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INTRODUCCION

El aguacate es el segundo producto agroalimentario mas exportado de México, representando un
mercado de 2,742 millones de ddlares!. Existe una gran diversidad de hongos patégenos que causan
enfermedades y que afectan la calidad y cantidad de la cosecha en este cultivo, tales como la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides), la rofia (Sphaceloma persea), la tristeza del aguacate (Phytopthora
cinnamomi), etc. Para el manejo de estas enfermedades se realizan en conjunto diferentes practicas
culturales y un control quimico. Una alternativa al uso de fungicidas sintéticos, es la implementacion de

un control organico.

Actualmente, los extractos vegetales de Reynutria sp. y Larrea tridentata son usados en el cultivo de
aguacate para el manejo de la antracnosis?. La gran diversidad de plantas en México nos ofrece una
importante fuente de compuestos bioactivos para la obtencidn de potenciales fungicidas naturales que

fortalezcan el control organico de las enfermedades en el cultivo de aguacate.

Dentro de las especies vegetales empleadas en la medicina tradicional mexicana destacan las especies
arbdreas multipropdsito Enterolobium cyclocarpum, Amphipterygium adstringens y Prosopis juliflora por
su potencial antimicrobiano. Esta propiedad biolégica puede ser usada de guia para la busqueda de

compuestos que inhiban el crecimiento de hongos fitopatégenos.

Enterolobium cyclocarpum (Jacg.) Griseb. es un arbol caducifolio, cominmente conocido como parota,
pertenece a la familia Leguminosae y llega a medir hasta 30 m de altura. Esta especie nativa de México se
distribuye en la vertiente del Golfo desde el sur de Tamaulipas hasta Yucatan y en la vertiente del Pacifico
desde Sinaloa hasta Chiapas. Su madera es utilizada para lefia y construccién, mientras que sus frutos son
aprovechados como alimento para el ganado. El exudado y su corteza son los mas utilizados en la medicina
tradicional (Fig. 1). La corteza se usa en infusiones para tratar el salpullido y el exudado del tronco se
emplea como remedio para la bronquitis y el resfriado, mientras que los frutos verdes se utilizan para la
diarread. En estudios in vitro, el extracto etandlico de corteza inhibid el crecimiento del hongo
polirresistente Scytalidium dimidiatum y a través de un fraccionamiento biodirigido se demostré que las
saponinas triterpénicas son las responsables de esta actividad®. Pero también se ha reportado la presencia
de saponinas triterpénicas en las hojas® y la goma junto con taninos®. A partir del extracto acuoso del
duramen con efecto insecticida se aislé el d-(+)-pinitol” y se identificaron el D-limoneno, terpineol y

eugenol®.
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Figura 1. Usos medicinales, actividades bioldgicas y metabolitos secundarios identificados en
Enterolobium cyclocarpum.

Por otro lado, Amphipterygium adstringens Schltdl. (Anacardiaceae) es un arbol dioico que se encuentra
en el bosque tropical caducifolio. Sus nombres comunes son cuachalalate o palo de rosa, su raiz y corteza
han tenido diversos usos medicinales (Fig. 2), asi como antiinflamatorio, antiséptico, antibidtico,
cicatrizante, y para el tratamiento del cadncer estomacal e intestinal®. Diversos ensayos bioldgicos in vivo
han corroborado el efecto antiinflamatorio y gastroprotector del extracto metandlico de la corteza'®!! y
se han aislado algunos compuestos en las fracciones activas, asi como el acido 3-hidroximasticadiendnico,
el 4cido 3-epi-oleandlico y el B-sitosterol2. Adicionalmente, se ha reportado la actividad anti-Helicobacter
pylori de una mezcla de acidos anacérdicos aislados también de la corteza®®. El extracto metandlico de la

corteza también mostrd actividad antifingica contra Fusarium verticillioides y Aspergillus niger'*. En el

extracto del duramen también se ha reportado la presencia de saponinas esteroidales®.

Acido Actividad
3-epi-oleandlico antiinflamatoria y

Antiinflamatorio 5 sRostes] L
antiséptico,
antibidtico, -
cicatrizante N b Acido . Actividad

anacardico antibacteriana

Tratamiento del 5 .
: t | Saponinas Actividad
Fod B il s : esteroidales antiftingica
e intestinal =

Cuachalalate 0 palo de rosa
(Amphipterygium adstringens)

Figura 2. Usos medicinales, actividades bioldgicas y metabolitos secundarios identificados en
Amphipterygium adstringens.




El mezquite (Prosopis juliflora Sw. DC.) pertenece a la familia Leguminoseae y tiene habito arbdreo bajo
condiciones favorables de humedad, pero también puede desarrollarse en condiciones de aridez extrema
de forma arbustiva. Todas las partes de este arbol espinoso pueden ser aprovechadas por los animales y
el ser humano en algunas comunidades, siendo una especie importante desde el punto de vista ecolégico
y social (Fig. 3). Sus vainas son utilizadas para la elaboracién de harinas para consumo humano debido a
su alto contenido de proteina, pero también se utilizan junto con las hojas para alimentar cerdos. El néctar
de sus flores es utilizado por algunos apicultores para la produccién de miel'®. Pero varias partes de esta
especie también han sido utilizadas para curar algunos padecimientos, asi como las flores, la corteza, las
hojas y la resina para afecciones en los ojos, antihelmintico, desinfectar heridas y vomitivo. La actividad
antimicrobiana de los extractos de esta especie ha sido ampliamente evaluada. Los extractos de hojas del
mezquite (MeOH, An y acuosos) han inhibido el crecimiento in vitro o in vivo de varios hongos
fitopatdgenos, tales como Colletotrichum musae'’, C. gloeosporioides®, Macrophomina phaseolina y
Rhizoctonia solani*®, Phaeoisariopsis personata y Puccinia arachidis®® y Fusarium verticillioides?'. Los
alcaloides de las hojas son los responsables de la actividad antiflingica contra Alternaria alternata??, pero
también extractos ricos en alcaloides provenientes de vainas®® y flores?® presentaron actividad
antibacteriana contra bacterias gran positivas y negativas. Ademas de alcaloides piperidinicos, se han

identificado taninos en las raices®® y flavonoides en la corteza?®.
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Figura 3. Usos medicinales, actividades bioldgicas y metabolitos secundarios identificados en Prosopis
juliflora.




OBIJETIVO

Llevar a cabo un estudio de bioprospeccion de plantas medicinales distribuidas en el Estado de Jalisco
para la obtencion de compuestos bioactivos que inhiban el crecimiento de Sphaceloma perseae Jenk. y

hongos aislados de frutos de aguacate.

METODOLOGIA

Todas las especies contempladas para este proyecto se colectaron en el estado de Jalisco (Fig. 4), guiados
por los reportes previos. Se colectaron hojas de P. juliflora, corteza de E. cyclocarpum y ramas de A.

adstringens.

9 En@olobium cyclocarp...

9 Amphipterygium adstringens
9 Enterolobium cyclocarpum

Prosopis juliflora

Figura 4. Distribucion geografica de las especies vegetales colectadas en el Estado de Jalisco.

Se obtuvieron extractos acuosos de las dos especies productoras de saponinas (E. cyclocarpum y A.

adstringens) y un extracto etandlico de P. juliflora (Fig. 5).

Los hongos se aislaron de frutos de aguacate provenientes de huertas de Urupan, Michoacan, México y
se realizd la identificacion molecular amplificando la region de los espaciadores internos transcritos de
hongos usando los oligonucleétidos ITS1-ITS4. Posteriormente se evalud la actividad antifingica contra

estos hongos y la cepa ATCC11190 de S. perseae por el método de difusion en disco (Fig. 5).
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Figura 5. Estrategia metodoldgica para el aislamiento de compuestos antifingicos.

RESULTADOS

Los hongos aislados se identificaron como Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium cladosporioides,

Cytospora sp. y Epicoccum sorghinum (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividades bioldgicas y compuestos producidos por las especies vegetales
estudiadas y hongos fitopatogenos aislados en este estudio.

Especie

Actividad antimicrobiana

Microorganismos
evaluados en este

estudio

Compuestos evaluados
en este estudio

Amphipterygium
adstringens

(Cuachalalate)

Helicobacter pylori*®

Fusarium verticillioides y
Aspergillus niger'*

Enterolobium Scytalidium dimidiatum*

cyclocarpum

(Parota)

Prosopis juliflora | Colletotrichum musae®’, C.
) gloeosporioides*®,

(Mezquite)

Macrophomina phaseolina
y Rhizoctonia solani*®

Phaeoisariopsis personata
y Puccinia arachidis®

Fusarium verticillioides®*

Alternaria alternata®

Sphaceloma
perseae
(ATCC11190)

Colletotrichum
gloeosporioides

Cladosporium
cladosporioides

Cytospora sp.

Epicoccum
sorghinum

Saponinas esteroidales

Saponinas triterpénicas

Alcaloides piperidinicos




El extracto crudo de hojas de mezquite inhibié el crecimiento de todos los hongos, mientras que el
extracto del cuachalalate fue selectivo contra C. gloeosporioides. El extracto de la parota sélo inhibié el
crecimiento de 4 hongos: C. cladosporioides, C. gloeosporioides, E. sorghinum y Cytospora sp. En la figura
6 se muestra una imagen representativa de los halos de inhibicién del crecimiento de C. gloeosporioides

con extractos de cada una de las especies.
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Figura 6. Actividad antifliingica de extractos acuoso de corteza de Enterolobium cyclocarpum (a),
etandlico de hojas de Prosopis juliflora (b) y acuoso de ramas de Amphipterygium adstringens (c).

Se evalué la actividad hemolitica de los extractos acuosos de E. cyclocarpum y A. adstringens como un

método para detectar la presencia de saponinas durante el fraccionamiento quimico.

Los extractos de hojas y corteza de las E. cyclocarpum causaron hemdlisis de los eritrocitos a 100 mg mL
! desde las 24 horas de incubacién (Figura 7A y 7B). La actividad hemolitica incrementé con la
concentracion de los extractos y con el tiempo de incubacion, obteniéndose halo de hemdlisis mas

grandes a las 48 h.

Por otro lado, el extracto acuoso de A. adstringens sélo presento actividad hemolitica a una concentracion
mas alta (500 mg mL?) después de 24 h de incubacién, lo cual puede deberse al tipo de saponina
(esteroidal) o a la concentracidon de estos compuestos en el extracto. Con este extracto también se

observé un incremento en el halo de hemdlisis con el tiempo de incubacién (Figura 7C).

o
o

=

=]

w
o

#24h #48h

~
(=}

=
o

Radio del halo (mm)
o
o

500

Concentracién mg/mL
1 IEHA ®ERA #ECA
Figura 7. Actividad hemolitica de los extractos acuosos de hojas (EHA) y corteza (ECA) de E.

Concentracidn mg/mL

cyclocarpum, y ramas (ARA) de A. adstringens. A) Halos de hemdlisis producidos por ECA, B)
Radio del halo de hemdlisis (mm) de EHA y ECA después de 24 h de incubacidn, C) Radio del
halo de hemdlisis de ARA después de 24 y 48 h.




El aislamiento de los compuestos bioactivos de los extractos que presentaron actividad antifungica se
realizé mediante un fraccionamiento biodirigido, por lo que en cada paso se evalud la actividad

antifungica y hemolitica de las fracciones.

En las especies vegetales A. adstringens y E. cyclocarpum se ha reportado la presencia de saponinas
esteroidales y triterpénicas, respectivamente. Debido a que sus extractos acuosos presentaron actividad
antifungica y hemolitica, se realizé una particidn con butanol para obtener fracciones enriquecidas con
saponinas. Con respecto al extracto de P. juliflora, se obtuvo la fraccién alcaloidal después de una

extraccién acido/base.

Estas fracciones también presentaron actividad antifungica, por lo que actualmente se esta realizando la

purificacion de los compuestos de estas fracciones bioactivas.

CONCLUSION

En las pruebas in vitro se obtuvo que los extractos de parota, cuachalalate y mezquite tienen un alto
potencial antifungico y pueden ser considerados como una alternativa para el control bioldgico de hongos
fitopatdgenos. En un primer fraccionamiento, las fracciones ricas en saponinas y alcaloides conservan la
actividad antifungica de los extractos. Aun se requieren mas estudios a nivel in vivo para evaluar la
efectividad de los extractos y poder establecer la dosis de aplicacidn. Y con base en estos resultados, estos
extractos podrian ser usados como parte del manejo integrado de enfermedades durante la produccién
convencional de los cultivos. Hay otros dos puntos que es importante resaltar; el primero de ellos es que
se debe tomar en cuenta el método de extraccidn y procesamientos de los extractos; el segundo punto
es la obtencion del material vegetal sin alterar la poblacidn de arboles y sin dafiar severamente el arbol al
obtener su corteza u otras partes, asi como la fecha y sitio de colecta de este material vegetal debido a

las variaciones en el contenido de los compuestos bioactivos dependiendo de los factores ambientales.
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