-
<
U "
. CienciayTecnologia Dl

CICY

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

PROPIEDAD ANTIFUNGICA Y CUANTIFICACION DE
MAGNOFLORINA EN COLECTAS ESTACIONALES DE
EXTRACTOS DE RAIZ DE Croton chichenensis

Tesis que presenta

NARCISO COUOH CHAN

MAESTRIA EN CIENCIAS

(Ciencias Biologicas: Biotecnologia)

Mérida, Yucatan, México

2025



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

e

>>
A 4

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Narciso Couoh
Chan titulado Propiedad Antifungica y Cuantificacion de Magnoflorina en
Colectas Estacionales de Extractos de Raiz de Croton chichenensis, fue
realizado en la Unidad de Biotecnologia, en la linea de Biotecnologia de Productos
Naturales, en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales, del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. bajo la direccion de la Dra. Maria Marcela
Gamboa Angulo, dentro de la opcion de Biotecnologia, perteneciente al Programa
de Posgrado en Ciencias Bioldgicas de este Centro.

Atentamente

\ /(’

Dr. José Luis’Hernandez Stefanoni
Director de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 22 de enero de 2025.



Mérida, Yucatan, México, a 20 de enero de 2025.

DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccién de Materiales y Métodos, los
Resultados y Discusion de este documento proviene de las actividades de
investigacion realizadas durante el periodo que se me asigné para desarrollar mi
trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., y que a razon de lo anterior y en contraprestacion de
los servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha informacion,
en términos de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad
Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion. Por otra
parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de igual manera los
productos intelectuales o desarrollos tecnolégicos que deriven o pudieran derivar
de lo correspondiente a dicha informacién, le pertenecen patrimonialmente al
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y en el mismo tenor,
reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o desarrollos
tecnoldgicos, en lo especial, estos se regiran en todo caso por lo dispuesto por la
Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor
de lo expuesto en la presente Declaracion.

Firma: M

Narciso Couoh Chan




AGRADECIMIENTOS

e Ala Dra. Marcela Gamboa Angulo por darme la oportunidad de ser parte del grupo
de trabajo del laboratorio de productos naturales y por su acompafiamiento para
desarrollar el proyecto de tesis, mediante sus correcciones, observaciones y
retroalimentaciones.

e Al Dr. Sergio Peraza Sanchez, a la Dra. Yolanda Rios GoOmez, por las
retroalimentaciones, observaciones, dudas y correcciones en los examenes tutoriales,
durante el periodo de la maestria.

e A la Q.. Leticia Medina Baizabal, por todo el apoyo que me brindé en el
laboratorio, su paciencia al explicar las técnicas, las precauciones que se debe tener,
también por compartir su experiencia para reducir errores en la realizaciéon de los
experimentos.

o Al Mtro. Luis Wiliunfo Torres Tapia, por compartir su experiencia y conocimiento
acerca de las técnicas de cromatografia.

e A todos mis compaferos del grupo de trabajo: Christian, Jesus, Karla, Manuel,
Renata, Ricardo y Sandy, por sus observaciones, sugerencias y comentarios
constructivos, que me ayudaron a mejorar mi trabajo.

e A todos mis compafieros de clases, a quienes, tuve la oportunidad de conocer y
aprender algo de su forma de pensar.

o Atodos los profesores que impartieron los cursos, compartieron sus conocimientos
y consejos para mejorar, no solo profesional, incluso en la vida.

e Al CONAHCYT, por la beca otorgada durante el periodo del posgrado, No. 830463.



iNDICE
INTRODUCCION
CAPITULO |
ANTECEDENTES

=

1.1. EUPHORBIACEAE
1.2. GENERO Croton
1.3. Croton chichenensis
1.3.1 Taxonomia y Distribucion de Croton chichenensis
1.3.2. Propiedades Bioldgicas de Croton chichenensis
1.4. FITOQUIMICA DE Croton chichenensis
1.5. EL ALCALOIDE MAGNOFLORINA
1.5.1 Actividad Bioldgica de la Magnoflorina

1.5.2 Pruebas para Identificar Alcaloides

1.6. CUANTIFICACION DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

RESOLUCION (HPLC)
1.7. VARIACION ESTACIONAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS
1.8. HONGOS FITOPATOGENOS EN ESTUDIO
1.8.1 Fusarium oxysporum
1.8.2 Corynespora cassiicola
1.9. JUSTIFICACION
1.10. HIPOTESIS
1.11. OBJETIVO GENERAL
1.11.1 Objetivos Especificos
1.12. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CAPITULO lI
MATERIALES Y METODOS

2.1. COLECTA DE LA PLANTA EN ESTUDIO
2.2. EQUIPOS Y MATERIAL UTILIZADO
2.3 OBTENCION DE EXTRACTOS
2.3.1. Extractos Etandlicos Crudos (EECs)
2.3.2 Extractos Acuosos (EAs)
2.3.3 Extractos Etandlicos Desengrasados de Colectas Estacionales

2.4. PURIFICACION DE MAGNOFLORINA

© 0O oo U OO A W W w

[
= O

11
12
13
13
14
16
17
17
17
18
19
19
19
19
20
20
20
21
22



2.5. CUANTIFICACION DE MAGNOFLORINA
2.5.1 Curva de Calibracion de Magnoflorina con Cafeina
2.5.3. Cuantificacion de Magnoflorina en las Colectas Estacionales

2.6. ENSAYO DE ECOTOXICIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO DE Croton
chichenensis EN Eisenia fetida

2.6.1 Procedimiento del Ensayo De Ecotoxicidad
2.7. BIOENSAYO ANTIFUNGICO
2.7.1 Reactivacion de Cepas
2.7.2 Bioensayo Antifungico en Microdilucion
CAPITULO Il
RESULTADOS Y METODOS
3.1. RENDIMIENTO DE EXTRACTOS OBTENIDOS
3.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MAGNOFLORINA
3.3. CURVA DE CALIBRACION DE MAGNOFLORINA CON ESTANDAR INTERNO

24
25
26

27
27
29
29
29
31
31
31
32
35

3.3.1 Contenido de Magnoflorina en Extractos Etandlicos Desengrasados (EED) y Acuosos

3.4. RESULTADO DEL ENSAYO DE ECOTOXICIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO
CRUDO DE Croton chichenensis EN Eisenia fetida

3.5. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
3.4.1 Fusarium oxysporum
3.4.2 Corynespora cassiicola
CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL
CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
5.1. CONCLUSIONES
5.2. PERSPECTIVAS
REFERENCIAS

39

42
43
43
46
48
48
52
52
52
53
54



LISTADO DE CUADROS

Cuadro 1.1. Especies de Croton y sus aplicaciones en medicina tradicional en Latinoamérica. 4
Cuadro 1.2. Resumen de los estudios realizados de la actividad biolégica de C. chichenensis
contra fitopatdégenos. 6

Cuadro 1.3. Presencia de magnoflorina en diferentes familias y especies de plantas. 10

Cuadro 2.1. Colectas estacionales de las raices de Croton chichenensis en el municipio de
Baca, Yucatan. 19

Cuadro 2.2. Fitopatdgenos en estudio aislados de la raiz de chile habanero; y en las hojas de

tomate respectivamente. 29
Cuadro 3.1. Extractos de raiz de C. chichenensis y sus rendimientos. 31
Cuadro 3.2. Rendimiento de la extraccion acido-base con butanol del extracto etandlico
desengrasado. 33
Cuadro 3.1. Rendimiento de las Sub-fracciones por CLV del extracto etandlico desengrasado
de la raiz de Croton chichenensis. 33
Cuadro 3.4. Patrones de curva de calibracion de magnoflorina y ecuacion de regresion. 36

Cuadro 3.5. Contenido de magnoflorina en raiz de C. chichenensis en colectas estacionales
(mg/g de material vegetal seco). 39

Cuadro 3.6. Resultado de bioensayo de ecotoxicidad y dosis letal del extracto etandlico crudo
de C. chichenensis (raiz) contra Eisenia fetida, después de 72 h de exposicion. 44

Cuadro 3.7. Inhibicién de Crecimiento Micelial (% ICM) y Concentraciones Inhibitorias Medias
(Clso) de extractos de raiz de C. chichenensis y del alcaloide magnoflorina contra Fusarium
oxysporum. 45

Cuadro 3.8. Inhibicién de Crecimiento Micelial (%ICM) y Concentraciones Inihibitorias Medias
(Clso) de extractos de raiz de C. chichenensis y del alcaloide magnoflorina contra C. cassiicola.



LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1. Algunas especies de Croton en la Peninsula de Yucatan. Fuente: Flora de la

Peninsula de Yucatan. 5
Figura 1.2. Croton chichenensis Lundell 5
Figura 1.3. A. Distribucion, parte de Estados Unidos y México hasta Nicaragua. B. Densidad de
la poblacién de C. chichenensis en la peninsula de Yucatan. 6
Figura 1.4. Estructura quimica de los metabolitos de la raiz de Croton chichenensis. 9
Figura 1.5.Estructura de la magnoflorina. 9
Figura 1.6. A). Morfologia de Fusarium oxysporum papa dextrosa agar. 13
Figura 1.7. A) Morfologia de Corynespora casiicola en PDA. 14
Figura 1.8. Diagrama de la estrategia experimental desde la colecta de la planta, tratamiento,

evaluaciones y cuantificacion de magnoflorina de la raiz de Croton chichenensis. 18
Figura 2.1. Diagrama de obtencién de extractos etandlicos por maceracion. 20
Figura 2.2. Diagrama de la obtencion de extractos acuosos. 21

Figura 2.3. Procedimiento para la obtencién de extractos etandlicos desengrasados (EED), de
las colectas seriadas. 22

Figura 2.4. Procedimiento de extraccién acido-base del extracto etandlico desengrasado. 23
Figura 2.5. Procedimiento para el aislamiento de magnoflorina. 24

Figura 2.6. Diagrama del procedimiento general de la cuantificacién de magnoflorina en los
extractos de raiz de C. chichenensis de colectas estacionales. 25

Figura 2.7. Procedimiento para preparar los patrones de la curva de calibracion de
magnoflorina con cafeina como estandar interno. 26

Figura 2.8. Procedimiento para preparar las muestras de las cuatro colectas, EED y extractos
acuosos, para la cuantificacion de magnoflorina, enriquecidos con cafeina como estandar
interno. 27

Figura 2.9. Diagrama del ensayo de ecotoxicidad en Eisenia fetida, 20 réplicas por cada
concentracion evaluada. 29

Figura 2.10. Placa de microdilucién de 96 micropocillos. 30

Figura 3.1. Cromatogramas en cada delgada de los extractos etanélicos desengrasados y
acuosos, colectas de octubre 2022, enero, abril y julio 2023. 32

Figura 3.2. Deteccion de magnoflorina (Mag) por CCD en las sub-fracciones obtenidas de la
CLV de la raiz de Croton chichenensis. 34

Figura 3.3. Cromatogramas de las sub-fracciones 13, tr =5.30; 14-16, tr = 5.28;y 17-18, tr =
5.46 obtenidas de la CLV del EED de Croton chichenensis comparadas con el estandar de
magnoflorina; tr = 5.28. 34


file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312841
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312841
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312844
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312845
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312845
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312849
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312851
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312859
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312861
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312867
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312867
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312874
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312876
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312878
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312878
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312880
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312881
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312883
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312883
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312886
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312886
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312887
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312887
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312887
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312890
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312890
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312896
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312900
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312900
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312904
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312904
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312905
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312905
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312905

Figura 3.4. Separacién de magnoflorina, tr = 5.36, y cafeina, w = 7.75, con el método TEA-
MeOH (Magno-02). 35

Figura 3.5. Linearidad de los patrones de magnoflorina con cafeina como estandar interno. 36
Figura 3.6.Cromatogramas de los patrones de la curva de calibracion de magnoflorina. 38

Figura 3.7. Cromatogramas de liquidos de los extractos etandlicos desengrasados de las 4
colectas, cuantificando magnoflorina con cafeina como estandar interno. 40

Figura 3.8. Cromatogramas de liquidos de los extractos acuosos de las 4 colectas,
cuantificando magnoflorina con cafeina como estandar interno. 42

Figura 3.10. Efecto antifingico de los extractos etandlicos crudos, acuosos de C. chichenensis

y magnoflorina contra F.oxysporum, observados en el microscopio a 5x. 45
Figura 3.11. Efecto antifungico de los extractos etandlicos crudos, acuosos de C. chichenensis
y magnoflorina contra C. cassiicola, observados en el microscopio a 5x. 47
Figura 4.1. Estructura de alfa y beta magnoflorina y del isémero laurifolina. 49


file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312907
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312907
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312909
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312910
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312913
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312913
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312914
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312914
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312925
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312925
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312925
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312925
file:///C:/Users/frien/Desktop/Documento%20solicitud%20EG/Tesis-Narciso_CCH_22-01-25.docx%23_Toc179312927

LISTADO DE ABREVIATURAS

EEC: Extracto etandlico crudo

EA: Extracto acuoso

EED: Extracto etandlico desengrasado

CLAR: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
%ICM: Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento Micelial
CIM: Concentracion Inhibitoria Minima

C18: Octildecilsilano, gel de silice de fase reversa.
PDA: Para Dextrosa Agar

CCRN: Croton chichenensis raiz

CCD: Cromatografia de Capa Delgada

AcOEt: Acetato de etilo

NaOH: Hidroxido de sodio

H.S04: Acido sulfurico

BuOH: n-butanol

CH2Cl2: Diclorometano

MeOH: Metanol

NH4OH: Hidréxido de amonio

TEA: Trietanolamina

tr. Tiempo de retencion

mL: Mililitro

min: Minutos

uL: Microlitro

mg: Miligramo

DMSO: Dimetil sulféxido.

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium, en inglés, utilizado para cultivos celulares.

Vi



Rt Factor de retencién (abreviado del inglés).

CM/CC: Concentracion magnoflorina/Concentracion cafeina
AM/AC: Area amgnoflorina/Area cafeina

CLso: Concentracion Letal Media.

CI50: Concentracion Inhibitoria Minima

Vii



RESUMEN

Los fitopatégenos afectan a una considerable parte de los cultivos y productos agricolas en el
mundo. El extensivo uso de fungicidas sintéticos ha provocado que estos microorganismos
desarrollen resistencia, esto, junto con el aumento de regulacién sobre el uso de los
agroquimicos en general, ha llevado a la busqueda de opciones amigables con el ambiente. Los
productos naturales provenientes de plantas u otros organismos son fuentes prometedoras para
el control biolégico de patdgenos. En el presente trabajo se continué generando conocimiento
acerca de Croton chichenensis Lundell, una planta con actividad antifingica, contra fitopatégenos
que afectan cultivos importantes como la papa, el café, el tomate, el chile, la calabaza, entre
otros., siendo la magnoflorina uno de sus principios activos. El objetivo de este estudio fue
evaluar los extractos de la raiz de C. chichenensis de colectas estacionales contra Corynespora
cassiicola y Fusarium oxysporum, la cuantificacion de magnoflorina mediante cromatografia de
liquidos; ademas de determinar la ecotoxicidad de los extractos en lombriz de tierra, Eisenia
fetida.

La fase experimental se inicié con el aislamiento de magnoflorina del extracto etandlico crudo
(EEC) de laraiz de C. chichenensis mediante técnicas cromatograficas. Después, se utiliz6 como
estandar para cuantificar el contenido de ésta en los extractos etandlicos desengrasados (EED)
y acuosos por cromatografia de liquidos (CLAR), de colectas realizadas en los meses de octubre,
enero, abril y julio del 2022-2023. La actividad ecotoxica de los extractos etandlico crudo y acuoso
se evalud contra E. fetida. La actividad biolégica de las colectas estacionales, asi como de la

magnoflorina, se evalud contra F. oxysporumy C. cassiicola.

Se establecid una metodologia para la purificacion de magnoflorina por Cromatografia de
Liquidos al Vacio. La presencia de magnoflorina en los EED se detectd en las cuatro colectas,
confirmando su biosintesis todo el afio. La cuantificacion de magnoflorina indicé que es mas
abundante en los meses de enero y julio con 3.03 + 0.52 y 3.24 + 0.51 mg/g de material vegetal
seco y molido, respectivamente. La magnoflorina present6 una Clso de 199.33 y 201.19 pg/mL
contra F. oxysporumy C. cassiicola, siendo un componente activo de los extractos etandlicos y
acuosos. En adicion, se determind una ClLso de 45.87 ug/cm? del EEC de las raices de C.
chichenensis contra E. fetida, no obstante, el extracto acuoso fue inactivo. El conjunto de
conocimientos que ya se tiene de C. chichenensis, puede servir como punto de partida para

desarrollar un biofungicida.
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ABSTRACT

Phytopathogens affect a considerable portion of the world's crops and agricultural products. The
extensive use of synthetic fungicides has caused these microorganisms to develop resistance
and the increased regulation of agrochemical use, in general, has led to the search for ecofriendly
options. Natural products from plants or other organisms are promising sources for the biological
control of pathogens. In the present work, we continued generating knowledge about Croton
chichenensis Lundell, a plant with antifungal activity against phytopathogens that affect important
crops such as potato, coffee, tomato, chili, pumpkin, among others, being magnoflorine one of its
active components. The objective of this study was to evaluate C. chichenensis root extracts from
seasonal collections against Corynespora cassiicola and Fusarium oxysporum, the quantification
of magnoflorine by liquid chromatography, and to determine the ecotoxicity of the extracts on

earthworm, Eisenia fetida.

The experimental phase began with the isolation of magnoflorine from the crude ethanolic extract
(EEC) of C. chichenensis root by chromatographic techniques. Then, it was used as a standard
to quantify its content in defatted ethanolic extracts (EED) and aqueous extracts by liquid
chromatography (HPLC), from collections made in October, January, April and July from 2022 to
2023. The ecotoxic activity of the crude ethanolic extract and aqueous was evaluated against E.
fetida. The biological activity of the seasonal collections was evaluated as well as magnoflorine

against F. oxysporum and C. cassiicola.

A methodology for magnoflorine purification by Vacuum Liquid Chromatography was established.
The presence of magnoflorine in EEDs was monitored in all four collections, confirming its
biosynthesis all year round. Quantification of magnoflorine indicated that it is most abundant in
the months of January and July with 3.03 £ 0.52 and 3.24 + 0.51 mg/g of dry and ground plant
material, respectively. Magnoflorine presented an 1Cso of 199.33 and 201.19 pg/mL against F.
oxysporum and C. cassiicola, being an active component of ethanolic and aqueous extracts. In
addition, LDso of 45.87 ug/cm? of the EEC of C. chichenensis roots was determined against E.
fetida, however, the aqueous extract was inactive. The compendium of knowledge already
obtained about C. chichenensis can serve as a starting point for the development of a

biofungicide.
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La reduccion del rendimiento de los cultivos, la calidad de la produccién agricola y las pérdidas
econdémicas a nivel local, nacional y global, son causadas principalmente por patdégenos y plagas
(Savary et al., 2019). Los fitopatégenos destruyen alrededor del 30% de los productos agricolas
en el mundo; mientras que los hongos que producen micotoxinas y los hongos que descomponen
los alimentos contribuyen a reducir la disponibilidad de alimento, representando el 10% de

pérdida postcosecha (Avery et al., 2019; Fisher et al., 2018).

El extenso uso de fungicidas sintéticos ha acelerado el desarrollo de resistencia y la aparicion de
hongos patogenos resistentes a los agentes antifiungicos comiunmente utilizados, ya que
disponen de un genoma plastico y se reproducen con rapidez (Fisher et al., 2018). Es crucial
buscar otras estrategias de manejo, lo que esta guiando a desarrollar alternativas de control
bioldgico, utilizando por ejemplo insectos 0 metabolitos secundarios derivados de plantas, incluso
de hongos (Avery et al., 2019). Aunque el “control biolégico” suele referirse sélo al uso de
organismos Vivos, por eso, es recomendable utilizar el término “biocontrol extendido”, que abarca

el empleo de bioplaguicidas (Fauvergue et al., 2022).

En la actualidad, las personas son mas conscientes de los problemas relacionados al uso de los
plaguicidas, del desarrollo de resistencia de los objetivos, de los efectos nocivos en los seres
humanos, peces y otros animales no-objetivo, ademas de su persistencia en los alimentos, el
agua y el suelo, causando desequilibrio ecoldgico; por lo que, ha sido necesario considerar las
implicaciones sociales y ecolégicas, (Parra, 2014). Por otra parte, se incrementa el control y la
legislacion de cero tolerancias a residuos toxicos en los alimentos, junto con la creciente
demanda publica de alternativas menos dafinas; recientemente fue publicada en México una
iniciativa para la sustitucion paulatina de agroquimicos (DOF: 31/12/2020). La Unién Europea,
por ejemplo, desde 2005 comenzd a aplicar regulaciones sobre el uso de los plaguicidas (Erbach,
2012).

En México, asi como en la peninsula de Yucatan, se han estudiado varias especies de plantas,
que han mostrado potenciales propiedades antifungicas (Gamboa-Angulo et al., 2008). Entre
ellas, Croton chichenensis (Euphorbiaceae) demostrd la mayor actividad antifungica contra
varios hongos fitopatégenos (Moo-Koh et al., 2022; Gamboa-Angulo et al., 2008). El extracto
etandlico de raices de C. chichenensis inhibié el crecimiento micelial de Alternaria tagetica,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Rizhopus sp. (Gamboa-Angulo et al.,

2008), y el extracto acuoso inhibi6 el crecimiento de A. alternata, C. cassiicola, Curvularia lunata

1
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y F. equiseti (Moo-Koh et al., 2022). Las evaluaciones biodirigidas permitieron detectar al
alcaloide magnoflorina como el principio antifingico principal de la raiz de C. chichenensis
aislado del extracto etandlico (Concha-Franco, 2020).

Por lo anterior, en el presente estudio se evaluaron los extractos acuosos y etandlicos de las
raices de C. chichenensis, obtenidos de colectas estacionales de una poblacién, contra
Corynespora cassiicola y Fusarium oxysporum, se cuantificé la magnoflorina mediante

cromatografia de liquidos y se determiné la ecotoxicidad de los extractos en lombriz de tierra.
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La presién publica para la produccion de alimentos saludables, y libres de residuos de plaguicidas
altamente téxicos se ha incrementado en los ultimos afos. Entre las estrategias para generar
opciones amigables al ambiente estan el uso de metabolitos y generar variedades de plantas
resistentes, entre otras. Los bioplaguicidas a base de aceites esenciales, extractos y polvos
inertes, son algunas opciones viables. Las investigaciones sobre la actividad biolégica de las
plantas conducen a este objetivo, y se ha demostrado que los productos naturales son fuentes
prometedoras para el control de fitopatégenos y plagas. Las plantas producen una amplia gama
de metabolitos primarios y secundarios, que utilizan como mecanismo de defensa contra otros
organismos o para adaptarse a situaciones adversas (Stankovic et al., 2020). Estos metabolitos
también pueden ser utilizados para combatir a los hongos fitopatégenos que afectan la

produccion y la conservacion postcosecha.

1.1. EUPHORBIACEAE

Hasta la fecha, la familia Euphorbiaceae esta constituida por 405 géneros y alrededor de 8,352

especies [Euphorbiaceae (gbif.org): acceso 08 agosto 2024], distribuidas en una amplia variedad

de climas en el mundo, tienen amplia distribucion en zonas tropicales y subtropicales; las
especies comprenden hierbas, arbustos y arboles (Webster, 1994; Steinmann, 2002). En México,
las Euphorbiaceas se constituyen de aproximadamente 34 géneros y 714 especies, ocupando el
quinto lugar en la diversidad nacional, seguido de las familias Orchidaceae, Asteraceae,
Fabaceae y Poaceae (Villasenor, 2016; Gordillo et al., 2009). Es una familia genéticamente muy
diversa y se caracteriza por producir una gran variedad de metabolitos como diterpenos,
triterpenos, flavonoides, saponinas, taninos, alcaloides, fenoles, etc., son un importante recurso
de medicina herbal para uso humano, veterinario y agricola (Mwine y Van Damme, 2011). Enla
busqueda de plantas que tienen propiedades potenciales para el control de plagas que afectan
los cultivos, en México se han identificado 114 especies, de 26 familias botanicas, que han
mostrado propiedades insecticidas/nematicidas, incluyendo a la familia Euphorbiaceae. Por otro
lado, se han identificado 143 plantas de América, de 43 familias (109 géneros), cuyos extractos
tienen actividad antifungica contra especies de hongos fitopatégenos de 28 géneros, haciendo
que estas plantas sean un recurso valioso para seguir investigando y desarrollar biofungicidas

(Hernandez y Gamboa-Angulo, 2019; Ramirez y Hernandez, 2015).
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1.2. GENERO Croton

El género Croton pertenece a la familia Euphorbiaceae, se han reportado al menos 1,300
especies en el mundo, muchas especies son utilizadas en la medicina tradicional de Africa, Asia
y América. En las poblaciones nativas de América es comun encontrar preparados herbales para
el tratamiento de padecimientos. Algunas especies del género Croton son utilizadas por sus
propiedades como agentes antiinflamatorios, cicatrizantes, hemostaticos, vermifugos; para el
tratamiento de ulceras gastrointestinales, diarrea, cancer, reumatismo, etc. (Cuadro 1.1., Figura
1.1.) (Barrera et al., 2016; Salatino et al., 2007).

Cuadro 1.1. Especies de Croton y sus aplicaciones en medicina tradicional en Latinoamérica.

Especie Aplicaciones
Partes aéreas. Antiinflamatorio.
C. arboreus Millsp. La infusién de las hojas se utiliza para trastornos gastrointestinales,

reumatismo y migrafa.

La infusién de hojas, corteza y tallo se utiliza para tratar diabetes,
C. cajucara Benth. control del colesterol y tratamiento de trastornos gastricos y
hepaticos.
La infusién de la corteza se utiliza en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, leucemia y reumatismo.
c Cicatrizante, disenteria, fogajes, granos, hemorragias, herpes bucal,
llagas, salpullido y sarna.
C. lechleri Miill. Arg. El latex rojo es utilizado para la cicatrizacion de heridas.
C

Corteza, para diabetes, diarrea, reumatismo, uUlcera gastrica,
antiinflamatorio y analgésico.
C. nepetifolius Baill. La corteza se usa por su efecto antiespasmadico y alivio de gases.

| latex es utilizado como antibiotico, tratamiento de diarrea, ulceras
gastricas, inflamacién intestinal, incluso cancer.

(3]

. celtidifolius Baill.

. chichenensis Lundell

. malambo H. Karst.

C. palanostigma Klotzsch

C. schiedeanus SchitdI. El té de las hojas es usado para tratar la hipertension.
C. urucurana Baill. Cicatrizante y como tinte natural.
C. zehntneri Pax &

K Hoffm. El té de las hojas y la corteza se usa por su efecto sedativo.

Guerra et al., 2022; Duran y Méndez., 2010. Flora medicinal; Salatino et al., 2007.

En México hay alrededor de 127 especies de este género, y en la peninsula de Yucatan se han

reportado 33 especies, de las cuales, al menos 5 especies son endémicas [(Flora: Peninsula de

Yucatan (cicy.mx): acceso el 08 de agosto 2024; Fernandez et al., 2021; Villasefior, 2016)].

El género Croton posee una gran diversidad fitoquimica. De los metabolitos secundarios que se
han identificado y reportado, los terpenoides son los que sobresalen, principalmente los
diterpenoides, ademas de aceites volatiles (monoterpenoides, sesquiterpenoides y
fenilpropanoides), alcaloides, acidos grasos, fenoles (flavonoides, lignoides, proantocianidinas)

y compuestos glucosidicos (Xu et al. 2018; Salatino et al., 2007; Guerra et al. 2006).
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C. arboreus Millsp. C. yucatanensis Lundell. C. lobatus Lundell. C. chichenensis

Lundell.

Figura 1.1 Algunas especies de Croton en la Peninsula de Yucatan. Fuente: Flora de la Peninsula de
Yucatan: [Flora: Peninsula de Yucatan (cicy.mx): acceso 08 agosto 2024].

1.3. Croton chichenensis

1.3.1 Taxonomia y Distribucion de Croton chichenensis

Reino: Plantae
Phylum/division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae
Género: Croton

Especie: Croton chichenensis
Nombre cientifico

Croton chichenensis Lundell

Figura 1.2 Croton chichenensis Lundell
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Figura 1.3 A. Distribucion, parte de Estados Unidos y México hasta Nicaragua. B. Densidad de
la poblacion de C. chichenensis en la peninsula de Yucatan. (Croton chichenensis (gbif.org);
acceso 08 agosto 2024.)

1.3.2. Propiedades Biolégicas de Croton chichenensis

Los extractos etandlicos de hojas, tallos y principalmente raices de C. chichenensis fueron
efectivos contra los fitopatdogenos A. tagetica, C. gloeosporioides, F. oxysporum y Rhizopus sp.
(Gamboa-Angulo et al., 2008), A. chrysanthemi y Mycosphaerella fijiensis (Merlin et al., 2012).
Otro estudio reportd que el extracto crudo etandlico tuvo buena actividad contra A. chrysanthemi
y C. gloeosporioides, ademas la fraccidon metandlica tuvo efecto contra F. oxysporum (Concha-
Franco, 2020). Por otro lado, el extracto acuoso inhibié el crecimiento micelial de A. alternata, C.
casiicola, C. lunata y F. equiseti (Moo-Koh et al., 2022). En el Cuadro 1.2 se resume la actividad

bioldgica de C. chichenensis desde los primeros estudios realizados.

Cuadro 1.2. Resumen de los estudios realizados de la actividad biolégica de C. chichenensis contra
fitopatégenos.

Extracto/fraccion . . Actividad
y parte de la planta Fitopatégenos % ICM CIM
(ng/mL)
Extracto etandlico de raiz A. tagetica 62
C. gloeosporioides 78 Nr
F. oxysporum 83
Rhizopus sp. 62
Fraccion hexanica (raiz) . 500-
Fraccién acetonitrilo (raiz) Cafgiaetadlielios 100 1000
Extracto etandlico (raiz) C. gloeosporioides 100 500
A. chrysanthemi 100 1000
Fusarium sp. 100 <500

M. fijiensis
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Extracto acetato de etilo de la C. gloeosporioides 100 <500
raiz
Extracto etandlico de la raiz C. gloeosporioides 100 1000>10
F. oxysporum 75 00
A. chrysanthemi 100 <500
Fraccion metandlica C. gloeosporioides 100 250
(Magnoflorina) F. oxysporum 75 500
A. chrysanthemi 100 >125
Fraccion acetonitrilo A. chrysanthemi 100 2000
Fraccion hexanica (raiz) 100 1000
Fraccién etandlica residual 100 2000

Fraccion acetato de etilo
Fraccién acetonitrilo C. gloeosporioides 100 500
Fraccién hexanica (tallo)

Extracto etandlico 100 1000
Fraccion acetonitrilo (tallo) 100 1000
Extracto acuoso (raiz) A. alternata 100

C. cassiicola 100 Nr

C. lunata 99

F. equiseti 100

CIM: Concentracion inhibitoria minima; ICM: inhibicion de crecimiento micelial. Nr = No reportado. Moo-Koh et al.,
2022; Concha-Franco, 2020; Tun-Pinto, 2016; Gonzalez-Tomas, 2013; Merlin et al., 2012; Gamboa-Angulo et al.,

2008.

Por otro lado, se ha reportado actividad antifiungica de otras especies de Croton. Por ejemplo, se
evaluod la actividad del extracto etandlico de las hojas de C. aromaticus contra A. alternata, C.
gloeosporioides, C. musae, Lasiodiplodia theobromae y Pestalotiopsis mangiferae, fitopatégenos
postcosecha que afectan el platano, la papaya y el mango. El extracto inhibié significativamente
el crecimiento micelial y la germinacion de las esporas de los patdgenos, excepto L. theobromae
(Wijesundara et al., 2015). En otro bioensayo, el extracto de la raiz de C. bonplandianum contra
C. camelliae, Curvularia eragrostidis, C. gloeosporioides y Fusarium equiseti, que causan
marchitez en tomate, pifia, etc., el extracto tuvo una buena actividad contra los fitopatégenos
(Ghosh et al., 2012). También se ha evaluado la capacidad antifungica de los extractos de las
hojas y semillas de C. tiglium contra C. albicans, Microsporum canis 'y Trichophyton rubrum,
hongos que afectan al humano, provocando infecciones en la piel. Los extractos mostraron
inhibicién significativa contra los microorganismos (lraqui, 2015). En otro estudio el extracto de
las hojas de C. ferrugineus (aceite esencial) mostré actividad moderada contra C. albicans
(Valarezo et al., 2021); también se observd que el extracto acuoso de la raiz de C.

heliotropiifolius, inhibié6 moderadamente a C. albicans, mientras que el extracto combinado con
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fluconazol produce un efecto sinérgico que mejoré la actividad del fluconazol (De Sousa et al.,
2021).

1.4. FITOQUIMICA DE Croton chichenensis

Los metabolitos identificados en el extracto de la raiz de C. chichensis, incluyen azuleno, acidos
grasos (hexadecanoico, 10-octadecenoico, octadecanoico y nonadecanoico), ledol, aristoleno,
acido-1,2-bencenodicarboxilico y los diterpenos denominados crotofuranensis | y Il; también un
triterpeno denominado acido 3-acetilaleuritdlico (Gonzalez-Tomas, 2013; Mex-Uitz, 2005). En
otro estudio se detectaron los sesquiterpenos y-eudesmol, B-guaieno y [-selineno
(sesquiterpenos), acido 10-octadecenoico, reportado previamente, y magnoflorina (Concha
Franco, 2020) (Figura 1.4).

I -0 I I’OY\N\\/\/*WW
0 - ) 0 Acido 10-octadecenoico
Acido nonadecanoico
! |’O\I1/\,/\/\NVW
.0 O
Azuleno H \n/\/\/\/\/\/\/\/\/ . .
o) ) Acido hexadecanoico
Acido octadecanoico Acido palmitico

Acido estearico

p-selineno y-audesmol p-guaieno

Acido 1,2-bencenodicarboxilico

Acido oleico
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o

Aristoleno

Magnoflorina Acido 3-acetilaleuritdlico

Figura 1.4. Estructura quimica de los metabolitos de la raiz de Croton chichenensis.
1.5. EL ALCALOIDE MAGNOFLORINA

Algunas especies de Crofon se destacan por sus alcaloides, los mas frecuentes son
biogenéticamente relacionados con las bencilisoquinolinas, como las morfinandienonas y los
alcaloides de tetrahidroprotoberberina que se encuentran en Ranunculales (Salatino et al., 2007).
Coptis chinensis Franch. es una planta utilizada en la medicina tradicional china por su actividad
sedativa, Yamahara (1976) reporté que uno de los compuestos de la planta es la magnoflorina
(Figura 1.5). En el Cuadro 1.3 se enlistan algunas especies de plantas que producen

magnoflorina.

HO

HO

e

(e}

Figura 1.5. Estructura de la magnoflorina.

La magnoflorina, también conocida como talictrina y escolina, pertenece a los alcaloides de

isoquinolina, y mas precisamente, a sus derivados aporfinicos. Estos compuestos se derivan de
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las bencilisoquinolinas en el proceso de sustraccion de dos atomos de hidrogeno, lo que da como
resultado la formacién de una estructura de 9,10-dihidrofenantreno a partir de los dos nucleos de
benceno (Okon et al., 2020).

Cuadro 1.3. Presencia de magnoflorina en familias y especies de plantas.

Familia Especie

Annonaceae Annona glabra

Berberidaceae Berberis vulgaris, B. cretica
Euphorbiaceae Croton urucurana, C. xalapensis
Magnoliaceae Magnolia officinalis, M. grandiflora
Menispermaceae Sinomenium acutum
Papaveraceae Argemone mexicana, A. grandiflora
Ranunculaceae Coptis chinensis

Rutaceae Phellodendron chinense

Fuente: Okon et al., 2020; Xu, et al. 2020.

Los alcaloides aporfinicos son compuestos que han sido aislados aproximadamente de 100
géneros y de diversas familias de plantas, entre ellos se encuentran los géneros Caullophyllum
y Croton de la familia Euphorbiaceae. Algunos alcaloides de aporfina comunes son cadaverina,
lirinidina, asimilobina, N-metil-asimilobina, nornuciferina, nuciferina, anonaina, magnoflorina,
dicentrina, boldina, galucina y neolitsina (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020; Chen et al., 2013). Se ha
reportado magnoflorina en varias especies de Croton: en la corteza de C. urucurana, en las hojas
de C. xalapensis, en las hojas y latex de C. lechleri y en la raiz de C. chichenensis (Cordeiro et
al., 2016; Arevalo et al., 2009; Milanowski et al., 2002).

1.5.1 Actividad Biol6gica de la Magnoflorina

Estudios recientes han demostrado que la magnoflorina muestra una serie de actividades
biolégicas que incluyen la antialérgica, antibacteriana, anticancerigena, antidiabética,
antifungica, antiinflamatoria, antiosteoporética, antioxidante, antiviral, inmunomoduladora y
relajante cardiovascular. También se ha demostrado que este compuesto cruza la barrera
hematoencefalica y exhibe una accion central que afecta la regulacion del sistema nervioso
central. Estas dultimas propiedades fueron comprobadas en pruebas antidepresivas o
antiamnésicas (neuroprotector) realizadas en modelos animales (Okon et al., 2020; Sun et al.,
2020; Szalak et al., 2023).
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1.5.2 Pruebas para Identificar Alcaloides

La determinacion de alcaloides en un material vegetal se puede realizar utilizando las reacciones
de precipitacion con reactivo de Mayer (precipitado blanco con disolucién de yoduro de potasio
y cloruro mercurico), Dragendorff (precipitado naranja con yoduro de bismuto y potasio), Wagner
(precipitado de color marrén rojizo cuando se mezcla con yodo y yoduro de potasio) y Hager
(precipitado amarillo con disolucién acuosa saturada de acido picrico), con acidos picrico,
picrolénico, fosfomolibdico y silicotungstico, o en reacciones de color con reactivos que contienen

acido sulfurico o nitrico, reactivos de Marquis, Frohde y Erdmann (Badal, 2016).

1.6. CUANT!FICACI()N DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC)

Existen varias técnicas para realizar el andlisis de identificacion y cuantificacion de metabolitos
en extractos de plantas. Para compuestos polares como magnoflorina se utiliza principalmente

la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC, por sus siglas en inglés).

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion es una técnica de quimica analitica cualitativa
y cuantitativa utilizada para separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla. El
éxito de la CLAR se atribuye a una serie de caracteristicas asociadas con la reproducibilidad, la

facilidad de manipulacion de la selectividad y, en general, altas recuperaciones de la muestra.

La magnoflorina, al igual que la berberina, tiene un nitrdgeno cuaternario en su estructura. Para
la cuantificacion de berberina en la planta Argemone mexicana en diferentes estadios (plantula,
planta juvenil y adulta, hojas, raices), se utilizé HPLC-DAD (CLAR/HPLC-arreglo de diodos) de
fase reversa (C18). Primero se realizé una extraccién acido-base, después la separacion y, de
ultimo, la cuantificacién, comparando los tiempos de retencién y absorbancia. Los estandares
empleados fueron chelerithrina y sanguinarina. EI método fue validado empleando la desviacion
estandar relativa, se concluyo que es efectiva para la cuantificacion de la berberina (Xool Tamayo
et al., 2017). Por otro lado, la berberina ha sido estudiada en A. mexicana (hojas, raiz), la
cuantificaciéon fue realizada combinando densitometria in situ, utilizando cromatografia en capa

delgada y andlisis quimiométrico (Escobar-Chan, 2018).
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1.7. VARIACION ESTACIONAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos varian durante el afo, lo cual se relaciona con las condiciones bioticas y abiéticas
del entorno, cuando la planta debe producir mas metabolitos para defenderse de otros

organismos, ademas de interaccionar con otras plantas o atraer polinizadores (Valares, 2011).

Los terpenos, esteroles, el alcaloide glaucina y a-tocoferol muestran variaciones estacionales en
Croton hemiargyreus 'y Croton echinocarpus, se colectaron las hojas y tallos de estas plantas en
Nova Friburgo (Brasil), zona montafiosa con clima templado. Las cantidades de triterpenos son
mayores durante el verano tropical y en la mayoria de las muestras el sesquiterpeno cariofileno
se caracterizdé como el principal. La variacion estacional de la glaucina mostré un maximo entre
junio y octubre para C. hemiargyreus, y estuvo presente sélo en enero y junio en C. echinocarpus
(Dos Santos et al., 2001). Por otra parte, se realizaron varias colectas de tallos y raices de C.
chichenensis en el municipio de Baca; se observd que las raices tuvieron mejor actividad,

correspondientes a las colectas de febrero y agosto contra A. chrysanthemi (Tun-Pinto, 2016).

12
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1.8. HONGOS FITOPATOGENOS EN ESTUDIO

1.8.1 Fusarium oxysporum

Las cepas de Fusarium oxysporum producen macroconidios y esporas en reposo llamadas
clamidosporas, y microconidios mas pequefos caracteristicos de especies de Fusarium. El
micelio tiene una pigmentacion amarilla/roja cuando se cultivan papa dextrosa agar (PDA) (Figura
1.6)
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Figura 1.6. A). Morfologia de Fusarium oxysporum papa dextrosa agar. B y C). Microconidios.

D) Macroconidios, (Cruz-Cerino et al., 2020).
El complejo de especies Fusarium oxysporum son hongos que habitan en el suelo, se pueden
encontrar en suelo cultivado y no cultivado. La evidencia de su diversidad radica en la
impresionante variedad de plantas hospedantes que infectan, este complejo de especies tiene
importancia a nivel global por su patogenicidad. Las cepas patdgenas de F. oxysporum causan
marchitez o pudricién de raiz en cultivos de importancia econdmica (por ejemplo, platano,
algodon, soya, tomate, cebolla, meldn, etc.), incluso pueden infectar malezas y a plantas
parasitas. Sin embargo, algunas cepas pueden mostrar patogenicidad selectiva para una gama,

mas 0 menos, estrecha de plantas hospedantes (Edel-Hermann y Lecomte, 2018).

Las cepas patogenas de F. oxysporum son responsables de dos tipos de sintomas, la mayoria
causan marchitez vascular y, en algunos casos, pudricion. Cuando el hongo ingresa en las raices
del hospedante, una vez que alcanza el xilema, causa un amarillamiento y marchitamiento
progresivo de la planta. Finalmente, formacion de tejidos decolorados que evolucionan a

manchas necréticas de color marrén a negro que terminan en pudricion. Las enfermedades de
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pudricion afectan predominantemente a las plantas con érganos de almacenamiento. Por
ejemplo, bulbos (lirio), cormos (azafran), tubérculos (papa) y rizomas (jengibre) (Edel-Hermann
y Lecomte, 2018). También existen poblaciones no patdgenas de F. oxysporum, algunas de las
cuales han brindado control biolégico del marchitamiento y otras enfermedades fungicas
(Kavanagh, 2017). Generalmente, F. oxysporum se controla con fungicidas quimicos como
azoxistrobina, benomilo, bromuconazol, carbendazim, entre otros (Seepe et al., 2021). Aunque
también existen alternativas como Fungifree® que emplea esporas de Bacillus subtilis como
antagonista; existen también biofungicidas formulados a partir de plantas como Promax®, aceite
de tomillo, Sporan®, extracto de romero y Trilogy®, extracto de neem, productos disponibles en
el mercado (COFEPRIS, 2024).

1.8.2 Corynespora cassiicola

Morfolégicamente, C. cassiicola al inicio forma micelios de color gris-blanquecino, tornandose
gris oscuro con el tiempo en PDA. Los conidiéforos son erectos, ramificados, de color marron,
solos o0 en grupos con células basales hinchadas. Los conidios son solitarios o en cadenas, lisos,
parduzcos y tienen un hilio central en el extremo basal, rectos o ligeramente curvos (Rondon y

Lawrence, 2021).

Figura 1.7. A) Morfologia de Corynespora cassiicola en papa dextrosa agar. B)
Conidiéforos. C) Conidios alargados y elongados en un extremo (Moo-Koh et al., 2022;
Xiaoyu et al., 2019).

Este hongo, tiene diversidad morfolégica, patdégena y ecoldgica, sin embargo, esta teniendo cada
vez mas importancia, ya que es causante de manchas foliares en mas de 500 hospedantes, entre
los que se encuentran plantas que tienen importancia econdmica. También se han identificado
nuevas interacciones naturales entre el hospedante y el patégeno, que incluyen repollo,
berenjena y meldn. Este hongo es conocido por causar enfermedades puntuales en cultivos
econdémicamente importantes como caupi, pepino, papaya, caucho, soya, tomate y calabacita; la

enfermedad de caida de hojas en arboles de caucho y manchas en pétalos de la “flor de jamaica”.
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Ademas de las hojas y los frutos, C. cassiicola también puede infectar la raiz, el hipocdtilo, la
capsula y el tallo, provocando pudricién. C. cassiicola es un fitopatdégeno selectivo del
hospedante, pero se ha observado que la mayoria de las cepas de C. cassiicola son altamente
patdgenas para tomates (Aguiar et al., 2022; Toulet et al., 2022; Ortega-Acosta et al., 2019; Looi
et al., 2017; Dixon et al., 2009;). Se ha reportado que también puede causar manchas foliares de
color marrén oscuro y tizones negros en hojas, tallos y frutos de chile dulce. Es un patégeno
nuevo y emergente en el chile (Suresh et al., 2017; Shimomoto et al., 2008). Para el control de
C. cassiicola se emplean fungicidas sintéticos multisitio que contienen ditiocarbamatos
(mancozeb, pineb, propineb); suspensiones de azufre, cobre y cloronitrilos (clorotanlonil),
generalmente combinados con otros fungicidas que tienen diferentes modos de accion, con el fin
de evitar resistencia (Rondon y Lawrence, 2021). En cuanto a alternativas de control, no se
encuentran registrados productos naturales especificos para el control de este fitopatdgeno, sin
embargo, se ha reportado el potencial de Aspergillus terreus para inhibir el crecimiento de C.
cassiicola del arbol del caucho (Mahendran et al., 2021), el extracto acuoso de C. chichenensis
(Moo-Koh et al., 2022) y extracto de acuoso de Azadirachta indica (Da Paz et al., 2018).
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1.9. JUSTIFICACION

A nivel mundial, las enfermedades en los cultivos destruyen aproximadamente el 30% de la
produccion, ademas de pérdidas postcosecha de alrededor del 10% causado por hongos que
producen micotoxinas y hongos necrotrofos. En México, C. gloeosporioides afecta cultivos de
aguacate, mango, tomate, papaya, chile, cacao; Corynespora casiicola, afecta cultivos de tomate,
jamaica, chile; Fusarium spp. y F. oxysporum infectan cultivos de mango, caoba, garbanzo, chile
habanero, arbol de hule, tomate verde, trigo, maiz (Moparthi et al., 2024, Zakaria, 2023; Mendoza
et al.,, 2018; Mora et al., 2017).

En los ultimos afos, se ha reportado la resistencia de hongos fitopatégenos a los fungicidas
sintéticos. Por otro lado, hay mayor conciencia sobre los dafos que causa el uso indiscriminado
de agroquimicos al medioambiente, organismos no objetivo y acumulacion, residuos capaces de
causar dafo ala salud humana. Por estas razones, la busqueda de alternativas es una necesidad
importante y urgente para desplazar el uso de productos altamente contaminantes. Una de ellas
es el uso de productos naturales provenientes de plantas, ya que producen una gran variedad
de metabolitos secundarios de forma natural, que les sirven de defensa contra otros organismos.
Estos productos son utilizados como extractos (aceites esenciales, fenoles, taninos, terpenoides
etc.) y derivados semisintéticos. Actualmente existen productos derivados de plantas
comercializados como biofungicidas, por ejemplo, Timorex Act® (aceite del arbol de té),
Mimoten® (extracto de tepezcohuite), NB-Fungus® (quitina con extracto de orégano y tomillo),
PlaguiNeem® (azadiractina, obtenido del neem), Sporan® (aceite de romero, clavo, tomillo y
menta) y Grifix® (extracto de naranja agria) son algunos registrados, disponibles en México
(COFEPRIS, 2024). Por estas razones, es importante continuar con las investigaciones en C.

chichenensis, ya que con suficiente datos e informacién se puede desarrollar un biofungicida.
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1.10. HIPOTESIS

El metabolito magnoflorina presente en la raiz de Croton chichenensis se biosintetiza todo el afo
y es el responsable del efecto antifungico de los extractos contra los fitopatégenos Fusarium

oxysporum y Corynespora cassiicola.
1.11. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antifungica de extractos etandlicos y acuosos de la raiz de Croton

chichenensis, obtenidos de colectas estacionales y cuantificar su contenido de magnoflorina.

1.11.1 Objetivos Especificos
1. Purificar el alcaloide cuaternario magnoflorina a partir de las raices de C. chichenensis para

usarlo como estandar para cuantificar su contenido en los extractos etandlicos y acuosos de
la raiz de C. chichenensis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).
Realizar pruebas de ecotoxicidad contra lombriz de tierra (Eisenia fetida).

3. Evaluar los extractos etandlicos y acuosos de la raiz de C. chichenensis de colectas
estacionales contra los fitopatégenos F. oxysporumy C. cassiicola.

4. Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos etandlicos y acuosos contra

los fitopatdgenos F. oxysporum 'y C. cassiicola.
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1.12. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

| Croton
| chichenensis (raiz)

Y
[ Colectas |
anteriores 2014-16 v v v v
Colecta 1 Colecta 2 Colecta 3 Colecta 4
Octubre 2022 Enero 2023 Abril 2023 Julio 2023
Extracto Extracto
acuoso etandlico
\ 4 Extractos Extractos
etandlicos acuosos

Bicensayo de
ecotoxicidad en
Eisenia fetida

;4

Magnoflorina Cuantificacion de
magnoflorina en
CLAR

y

Bioensayo antifingico
(microdilucion)
Fusanium oxysporum
Coqmespora cassiicola

Analisis y

discusion de
resultados

Figura 1.8. Diagrama de la estrategia experimental desde la colecta de la planta, tratamiento,
evaluaciones y cuantificacion de magnoflorina de la raiz de Croton chichenensis.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. COLECTA DE LA PLANTA EN ESTUDIO

Las raices de C. chichenensis se colectaron trimestralmente durante un afio en el municipio de
Baca (coordenadas: N21°6'22"089°22'36") ubicado en el noreste del estado de Yucatan (CCRN-
1, octubre; CCRN-2, enero; CCRN-3, abril; y CCRN-4, julio). Las muestras se lavaron y se
secaron en una secadora de lamparas (50-60 °C) entre 3 a 5 dias. Cuando estuvieron secas se
molieron y se tamizaron (malla No. 5) en el molino Pagani® 1520 (Unidad de Materiales), se
resguardaron en bolsas selladas y etiquetadas hasta la extraccidon. Un ejemplar se depositoé en
el herbario U Najil Tikin Xiu del CICY y se identificé con el nimero de catalogo 78036 (Cuadro
2.1).

Cuadro 2.1. Colectas estacionales de las raices de Croton chichenensis en el municipio de Baca, Yucatan.
No. de

colecta Fecha Clave Peso muestra (g)
1. octubre 28/10/2022 CCRN-1 747.7
2. enero 27/01/2023 CCRN-2 1,353.6
3. abril 28/04/2023 CCRN-3 797.5
4. julio 14/07/2023 CCRN-4 885.4

2.2. EQUIPOS Y MATERIAL UTILIZADO
e Cromatofolios de aluminio de 20 cm x 20 cm impregnados con gel de silice 60 Fasa,

recortados a 20 cm x 5 cm.

o Gel de silice 60 GF254 (CCD/TLC), Merck. Utilizada para Cromatografia Liquida al Vacio
(CLV) o VLC (Vacuum Liquid Chromatography, en inglés).

e Cromatografo de liquidos (High Performance Liquid Chromatography, HPLC): marca
Agilent Technologies, modelo 1260, provisto de un detector multicanal UV/visible.
Columna Grace C18 Aldrich, 4.6 mm de diametro interno y 250 mm de longitud, particula
de 5 ym. Precolumna Altima C18 10 p (7 mm de diametro interno y 33 mm de longitud).

e Molino Pagani® 1520 (Unidad de Materiales).

19



CAPITULO Il

2.3 OBTENCION DE EXTRACTOS
2.3.1. Extractos Etanélicos Crudos (EECs)

A. Un total de 1,981.6 g del material seco y molido de raices de C. chichenensis, de colectas
previas (2014-2016), se macero con etanol destilado, a temperatura ambiente, tres veces. En
cada extraccion se decanto el disolvente colocando una gasa en la boca del contenedor para
evitar particulas grandes y luego se filtro. El extracto etandlico se depositdé en un matraz balén y
en el evaporador rotatorio se eliminé el disolvente a 40 °C y al vacio. Este, se llevé a sequedad,
primero, en la campana de extraccién en un recipiente de vidrio y después al vacio, obteniendo
asi el extracto etandlico crudo (EEC), etiquetado CCRN (57.98 g). El extracto resultante, fue
almacenado en viales y guardado en refrigeracion en la oscuridad (Figura 2.1). Este material se
utilizé para determinar el porcentaje de rendimiento del EEC, el establecimiento de los métodos
para la purificacién de magnoflorina, y el pretratamiento para la cuantificacion de magnoflorina.

B. Para determinar el porcentaje de rendimiento de la extraccién de las cuatro colectas
estacionales se siguio el procedimiento anteriormente descrito. Con 50 g de material vegetal en
etanol se obtuvieron los respectivos EECs, CCRN-1, CCRN-2, CCRN-3 y CCRN-4 (Figura 2.1).

Croton chichenensis raiz
CCR (1,982 g)

EtOH, t.a., 3x

1. Filtracién
2. Evaporador rotatorio

Y

Extracto etandlico crudo

CCRN (57.98 g) Material vegetal residual

Figura 2.1. Diagrama de obtencion de extractos etandlicos por maceracion.

2.3.2 Extractos Acuosos (EAs)

Las muestras (50 g) de la raiz seca y molida de C. chichenensis de cada colecta estacional se
transfirieron a un matraz y se agregé agua destilada hirviendo con agitacién constante, repitiendo
el proceso en dos ocasiones (180 y 130 mL de agua). Después de 20 min se filtraron a través de

papel filtro Whitman no. 1; se concentré en el evaporador rotatorio entre 40-50 °C para mejorar
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el destilado, se obtuvieron los EAs CCRN-15A - CCR-15D, que se resguardaron en refrigeracion
(Figura 2.2).

C. chichenensis
(raiz, 50 g)

Y
Colectas:
1. Octubre
2. Enero
3. Abril

4 Julio

1. Agua caliente (2x; 180 mL; 130 mL)
2. 20 minutos
3. Papel filtro Whatman No. 1

Evaporador rotatorio

Material vegetal

Extracto acuosos
residual

Colectas: 1,234

'

CCRN-15A (1.1412 g)
| CCRN-15B (1.2378 g)
. CCRN-15C (1.3678 g)
| CCRN-15D (1.7608 g)

Figura 2.2 Diagrama de la obtencién de extractos acuosos.

2.3.3 Extractos Etandlicos Desengrasados de Colectas Estacionales

Para reducir el tiempo de extraccion y con el propdsito de tener muestras menos complejas para
la cuantificacién de magnoflorina, el material vegetal de cada colecta (CCRN-1, octubre; CCRN-
2, enero; CCRN-3, abril; y CCRN-4, julio) se desengrasé con AcOEt. Cada muestra de 50 g de
raiz de C. chichenensis, se sonicd con 135 mL de AcOEt destilado por 50 min y un lavado con
30 mL del mismo disolvente. Con la eliminacion del disolvente por el evaporador rotatorio se pudo
obtener los extractos crudos de AcOEt (CCRN-12A, CCRN-12B, CCRN-12C y CCRN-12D). El
material vegetal residual se sonicé con 135 mL de EtOH destilado por 50 min y se lavé con 30
mL. La eliminacion por evaporador rotatorio del disolvente permiti6 obtener los extractos
etandlicos desengrasados (EED) CCRN-12E, octubre; CCRN-12F, enero; CCRN-12G, abril; y
CCRN-12H, julio; aunque las cantidades obtenidas sean menores, estan enriquecidas de

magnoflorina; (Figura 2.3). Las muestras se concentraron y se monitorearon en CCD; los
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extractos de AcOEt no se incluyeron en estas placas, ya que sélo se trabajé con las muestras

polares alcaloidales.

C. chichenensis
(raiz, 50 g)

A
Colectas:
1. Octubre
2. Enero
3. Abril

4. Julio

AcOEt sonicado, 135y 30 mL,

2x; 50 min.
Extracto AcOEt crudo Material vegetal
Colectas 1, 2, 3, 4 desengrasado

Colectas 1, 2, 3, 4.

EtOH sonicado 135y 30 mL,
2x; 50 min.

CCRN-12A (1,050.56 mg)
| CCRN-12B (987.04 mg) | L J /
CCRN-12C (853.28 mg) Extracto EtOH Material vegetal
{ CCRN-12D (832.27 mg) i desengrasado residual

) Fan)

| CCRN-12E (131.5 mg)

| CCRN-12F (132 mg)

| CCRN-12G (132.9 mg) |
| CCRN-12H (133.28 mg) |

Figura 2.3 Procedimiento para la obtencion de extractos etandlicos desengrasados (EED),
de las colectas seriadas.

2.4. PURIFICACION DE MAGNOFLORINA

Del extracto etandlico crudo denominado CCRN (57.98 g), se tomaron 20 g y se disolvieron en
agua destilada (50 mL) y la suspension resultante se particioné con AcOEt (1:1, 3x). El disolvente
se eliminé con el evaporador rotatorio, obteniendo la fase organica CCRN-9A (15.7757 g), y la
fase acuosa residual se concentrd hasta obtener el extracto etandlico desengrasado CCRN-9B

(3.5962 g) que se resguardo en refrigeracion en la oscuridad.
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El EED CCRN-9B (2.7307 g) se sub-fraccion6 en una particion acido-base, por lo cual se
resuspendié en 25 mL de agua destilada, se afadié H.SOs4 al 20% v/v hasta pH 3 y se extrajo
cuatro veces con n-butanol grado reactivo (1:1), obteniéndose asi la fase organica butandlica,
que se lavé con agua destilada dos veces y se concentro en el evaporador rotatorio para obtener
la sub-fraccidn de acidos y neutros (CCRN-14A, 933.3 mg). La fase acuosa acidificada se
alcalinizé hasta pH 10-11 con NaOH 40% p/v y se extrajo cuatro veces con n-butanol grado
reactivo (1:1); esta fase butandlica basica se lavd con agua destilada dos veces y después de
eliminar el disolvente en el evaporador rotatorio se obtuvo la sub-fraccion (CCRN-14B, 567.7
mg). Las dos subfracciones y la fase acuosa residual (CCRN-14C) se monitorearon por

cromatografia en capa delgada (Figura 2.4).

Extracto etandlico
desengrasado
C. chichenensis (raiz)
27307g

1. Resuspension H20, 256 mL
2. Ajuste pH, H2S04 al 20% w/v

3.pH3
y
Fase acuosa
acida
BuOH (4x, 1:1)
Concentrado rotavapor 1. Alcalinizacion, NaOH al 40% p/v
2. pH 10-11
Y v
BuOH (&cidos y neutros) Fase acuosa
CCRN-14A basica
933.3mg
BUOH (4x, 1:1)
Concentrado rotavapor
A 4
BuOH basico Fase acuosa residual
CCRN-14B CCRN-14C
567.7 mg 1.0954 ¢

Figura 2.4 Procedimiento de extraccion acido-base del extracto etandlico desengrasado.
Posteriormente, la sub-fraccién CCRN-14B (BuOH basico) se sub-fracciond por gel de silice 60

GF2s4grado CCD en una columna liquida al vacio (CLV) de 2.5 cm de diametro y 5 cm de altura,
eluyendo con el sistema de disolventes MeOH:CH2Cl>-NH4OH al principio, luego CH2Cl:MeOH:-
NH4+OH y de nuevo MeOH:CH2Cl,-NH4+OH en polaridad ascendente, aumentando el MeOH junto
con el NH4OH, hasta la elucion de la magnoflorina (Pelletier et al., 1986). Un total de 18 sub-
fracciones se obtuvieron que, por similitud por CCD, se reunieron en 7 sub-fracciones finales, de

las cuales la magnoflorina se observo en las fracciones CCRN-18B (13), CCRN-18B (14-16) y
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CCRN-18B (17-18) (Figura 2.5). La magnoflorina aislada se utiliz6 para construir la curva de

calibracién con estandar interno para la cuantificacién de ésta en los EED y extractos acuosos,

asi como para el bioensayo antifungico.

CCRN-14B

[ (BuOH basico) ]

436 mg

CLV,; sistemas:

MeOH-CH2Clz-NH4OH;
CH2Cl2-MeOH-NH40OH;
MeOH-CH2Cl2-NH4OH.

A

Fracciones reunidas
7 fracciones finales

CCD

;

Magnoflorina
¥ CLAR

CCRN-18B (1-7): 249.6 mg
CCRN-18B (8): 7 mg
CCRN-18B (9-10): 15.6 mg
CCRN-18B (11-12):16.7

CCRN-18B (13): 11.4 mg
CCRN-18B (14-16): 46.5 mg
CCRN-18B (17-18): 11.1 mg

Fracciones Sistema
(MeOH:CH,Cl,)-NH,OH (uL)
1,2,3 (65:35) + 300
(CH,Cl,:MeOH)-NH,OH (uL)
4,5,6,7 (80:20) +300
8 (70:30) +375
9 (70:20) +525
(MeOH:CH,Cl,)-NH,OH (uL)
10, 11 (65:35) + 300
12 (60:40) +300
13 (60:40) + 325
14, 15 (65:35) +450
16 (70:30) +666.6
17 (70:30) +500
18 (65:30) + 1000

Figura 2.5. Procedimiento para el aislamiento de magnoflorina.

2.5. CUANTIFICACION DE MAGNOFLORINA

2.5.1. Establecimiento del Método por CLAR

Las fracciones alcaloidales CCRN-18B (13), CCRN-18B (14-16) y CCRN-18B (17-18) obtenidas

de la CLV se analizaron por CLAR en una columna empacada con C18 de fase reversa (Grace

Aldrich, con tamano de particula de 5 ym, longitud de 250 mm, ancho interno de 4.6 mm), y se

compararon con el estandar de magnoflorina (59d-s) purificado e identificado por diversos

analisis espectroscopicos (Concha-Franco, 2020). Método Magno-02. Sistema de elucion: A:
Trietanolamina al 0.75% (TEA) y B: MeOH en gradiente de polaridad ascendente. TEA/MeOH
60:40 (0’-6’); 5:95 (6’-10); 60:40 (10’-11’) y se mantiene hasta el minuto (13’). Flujo constante de
0.8 mL/min. Longitud de onda 220, 254, 280 y 350 nm (Figura 2.6).
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Magnoflorina (CLV)
CCRN-18B(14-16)

CLAR; sistema:
A.TEA al 0.75%
yB. MeOH en gradiente

Establecimiento
método Magno-02

a. Cafeina (60 pg/mL) constante
b. Magnoflorina 40, 100, 150, 200,
¥y 250, 300 y 350 pg/mL

Curva de calibracién J

Magnoflorina + cafeina
(estandar interno)

Muestras colectas estacionales + cafeina
Extractos:

1. EED's (1 mg/mL) + cafeina (60 pg/mL)
¥ 2. Acuosos (1 mg/mL) + cafeina (60 pg/mL)

Cuantificacion de
Magnoflorina
(colectas estacionales)

\ 4

Analisis estadistico
de los datos

Figura 2.6. Diagrama del procedimiento general de la cuantificacion de
magnoflorina en los extractos de raiz de C. chichenensis de colectas estacionales.

2.5.1 Curva de Calibracién de Magnoflorina con Cafeina

Para la construccién de la curva de calibracion se utilizé magnoflorina obtenida de la fraccién
CCRN-18B (14-16), junto con cafeina (Sigma-Aldrich) como estandar interno. Ambos
compuestos se separaron bien con el método Mag-02 con tr = 5.36 y 7.75 min para la

magnoflorina y cafeina, respectivamente.

En la Figura 2.7 se ilustra el procedimiento para la preparacion de los patrones (7 puntos) que
se establecieron. Primero, se prepararon disoluciones madre (stock) de la magnoflorina y la
cafeina a la concentracion de 1 mg/mL, luego se tomaron los microlitros de magnoflorina
correspondientes (40, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 pL) y se agregaron 60 uL de cafeina a cada
matraz volumeétrico, finalmente, se aforaron a 1 mL con metanol grado CLAR para tener una
concentracion final de 40, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 ug/mL para la magnoflorina, y 60 pg/mL

de cafeina. De cada patrdn, se filtraron 500 pL por un filtro Millipore de 0.22 ym para analizar en
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el cromatografo de liquidos. Las siete diluciones se inyectaron por triplicado y se registraron las

areas obtenidas.

2.5.3. Cuantificacion de Magnoflorina en las Colectas Estacionales

A partir de los EEDs obtenidos del material de las cuatro colectas estacionales se prepararon
disoluciones madre de 5 mg/mL, se tomaron 200 uL de cada unay se afiadieron 60 yL de cafeina,
se aforaron a 1 mL para tener disoluciones con concentraciones finales para los EED de 1 mg/mL

y 60 yg/mL de cafeina.

Para los extractos acuosos concentrados se prepararon disoluciones madre de 2 mg/mL, una
alicuota de 500 pL se transfirieron al matraz volumétrico aforado y se enriquecieron con 60 uL
de cafeina, se aforaron a 1 mL para tener concentraciones finales de 1 mg/mL para los extractos

acuosos y 60 ug/mL de cafeina (Figura 2.8).

En todos los casos, de cada muestra, alicuotas de 500 uL se pasaron por filtros Millipore de 0.22

pMm, para inyectar al CLAR, por triplicado.

M = Magnoflorina Soluciones stock
C = Cafeina
Concentraciéon: 1 mg/mL

[ ¥ g “a

M:40 uL  M:100 pL M:150 L M:200 pL  M:250 pL  M:300 pL M:350 pL
C:60pL  C:60 L C:60pL  C:60pL  C:60pL  C:60uL  C:60 L

Figura 2.7. Procedimiento para preparar los patrones de la
curva de calibracion de magnoflorina con cafeina como
estandar interno.
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P = Problema; 5 mg/mL ; EED (Extracto
etandlico desengrasado)
C = Cafeina; 1 mg/mL

Soluciones stock

P = Problema; 2 mg/mL; Extracto acuoso
C = Cafeina; 1 mg/mL

Soluciones stock

[ € ) [ € ) [ € ) [ ¢ ) C >) C ) C )
1 2 3 a > 3 4
Z'fsgzl_“" :'f:gzl_“" g'ffgﬁl_“" g'_fgll:l_“" M:500 L M:500 pL M:500 pL  M:500 pL
: : : . C: 60 pL C: 60 pL C: 60 pL C: 60 pL

Figura 2.8. Procedimiento para preparar las muestras de las cuatro
colectas, EED y extractos acuosos, para la cuantificacion de
magnoflorina, enriquecidos con cafeina como estandar interno.

2.6. ENSAYO DE ECOTOXICIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO DE Croton
chichenensis EN Eisenia fetida
La prueba de toxicidad del extracto crudo etandlico (CCRN) de C. chichenensis se realiz6 contra

Eisenia fetida, lombriz de tierra, organismo benéfico del suelo no-objetivo (Figura 2.9).

2.6.1 Procedimiento del Ensayo De Ecotoxicidad

Para realizar el ensayo de toxicidad contra Eisenia fetida, se seleccionaron lombrices de 300-
600 mg de peso, se enjuagaron y colocaron en un contenedor con agua y papel filtro durante 3

h, en la oscuridad para que liberen su contenido intestinal.

El extracto crudo etandlico CCRN de C. chichenensis se disolvio en MeOH a las concentraciones
de 7,500, 5,000, 2,500, 1,250 y 625 pg/mL, para obtener concentraciones finales de 150, 100,
50, 25, 12.5y 6.25 ug/cm? en la superficie del papel filtro, considerando 1 mL por papel filtro con
20 réplicas y por cada concentracion evaluada. El extracto se aplicd con una micropipeta (1 mL)

en papel filtro (6.4 cm x 7.8 cm) y se dejo secar en la campana; al mismo tiempo, se aplicé sélo
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MeOH al papel filtro para el control negativo (20 réplicas). Los papeles filtros impregnados con
las muestras y secos se introdujeron en viales de vidrio (8 cm de altura x 3 cm de diametro);
éstos se humedecieron con 1 mL de agua destilada y una lombriz se transfiere con cuidado a
cada uno, tapando la boca del vial con una malla de algodén que permita el paso del aire. Los
viales se colocaron en un contenedor horizontal de forma inclinada para que no se escurra el
agua del interior de cada vial, también se agregd agua en el fondo del contenedor para mantener
la humedad y finalmente se cubrié con una bolsa oscura. Todos los viales se mantuvieron a la
temperatura de 27 + 2 °C, durante 72 h, monitoreando el numero de lombrices vivas/muertas
cada 24 h. Los datos registrados se analizaron para obtener los porcentajes de mortalidad y las
concentraciones letales medias (ClLsy). Los extractos acuosos se evaluaron a las

concentraciones 6, 3y 1.5% p/v, 1 mL del EA por cada papel filtro (Aviles-Gomez et al., 2022).

Croton chichenensis
Raiz

1.EtOH, 135 ml; 3x; 1.H;0 caliente; 100 mL
2. Temperatura ambiente 2. 20 minutos
Extracto etandlico crudo Extracto acuoso

Rotavapor a 40 °C;

; 1. Ajuste de volumen
al vacio.

h 4 W

Concentraciones evaluadas
150, 100, 50, 25
y 12.5 pg/cm?

Concentraciones evaluadas
6,3y 1.5%p/v

Bioensayo de ecotoxicidad por contacto
en papel filtro, en Eisenia fetida.

Vg EA"
> T ‘;o’): Q)Y
- .- Iy -

a. 20 réplicas por tratamiento;
Papelfiltro (6.4 x 7.8 cm) + Vial + papel filtro  Lombriz (300-600 b. Monitoreo cada 24 h, por 72 h.

extracto. con extracto mg) + malla (tapa). c. Temperatura27 +2°C, enla
oscuridad.
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Figura 2.9. Diagrama del ensayo de ecotoxicidad en Eisenia fetida, 20 réplicas
por cada concentracion evaluada.

2.7. BIOENSAYO ANTIFUNGICO

2.7.1 Reactivacion de Cepas

Los hongos fitopatogenos se obtuvieron del cepario de la Unidad de Biotecnologia (Cuadro 2.2).
Las cepas fueron reactivadas en cajas Petri que contenian PDA (papa dextrosa agar), se

incubaron a 23 x 2 °C, con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, por 7 dias.

Cuadro 2.2. Fitopatdégenos en estudio aislados de la raiz de chile habanero y en las hojas de
tomate, respectivamente.

Especie ID de Origen Acceso Genbank
cepa
Fusarium oxysporum FCHJ Capsicum chinense MG020428
Corynespora casiicola ITC23  Solanum lycopersicum ON815356

2.7.2 Bioensayo Antifungico en Microdilucién

El bioensayo de microdilucion (placa de 96 pocillos) de extractos etandlicos y acuosos de
colectas estacionales de la raiz de C. chichenensis y magnoflorina se llevd a cabo con el objetivo
de determinar concentraciones inhibitorias minimas (CIM), asi como el porcentaje de inhibicion
de crecimiento micelial de F. oxysporum y C. cassiicola; con los datos obtenidos se calcularon

las concentraciones letales medias Clso.

Para realizar el bioensayo se obtuvieron las esporas, posterior a la reactivacion de las cepas,
contandolas en la camara de Neubauer y ajustando la suspension de esporas a la concentracion
de 100,000 esporas/mL. Después se diluyeron los extractos etandlicos (40 pg/uL), acuosos (40
Mg/uLl) y magnoflorina (10 pug/uL) en DMSO con 0.5% de Tween 20. Los controles negativos
fueron medio RPMI solo (blanco), RPMI + hongo y RPMI + DMSO (5%); los controles positivos
fueron RPMI + DMSO (40%) + hongo y RPMI + Procloraz + hongo.

Las concentraciones evaluadas para los extractos etandlicos y acuosos fueron 2,000, 1,000, 500,

250 pg/mL; y 500, 250, 125, 62.5 yg/mL para la magnoflorina. Para cada concentracion se hizo
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tres réplicas. Para las observaciones se tomaron en cuenta las clases que se tienen en el Cuadro

2.3,y se utilizé la formula de Abbott para obtener el % ICM, a la vez CIM respectivo.

Cuadro 2.3. Escala numérica para la lectura del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial en
el bioensayo en microdilucion (NCCLS, 2002).

Parametro de lectura (%) Clase
Ninguna reduccion del crecimiento 100 4
Ligera reduccion del crecimiento, 75% de crecimiento

comparado con el control negativo. 75 3
Prominente reduccién del crecimiento o un 50 % comparado

con el control negativo. 50 2
Poco crecimiento o tan soélo el 25% del crecimiento del

control negativo. 25 1
Completamente claro, sin ningun crecimiento comparado 0 0

con el control negativo.

Formula de Abott (% de inhibicién de crecimiento micelial).
%ICM = (Control negativo - crecimiento de la muestra/control negativo) x 100

X mic
U Positive Control

EI Negative Control

—— Breakpoint

OOO@...;

Neo Growth Growth

HOOOOO® .“O@

Figura 2.10. Placa de microdilucién de 96 micropocillos.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y METODOS

3.1. RENDIMIENTO DE EXTRACTOS OBTENIDOS

En el Cuadro 3.1 se presentan los rendimientos obtenidos de los extractos etandlicos crudos
(EECs), los extractos etanodlicos desengrasados (EEDs) y acuosos (EAs) de la raiz de C.
chichenensis de las colectas realizadas. En general los EECs mostraron rendimientos mayores
con respecto a los EEDs y EAs. Los EECs tuvieron rendimientos mas altos en las colectas de
octubre con 5.18%, seguido por la colecta de enero con 4.90%. En los EAs el mayor rendimiento
se registrd en la colecta de julio con 3.52%. En cuanto a los EEDs, tuvieron similar rendimiento,
aunque los meses de abril y julio tuvieron un rendimiento ligeramente mejor, del 0.27%, ya que
la mayor parte del extracto se queda en el AcOEt, en el que la magnoflorina es insoluble. Los

EEDs, estan enriquecidos del alcaloide.

Cuadro 3.1. Extractos de raiz de C. chichenensis y sus rendimientos.

Rendimiento (%) de extractos

Etandlico Etandlico

Colectas crudo desengrasado Acuoso

Octubre 5.18 0.26 2.28
Enero 4.90 0.26 2.48
Abril 4.67 0.27 2.74
Julio 4.06 0.27 3.52

%: g de extracto/g material vegetal extraido multiplicado por 100.

La presencia de magnoflorina en los EEDs y EAs se monitore6 por cromatografia en capa
delgada de fase normal (CCD). Los EEDs como los EAs de las cuatro colectas mostraron perfiles
cromatograficos similares, con magnoflorina como componente mayoritario y otros componentes
alcaloidales minoritarios. La magnoflorina aparece a Rr de 0.22 - 0.23 con el sistema MeOH-
acetona (60:40) + 6 gotas de NH4OH (Figura 3.1).
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Extractos etanodlicos desengrasados
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Magnoflorina

Octubre

Enero

Abril

Julio

Figura 3.1. Cromatogramas en capa delgada de los extractos etandlicos
desengrasados y acuosos, colectas de octubre 2022, enero, abril y julio 2023.
A). Revelado con acido fosfomolibdico. B). Revelado con Dragendorff. C y D).
Observadas al UV de 254 y 365 nm. El sistema de elucién: MeOH-acetona

(60:40) + 6 gotas de NH4OH.

3.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MAGNOFLORINA

La purificacion eficiente de la magnoflorina se realiz6 inicialmente con una particion acido-base

del EED obtenido de la raiz de C. chichenensis. La fraccion basica butandlica presenté el menor

rendimiento con el 20.8%, mientras que la fraccion acida-neutra el 30.24% (Cuadro 3.2). En

CCD, fue descartada la presencia de magnoflorina en la fase acuosa residual.
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Cuadro 3.2. Rendimiento de la extraccidn acido-base con butanol del
extracto etandlico desengrasado.

Fracciones Clave % Rendimiento
BuOH acido neutro CCRN-14A 34.2
BuOH basico CCRN-14B 20.8
CCRN-14C 40.1

Fase acuosa residual

Total 951

En la segunda parte, se demostré que la técnica de cromatografia liquida al vacio (CLV) es viable
para el aislamiento de magnoflorina a partir de la fraccion BuOH basica CCRN-14B. Las sub-
fracciones de la 13 a la 18 corresponden a la magnoflorina pura (69 mg) con rendimiento de
15.8% respecto del extracto utilizado y 0.0035% respecto del material vegetal seco, la pureza se
comprobé por CCD y HPLC (Cuadro 3.3 y Figura 3.2). En las sub-fracciones 9-10, ademas de
magnoflorina se observo otro alcaloide menos polar, visible a 254, no visible a 365 nm, revelable

con Dragendorff y acido fosfomolibdico.

Cuadro 3.3. Rendimiento de las Sub-fracciones por CLV del extracto
etandlico desengrasado de la raiz de Croton chichenensis.

Fracciones Clave % Rendimiento
1-7 CCRN-18B(1-7) 57.2
8 CCRN-18B(8) 1.6
9-10 CCRN-18B(9-10) 3.6
11-12 CCRN-18B(11-12) 3.8
13 CCRN-18B(13) 2.6
14-16 CCRN-18B(14-16) 10.7
17-18 CCRN-18B(17-18) 2.5
Total 82.1
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Figura 3.2. Deteccion de magnoflorina (Mag) por CCD en las sub-fracciones obtenidas
de la CLV de la raiz de C. chichenensis. A). Revelado con acido fosfomolibdico. B).
Revelado con Dragendorff. C y D). Observadas al UV de 254 y 365 nm. El sistema de
elucion fue MeOH/acetona (60:40) + 6 gotas de NH4OH (v/v); Rr = referencia frontal de

Mag.
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Figura 3.3. Cromatogramas de las sub-fracciones 13, tr = 5.30; 14-16, tr = 5.28; y 17-18, {r =
5.46 obtenidas de la CLV del EED de Croton chichenensis comparadas con el estandar de
magnoflorina; tr = 5.28. Método TEA-MeOH (Magno-02).
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3.3. CURVA DE CALIBRACION DE MAGNOFLORINA CON ESTANDAR INTERNO

Se analizé el comportamiento de la cafeina (estandar interno) en el CLAR respecto de la
magnoflorina, mediante el método TEA-MeOH; registrando la lectura a A 280 nm, para la
magnoflorina, tr = 5.36, para la cafeina, tr = 7.75 min. Ambos compuestos presentaron buena
separacion, también se verificd que la cafeina no se solapara con componentes de las muestras
de las colectas para cuantificar y se determind la concentracion apropiada, 60 ug/mL, para

obtener un area que esté entre un tercio a un medio del area del patron 7 de la magnoflorina.

El método de extraccidon y el método de cuantificacion de la magnoflorina en cromatografia de
liquidos con el estandar interno de cafeina se establecié en el laboratorio. La cafeina y

magnoflorina se separan eficientemente con el método TEA-MeOH (Figura 3.4).

150 {MWD: Signal C, 280 nm/Bw:4 nm MagnOﬂorina § = Cafeina -
) . 0 e
i o Lo ) 0 o P e o) LTy
"é o hggghgh Moo ) [} tﬁggf\'f gﬁﬁ
5 82 RB§8&aRS T R S0 8 m
0 : D. — ; — ‘—___s__‘l\l_NM ‘ T = ; ‘ ; col_up . \ ; o :o . ; . : . . .
00 0& 10 16 20 26 30 36 40 486 60 &5 60 €65 70 75 B0 B8& 90 95 100 105 11.0 11.6 12.0 125 13.0
Time [min]

Figura 3.4. Separacion de magnoflorina, tr = 5.36, y cafeina, = = 7.75, con el método TEA-MeOH (Magno-
02).

Todos los patrones o puntos para la curva de calibracion de magnoflorina se inyectaron por
triplicado y con los datos obtenidos se obtuvo la ecuacion de regresion, que sirvid para estimar
el contenido de magnoflorina en los EED y los EAs (Cuadro 3.4). La correlacion entre CM/CC
(concentracién magnoflorina/concentracion cafeina) y AM/AC (area magnoflorina/area cafeina),
donde el valor de R? = 0.9981, es observada en la gréafica (Figura 3.5) y en los cromatogramas

de liquidos de los siete patrones de 40 a 350 ug/mL (Figura 3.6).
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Cuadro 3.4. Patrones de curva de calibracion de magnoflorina y ecuacion de regresion.

Promedio AM Promedio AC

 Eeuncion d -
Patrén c/':r"‘L) ( C/ﬁL) (Unidades  (Unidades CMI/CC R"h‘;;:g °“a°'°"“nz;egres'°"
Hg Hg milllones) milllones)
40 60 16357467 56864810 0667 029

100 60 3,890,728.0 5,998,484.0 1.667 0.65
150 60 4,834,990.3 5,258,962.0 2.500 0.92
200 60 6,746,823.7 5,564,484.3 3.333 1.21
250 60 9,261,224.0  5,835,436.0 4.167 1.59
300 60 11,369,552.0 5,942,195.3 5.000 1.91
350 60 12,771,503.0 5,720,265.3 5.833 2.23
CM: Concentracién magnoflorina; AM: Area magnoflorina

CC: Concentracién cafeina; AC: Area cafeina

y = 0.3787x + 0.004
R? = 0.9981

NOoO O WON -

Linearidad de la curva de calibraciéon con estandar

interno (cafeina)
2.500

2.000

AM/AC 1500

1.000

0.500

0.000

0.0 1.0 20 30 40 5.0 6.0 7.0
CM/CC

Figura 3.5. Linearidad de los patrones de magnoflorina con cafeina como
estandar interno.
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Figura 3.6. Cromatogramas de los patrones de la curva de calibracion de
magnoflorina de 40 a 350 ug/mL con 60 ug/mL de cafeina, a A de 280 nm.
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3.3.1 Contenido de Magnoflorina en Extractos Etandlicos Desengrasados (EED) y Acuosos
La cuantificacion de magnoflorina en la raiz de C. chichenensis de las cuatro colectas

estacionales (50 g de material seco y molido inicial) se realizaron con los EEDs y EAs con cafeina
como estandar interno, después se interpold la concentracién de magnoflorina en cada uno,
utilizando la ecuacion de regresion lineal. Las cantidades obtenidas se ponderaron sobre la
cantidad de material vegetal seco utilizado para obtener los extractos, con lo que se obtuvieron
las estimaciones finales y sus limites de confianza (Cuadro 3.5 y Figura 3.7). La concentracion
de magnoflorina mas alta en las raices de C. chichenensis se obtuvo en los EEDs de las colectas
de julio y enero con 3.24 + 0.51 y 3.03 £ 0.52 mg/g de material seco y molido, respectivamente.
En cuanto a los EAs, las colectas de octubre y enero mostraron contenido medio de magnoflorina
con 2.39 + 0.54 y 2.41 £ 0.54 mg/g de material seco y molido, respectivamente (Figura 3.8 y
Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5. Contenido de magnoflorina en raiz de C. chichenensis en colectas estacionales (mg/g de
material vegetal seco).

Colectas Octubre (2022) Enero (2023) Abril (2023) Julio (2023)
EED 1.74 £ 0.58 3.03+0.52 2.16 £ 0.56 3.24 £ 0.51
Extractos acuosos 2.39+0.54 241 +£0.54 1.56 £ 0.60 1.74 £ 0.58

EED: Extracto etandlico desengrasado; contenido promedio de magnoflorina con desviacion estandar al
nivel de confianza del 95%, expresado en limites.
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Figura 3.7. Cromatogramas de liquidos de los extractos etandlicos
desengrasados de las 4 colectas, cuantificando magnoflorina con cafeina

como estandar interno (60 ug/mL) a A de 280 nm.
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Figura 3.8. Cromatogramas de liquidos de los extractos acuosos de
las 4 colectas, cuantificando magnoflorina con cafeina como estandar
interno (60 pg/mL) a A de 280 nm.
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3.4. RESULTADO DEL ENSAYO DE ECOTOXICIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO
DE Croton chichenensis EN Eisenia fetida

Los andlisis Probit de las evaluaciones seriadas del extracto EEC de la colecta CCRN de las
raices de C. chichenensis contra E. fetida mostraron una CLso de 45.87 ug/cm?. El control
negativo metanol y el control positivo Vydate® (oxamil, 1 yL/mL) mostraron 0 y 100 de mortalidad
en E. fetida. El efecto del extracto en las lombrices se observé por las laceraciones que sufrian,
dificultad para moverse y secrecidon de una sustancia amarilla a rojiza; en las concentraciones
altas, se observaron lesiones desde el primer dia. En las concentraciones medias a bajas se

observaron laceraciones en el segundo o tercer dia., pero sin mortalidad.

El extracto acuoso a las concentraciones de 6, 3y 1.5% (p/v) de la raiz de C. chichenensis no
afectd a la lombriz de tierra, con 100% de las lombrices vivas y sin laceraciones (Cuadro 3.6,
Figura 3.9).

Cuadro 3.6. Resultado de bioensayo de ecotoxicidad y dosis letal del extracto etandlico crudo
de C. chichenensis (raiz) contra Eisenia fetida, después de 72 h de exposicion.

Ecotoxicidad

(% mortalidad) Dosis Letal (ug/cm?)

Concentraciones

Planta (especie) (Mg/cm?) 24 48 72 ClLso
150 75 90 95
Croton chichenensis 1000 2o0 ° 35 45.87
5 5 35 (3548-59.30)
25 0 0 20
12.5 0 0 10
Control negativo: metanol 0 0 0
Control positivo: Vydate® (oxamilo,1 100 100 100

pL/mL)

Limites de concentracion establecidos a un nivel de confianza del 95%, estimado a partir del error estandar.
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Figura 3.9. Efecto ecotdxico de los extractos de C. chichenensis contra E. fetida.
A. Extracto etandlico crudo en las concentraciones mas altas, 100 y 150 ug/cm?2,
después de 72 horas de exposicion. B. Extracto acuoso después de 72 horas de

exposicion.

3.5. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

3.5.1 Fusarium oxysporum

Los EECs y EAs mostraron efecto letal contra F. oxysporum a la concentraciéon de 2,000 pg/mL;
a partir de 1,000 pg/mL la actividad disminuyd. El extracto con mayor efecto contra F. oxysporum
correspondi6é al EEC de la colecta de abril con Clsp de 300.26 pg/mL. La actividad de los EAs
disminuyd en las colectas con ICM de 42 a 50% a 1,000 pg/mL, siendo actividad antifungica a
concentraciones menores; sin embargo, la colecta de abril presenté la Clso mas baja de 593.55
pMg/mL. La magnoflorina a la concentracion de 500 ug/mL mostré 96% de inhibicion de F.

oxysporum y una Clsode 199.33 pg/mL (Cuadro 3.7, Figura 3.10).
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Cuadro 3.7. Inhibicion de Crecimiento Micelial (% ICM) y Concentraciones Inhibitorias Medias (Clso) de
extractos de raiz de C. chichenensis y del alcaloide magnoflorina contra F. oxysporum.

2";232 Concentraciones pg/mLy % ICM Concentracion
Inhibitoria Media (Clso)
2000 1000 500 250 125 pg/mL
Octubre 100 75 75 42 0  338.71(159.95-717.22)
e'ft;tr:iﬁé%z Enero 100 75 67 42 0 356.05(172.76-733.81)
el Abril 100 83 75 50 0  300.26 (115.46-780.82)
Julio 100 75 67 33 8  362.22(194.03-676.20)
2000 1000 500 250 125
Octubre 100 50 33 0 0  704.94 (557.27-891.76
iﬁ:ig?ss Enero 100 50 25 0 0 756.11 (610.05-937.14)
cocados Abril 100 50 25 17 0  593.55(416.59-845.67)
Julio 100 42 25 8 0  636.19 (474.68-852.65)
Compuesto . 500 250 125 62.5 -
: Magnoflorina
activo 96 63 21 0 199.33 (136.40-291.31)
%ICM
RPMI +
Cont;gles hongo 0 0 0 0 0 -
negatves  pmsos®w 0 0 0 o0 o0 -

Controles Procloraz 5% 100 100 100 100 100 -
positivos DMSO 40% 100 100 100 100 100 -

Limites de concentracion calculados a un nivel de confianza del 95% mediante el modelo Probit, en Excel.
Las ultimas cuatro filas corresponden a los controles.
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Figura. 3.10. Efecto antifingico de los extractos etandlicos crudos, acuosos de C. chichenensis'y
magnoflorina contra F. oxysporum, observados en el microscopio a 5x.
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3.5.2 Corynespora cassiicola

Los EECs y EAs a 2,000 ug/mL inhibieron completamente a C. cassiicola. Los EECs de las
colectas de enero y julio presentaron los ICsp mas bajas de 519.33 y 528.72 ug/mL. Los EAs
mostraron efectividad similar en las colectas de octubre y abril con Clsy de 583.48 pg/mL,
mientras que enero presentd un Clspde 552.33 pg/mL, la mas baja. La magnoflorina es efectiva

contra C. cassiicola a 500 pg/mL con Clso de 201.19 pg/mL (Cuadro 3.8, Figura 3.11).

Cuadro 3.8. Inhibicion de Crecimiento Micelial (%ICM) y Concentraciones Inhibitorias Medias (Clso) de
extractos de raiz de C. chichenensis y del alcaloide magnoflorina contra C. cassiicola.

Mes de Concentraciones pg/mL y % ICM Concentracion Letal
colecta .
Media (CLso) pg/mL
2000 1000 500 250
Octubre 100 67 42 8 557.92 (395.96-786.11)
;’;:iﬁé%ss Enero 100 75 33 17 519.33 (370.88-727.19)
crudos Abril 100 67 50 8 542.64 (390.29-754.45)
Julio 100 75 50 8 528.72 (371.66-752.14)
2000 1000 500 250
Octubre 100 67 33 8 583.48 (426.06-799.05)
iﬁ:ig?: Enero 100 75 33 8 552.33 (394.36-773.59)
secados Abril 100 67 33 8 583.48 (433.31-785.68)
Julio 100 67 25 8 607.35 (445.00-828.91
Compuesto ) 500 250 125  62.5
: Magnoflorina
activo 100 67 8 0 201.19 (151.14-219.35)
%ICM
Controles RPMI + hongo 0 0 0 0 -
negativos DMSO 5% 0 0 0 0 -

Controles Procloraz 5% 100 100 100 100 -
positivos DMSO 40% 100 100 100 100 -

Limites de concentracion calculados a un nivel de confianza del 95% mediante el modelo Probit, en Excel.
Las ultimas cuatro filas corresponden a los controles.
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Figura 3.11. Efecto antifungico de los extractos etandlicos crudos, acuosos de C. chichenensis y
magnoflorina contra C. cassiicola, observados en el microscopio a 5x.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

La biodiversidad que posee la peninsula de Yucatan, asi como las diferentes condiciones
climaticas del afio, inciden en las propiedades biolégicas y en el metabolismo quimico de cada
especie. En particular, Croton chichenensis es una de las especies cuasi-endémicas reportadas
para el género Croton en la peninsula de Yucatan (Carnevalli et al., 2021), de la cual se ha
confirmado en varios estudios que posee efecto antifungico. El extracto etandlico de sus raices
inhibid, entre el 62 al 83%, el crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos A. tagetica ATTC
53771, C. gloeosporioides CICY002, F. oxysporum CICY003 y Rhizopus sp. a la concentracion
de 2 mg/disco en el bioensayo de disco (Gamboa-Angulo et al., 2008); la subfraccién metandlica, obtenida a
partir del extracto etandlico, inhibié, entre el 75 al 100%, el crecimiento micelial de los hongos A. chrysanthemi
CICY004, C. gloeosporiodes CICY002 y F. oxysporum CICY003, ala concentracién de 125 a 500 ug/mL
en microdilucién (Concha-Franco, 2020); también, el extracto acuoso de las raices inhibi6 el
crecimiento micelial de A. alternata ITC24, C. cassiicola ITC23, C. ITC22 y F. equiseti ITC32 al
100% a la concentracién del 3% (p/v) (Moo-Koh et al., 2022). En el presente estudio, se confirmé
la actividad antifungica de C. chichenensis, utilizando los EEC y los EA de las raices, de las

cuatro colectas estacionales contra C. cassiicola ITC23 y F. oxysporum FCHJ.

La presencia de magnoflorina se ha reportado en cinco especies del género Croton. A partir del
extracto etandlico de la corteza de C. heliotropiifolius (Queiroz et al., 2014), del extracto
metandlico de la corteza de C. urucurana (Cordeiro et al., 2016), Croton wilsonii (Stuart et al.,
1967). A partir del extracto metandlico de las hojas de C. lechleri (Lock et al., 2004) y del extracto
metandlico de las hojas de C. xalapensis (Arevalo et al., 2009), la cuantificacion de magnoflorina
por CLAR se reporta para C. lechleri y C. xalapensis con un contenido de 2.47 y 139.58 mg/g
peso seco de material vegetal, respectivamente, cuantificado por CLAR (Arevalo et al., 2009;
Milanowski et al., 2002).

La magnoflorina se aislé y se reportd por primera vez de la corteza de Magnolia grandiflora
(Magnoliaceae) (Nakano-Tatsuchiko, 1954), en su forma alfa en el H de la posicién 62. La 3-
magnoflorina fue reportada por primera vez de las partes aéreas de Clematis parviloba,
(Ranunculaceae) junto con a-magnoflorina (Chen et al., 2009), aunque, la forma alfa, es la que
se suele encontrar con frecuencia en las plantas (Arevalo et al., 2009; Hung et al., 2007; Mori et
al., 1994). Por otra parte, la laurifolina es isémero de la magnoflorina, por el hidroxilo en posicion

9 (Figura 4.1), aunque estructuralmente similares, su actividad bioldgica y propiedades pueden
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diferir. La presencia de laurifolina y magnoflorina juntas se ha detectado en las raices de
Menispermum dauricum, Sinomenium acutum y Sinomenii cauli, pertenecientes a la familia
Menispermaceae (Jiang et al., 2019; Sun et al., 2014; Shan et al., 2018). En el género Croton no
se encontraron reportes de laurifolina.

Figura 4.1. Estructura de a- y -magnoflorina y del isémero laurifolina.

&

a-Magnoflorina B-Magnoflorina Laurifolina

La magnoflorina es un alcaloide polar, soluble en agua y disolventes polares como metanol y
etanol; estable en medio acido y neutro, tal como en medio basico (Dostal, 2000), lo que dificulta
su extraccion del medio acuoso. Sin embargo, su solubilidad en n-butanol permite aislarla de la
matriz principal mediante extraccion acido-base y subsecuente aislamiento mediante técnicas
cromatograficas. De esta forma, la purificacion de magnoflorina a partir de la fraccion butandlica
basica del extracto etandlico crudo de C. chichenensis (raiz), colectada en 2014-2016, tuvo un
rendimiento del 0.0035% respecto del material vegetal inicial, no obstante, de la cuantificacion
se obtuvieron cantidades similares a las reportadas en C. lechleri (Milanowski et al., 2002).
Ademas, se demostré que el material almacenado por 6-8 afios mantuvo el contenido de

magnoflorina.

Con la cuantificacién del contenido de magnoflorina de colectas trimestrales, el mayor contenido
se observo en los meses de enero y julio en los EEDs y en los meses de octubre y enero en los
EAs, siendo mayor el contenido en los extractos etandlicos. Los extractos etandlicos y acuosos
de las colectas mostraron actividad contra los dos fitopatégenos evaluados, la colecta de abril
tuvo menor Clsg contra F. oxysporum y la colecta de enero contra C. cassiicola. Contra ambos
fitopatdégenos, la magnoflorina mostré una menor 1Cso con respecto a los extractos. En este
estudio se confirmd que la magnoflorina es el principio activo de la raiz de C. chichenesis contra
C. cassiicola ITC23 y F. oxysporum FCHJ, siendo por primera vez reportado de un extracto

acuoso. La variacion estacional de los alcaloides galanthamina y licorina a partir de los extractos
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metandlicos de los bulbos y hojas de la planta Leucojum aestivum L. (Amaryllidacea) colectada
mensualmente, se determino por CLAR (Demir et al., 2022). El mayor contenido de galanthamina
se reportd en el mes de abril en el bulbo (29.53 mg/g) y en las hojas (10.37 mg/g). La mayor
cantidad de licorina también se tuvo en el mes de abril, tanto en el bulbo como en las hojas, con
26.17 y 15.80 mg/g, respectivamente (Demir et al., 2022). En otros estudios, se ha reportado la
cuantificacion del contenido de magnoflorina en varias muestras de suplementos alimenticios de
la raiz de Caullophyllum thalictroides (Berberidaceae), en forma de polvo (0.36 + 0.08% (p/p:
peso/peso); mg/100 mg de material vegetal seco) y en disolucién (0.194 + 0.37 - 3.253 £+ 0.11
mg/mL), utilizando CLAR (Avula et al., 2011). También se ha cuantificado magnoflorina mediante
CLAR de las semillas de Zizyphus jujuba var. Spinosa, y Zizyphus Mauritania (Rhamnaceae); se
analizaron varias muestras y el contenido promedio encontrado fue de 0.1560 + 0.0338% y
0.0553 + 0.0163%, a partir de peso de semilla seca, respectivamente (Kim et al., 2014). Con lo
anterior, se ilustra la efectividad de la técnica CLAR en la cuantificacion de compuestos

alcaloidales en diferentes muestras.

En cuanto a sus propiedades antifungicas, la B-magnoflorina afecta a Penicillium avellaneum y a
P. oryzae, donde las concentraciones inhibitorias minimas fueron de 10 y 100 pug/disco
respectivamente; y de 5 ug/disco de a-magnoflorina contra P. avellaneum, pero inefectiva contra
P. oryzae, ambos compuestos aislados de las partes aéreas de Clemtatis parviloba (Chen et al.,
2009). La a-magnoflorina (50 pg/mL) afecté hasta un 55.91 + 7.17% la actividad de la a-
glucosidasa en Candida albicans KTCC7965, enzima necesaria para el funcionamiento del
hongo; en otro estudio se reportd la a-magnoflorina contra Tricophytum rubrum ATCC 28188 y
T. mentagrophytes ATCC 9533, con concentraciones inhibitorias minimas de 62.5 pg/mL, aislada
de la planta Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae) (Kim et al., 2018; Luo et al., 2020); en
estos reportes, se tratan de hongos que afectan la salud humana; en cambio, resalta la ausencia

de reportes contra hongos fitopatégenos.

Entre otras actividades de la magnoflorina, se encuentra su propiedad antiinflamatoria,
demostrando potencial para el tratamiento de la artritis reumatoide a la concentracion de 100 y
150 umol/L para inhibir el factor inflamatorio y el 6xido nitrico; y el dengue, a la concentracion de
25 mg/Kg de peso corporal en ratéon administrado 3-4 veces al dia (Mu et al., 2024; Suckla et al.,
2020). Es un posible agente anticonvulsivo, ya que, por su estructura quimica, puede unirse a
receptores GABA, a la concentracion de 1.04 uM extracelular y 18.3 uM transmembranal (Alvarez

et al., 2024). Tiene actividad neuroprotectora en las células del hipocampo a la concentracion de
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10 y 20 mg/Kg peso corporal en ratdn; y para el tratamiento del Alzheimer se requiere 10 uM en
células PC12 (Szalak et al., 2023; Zhong et al., 2024). También es candidata para el tratamiento
del cancer de mama, con actividad citotdxica, Clso = 23.74 uyM en células MCF-7; y actividad
citotdxica contra cancer de pulmoén con Clsg = 189.65 + 48.97 pg/mL en células NCI-H1299, y en
células A549 con Clso = 296.7 £ 51.23 (Tian et al., 2024; Okon et al., 2020).

Por otra parte, se evalué la toxicidad de los extractos etandlico y acuoso de la raiz de C.
chichenensis en un organismo benéfico, ya que las plantas también producen metabolitos
altamente téxicos (Ferraz et al., 2022; Jesus-Aviles et al., 2022). El ensayo de toxicidad en
lombrices de tierra (E. fetida) consiste en exponer a estos organismos en contacto directo con
las muestras a evaluar, previamente embebidas en papel filtro para detectar sustancias toxicas,
segun la OECD (1984). Se evalu¢ el extracto etandlico crudo (EEC) y acuoso (EA) de la raiz de
C. chichenensis contra E. fetida, determinando la CLso del EEC a 45.87 ug/cm?(35.48 - 59.30) y
el EA al 6% fue inocuo a la lombriz de tierra. Comparado con la actividad del extracto acuoso de
las hojas de la planta Alseis yucatenensis, tiene efecto ecotoxico, con CLsy 2.80% p/v (Aviles-
Gomez et al.,, 2022). Las Clso de los extractos etandlicos crudos de las colectas contra F.
oxysporum 'y C. cassiicola estuvieron por debajo de este valor, por lo que no representaria un
riesgo para las lombrices. Sin embargo, es importante realizar otras pruebas para mayor

seguridad.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

5.1.1. El alcaloide cuaternario magnoflorina que se purificé del EEC de la raiz de C. chichenensis
esta presente en muy buena cantidad, recuperandose un 15.8% del alcaloide respecto del
extracto subfraccionado; con respecto al material vegetal seco y molido utilizado representa el
0.0035%.

5.1.2. El alcaloide magnoflorina aislado es uno de los principios activos de C. chichenensis, ya
que inhibiod el crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos F. oxysporum y C. cassiicola, y

ambas cepas mostraron similar sensibilidad al metabolito.

5.1.3. El fitopatégeno F. oxysporum FCHJ, mostré mayor sensibilidad a los extractos etandlicos
crudos (EEC) de la raiz de C. chichenensis, la colecta de abril tuvo Clso mas baja. Mientras que
C. cassiicola ITC23 tendié a mostrar sensibilidad tanto a los extractos etandlicos crudos (EEC) y

acuosos (EAs), siendo los extractos del mes de enero con menor Cls.

5.1.4. Los EEC y acuosos de la raiz de C. chichenensis son inocuos a la lombriz de tierra Eisenia
fetida.

5.1.5. La magnoflorina es insoluble en AOEt, por tanto, el desengrasado del material vegetal con
este disolvente y posterior extraccién con etanol, fue efectivo para obtener muestras de menor
complejidad para la cuantificacién de magnoflorina en las colectas estacionales, denominadas

extracto etandlico desengrasado (EED).

5.1.6. El método Magno-02 (TEA-MeOH; TEA = trietanolamina), MeOH en polaridad ascendente,
fue un método muy eficiente en la separacion del alcaloide magnoflorina con cafeina como
estandar interno para la cuantificacién de magnoflorina en las colectas estacionales, pues se tuvo

un alto rendimiento.

5.1.7. La magnoflorina se biosintetiza todo el ano, pues se detectd en todas las colectas, tanto
en los extractos etandlicos desengrasados (EED) asi como en los extractos acuosos (EAs).
5.1.8. Se concluye que los meses mas convenientes para colectar raiz de C. chichenensis son

enero y julio, en los que se registré mayor contenido de magnoflorina.
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5.2. PERSPECTIVAS

5.2.1. Se recomienda purificar e identificar los alcaloides minoritarios que se observaron en los

EED y acuosos.

5.2.2. Evaluar la actividad de magnoflorina contra otros hongos fitopatégenos para conocer su

espectro de accion.

5.2.3. Estudiar la presencia de magnoflorina en plantas de C. chichenensis cultivadas in situ, asi
como la actividad bioldgica de los extractos, de esta manera, determinar su viabilidad en cultivo,

considerando a futuro desarrollar un biofungicida con los extractos.

5.2.4. Se recomienda realizar prueba de actividad ecotdxica de la magnoflorina aislada contra E.
fetida (organismo benéfico). Ademas, evaluar la actividad ecotéxica del extracto etandlico de C.
chichenensis contra E. fetida, en campo, si es posible; también probar con otros modelos de

organismos benéficos.

5.2.5. Finalmente, también se sugiere confirmar o descartar la posibilidad de la variante (-
magnoflorina, ademas de la forma a, y la presencia de laurifolina en los extractos de C.

chichenensis.
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