ventaja sobre el costo del proceso vy el
equipamiento necesario para la extraccion y produccién en general. Por su parte, los
extractos con disolventes organicos presentan la desventaja de ser mas caros, toxicos,
ademas de que se necesitan técnicas mas complejas para eliminar el disolvente y su

tratamiento para evitar impactos ambientales (Rodriguez et al., 2006).
1.6 Obtencion del extracto e identificacion de compuestos activos

La seleccion de las especies vegetales para el estudio se realiza a partir de las referencias
de la medicina tradicional o estudios previos de las plantas de interés. Una vez obtenido el
extracto se debe fraccionar para aislar e identificar el principio activo a través de técnicas
de separacion. El fraccionamiento se realiza a través de una separacion liquido-liquido
mientras que la identificacién y aislamiento es a través de técnicas cromatograficas. Entre
las técnicas cromatogréaficas se encuentra la cromatografia en capa delgada (CCD), que es
una herramienta analitica para identificar los compuestos presentes en la mezcla y se utiliza
de forma explorativa para definir cudles son las mejores relaciones de disolventes. La
cromatografia en columna y el fraccionamiento con disolventes de diferentes polaridades
es la via mas comun para fraccionar y purificar un extracto de interés. A esta etapa se le

une la cromatografia liquida de alta presion o resolucién (HPLC por sus siglas en inglés),
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para la purificacion, aislamiento e identificacion de los compuestos activos después de
fraccionar. Por Ultimo, se emplean las técnicas espectroscopicas como resonancia
magnética nuclear, espectrometria de masa, espectrometria infrarroja como técnicas para
elucidar la estructura quimica de los compuestos y determinar si son conocidos o
novedosos. Paralelo al proceso descrito se realizan ensayos de actividad inhibitoria del
desarrollo del hongo y el analisis de la composicion fitoquimica de los extractos para
identificar la familia de compuestos que puede estar involucrada en la actividad biologica
(Robles-Garcia et al., 2016; Sasidharan et al., 2011; Aqil et al., 2010).

1.7 Evaluacion cualitativa y cuantitativa de la actividad fungicida del extracto

Para evaluar la actividad del extracto se realiza un andlisis cualitativo de la actividad
inhibitoria. Entre las técnicas empleadas se encuentran: difusion en agar, dilucion en medio
de cultivo y la bioautografia por CCD. El resultado de este tipo de técnicas so6lo indica cual
extracto es activo (Aqil et al., 2010).

La cuantificacion de la toxicidad de un extracto sobre un hongo se puede realizar por
técnicas colorimétricas empleando compuestos indicadores redox de actividad celular (Silva
et al., 2016; Martin-Mazuelos et al., 2007). Estas técnicas son sencillas y su resultado se
aprecia a través del cambio de coloracibn que es monitoreado por mediciones de
absorbancia o fluorescencia. Una de las técnicas empleadas para determinar la actividad
celular es el ensayo alamarBlue®. El principio de este ensayo se basa en la capacidad de
las células vivas para reducir la resazurina a resorufina, a través de la accion de las enzimas
deshidrogenasas como las dependientes de NADPH y NADH en los procesos de
respiracion celular que ocurre en las mitocondrias. La reduccion de este indicador es
proporcional a la cantidad de células vivas en la muestra analizada. Para utilizarla como
herramienta de cuantificacion de la actividad inhibitoria, se deben obtener valores de
reduccién bajos que corresponde a la inhibicion de la germinacion de los conidios del hongo
(Silva et al., 2016; Martin-Mazuelos et al., 2007; Acosta-Montes et al., 2004). Los factores
que pueden afectar los resultados son la coloracion del extracto, el pH del medio y la luz
durante la manipulacién, lo cual provoca variaciones en el color del compuesto indicador
(AbD Serotec, 2008).
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JUSTIFICACION

El cultivo de platano representa un renglén importante en la economia de muchos paises
como México. Enfermedades como la Sigatoka negra, provocada por el hongo P. fijiensis,
causa humerosas pérdidas anuales, lo que demanda numerosos recursos econémicos con
el fin de controlarla. Actualmente, esta enfermedad es controlada principalmente por
fungicidas sintéticos, lo que se traduce en fuente de contaminacion ambiental y un peligro
para la salud animal y humana puesto que su contacto prolongado provoca afectaciones
respiratorias, cardiacas, dafio a las mucosas y al sistema digestivo, entre otros. Por tales
motivos, en diversos grupos de investigacion, la busqueda de alternativas menos dafiinas
es de extrema necesidad. Entre estas alternativas se encuentran los compuestos
producidos por las plantas en sus procesos biol6gicos, como una fuente de fungicidas
organicos que sustituyan a los actuales. Estudios previos sefialan que el ECA de hojas de
P. foetida contra esporas de P. fijiensis logré inhibir su crecimiento, sin embargo, se
desconoce qué metabolitos son los responsables de dicha actividad. Por tales motivos en
este estudio se pretende determinar cual o cuales son los compuestos responsables de la
actividad biolégica como una alternativa verde para el tratamiento de la Sigatoka negra del

banano.
HIPOTESIS

La actividad inhibitoria del ECA de P. foetida contra P. fijiensis es producida por la

interaccion entre compuestos de diferentes familias quimicas.
OBJETIVO GENERAL

Identificar las familias quimicas presentes en las hojas de P. foetida responsables de la

actividad inhibitoria contra el hongo P. fijiensis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad inhibitoria del ECA de P. foetida de la colecta 2018 contra
esporas de P. fijiensis.
2. Determinar cudl es la familia quimica de los compuestos con actividad inhibitoria de

hojas de P. foetida contra el hongo fitopatégeno P. fijiensis.
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3. Cuantificar la actividad fungicida de los extractos activos de hojas de P. foetida

contra conidios de P. fijiensis.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 1.7 se muestra el diagrama de las actividades realizadas en este estudio, las
cuales se efectuaron en las instalaciones del CICY bajo la supervisién y/o asesorias de la

Dra. Cecilia M. Rodriguez Garcia, la Dra. Leticia Peraza Echeverria y el M. en C. Luis W.

Torres Tapia.

COLECTA

:

PREPARACION ECA 10%
|

@ BIOENSAYO DE ACT;VDAD ANTIFUNGICA
(BAR)

Separacion del ECA: . : ' Extraccion pormétodo;
et DETERMINACION DEL PRINCIPIO ACTNO | Botescheta (200
FRACCIONAMEENTO DEL EXTRACTO FRACCIONAMENTO DEL EXTRACTO
ACTIVO ACTVO
PURIFICACION DE LA FRACCION PURFICACION DE LA FRACCION
ACTIVA ACTIVA
IDENTIFICACION DE COMPUESTOS IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
ACTIVOS ACTIVOS

Figura 1.7 Estrategia experimental.
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CAPITULO Il

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO CRUDO ACUOSO DE P. foetida EN
EL CRECIMIENTO DEL HONGO P. fijiensis

2.1 INTRODUCCION

El empleo de extractos crudos acuosos es una estrategia para evaluar la actividad biolégica
de los metabolitos producidos por las plantas. En estudios realizados por Medina-Dzib
(2016) y Rodriguez-Garcia et al. (2016) se encontré que el ECA de P. foetida presentd
actividad inhibitoria sobre la germinacion de los conidios de P. fijiensis asi como de su
crecimiento micelial. Esta actividad se evalu6 con extractos de hojas colectadas en dos
épocas del afio y se comprob6 que dicha actividad estaba correlacionada con la
abundancia de los metabolitos y la época de la colecta. Los extractos de hojas colectadas
en los periodos de lluvia fueron activos al 10% (p/v), por lo que se realiz6 una colecta en
agosto de 2018 (época de lluvia) y un ensayo in vitro para evaluar el efecto inhibitorio del
ECA en las esporas asexuales de P. fijiensis.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material Bioldgico

Material vegetal: Hojas secas de P. foetida colectadas en agosto de 2018 (época de

lluvias) en la duna costera de Chuburna Puerto, Yucatan.

Material fungico: Esporas asexuales de P. fijiensis cepa C-1233 obtenidas in vitro por la
Dra. Leticia Peraza Echeverria y la cepa 302 aisladas de la plantacion de platano de
INIFAB, en Uxmal y obtenidas in vitro por la Dra. Leticia Peraza Echeverria y el M. en C.

Fernando Barreto.
2.2.2 Colectay procesamiento del material vegetal

Se colectaron 2 Kg de hojas de la especie P. foetida de la duna costera, se lavaron con
agua potable y el exceso de agua se eliminé con una centrifuga manual. Posteriormente

se secaron empleando una estufa a 50 °C por 12 h, hasta obtener hojas con textura
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crujiente manteniendo el color verde. Por dltimo, se almacenaron en doble bolsas de

plastico herméticamente selladas para su posterior uso.
2.2.3 Obtencion del extracto crudo acuoso

Para la preparacion del ECA se tomaron 10 g de hojas secas, se pulverizaron en una
licuadora de laboratorio y se maceraron con 100 mL de agua destilada por 2 min,
obteniendo una mezcla al 10% de relacién m/v. Luego se realizé una separaciéon de los
residuos solidos empleando técnicas de centrifugacién y filtracién (Figura 2.1),
comenzando por una primera centrifugacion: 3,220 g durante 30 min a 20 °C.
Posteriormente, el sobrenadante recuperado se distribuy6 en tubos Eppendorf de 2 mL y
se centrifugé a 18,213 g durante 30 min a temperatura ambiente. El sobrenadante
recuperado se esterilizé por filtracién utilizando un filtro esterilizante de 0.22 um de tamafio

de poro. El permeado obtenido se almacend en refrigeracién a 4 °C hasta su uso.

Figura 2.1 Diagrama de obtencidn del ECA de Passiflora foetida.

2.2.4 Bioensayos de actividad antifungica (BAA)

Se realizaron diluciones del ECA al 10% con agua destilada estéril para obtener las
concentraciones de trabajo requeridas (Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1 Célculos para las diluciones del ECA de Passiflora foetida.

Cont.% | Vol. ECA (uL) | Vol.DC (uL) | Vol. H:0 (ub) | ¥ M2 | viales
9 450 50 0 500 4
5 250 50 200 500 4
3.75 187.5 50 262.5 500 4
25 125 50 325 500 4
1.25 62.5 50 387.5 500 4

Para la preparacion del bioensayo se procedié segun protocolo realizado por Rodriguez-
Garcia et al. (2019). Se emplearon tubos Eppendorf de 1.5 mL de volumen, donde se
mezclé el ECA con la disolucién conidial (DC) a la concentracion de 200 c/pL, obteniendo un
volumen final de 125 pL en cada vial (112.5 pL de ECA + 12.5 pL de DC) con 2,500 conidios
en cada tubo. Se empleo una disolucion de nitrato de miconazol al 2% como control positivo
y como control negativo medio PDB, ambos con conidios. Los tubos se incubaron por 72 h
en oscuridad a la temperatura del cuarto (25 °C). Pasado este periodo, se sembrd una
alicuota de 50 pL en cajas Petri con medio PDA y se incubaron por 30 dias en condiciones
de fotoperiodo (12 h de luz y 12 h de oscuridad) a la temperatura del cuarto (25 °C). Se

realizaron evaluaciones cada cinco dias empleando el microscopio 6ptico (Axioplan Zeiss).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Bioensayo de actividad antifungica

En las imagenes presentadas (Figura 2.2 y Figura 2.3) se comprueba que el extracto
evaluado provocd la inhibicion en el crecimiento micelial a partir de la concentracion 2.5%
(T2) en las cepas 1233 y 302, resultado similar al obtenido con el fungicida empleado de

control en el ensayo.
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Figura 2.2 Inhibicion del crecimiento micelial de la cepa C-1233 por el ECA de hojas de Passiflora
foetida a partir de 2.5% a los 30 dias después de incubacion. C (+): Control positivo, nitrato de
miconazol 2%. C (-): Control negativo, PDB. T1: ECA 1.25%, T2: ECA 2.5%, T3: ECA 3.75%, T4:
ECA 5% y T5: ECA 9%.

Figura 2.3 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 302 por el ECA de hojas de
Passiflora foetida a partir de 2.5% a los 30 dias después de incubacion. C (+): Control
positivo, nitrato de miconazol 2%. C (-): Control negativo, PDB. T1: ECA 1.25%, T2:
ECA 2.5%, T3: ECA 3.75%, T4: ECA 5% y T5: ECA 9%.
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La observacion bajo el microscopio éptico (Figuras 2.4 y 2.5) comprob6 que a partir de la

concentracion de 2.5% se presenta la actividad inhibitoria del extracto, siendo la

concentracion 9% la que presenta una actividad similar al control.

Figura 2.4 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa C-1233 por el ECA de hojas de Passiflora
foetida a partir de 2.5% a los 30 dias después de incubacién observada bajo microscopio éptico.
C (+): Control positivo, nitrato de miconazol 2%. C (-): Control negativo, PDB. T2: ECA 2.5%, T3:
ECA 3.75%, T4: ECA 5% y T5: ECA 9%. Escala: 100 um.

Figura 2.5 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 302 por el ECA de hojas de Passiflora
foetida a partir de 2.5% a los 30 dias después de incubacion observada bajo microscopio éptico. C
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(+): Control positivo, nitrato de miconazol 2%. C (-): Control negativo, PDB. T2: ECA 2.5%, T3: ECA
3.75%, T4: ECA 5%y T5: ECA 9%. Escala: 100 um.

2.4 DISCUSION

Se comprobd que el ECA de hojas de P. foetida colectadas en la época de lluvias inhibi6
el crecimiento micelial a partir de la concentracion de 2.5%, siendo la de 9% la que inhibi6
de forma similar que el C (+). En estudios anteriores, se observo una actividad inhibitoria
similar pero a partir de 5% y 10% con extractos de hojas de P. foetida colectadas en secas
y lluvias, respectivamente (Medina-Dzib, 2016). Esto sugiere que las hojas de esta especie
producen compuestos que inhiben el crecimiento del hongo, independientemente de la

época en que son colectadas.

La actividad antifungica del ECA de la colecta en la época de lluvias de 2018, fue dos veces
superior a la del ECA de la época de secas y cuatro veces superior a la de lluvia del 2012
reportada por Medina-Dzib (2016). Analizando estos datos, el ECA de la época de lluvias
fue més activo. Aunque en el presente estudio no se colectaron hojas en la época de secas
se esperaria un resultado similar al observado por Medina-Dzib, es decir, que el ECA de la
época de secas seria mas activo. Una posible explicacion de la diferencia de actividad
antifingica entre los extractos de 2012 y 2018 de la época de lluvias (i.e. agosto) podria
ser ocasionada por las precipitaciones y temperaturas a las cuales estuvieron expuestas
las plantas antes de ser colectadas. En cuanto a temperatura maxima y precipitacion total,
en 2012 fue 37.5 °C y 140.7 mm, mientras que en 2018 fue de 34 °C y 63 mm (CONAGUA,
2021), resultado que indica que el mes de agosto de 2018 fue mas fresco y seco, revelando
que en 2018 la especie vegetal de interés estuvo sometida a un estrés por sequia mayor

que en 2012.

La variacion en la actividad antifangica es afectada por la variacion metabdlica que
presentan las plantas ante diversas condiciones del clima, como el estrés hidrico, por déficit
0 exceso. Selmar y Kleinwachter (2013) mencionan que el estrés hidrico por sequia
produce una alteracion en las rutas metabodlicas para lo cual las plantas producen
compuestos reducidos, i.e. fendlicos. Para el estudio actual esta conclusién obtenida por

estos investigadores coincide con lo observado en el periodo de colecta (afio 2018), donde
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la especie en estudio se desarrollé6 en una etapa mas seca que en el mismo periodo del
afo 2012.

Por otra parte, el aumento de las precipitaciones provoca otro tipo de estrés hidrico, no por
sequia sino por exceso de agua denominado hipoxia (YENTZENT Group, 2016). Este tipo
de condicién provoca en la planta la produccién de especies reactivas de oxigeno debido
a la variacion en el metabolismo celular, lo cual también provoca el aumento de compuestos
fendlicos y tocoferoles para contrarrestar el efecto nocivo de estas especies (Jiménez et
al., 2012).

Ambos estudios indican la importancia de los compuestos fendlicos en los procesos de
estrés hidrico de las plantas, pero al comparar los resultados obtenidos en el estudio del
periodo seco entre los afios, se destaca que en 2018 se observé una mejor actividad
inhibitoria. Aunque directamente no se puede afirmar que la concentracion de los
compuestos fendlicos sea la responsable de la actividad, nos indica hacia donde se puede
dirigir la investigacion, debido al gran nidmero de metabolitos que presentan un anillo
fendlico en su estructura, para lo cual se debe de realizar una determinacién de la
concentracion de estos compuestos en el ECA y un bioensayo de actividad antifungica

(BAA) para identificar relacion entre la concentracion, la actividad y el periodo de colecta.
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CAPITULO Il

IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS DE INTERES

3.1 INTRODUCCION

Como se menciond en la seccion 1.5 es necesario realizar extracciones y fraccionamientos
de los extractos para purificar compuestos involucrados en la actividad fungicida y asi
determinar si el origen del principio activo es un metabolito primario, secundario o la
sinergia de ambos. En el caso del ECA de hojas de P. foetida se ha utilizado la tecnologia
de filtracibn por membrana para separar los compuestos proteicos de los metabolitos
secundarios a traves de microconos Amicon Ultra 0.5 (Medina-Dzib, 2016; Millipore, 2009).
Igualmente, para aislar el metabolito responsable de la actividad antifungica del ECA de P.
foetida se ha seguido el protocolo de Bokesch et al. (2004), quienes obtuvieron un péptido
con actividad anti-VIH del extracto acuoso de hojas de Dorstenia contrajerva y Treculia
obovoidea, a través de extracciones secuenciales utilizando disolventes de polaridad

diferente y fraccionando el extracto activo.

Se realizaron determinaciones fitoquimicas con el objetivo de detectar algunas familias de
metabolitos secundarios que estan presentes en los extractos (i.e. ECA, EAB,
DCM/MeOH, MeOH). Ademas de los BAA, se cuantificé la actividad fungicida empleando

una técnica colorimétrica de viabilidad celular.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Separacién de metabolitos del ECA por filtracién

Se procedi6 a separar los metabolitos por peso molecular con una alicuota de 4.5 mL de
ECA (10%). Los microconos utilizados presentan una membrana de celulosa regenerada
con un tamafio de poro de 3,000 uma en donde se retienen las proteinas/péptidos (i.e.
fraccion retenida), mayores o iguales a dicho tamafio. Lo que se permea corresponde a

los metabolitos secundarios (i.e. fraccion permeada), menores de 3,000 uma.
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3.2.1.1 Material Biolégico

Material fungico: Para realizar los ensayos in vitro y la cuantificacién de la actividad
inhibitoria de los extractos se utilizé la cepa C-1233 proporcionados por la Dra. Leticia

Peraza Echeverria.
3.2.1.2 Establecimiento del protocolo

Se establecié el protocolo para concentrar proteinas centrifugando a 12,000 x ¢
(Eppendorf 5810 R; rotor F45-30-11), 500 yL de volumen (tubos de 1.5 mL), por 30 min a
4 °C para evitar la desnaturalizacion de las proteinas por temperatura y 12 ciclos maximo
para cada microcono (Millipore, 2009). Ademas, se realizaron cinco lavados con agua
destilada para eliminar los metabolitos secundarios.

El proceso de separacion consistio en realizar un ciclo de lavado de los microconos con
500 uL de agua destilada a las condiciones de trabajo descritas, asi, 500 uL del ECA en
cada microcono se centrifugaron (12,000 g por 30 min a 4 °C), hasta completar el volumen
total a separar. En cada ciclo se midi6é el volumen obtenido en el retenido y el permeado
empleando micropipetas. Finalmente, la concentracion de las fracciones se ajusto a la

inicial completando con agua destilada hasta el volumen inicial (4.5 mL).

Con el propésito de eliminar trazas de metabolitos secundarios en la fraccion de
compuestos proteicos, se realizaron cinco lavados con agua destilada a una alicuota de
1.5 mL de la fraccién proteica después de ajustar la concentracién. El procedimiento

anterior se repiti6é cinco veces.
3.2.1.3 Bioensayo de actividad antifingica

Se realizé6 como se describe en la seccién 2.2.4 evaluando la concentracion de 9%, que
fue la que mejores resultados mostré al compararlo con el control positivo y cinco
tratamientos que corresponden a las fracciones obtenidas por filtracién utilizando
membranas Amicon (Cuadro 3.1), a partir de lo obtenido en el permeado y el retenido de
cada etapa de separacion del ECA. Ademas, se tom6 una alicuota del retenido y se lavo
con agua para obtener una fraccién retenida libre de metabolitos secundarios y su

permeado correspondiente. Por Gltimo, se mezclaron ambas fracciones separadas del
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ECA para identificar si la actividad biol6gica se mantenia similar al ECA sin separar. El

experimento se realizé considerando tres repeticiones por tratamiento.

Cuadro 3.1 Fracciones obtenidas por filtracion utilizando membranas.

Fracciones Tratamientos
Concentrado de proteinas T1
Concentrado de metabolitos secundarios T2
Concentrado de proteinas después de lavar T3
Concentrado de metabolitos secundarios después de lavar T4
Mezcla de proteinas y metabolitos T5

3.2.2 Extraccion y fraccionamiento del extracto

Se realiz6 una extraccion sucesiva de acuerdo con el protocolo de Bokesch et al. (2004),
usando tres sistemas de disolventes: diclorometano-metanol (DCM/MeOH) 1:1, metanol
(MeOH) 100% y agua destilada, obteniéndose en este caso el extracto acuoso de Bokesch
(EAB). De esta forma se realizd una separacion de los metabolitos con relacién a su
polaridad. Posteriormente se monitored la actividad inhibitoria de cada extracto y se

fracciond el extracto que tuvo dicha actividad.

Material vegetal: Se utilizaron 1.2 Kg de hojas secas almacenadas de la colecta de agosto

2018, las cuales se trituraron hasta obtener un polvo fino.
Material fungico: Se emplearon conidios viables de la cepa C-1233.

El material vegetal previamente pulverizado se puso en contacto con 8 L de DCM/MeOH
(1:1) por un periodo de 24 h a 25 °C con agitacibn manual cada 6 h. Se decantd el
sobrenadante y se evapor6 el disolvente empleando un evaporador rotatorio a 218 mbar
de presion. El extracto obtenido se almacené a 4 °C y el material vegetal recuperado se
seco para eliminar el disolvente residual. Este proceso se repitio empleando MeOH 100%.
Por ultimo, se realiz6é una tercera extraccion con agua destilada empleando 13 L de agua
destilada macerando por 36 h, 12 h a la temperatura del cuarto (25 °C)y 24 ha 4 °C, con
agitacion manual cada 6 h. El sobrenadante obtenido se liofiliz6 (-44°C por 96 h a una

presion de 0.08 mbar) y el EAB obtenido se almacen6 a —20°C.
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Siguiendo el protocolo descrito en la seccidn 2.2.4, se realizé el ensayo in vitro de actividad
inhibitoria de cada extracto a las concentraciones mostradas en el Cuadro 3.2, realizando
el estudio por triplicado. El ensayo se realizé utilizando el nitrato de miconazol al 2% como
control positivo y como controles negativos el disolvente (DMSO al 4%, Tween 20 al 0.6%)
y el medio de cultivo PDA. El ensayo se monitore6 por 30 dias a través de inspeccién

visual y observacién bajo microscopio éptico (Axioplan, Carl Zeiss, Alemania)

Cuadro 3.2 Concentraciones de extractos evaluados en los bioensayos.

Extracto Concentraciones por evaluar (mg/mL)
DCM/MeOH 50 25 125 | 6.125 | 3.175
MeOH 50 25 125 | 6.125 | 3.175
EAB 50 25 125 | 6.125 | 3.175

El EAB liofilizado se fraccion6 en seis partes empleando cromatografia liquida al vacio
(VLC, por sus siglas en inglés), utilizando una fase estacionaria de gel de silice en fase
reversa C-18. El sistema de elucion fue metanol-agua (MeOH/H,0) y se empled una
elucién en gradiente ascendente de MeOH desde 0% hasta 100% con incremento del 20%.
La fase estacionaria se empacé en una columna de vidrio utilizando MeOH como disolvente
de empaque. Se procesaron 200 g de EAB liofilizado distribuidos en cuatro columnas con

50 g de carga cada una.

La fase estacionaria utilizada se recuper6 realizando dos lavados, uno con MeOH 100% y

otro con acetonitrilo (ACN) 100%. Se sec6 y se almacend para su posterior uso.

Siguiendo el esquema descrito en la seccidn 2.2.4 se realiz6 el ensayo in vitro de actividad
inhibitoria de las fracciones activas: fraccion cinco y seis (F5 y F6) conocidas previamente
en estudios anteriores. El bioensayo se realiz6 por triplicado a las concentraciones

mostradas en el Cuadro 3.3.

Cuadro 3.3 Concentraciones de las fracciones activas evaluadas en los

bioensayos.
Fraccion Concentraciones por evaluar (ug/mL)
5 1,000 500 250 | 125 | 62.5
6 6.25 3.125 | 1.56 | 0.78 | 0.39
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Se realiz6 un andlisis cromatografico comparativo entre las fracciones F5 y F6 empleando
la cromatografia en capa delgada, para lo cual se empled una matriz de silice en fase
reversa C-18, sobre un soporte de aluminio. Se utilizaron tres disolventes: agua, MeOH y
ACN que se mezclaron en proporciones diferentes formando sistemas binarios y terciarios,
buscando separar los compuestos de las fracciones. En el Cuadro 3.4 se muestran los

sistemas utilizados.

Cuadro 3.4 Proporciones de los disolventes de los sistemas formados para
separar los compuestos.

Sistema H>O ACN MeOH
1 35 30 35
2 30 35 35
3 40 30 30
4 - 50 50
5 50 50 -
6 50 - 50

Para el ensayo se prepararon disoluciones de cada fraccién en MeOH-H-0 logrando una
concentracion de 2.4% para la F5y 2% para la F6. Se utiliz6 una micropipeta de 20 pL para
tomar volimenes exactos, garantizando colocar la misma cantidad de las muestras en el
punto de aplicacién. En el Cuadro 3.5 se resumen los datos de la aplicacion de cada

muestra.

Cuadro 3.5 Concentracion de F5y F6.
Fraccion | Concentracion (%) | Volumen (pL) | Concentracién (ug/mL)

5 2.4 1 24
6 2 1.2 24

Para realizar la purificacion cromatogréafica en HPLC se emplearon dos columnas de fase
reversa, una analitica para la exploracion de la muestra y otra semi-preparativa para la
purificacién. Ambas columnas fueron de 250 mm de largo, empacadas con gel de alimina
C-18 con un tamafio de poro de 5 um. Se empled un equipo cromatografico (HPLC) de la
marca Agilent Technologies de la serie 1260 Infinity. Para la cromatografia analitica con un
diametro interno de 4.6 mm, se emple6 un flujo volumétrico de 1 mL/min y la muestra a una
concentracion de 1 mg/mL, mientras que la semi-preparativa presentd un diametro interno

de 10 mm y un flujo de 3 mL/min y una concentracion de la muestra de 5 mg/mL,
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manteniendo el tiempo de retencion constante al cambiar la escala. El sistema de
disolventes utilizados fue ACN/MeOH/H.O en diferentes proporciones a partir de los
resultados de la exploracién por CCD y para la deteccion de las sefiales se realizaron
lecturas a diferentes longitudes de ondas: 214, 254, 270, 330 y 365 nm.

En la purificacion semi-preparativa, los picos se colectaron individualmente, se
concentraron en un evaporador rotatorio y se liofilizaron para cuantificar las cantidades
obtenidas. Finalmente, se evalué la actividad inhibitoria de cada muestra obtenida para
determinar donde se encontraba la actividad, empleando el protocolo descrito en la seccion
2.2.4.

Para la separacion por HPTLC se empled una placa igual a la empleada en el andlisis
exploratorio en CCD descrito anteriormente y el sistema de disolventes ACN/MeOH/H,O
(3:3.5:3.5). La corrida cromatografica se realiz6 de manera automatica empleando el
equipo CAMAG (Automatic TLC Sampler 4) de cromatografia en capa delgada de alta
resolucion (HPTLC, por sus siglas en inglés). La corrida const6 de tres etapas: aplicacion
de la muestra, desarrollo de la corrida y revelado. Se emple6 una disoluciéon de las
fracciones F5 y F6 del EAB al 5% de concentracion que equivale a 50 pg/mL. La
cromatografia se realizé por triplicado aplicando alicuotas de 5, 10 y 20 uL de cada

muestra. La placa se inspeccioné a luz UV a longitudes de 254 nm, 366 nm y luz blanca.

Después del desarrollo de la placa se procedié a realizar la bioautografia siguiendo el
protocolo desarrollado por la Dra. Leticia Peraza Echeverria a partir de lo descrito por
Dewanijee et al. (2015). Primeramente, la placa sin revelar se deposité en una caja Petri
estéril y se cubrié con una disolucion conidial del hongo a una concentracion de 50
conidios/pL. La disolucién conidial se preparé diferente a la de los BAA, pues se adicion6
2 uL de amikacina como antibacteriano para obtener una concentracién de 250 ug/mL en
la disolucién. La placa se incubd en oscuridad a 25 °C por 72 h y el control positivo
empleado fue nitrato de miconazol al 2%. Finalizada la incubacion, se revel6 con un
compuesto que pertenece a la familia de las sales de tetrazolio, el bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para identificar la zona de inhibicion.
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3.2.3 Cuantificacién de la concentraciéon de sélidos totales presentes en el ECA

Una alicuota (7 mL) del ECA al 10% se congel6 a —70 °C vy liofilizé6 a —44 °C por 48 h a
una presién de 0.08 mbar. La muestra seca se pesoO (189.4 mg) y se calcularon las
concentraciones del ECA, i.e. en m/v equivalentes a 10, 5, 2.5y 1.125%.

3.2.4 Analisis fitoquimico de los extractos y fracciones activas

Para detectar en los extractos y fracciones activas la presencia de metabolitos secundarios
como alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas y terpenos (Robles-Garcia et al., 2016;
Sasidharan et al., 2011), se utilizaron técnicas colorimétricas. Se analizé6 1 mL del ECA al
10% para cada ensayo (i.e. 27 mg) y 1 mg por separado de los extractos obtenidos por el
método de Bokesch et al. (2004), utilizando 100 uL del disolvente correspondiente a cada
extracto. Se realizaron las determinaciones fitoquimicas por triplicado utilizando tubos de
ensayo. Para el control negativo se utiliz6 agua destilada mientras que para el control

positivo una disolucién de un compuesto de cada tipo de metabolito secundario a detectar.
Deteccidn de alcaloides: prueba de Dragendorff

Se tom6 un volumen de 0.5 mL de muestra y se agregaron seis gotas de acido clorhidrico
(HCI) al 10%. Se homogeneizé en vortex y se calentd en bafio por 20 min. Posteriormente
se enfrid hasta temperatura del cuarto (25 °C), se afiadio tres gotas del reactivo de
Dragendorff y se agit6. La respuesta positiva es una coloracion naranja brillante o la
formacién de un precipitado. Para el control positivo se utiliz6 una muestra de café rico en

cafeina.
Deteccién de taninos: prueba de Braemer

A un volumen de 0.5 mL de muestra se agregaron tres gotas de una disolucion de cloruro
férrico al 3% y se comprobé si la coloracion obtenida era azul oscuro o verde. El control

positivo fue vino tinto comercial rico en taninos (1 mL).
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Deteccidn de saponinas: prueba de la espuma

A un volumen de 0.5 mL de muestra se agreg6 1 mL de agua destilada, se agitd por 1 min
en vortex determinando la cantidad de espuma y el tiempo que se mantuvo presente. El

control positivo fue 1 g de hojas secas de Agave lechuguilla en 2 mL de H2O destilada.
Deteccion de flavonoides: prueba de Shinoda

Para este ensayo se agregaron unos fragmentos de magnesio a 0.5 mL de muestra
disuelta en metanol, seguidamente se agregaron cuatro gotas de acido clorhidrico (HCI).
La reaccién obtenida en presencia de flavonoides es efervescente y se colorea débilmente

de naranja. El control positivo fue 1 mL de cirsimarina a una concentracion de 2 mg/mL.
Deteccidon de terpenoides: prueba de Liebermann-Burchard

Se parti6 de una alicuota de 0.5 mL de muestra, a la cual se agregaron cuatro gotas de
cloroformo y se homogeneiz6. Posteriormente, se agregaron tres gotas de anhidrido
acético y tres gotas de acido sulfarico concentrado. Una vez finalizada la reaccién se
comprobd la presencia de un precipitado color morado. El control positivo fue 1 mL de

betulina a una concentracion de 2 mg/mL.

3.2.5 Cuantificacion de la viabilidad de las esporas para validar la actividad fungicida

de los extractos y fracciones activas

Como se describi6é anteriormente, la actividad fungicida de un extracto puede ser validada
cuantificando el porcentaje de viabilidad celular (i.e. esporas) por la técnica colorimétrica
descrita en la secciéon 1.7. En estudios anteriores se demaostrd que 10,000 conidios/mL de
P. fijiensis y 36 h de incubacién fueron éptimas para evaluar dicha actividad ya que no
afectaron la visualizacién del cambio de color (Goémez-Hernandez, 2018). El esquema del
ensayo se modifico a partir de lo que plantea el protocolo del fabricante para adecuarlo a

las caracteristicas de crecimiento del hongo (Signaling, 2010; AbD Serotec, 2008).

Para el ensayo, se prepar6 en viales un volumen de 95 uL de cada extracto y se mezcld
con 5 pyL de DC (200 conidios/pL), para obtener la concentracién final de 10,000
conidios/mL en cada vial. La mezcla se incub6 por 72 h en ausencia de luz a la temperatura

del cuarto (25 °C). Posteriormente, se centrifugdé a 3,220 g por 30 min para eliminar el
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sobrenadante. La pastilla de conidios obtenida se resuspendié en 90 uL de PDB con 10 uL
de alamarBlue®. La suspensién se incubd por 36 h a 30 °C en oscuridad y a 180 rpm de
agitacion. Pasado el periodo de incubacién, se centrifugé a 3,220 g por 30 min para
recuperar el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 570 y 600 nm de longitud de onda

empleando un lector de placa.

El % de inhibicion del hongo por cada tratamiento se calculé utilizando la siguiente

ecuacion:

(02 xA1)—-(01+A2) « 100

0 I A —_
Yo Reduccion del AB (RL-NZ)—(R2-ND) (AbD Serotec, 2008)

La actividad fungicida fue evaluada por triplicado para los extractos y fracciones activas.
Ademas, se evalué el biofungicida y el fungicida comercial (nitrato de miconazol al 2%),
como controles positivos en el BAA.

Se prepararon cinco disoluciones seriadas de cada extracto y fraccién, considerando las

concentraciones evaluadas en los anteriores BAA (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Concentraciones por tratamiento para cuantificar la actividad fungicida.

Tratamiento Concentraciones
Tl ECA 3 a 27 mg/mL (1.25-10%)
T2 EAB 3.4-54.5 mg/mL
T3 F5 68.8-1100 pg/mL
T4 F6 37.5-600 pg/mL

También se analizé la actividad fungicida contra el hongo de los controles positivos
empleados en los BAA: nitrato de miconazol 2% (C+1) de 12.5 a 200 pg/mL y el
biofungicida (C+2) de 0.05 a 0.8%. El resultado fue el punto de comparacion entre los

tratamientos y ambos controles para cuantificar quién era mas activo.

Como se indico en la seccién 3.2.5, los controles para este ensayo fueron: control de
esterilidad con medio sin conidios para evaluar su esterilidad y control de viabilidad para
evaluar la germinacion y crecimiento micelial de los conidios empleados (Signaling, 2010;

AbD Serotec, 2008). Estos controles son necesarios para realizar los calculos
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correspondientes utilizando la ecuacién descrita en la seccién 3.2.5, sin embargo, no miden

accion bioldgica sobre los conidios.

En la Figura 3.1 se muestra el disefio final de la placa de 96 pocillos para el ensayo descrito.
Inicialmente se dividio en tres zonas: zona 1 correspondiente al control de la esterilidad de
los tratamientos evaluados y el medio de cultivo PDB, siendo su objetivo descartar que
exista contaminacion en los tratamientos y el medio de cultivo que dificulten el desarrollo y
la interpretacion de los resultados. Las zonas 2 y 3 corresponden a los tratamientos
evaluados, mientras que los controles de esterilidad (final de zona 1) y control de viabilidad
celular (final de zona 3) sirvieron para realizar los célculos finales. En cada placa se
evaluaron tres tratamientos: los controles positivos de los BAA, los extractos y fracciones
activas preparadas en cinco disoluciones de diferentes concentraciones, siendo T1 cl el

tratamiento 1 a la concentracion mas diluida.

Zona 1 Zona 2 Zona 3
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Figura 3.1 Disefio de la placa de 96 pocillos.
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Los datos del ensayo de cuantificacion se analizaron estadisticamente empleando el

programa GraphPad Prism versién 8.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Separacion de metabolitos del ECA por filtracion

La separacion de metabolitos del ECA se realizé con el objetivo de identificar la naturaleza

de los compuestos involucrados en la actividad inhibitoria. Se utilizaron tres microconos,

cada uno con un total de nueve ciclos, logrando un factor de concentracion de 6.3. En el

Cuadro 3.7 se observan los volumenes obtenidos para cada fraccion.

Cuadro 3.7 Volumenes obtenidos en el proceso de separacion de metabolitos del ECA.

después de lavar

Fraccién Volumen (uL) | Concentracién (%)
Concentrado de proteinas 3000 10
Concentrado de metabolitos secundarios 1500 10
Concentrado de proteinas después de lavar 4500 10
Concentrado de metabolitos secundarios 6075 X

X: no cuantificado

Después de 30 dias de cultivo en fotoperiodo, se observé una inhibicion de crecimiento

micelial en la caja Petri correspondiente a la mezcla de metabolitos secundarios con

compuestos proteicos (T5) (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 1233 por el ECA de hojas de Passiflora
foetida fraccionado por microconos Amicon después de 30 dias de incubacion. C(+): Control
positivo, nitrato de miconazol 2%. C(-): Control negativo, PDB. T1: Fracciéon proteica, T2:
Metabolitos secundarios, T3: Fraccion proteica lavada, T4: Permeado de la fraccion proteica lavada
y T5: Mezcla de la fraccion proteica con los metabolitos secundarios.

Al observar la caja T5 bajo microscopio (Figura 3.3), se comprobé una actividad similar al
ECA sin tratar, confirmando la recuperacion de la actividad biol6gica después de mezclar.

40



CAPITULO Il

Figura 3.3 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 1233 por el ECA de hojas de Passiflora
foetida fraccionado por microconos Amicon después de 30 dias de incubacion observado bajo
microscopio optico. C(+): Control positivo, nitrato de miconazol 2%. C(-): Control negativo, PDB y
T5: Mezcla de la fraccién proteica con los metabolitos secundarios. Escala: 100 pum.

3.3.2 Extraccién y separacion

Las extracciones sucesivas realizadas a partir de material vegetal por el método de
Bokesch et al. (2004) aportaron 128 g del extracto de DCM-MeOH, 52 g del extracto MeOH
y del EAB 220 g. De cada extracto se tom0 una alicuota para preparar disoluciones y
determinar cual presenta actividad inhibitoria. Luego de 30 dias de incubacion se comprobo
que solo el EAB mostré inhibicion en la germinacion y desarrollo del conidio, a partir de la

concentracion de 6.25 mg/mL (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Inhibicién micelial de la cepa 1233 expuesta a extractos de hojas de Passiflora foetida
después de 30 dias de incubacion. A: extracto de DCM-MeOH, B: extracto MeOH, C: extracto EAB,
C(+): Control positivo, nitrato de miconazol 2%. C(-): Control negativo, PDB. T1: 3.175 mg/mL, T2:
6.25 mg/mL, T3: 12.5 mg/mL, T4: 25 mg/mL y T5: 50 mg/mL.

Lo descrito anteriormente se observo bajo microscopio 0ptico, comprobandose inhibicion
micelial de los conidios desde 6.25 mg/mL y con el ECA al 10% (Figura 3.5). Aunque en la
concentracion de 6.25 mg/mL se observd una germinacion de los conidios, la inhibicién
del crecimiento micelial se observé durante los 30 dias de monitoreo. El resultado indico
gue la naturaleza de los compuestos activos es polar e hidrofilica, debido a que las
extracciones sucesivas eliminan los compuestos que presenten poca afinidad por el agua.
Este resultado sent6 las bases para la posterior etapa de fraccionamiento del extracto

activo.
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Figura 3.5 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 1233 en contacto con el EAB de hojas
de Passiflora foetida después de 30 dias de incubacion. C(+) = control positivo, nitrato de
miconazol 2%, C(-): control negativo, PDB. T2: 6.25 mg/mL, T3: 12.5 mg/mL, T4: 25 mg/mL y
T5: 50 mg/mL. Escala: 100 pm.

A partir de la liofilizacion de la alicuota del ECA (seccion 3.2.3) se obtuvieron las

concentraciones equivalentes de % a mg/mL como se muestra en el Cuadro 3.8.

Cuadro 3.8 Equivalencias de las diluciones del ECA de Passiflora foetida.

Concentracion (%) Equivalencia (mg/mL)
10 27.06
5 13.53
3.75 10.15
25 6.77
1.125 3.04

Considerando los datos es posible comparar la actividad inhibitoria del ECA (Figuras 2.2y
2.3) a partir de 2.5%, ya que este valor equivale a 6.77 mg/mL, similar al del EAB (6.25
mg/mL). Este resultado sugiere que ambos extractos presentan compuestos activos en
similares proporciones, independientemente del proceso de extraccién utilizado.

A partir de los resultados obtenidos se fraccion6 el extracto acuoso como se indicé en la
seccion 3.3.5. De los 200 g procesados del EAB liofilizado se obtuvieron ocho fracciones
(F1 a F8), seis correspondientes a las eluciones (Figura 3.6) y dos a los lavados para
recuperar la gel de silice. El estudio se concentré en las fracciones cinco y seis (F5y F6)
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pues han sido las que han mostrado actividad inhibitoria en afios anteriores (F5 activaa 1
mg/mL y F6 activa a 6.25 pg/mL). Ambas fracciones se concentraron en un evaporador
rotatorio, eliminando el MeOH. Posteriormente se liofilizaron para eliminar el exceso de

agua.

Fraccion1 Fracciéon2 Fraccion 3 Fraccion 4 Fraccion 5 Fraccion 6

Figura 3.6 Fracciones obtenidas en la VLC del EAB. Fraccion 1: 0% de MeOH, fraccion 2: 20% de
MeOH, fraccion 3: 40% de MeOH, fraccién 4: 60% de MeOH, fraccion 5: 80% de MeOH y fracciéon
6: 100% de MeOH.

Después del proceso de concentracion y liofilizacion se obtuvo de F5y F6: 1,200 mg y 597
mg, respectivamente. La actividad inhibitoria de ambas fracciones se monitore6 a través
del BAA por microdilucién. Para F5 se realizé una dilucion de 1.1 mg de muestra en 1 mL
de una disoluciéon de DMSO (4%), Tween 20 (0.6%) y agua. La concentracion final de F5
fue de 1,100 pg/mL. Seguidamente se realizaron diluciones seriadas con agua para
obtener un total de 5 concentraciones para evaluar: 1,100, 550, 275, 137.5y 68.75 pg/mL,

respectivamente.

Despues de 30 dias de incubacién en fotoperiodo se observé que F5 es activa a partir de
la concentracion de 137.5 pg/mL (T2) (Figura 3.7). Al analizar el resultado por inspeccion
bajo microscopio O6ptico, se confirmé la actividad de dicha fraccion (Figura 3.8),
observandose una inhibicion en el crecimiento micelial en comparacion con el control

negativo.
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Figura 10.7 Inhibicion del crecimiento micelial de la cepa 1233 en contacto con F5 del EAB de
hojas de Passiflora foetida después de 30 dias de incubacién. C (+) = control positivo, nitrato de
miconazol 2%, C (-): control negativo, PDB. Disolvente: disolucién de DMSO al 4% + Tween 20 al
0.6% + H20. T1 = 68.75 pug/mL, T2 = 137.5 pg/mL, T3 = 275 pg/mL, T4 =550 pg/mL y T5 = 1100
pg/mL.

Figura 3.8 Inhibicion del crecimiento micelial de la cepa 1233 en contacto con F5 del EAB de
hojas de Passiflora foetida después de 30 dias de incubacion. C+ = control positivo, nitrato de
miconazol 2%. C-Dis.: disolucion de DMSO al 4% + Tween 20 al 0.6% + H20. C-: control negativo,
PDB T2 = 137.5 pg/mL, T3 = 275 pg/mL, T4 =550 pg/mL y T5 = 1100 pg/mL. Escala: 100 pm

Con respecto a la F6, después de 15 dias de incubacion en fotoperiodo, se observo que
ninguna concentracion inhibié el crecimiento micelial de P. fijiensis (Figura 3.9). Este
experimento se repitié dos veces para descartar posibles errores en los calculos o en la
manipulacién. En la Figura 3.10 se confirmé que la F6 es inactiva a concentraciones < 6.25

ug/mL.
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Figura 11.9 Crecimiento micelial de la cepa 1233 expuesta a F6 del EAB de hojas de Passiflora
foetida después de 15 dias de incubacién. C (+) = control positivo, nitrato de miconazol 2%, C (-):
control negativo, PDB. Disolvente: disolucion de DMSO al 4% + Tween 20 al 0.6% + H20. T1 =
6.25 pug/mL, T2 = 3.125 pg/mL, T3 = 1.56 pg/mL, T4 = 0.78 pg/mL y T5 = 0.39 pg/mL.

Figura 12.10 Crecimiento micelial de la cepa 1233 expuesta a F6 del EAB de hojas de Passiflora
foetida después de 8 dias de incubacion. C (+) = control positivo, nitrato de miconazol 2%, C (-):
control negativo, PDB. Disolvente: disolucién de DMSO al 4% + Tween 20 al 0.6% + H20. T1 = 6.25
pg/mL, T2 = 3.125 pg/mL, T3 = 1.56 pg/mL, T4 = 0.78 ug/mL y T5 = 0.39 pug/mL.

En la Figura 3.11 se observa que la maxima concentracion (T5) de la F6 inhibi6
aparentemente el crecimiento micelial del hongo a los 30 dias después de incubacion de
igual forma que los controles positivos (i.e. nitrato de miconazol y biofungicida comercial).

Sin embargo, se observa que la inhibicién de la germinacién del conidio por T5 (125 pug/mL)
fue menor que la de los controles positivos (Figuras 3.12 a, b y ¢), lo que indica que existio
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una inhibiciéon del crecimiento micelial similar a lo observado en la concentracién menos

activa de la muestra F5 (T2) (Figura 3.8).

Figura 13.11 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 1233 expuesta a F6 del EAB de hojas
de Passiflora foetida después de 30 dias de incubacién. C1 (+): Control positivo, nitrato de
miconazol 2%. C2 (+): Control positivo, biofungicida 0.8%. Control negativo, PDB. Disolvente:
disolucion de DMSO al 4% + Tween 20 al 0.6% + H20. T1 = 7.81 pg/mL, T2 = 15.63 pg/mL, T3
=31.25 pg/mL, T4 = 62.5 pg/mL y T5 = 125 pg/mL.

Figura 3.12 Inhibicién del crecimiento micelial de la cepa 1233 expuesta a F6 del EAB de hojas
de Passiflora foetida después de 30 dias de incubacion. C1 (+): Control positivo, nitrato de
miconazol 2%. C2 (+): Control positivo, biofungicida 0.8%. C (-) Control negativo, PDB.
Disolvente: disolucién de DMSO al 4% + Tween 20 al 0.6% + H20. Las imagenes a, by c
corresponden a una misma caja, pero en diferentes zonas. Escala: 100 um.
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3.3.3 Exploracion cromatografica de las fracciones F5y F6 por CCD

Se realizé el andlisis por CCD para comparar la composicion de ambas fracciones de
interés, por lo que, para separar los compuestos de dichas fracciones por diferencia de
polaridad y afinidad se utilizaron varios disolventes. Ademas, se determiné cual fue el mejor
sistema y la mejor proporcién. En la Figura 3.13 se muestran los sistemas 6 (ACN/H-.0 1:1)
y 1 (ACN/MeOH/H,O 3.0:3.5:3.5), los que separaron mejor las mezclas de ambas

fracciones.

F5 Fé F5 Fé6

Figura 3.13 Perfil cromatografico obtenido en placas
cromatograficas de fase reversa reveladas con acido
fosfomolibdico de las fracciones F5 y F6. Sistemas: 1 =
ACN/MeOH/H20 (3.0:3.5:3.5) y 6 = ACN/H20 (1:1).

48



CAPITULO Il

Cuadro 3.9 Datos de Rs de fracciones evaluadas.

Ve ACN/Hz0 (1:1) ACN/MeOH/H:0 (3.0:3.5:3.5)

R: F5 R: F6 Ri F5 Ri F6

1 0.77 0.77 0.84 0.84

2 0.74 0.74 0.77 0.77

3 0.7 0.7 0.7 0.7

4 0.58 - 0.63 ;

5 0.56 - 0.52 5

6 0.49 - 0.5 ;

[ 0.42 - 0.43 -

En el Cuadro 3.9 se muestran los valores de Rscalculados para cada mancha detectada en
ambas placas. Se destaca que ambas muestras comparten al menos tres compuestos
similares, donde uno es un flavonoide (mancha de color amarillo). En el caso de F5 se
observan siete manchas donde tres corresponden a flavonoides, mientras que F6 mostro

sélo tres manchas, correspondiendo una a un flavonoide.
3.3.4 Separacion cromatografica de las fracciones F5y F6 por HPLC

Se realizaron diferentes corridas exploratorias inyectando 15 pL de F5 y F6 por separado
para analizar la complejidad, las similitudes y obtener las condiciones de trabajo que
separan mejor los compuestos de cada muestra durante la purificacion. Se probaron
diferentes proporciones del sistema de disolventes ACN-MeOH-H-O en elucion isocréatica

y en gradiente.

A partir de la exploracion se observd que la mejor proporcion fue 3.5:1.5:5.0 con elucién

isocratica.
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Figura 3.14 Perfiles cromatograficos en HPLC, empleando una columna de fase
reversa C18. A: cromatograma F5 a 214 nm, B: cromatograma de F5 a 254 nm, C:
cromatograma F6 a 214 nm, D: cromatograma de F6 a 254 nm.
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En el cromatograma de liquidos de fase reversa, el orden de elucién de los compuestos
esta en relacién con su polaridad, siendo los compuestos mas polares los que eluyen
primero. Dividiendo el tiempo total de corrida en tres zonas de 17 min (alta, mediana y baja
polaridad), se pueden clasificar los compuestos para un analisis mas detallado. En los
primeros 17 min (alta polaridad), se observa una mayor complejidad, que corresponde a
un mayor numero de picos a 254 nm y a una mayor abundancia de compuestos a 214 nm
(Figura 3.14). Los picos mayoritarios observados a 214 nm, en F5y F6 (5.4 y 5.5 min,
respectivamente), representan mas del 50% del area total, mientras que a 254 nm, en F5
y F6 se observan picos mayoritarios hasta los 13 min y 4 min, lo que representa el 70% y
55% del &rea total, respectivamente (Cuadro 3.10). El resultado anterior confirma que la
complejidad de ambas muestras se presenta en la zona mas polar del cromatograma como

se observo en el andlisis en capa delgada.
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Cuadro 3.10 Picos mayoritarios de F5y F6 a 214 nm y 254 nm.

F5 214 nm
T|empo de' Area (mAU) % Area
retencion (min)
5.413 38 840 206 59.19
26.347 13 479 657 20.54
26.613 6 692 223 10.20
- 59 012 086 89.93
F5 254 nm
Tlempo de_ Area (mAU) % Area
retencion (min)
1.92 295 870 10.2
2 193 083 6.66
2.087 388 086 13.38
3.487 332 272 11.45
4.287 133 444 4.6
13.973 760 220 26.21
20.513 299 876 10.34
26.7 149 802 5.16
- 2 552 653 88
F6 214 nm
T|emPO de- Area (mAU) % Area
retencion (min)
5.547 39 115 598 51.58
14.513 4 096 283 5.4
26.287 16 798 723 22.15
26.687 14 561 350 19.2
- 74 571 954 98.33
F6 254 nm
T'e“."!“ de‘ Area (mAU) % Area
retencion (min)
2.033 1015028 315
2.493 183 668 5.7
3.507 480 026 14.9
4.407 162 592 5.05
26.367 318 168 9.87
26.76 211 017 6.55
33.42 189 012 5.87
- 2559511 79.44
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En la Figura 3.15 se aprecian los cromatogramas a 214 y 254 nm de la muestra F5 obtenida
por cromatografia semi-preparativa. Para la coleccién de la elucién se dividié en siete
zonas (Cuadro 3.11), teniendo en cuenta la agrupacién de los picos a partir del tiempo de
retencién de los compuestos en la columna.
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Figura 3.15 Perfiles cromatograficos de la fraccion F5 obtenidos en HPLC semi-

preparativa empleando una columna de fase reversa C18. A: cromatograma a 214 nm, B:
cromatograma a 254 nm.
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Cuadro 3.11 Divisién del cromatograma en zonas para colectar la elucién.
Zona Tiempo de colecta (min)
4.1-12.5
12.5-17

17-20

21-24
24.5-27

27-34
37-final

N[O~ WINEF

3.3.5 Andlisis cromatografico en capa delgada de alta resolucion

Se utiliz6 el mismo sistema de disolventes ACN/MeOH/H;0 (3.5:3.0:3.5) que para la CCD,
sin embargo, no fue posible observar la separacion de los compuestos debido a que la
concentracién analizada no fue suficiente para apreciar las bandas a simple vista, solo
cuando se realiz6 una intensificacién de la luz UV a 366 nm se pudieron detectar algunas

sefales.

Figura 3.16 Perfiles cromatograficos por triplicado de las fracciones F5 y F6 obtenidos por
HPTLC empleando placa de silice de fase reversa C18, observado a 366 nm de luz UV.

Aungue no fue posible observar la separacion de los compuestos de F5 y F6 en la placa,
con el programa CAMAG del equipo HPTLC se gener6 un perfil de picos a partir de la
imagen de la placa cromatografica (Figura 3.16), en donde se observa que en los perfiles
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de F5y F6 se detectan sefales a valores similares de Ry, distribuyéndose entre la zona de
menor (inicio del cromatograma) y mayor polaridad (final del cromatograma). Asimismo, se
observé que al incrementar el volumen inicial de 5 pL (0.25 ug) cuatro veces (20 puL = 1 ug)
de cada fraccion, aparecen cuatro picos en la F5y uno en la F6, y que el area bajo la curva
calculada para cada pico (Cuadro 3.12) corresponde a la abundancia de metabolitos. Este
resultado presentd una similitud con el cromatograma obtenido por HPLC (Figura 3.14),
pero invirtiendo el orden de los picos, los primeros corresponden a la zona menos polar y

los dltimos a la mas polar.

0.150 T
F6 5L 2
0125 F55pL u
0.100 ‘
AU 0.075 i .
1 3
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0.000 | |
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Figura 3.147 Perfil de picos de las fracciones F5 (izquierda) y F6 (derecha) a diferentes
cantidades obtenidos por el programa CAMAG del HPTLC.
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Cuadro 3.12 Datos de cada pico del cromatograma obtenido por el programa

CAMAG para cada muestra por aplicacion.

F55 L
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.075 0.00157 17.04
2 0.438 0.00015 1.6
3 0.896 0.00467 50.74
4 0.976 0.00282 30.62
F5 10 pL
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.004 0,00007 0,76
2 0,072 0.00135 14.33
3 0.898 0.00521 55.16
4 0.977 0.00281 29.75
F5 20 pL
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.006 0.00016 0.89
2 0.073 0.00680 37.76
3 0.124 0.00225 12.49
4 0.329 0.00030 1.66
5 0.509 0.00020 1.10
6 0.642 0.00031 1.71
7 0.899 0.00568 31.55
8 0.977 0.00231 12.85
F6 5 L
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.075 0.00064 11.46
2 0.899 0.00332 59.49
3 0.972 0.00162 29.05
F6 10 pL
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.073 0.00112 21.51
2 0.901 0.00311 59.63
3 0.981 0.00098 18.87
F6 20 pL
No. Pico Rf (min) Area (AU) % Area
1 0.073 0.00221 26.67
2 0.142 0.00119 14.38
3 0.903 0.00418 50.43
4 0.985 0.00071 8.52
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En el Cuadro 3.12 se muestra que en las fracciones F5 y F6 los compuestos mas polares
son mas abundantes, exceptuando el pico 2 de la F5 a 20 pL que fue mayoritario (37.76%),
coincidiendo con lo observado en los analisis cromatogréaficos anteriores donde se

comprob6 que los compuestos de mayor polaridad eran los mas abundantes en la muestra.
3.3.6 Bioautografia

La bioautografia no mostré evidencias de inhibicidn en el crecimiento micelial de P. fijiensis

en ninguna zona, incluyendo la correspondiente al control.
3.3.7 Andlisis fitoquimico de los extractos

Se aplicaron técnicas colorimétricas para detectar algunas familias metabdlicas que
componen cada extracto. En los resultados, se observé que la coloracion que presentaron
los extractos interfiri6 en la identificacion del color esperado, pero no imposibilité la
interpretacion del resultado.

Alcaloides: Se detectaron estos compuestos en los extractos polares, ECA, EAB y MeOH
(Figura 3.18); mientras que en DCM-MeOH no se observo la existencia de éstos,
coincidiendo con la naturaleza polar de estos compuestos.

Figura 3.18 Deteccidn de alcaloides en ECA 10% y extractos obtenidos por Bokesch et al. (2004):
EAB, DCM-MeOH y MeOH. Control (-): control negativo, agua destilada. Control (+): control
positivo, disolucion de café. Panel superior = antes de reaccion; Panel inferior = después de
reaccion.

Taninos: Para la identificacion de taninos se busco un cambio de color a azul oscuro o
verde (Colina, 2016), pero debido a la coloracion inicial de las disoluciones de los extractos
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esta tonalidad era dificil de observar (Figura 3.19). No obstante se detecto la presencia de

estos compuestos en ECA y EAB.

Figura 3.19 Deteccion de taninos en ECA 10% y extractos obtenidos por Bokesch et al. (2004):
EAB, DCM-MeOH y MeOH. Control (-): control negativo, agua destilada. Control (+): control
positivo, disolucion de vino tinto. Panel superior = antes de reaccién; Panel inferior = después de
reaccion.

Saponinas: Se detectaron compuestos en diferentes concentraciones en relaciéon con la

polaridad del medio (Figura 3.20).

Figura 3.20 Deteccion de saponinas en ECA 10% y extractos obtenidos por Bokesch et al. (2004):
EAB, DCM-MeOH y MeOH. Control (-): control negativo, agua destilada. Control (+): control
positivo, disolucion de Agave lechuguilla. Panel superior = antes de reaccion; Panel inferior =
después de reaccion.

La deteccion en los extractos fue mucho menor en relacién con el control, comportandose
de la siguiente manera ECA > MeOH = DCM/MeOH > EAB, en relacion con el tamafio de
la columna de espuma.
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Flavonoides: Los compuestos de esta familia quimica se concentraron en los extractos

mas polares, ECAy EAB (Figura 3.21), donde se comprob6 una reaccion efervescente que

se colored de tonalidad anaranjada.

Figura 3.21 Deteccién de flavonoides en ECA 10% y extractos obtenidos por Bokesch et al. (2004):
EAB, DCM-MeOH y MeOH. Control (-): control negativo, agua destilada. Control (+): control
positivo, disolucidn de cirsimarina. Panel superior = antes de reaccion; Panel inferior = después de
reaccion.

Terpenos: Estos metabolitos se concentran en los extractos organicos (Figura 3.22),
DCM/MeOH y MeOH, lo cual coincide con lo esperado de este tipo de metabolito
secundario debido a su naturaleza quimica: compuestos de mediana a baja polaridad.
Ademas, en el EAB se observé un cambio en el aspecto de la disolucion que debe de estar

relacionado con la presencia de terpenos mas polares debido a la presencia de grupos OH.

Figura 3.22 Deteccion de terpenos en ECA 10% y extractos obtenidos por Bokesch et al. (2004):
EAB, DCM-MeOH y MeOH. Control (-): control negativo, agua destilada. Control (+): control
positivo, disolucion de betulina. Panel superior = antes de reaccion; Panel inferior = después de
reaccion.
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En resumen, los extractos acuosos presentaron una composicion fitoquimica similar, en

relacién con los tipos de metabolitos detectados (Cuadro 3.13).

Cuadro 3.13 Determinaciones fitoquimicas.

Extracto ECA 10% | DCM/MeOH MeOH EAB
Flavonoides + - - +
Taninos + - - +
Alcaloides + - + +
Saponinas + + + +*
Terpenos - + + +*
+ Detectado - No detectado +*Ligeramente detectado

3.3.8 Cuantificacién de la actividad antifungica de los extractos

A partir del disefio mostrado se prepararon dos placas: Placa 1 ECA, biofungicida y nitrato
de miconazol en ese orden; Placa 2 EAB, F5 y F6, como se muestran en las Figuras 3.23
A y C. Las placas se fotografiaron en el tiempo 0 (Figuras 3.23 Ay C) y 36 horas de
incubacion (Figuras 3.23 B y D), para una mejor informacion visual en donde se puede

detectar el cambio de coloracién por la actividad celular.

En todos los pocillos en el tiempo 0 h se debié observar una coloraciéon azul (resazurina),
sin embargo, se observé una coloracibn mas oscura en ambas placas en los pozos
correspondientes a extractos con concentracion ¢3 (3.75% o 10.15 mg/mL para el ECAy
13.6 mg/mL para el EAB) (Figuras 3.23 Ay C), lo cual interfiere en el resultado final del
ensayo como se observo en las Figuras 3.23 B y D, intensificandose la tonalidad rosa de
la disolucién después de la transformacion de la resazurina en resorufina por la actividad

celular.

Se observé, ademas, que ambos controles presentan: tonalidad azul-violeta en el caso del
control de esterilidad (Figuras 3.23 Ay B), indicando una actividad fungicida (i.e. conidios
muertos) y rosa en el caso del control de viabilidad (Figuras 3.23 C y D), indicando una
reaccion oxidativa efectuada por los conidios vivos. A partir de este analisis se compararon

los resultados de los tratamientos.
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Figura 3.23 Cuantificacion de viabilidad celular por la técnica de alamarBlue® para evaluar la
actividad fungicida. Placa 1 tiempo 0 (A), Placa 1 tiempo 36 h de incubacién (B). Zona 1
tratamientos sin conidios, zona 2y 3 ECA, nitrato de miconazol y biofungicida con conidios. Placa
2 tiempo 0 (C), Placa 2 tiempo 36 h de incubacion (D). Zona 1 tratamientos sin conidios, zona 2
y 3 ECA, nitrato de miconazol y biofungicida con conidios. Control esterilidad: medio PDB sin
conidios. Control de viabilidad: medio PDB con conidios.

El ECA (Figura 3.23, placa 1 B, zona 2) fue el que menor actividad fungicida tuvo en
relacion con los controles positivos, siendo el nitrato de miconazol el de mayor actividad,
pues presentd una coloracién mas azul al comparar ambos tiempos (Figuras 3.23 Ay B).
Por otra parte, el EAB (placa 2, zona 2), presenté una menor actividad fungicida en relacién

con las fracciones F5 y F6 (Figuras 3.23 C y D).

El porcentaje de inhibicién del hongo que corresponde al nUmero de conidios muertos se
obtuvo como se indicé en la seccion 3.5.1 (Cuadro 3.14). Estos resultados respaldaron lo
observado en las placas de la Figura 3.23, donde ambos extractos presentaron la menor
actividad fungicida con una media del 54% de muerte de conidios, mientras que en las
fracciones fueron del 62 al 67%. Al comparar los tratamientos con los controles positivos
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C+1 y C+2 se observo que la fraccion F6 presentd una accion fungicida cercana al C+2,
sin embargo el C+1 mantuvo una actividad superior a todos los tratamientos evaluados

debido a que es una disolucion de un compuesto fungicida puro: nitrato de miconazol.

Cuadro 3.14 Resumen estadistico de los datos de la cuantificacién de la actividad fungicida.
Inhibicién (%)

c+1 oo
TLECA T2EAB  T3F5 T4F6 Nitratode . -
: Biofungicida
miconazol
43.07  42.94 60.69 65.16 81.17 68
51.46  55.76 62.32 64.49 73.77 68.7
64.27 57.88 61.65 65.97 84.27 65.66
57.08  59.45 63.37 70.8 83.26 68.5
57 55.15 66.66 68.93 81.06 74.42
Media 54.76  54.24 62.94 67.07 80.71 69.06
Coeficiente ) o100 12.06%  3.652%  4.007%  5.097% 4.684%
de varianza
Desviacion ;509 6543 2.299 2687 4113 3.235
estandar

Para una mejor ilustracion de la anterior afirmacion se realizé un analisis estadistico de
comparacion entre los tratamientos, donde se evalué en primer lugar el tipo de distribucion

del que provenian los datos para decidir el tipo de prueba a realizar.

La prueba de normalidad empleada fue la de Shapiro-Will que indicé valores de p = 0.05
para todos los grupos, significando que todos provenian de una distribucién normal, pero
debido a que no existe una similitud en la dispersién de los datos entre tratamientos,
requerimiento esencial para realizar una ANOVA, se descarté esta prueba. Debido a esto
se deben analizar las medianas y no las medias, empleando pruebas no paramétricas.
Para este andlisis se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis, comparando las medianas de los
grupos analizando el estadigrafo p, siendo mayor a 0.05, lo que indica diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Para identificar cuales grupos son
diferentes, se construyd un grafico de cajas y bigotes donde se represent6 la mediana,

visualizando las diferencias entre ellos (Figura 3.24).
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Figura 3.24 Graficos de comparacién entre las

medianas de tratamientos mas activos evaluados

empleando el programa GraphPad Prism version 8. T1:

ECA, T2: EAB, T3: F5, T4: F6, C+1: control positivo

nitrato de miconazol al 2%, C+2: control positivo

biofungicida.
La actividad fungicida fue significativamente diferente entre los tratamientos, siendo las
fracciones F5 y F6 (T4 y T5) las que presentaron un mayor porcentaje de inhibicion
respecto a los extractos (T1y T2), los cuales fueron iguales entre ellos. El control C+1 fue

superior en actividad al control C+2.
3.4 DISCUSION

En las especies vegetales las moléculas se forman en las diferentes rutas metabdlicas,
dando lugar a un gran numero de compuestos divididos en metabolitos primarios y
secundarios. Estos metabolitos se extraen durante la obtencion de extractos y presentan
una accion bioldgica determinada, tanto para la planta como para el hombre.
Generalmente se asume que la actividad biol6gica estd determinada por un solo
compuesto y se descarta la idea de efectos sinérgicos entre compuestos de diversas

familias quimicas que intervienen en diferentes procesos biolégicos. Este fenédmeno lo
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encontramos como respuesta al BAA del ECA tratado por filtracion con microconos
Amicon, donde debe estar ocurriendo una posible interaccion entre metabolitos
secundarios y compuestos proteicos, principalmente péptidos. Medina (2016) obtuvo el
perfil proteico del extracto evaluado y encontré que independientemente del tratamiento a
que se sometiera el ECA siempre estaban presenten los péptidos de bajo peso molecular.
En el caso del estudio actual se observé la pérdida de la actividad inhibitoria al separar el
ECA en metabolitos secundarios y compuestos proteicos, pero la misma se recupero al
mezclar nuevamente ambas porciones. Esto es indicativo de una interaccion entre los
compuestos fendlicos y los proteicos a través de interacciones por puente de hidrogeno o
interacciones dipolo-dipolo. Un ejemplo de esto es la unién entre taninos y proteinas como
las de la leche y la saliva, lo que afecta la actividad biol6gica de cada compuesto por
separado. La union entre estas moléculas esta afectada por una serie de variables que
van desde la secuencia de aminoacidos de la proteina hasta la cantidad de grupos OH del
anillo fendlico en los metabolitos secundarios. En la revisién realizada por Czubinski et al.
(2017) se mencionan diferentes resultados que muestran los diversos factores que
intervienen en esta interaccion, como el tamafio molecular del compuesto polifendlico y la
flexibilidad estructural, los cuales unidos a los factores anteriores modifican estas
interacciones. El resultado final es la variacion de la actividad biol6gica de cada molécula
por separado. Algo similar debe de suceder con el EAB, pues aungue provenga de una
ruta de obtencion diferente, presenta compuestos de similar polaridad, por lo cual debe
presentar una composicion quimica de péptidos con interacciones similares a las descritas;
no obstante, no es criterio suficiente para afirmarlo, siendo necesario someter una alicuota

del EAB al mismo procedimiento que el ECA para confirmar esta teoria.

Al fraccionar el EAB se comprobé la actividad en ambas fracciones activas con una
inhibicién en la germinacién y el crecimiento micelial en las fracciones F5 (137.5 ug/mL) y
F6 (125 pg/mL). La observacion de las imagenes tomadas bajo microscopio Optico indicé
gue no existe una diferencia apreciable y se necesitaria una técnica de cuantificacion para
poder comprobar si son similares o diferentes las actividades inhibitorias. Los mecanismos
moleculares afectados por esta actividad pueden ser procesos como la respiracion, ciclo
de Krebs, interferencia en la division celular, traduccion de sefiales, entre otros descritos
por diversos autores como Melgarejo-Garcia (2011). Por otra parte, estudios como el

reportado por Glazer et al. (2012) identificaron diferentes elagitaninos, compuestos polares
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encontrados en extractos acuosos u organicos polares, que inhibian el desarrollo de

hongos fitopatégenos.

En la exploracién de ambas fracciones activas por placas de CCD se observé que tienen
una composicion similar de compuestos polares, los primeros en ser arrastrados por el
sistema de disolventes. Esto podria explicar la actividad que se observd en ambas
fracciones a concentraciones de 137.5 pg/mL para F5y de 125 pg/mL para F6. También
se distingue un grupo de compuestos de menor polaridad en F5 que no se observa en F6.
Esta diferencia podria estar influenciada por la concentracion de los compuestos, por lo
gue se necesita una técnica de purificacion para detectar las diferencias entre ambas
fracciones. Debido a que no existe evidencia fotografica de las placas CCD de las
fracciones activas evaluadas en afos anteriores, no fue posible compararlas con las CCD
de las fracciones activas del presente estudio (2018).

La diferencia observada en la cantidad y posicién de las bandas en las CCD debe de estar
afectada por la composicion quimica de los metabolitos, donde la abundancia de grupos
OH impacta en el grado de polaridad del compuesto y su interaccion con ambas fases de
la técnica cromatografica (fase movil y fase estacionaria). Si se analizan los compuestos
coloreados observados en el perfil de F5 (bandas amarillas correspondientes a compuestos
de la familia de los flavonoides), se puede afirmar que la cantidad de grupos OH del
compuesto menos polar (banda amarilla mas préxima al punto de aplicacién), es menor en
relacién con el mas polar (banda amarilla préxima al frente del disolvente) (Dewick, 2009).
Esta diferencia de grupos polares puede afectar la actividad biolégica debido a las
interacciones entre las moléculas involucradas con la actividad biolégica observada en el
presente estudio (inhibicién en la germinacion y crecimiento micelial del hongo) (Hamamsy
et al., 2020; Glazer et al., 2012).

Para el monitoreo de los compuestos se empled un barrido a diferentes longitudes de onda
en el HPLC. Inicialmente se comenzé a 214 nm con el propoésito de identificar la
complejidad de la muestra. A esta longitud de onda se detectan los dobles enlaces de las
moléculas correspondiente a los croméforos dienos, por lo cual se detectan las sefiales
provenientes de todos los compuestos que presenten esta estructura. Para el estudio
actual, debido a la polaridad de la muestra, es de esperar que se encuentren compuestos

conformados por anillos aromaticos como los compuestos fendélicos o que presenten dobles
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enlaces en su estructura: flavonoides, taninos, cumarinas, alcaloides, saponinas, asi como
también péptidos, los cuales han sido identificados en los extractos de hojas de P. foetida
con actividad antifingica, antibacteriana y con accién sobre diversas enfermedades
humanas (Smruthi et al., 2021; Thamizh y Sudhakar, 2021; Tandoro et al., 2020).

En el cromatograma por HPLC, el nimero de picos debe de corresponder al nimero de
compuestos y la intensidad es debida al efecto de la conjugacion (Avellaneda et al., 2009).
Las sefiales a 270 y a 330 nm se asocian a flavonoides, taninos y antocianinas debido a
su estructura, teniendo maximos de absorcién en ambas longitudes, correspondiente a la
oxigenacién del anillo aromético (deteccion del ion fenol, doble enlaces con O), como lo
indica el grupo de trabajo de Ortega et al. (2007), quienes identificaron flavonoides y
antocianinas. Este grupo de investigacion también detect6 sefales de estos compuestos a
longitudes de onda de 360 nm, donde la presencia de heterodtomos como el O (de grupos
OH) hacen que aparezcan maximos de absorcion que se desplazan hacia longitudes
mayores. Fraisser et al. (2020) identificaron una serie de antocianinas en frutas de
Vaccinium myrtillus empleando analisis cromatograficos por HPLC a longitudes de ondas
cercanas a los 270 nm.

En el caso de los alcaloides y péptidos, estos se identifican con sus absorciones a 254 nm
debido a anillos aromaticos presentes en aminoacidos como triptéfano y fenilalanina;
ademas, debido a la presencia de iones fenol, anilina y anilinio, también van a tener sefiales
a 254, 270y 280 nm, longitudes de ondas empleadas para identificar compuestos fendlicos
(El-Hamamsy et al., 2020). A esta longitud también se observaran sefales
correspondientes al desplazamiento provocado por la unién de N al anillo aromatico en

alcaloides y péptidos (Avellaneda et al., 2009).

La gran variedad de compuestos que emiten sefiales en los perfiles cromatogréficos indica
la complejidad de las fracciones analizadas, pero entre ellas difieren en cuanto al nUmero
de sefales y la intensidad del pico, aunque se obtengan a la misma longitud de onda y en
igual tiempo de retencion. Esto puede estar determinado por la abundancia de compuestos
de los tipos de metabolitos mencionados en las diferentes muestras analizadas, debido al
proceso de fraccionamiento del extracto, asi como a la concentracion de metanol empleada
(80% en F5y 100% en F6). Ademas, en el analisis exploratorio por placas en CCD, aunque

se observo un nimero menor de compuestos en F6 que en F5, como se comprobd en el
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perfil cromatografico obtenido por HPLC (Cuadro 3.8), el aumento del area bajo la curva
en las sefiales de F6 indic6é un mayor grado de purificacion que en F5. También se debe
considerar la variacion en la intensidad de la sefial que provoca la presencia de
heteroatomos como el Oy el N, lo cual unido a la presencia de enlaces conjugados provoca

maximos de absorcion (Avellaneda et al., 2009).

En los cromatogramas de ambas fracciones se observaron picos con tiempos de retencion
similares, pero también sefiales que no se encontraron en ambos, diferencia que pudiera
marcar una variacion en la actividad biol6gica entre ambas muestras. Esta diferencia esta
determinada por la concentracion de metanol empleada en el proceso de fraccionamiento,
lo cual determiné que F6 presente compuestos mas hidrofébicos que F5. Se debe remarcar
gue, con la informacion obtenida, no es posible identificar los compuestos presentes en las
muestras, solo se tiene informacion general de los tipos de metabolitos que estan
presentes. Para identificar algunos compuestos es necesario el empleo de sustancias
estandares o aislar las sefiales para identificar los tipos de metabolitos presentes (Ma et
al., 2020).

En el andlisis del cromatograma obtenido por HPTLC sélo se detectaron de manera muy
tenue sefiales a 366 nm, las cuales corresponden con la presencia de heteroatomos unidos
a la molécula de interés (Ortega et al., 2007). La bioautografia no pudo identificar los
compuestos activos como se comprobd en las secciones 3.3.5 y 3.3.6 debido a la no
observacién de zona de inhibicién en la placa después de incubar. Una de las causas
pudiera ser las cantidades evaluadas (0.25 pg a 1 ug), por lo cual seria recomendable
aumentar las cantidades al doble para asi evaluar entre 0.5 ug a 2 pg, correspondiente con
lo reportado por Reich y Schibli (2006). Gainche et al. (2021) reportaron la concentracion
de 1 mg/mL en las disoluciones de las fracciones que analizaron, aplicando un volumen de
20 pL, lo cual equivale a 20 pg de la muestra, valor que es 20 veces mayor al obtenido en
el presente estudio al maximo volumen de aplicacién (20 pyL equivale a 1 pg). También
Gaurav et al. (2020) reportaron una concentracion de sus muestras de 0.5 mg/mL aplicando
6 pL (obteniendo 3 pg en cada aplicacion), cantidad menor a lo reportado por Gainche et
al. (2021), pero tres veces superior a la cantidad méxima aplicada en este estudio. Otra
explicaciébn podria ser que la actividad inhibitoria se deba a una interaccion entre

compuestos proteicos y los metabolitos secundarios (Czubinski et al., 2017) como se
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observé con lo obtenido al separar los compuestos proteicos/peptidicos de los secundarios
del ECA de P. foetida (Figura 3.1). En ambas fracciones se pueden encontrar compuestos

fendlicos y compuestos peptidicos que estén involucrados en la actividad.

Aunqgue se conoce que el metanol modifica la estructura tridimensional de los péptidos, no
necesariamente implica que deba afectar negativamente su actividad biolégica, si esta
moadificacion no afecta el sitio de accion de la molécula, la actividad biolégica no se altera.
También puede ocurrir que esta alteracion favorezca el aumento de estructuras
tridimensionales especificas como las hélices alfa y esto incremente a su vez la actividad
inhibitoria de la molécula o el sitio de interaccion con otros compuestos como metabolitos
secundarios (compuestos fendlicos) (Hwang et al., 2011). No se descarta un problema
técnico al momento de la preparacion de las disoluciones empleadas en el ensayo, tanto
de las muestras como el control positivo, por lo cual se hace indispensable revisar los
calculos debido a que las cantidades son las que pueden variar el resultado final del
ensayo.

En las detecciones fitoquimicas se comprobd la presencia de taninos, flavonoides y
alcaloides en los extractos mas polares, principalmente los acuosos. Esto esté influenciado
por la composicién quimica debido a la presencia de grupos OH en su estructura, lo cual
le confiere polaridad a la molécula a identificar. La abundancia de los grupos OH presentan
una relacion proporcional con la polaridad de la molécula. En el caso de las saponinas se
observé variaciones en las cantidades detectadas en los extractos, lo cual indicé que en
las hojas de P. foetida se encuentran saponinas de diferentes polaridades debido a los
tipos y nimero de monosacéaridos presentes en dicha molécula. Estos son los que
confieren polaridad a la molécula, lo cual afecta la solubilidad de estos compuestos en el
seno de la disolucién (Dewick, 2009). Por otra parte, los flavonoides fueron detectados sélo
en los extractos mas polares, lo cual coincide con la naturaleza de este tipo de compuestos,
debido a la presencia de anillos fendlicos que le confieren polaridad a la molécula de interés
(Dewick, 2009). Un resultado similar se obtuvo con los taninos por el mismo motivo descrito.
Por otro lado, los terpenos se concentraron en el extracto menaos polar, pues fue el que
mayor respuesta tuvo, confirmando la naturaleza quimica de estos compuestos (Dewick,
2009).
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Como se observo en la seccion 3.3.7, los resultados obtenidos en el analisis fitoquimico de
las muestras activas ECA y EAB confirmaron la presencia de metabolitos secundarios
polares e hidrofilicos, como se indic6 en el Cuadro 3.13. Segun la revisién de Aqil et al.
(2010), entre los compuestos acuosos detectados con actividad inhibitoria contra hongos
podemos citar la cucurbitacina como ejemplo de saponinas; entre los alcaloides
antifingicos se encuentran flidersina y berberina. Entre los flavonoides podemos
mencionar la galangina, alizarina, entre otros; ademas, el acido galico que forma a los
taninos también ha mostrado actividad inhibitoria contra hongos (Aqil et al., 2010). Ademas,
se debe tener en cuenta que muchos de estos compuestos por ser de naturaleza polar
presentan grupos hidroxilos en su composicion con lo cual puede existir interaccion por
medio de puentes de hidrdgeno con compuestos proteicos formando interacciones que
favorezcan la actividad inhibitoria (Czubinski et al., 2017).

La cuantificacién de la viabilidad de las esporas permitié validar el efecto antifungico de los
extractos y las fracciones. Los extractos, aunque se obtuvieron por diferentes métodos
presentaron una actividad fungicida similar, con una menor actividad biolégica con relacién
a las fracciones. Este resultado es debido a la concentracion en la que se encuentran los
compuestos activos en el seno de un extracto en relacion con una fraccién o un compuesto
puro. Esta es la razén por la cual observamos que las fracciones en promedio son 1.15
veces mas activas, mientras que el fungicida comercial es casi 1.5 veces mas activo. Al
realizar el mismo analisis comparativo entre las fracciones, se observa que F6 presentd
una actividad ligeramente mayor que F5 (1.06 veces), lo cual indica que entre ambas
fracciones debe haber una diferencia de concentracién del compuesto activo. Ademas,
ambas fracciones presentaron una actividad similar al biofungicida que es un producto
probado (biofungicida 1.1 veces mas activo), el cual también es una mezcla de compuestos
activos; mientras que en relacion con el fungicida comercial éste mostré ser 1.23 veces
mas activo en promedio, pero se debe sefialar que es una sustancia pura, por lo cual es
posible que al purificar estas fracciones se obtengan compuestos que presenten una
actividad fungicida similar o superior, resultado que corrobora lo mencionado
anteriormente, donde una fraccion presenta una mejor actividad biol6gica que el extracto
de donde se obtuvo. Este resultado se debe al aumento de la concentracion en la que se
encuentran los compuestos activos, al mismo tiempo que aumenta la pureza de los

compuestos activos, la concentracion de los contaminantes se va debilitando, y esto
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aumenta las interacciones entre la molécula activa y el sitio de accién en la célula,
traduciéndose en una menor concentracion de los compuestos activos para lograr la accién

bioldgica deseada: actividad fungicida en este caso.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1 CONCLUSIONES

1. El ECA de hojas de P. foetida colectada en época de lluvias en 2018 presentd
actividad fungicida contra el hongo P. fijiensis a partir de una concentracion de 2.5%
equivalente a 6.77 mg/mL.

2. Los compuestos proteicos y los metabolitos secundarios presentes en el ECA,
separado por tecnologia de membrana, no presentaron actividad inhibitoria frente al
patdgeno de interés, lo cual indica que la actividad antifangica debe estar provocada
por una interaccién entre ambos.

3. No se identificaron los compuestos responsables de la actividad biolégica de los
extractos activos (ECA y EAB), pero el analisis fitoquimico detecté presencia de
compuestos de la familia quimica de los flavonoides, taninos, alcaloides y
saponinas, en menor proporcion.

4. EI EAB present6 inhibicién del patégeno a partir de la concentracion de 6.25 mg/mL
mientras que las fracciones mas activas del mismo fueron F5 y F6 a las

concentraciones 137.5 pg/mL y 125 pg/mL, respectivamente.

4.2 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio se plantean como perspectivas
continuar la purificacién de las fracciones activas ( F5 y F6), con el fin de aislar e identificar

los metabolitos responsables de la actividad biol6gica-
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