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RESUMEN

En la produccion de alimentos para el hombre y sus animales domésticos se pierden
grandes volimenes de granos, pues el desconocimiento y el uso inadecuado de las
técnicas de conservacion, favorece el ataque de insectos, hongos y roedores; estas
plagas deterioran la calidad nutricional y sanitaria del grano, el poder germinativo de
las semillas y en general el valor econémico de los productos agricolas almacenados.
Los hongos contaminantes de granos pueden producir toxinas que imposibilitan su
consumo, como es el caso de Aspergillus flavus Link que produce aflatoxinas muy
toxicas. A pesar de los riesgos que para la salud humana y animal representan los
hongos contaminantes, existen pocos fungicidas quimicos autorizados para su
combate, lo cual en particular justifica la busqueda de nuevas opciones para la
proteccion de granos y semillas. En efecto, los extractos vegetales pueden ser la
fuente de nuevos plaguicidas para el control de hongos de almacén, con beneficio
ecoldégico ya que son productos renovables y biodegradables. La diversidad de la
flora mexicana es una fuente rica de nuevas sustancias para el control de los hongos
contaminantes; asi, se encontré6 que plantas de las familias Asteraceac y Rutaceae
contienen metabolitos secundarios con actividad antifingica sobre Aspergillus flavus,
dos de los cuales fueron caracterizados quimicamente. El objetivo de este trabajo fue
determinar la actividad antifiingica sobre 4. flavus de las plantas Casimiroa pringlei
(S. Watson) Engl., Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk., Chrysactinia mexicana A.
Gray y Heliopsis longipes (A. Gray) Blake, asi como aislar y determinar la estructura
de al menos un compuesto con esta actividad. Se prepararon extractos crudos de las

plantas, para elegir el mejor método de obtencién de los principios quimicos



antifiingicos. A los extractos, fracciones y compuestos aislados se les determin6 su
actividad antifiingica por la técnica de pozo en agar Czapek, en comparacion con el
tratamiento testigo consistente en el vehiculo utilizado, al igual que su concentracion
minima fungicida (CMF) por el método de dilucion en medio liquido. Las especies
vegetales y 1a etapa fenologica de obtencion, fueron seleccionadas de acuerdo con un
estudio preliminar, en el cual también se determiné que el extracto hexanico present6d
la mayor actividad antifiingica. En los extractos activos se encontraron esteroles,
catequinas y cumarinas en C. pringlei (CMF 59.37 pg/mlL); esteroles y cumarinas en
D. bicolor (CMF 12.5 pg/ml); esteroles, terpenos y catequinas en C. mexicana (CMF
21.87 pg/ml); y esteroles y terpenos en H. longipes (CMF 15.62 ng/mL). El extracto
hexanico de C. pringlei se fraccioné por cromatografia en columna, con silice 60, y el
sistema hexano/acetato de etilo. A las fracciones activas se les realizo una segunda
cromatografia en columna con el sistema cloroformo/acetato de etilo. La fraccion
activa se purificd por HPLC y sus compuestos se separaron por cromatografia en capa
preparativa con el sistema hexano/acetato de etilo 75/25, pero se encontré6 que
después de este procedimiento ya no se manifestaba su actividad antifingica. Por
arrastre de vapor se obtuvo el aceite esencial de las hojas frescas de C. mexicana
(CMF 1.25 mg/mL), en el cual se reconocieron 17 compuestos (95.84 %) por
cromatografia de gases/MS, los cuales se identificaron por medio de su comparacién
con estandares. Los tres compuestos mayoritarios fueron eucaliptol (41.3 %), acetato
de linalilo (9.08 %) y piperitona (37.74 %). El compuesto activo sobre 4. flavus fue la
piperitona (CMF 0.6 mg/mL). De D. bicolor se aisld la cumarina seselina, la cual fue

identificada por IR, Uv vis, espectroscopia de masas, 'HRMN, >CRMN, y difracciéon



de rayos X y se comprobd su actividad fungistatica sobre 4. flavus Link (CMI 31.25

pg/mL).



ABSTRACT

A considerable amount of grains employed for the fabrication of human and animal
food is lost along the production process due to inadequate and deficient conservation
techniques. The actions of insects, fungi and rodents have a negative impact on the
sanitary and nutritional quality of the grain as well as on the germination capacity of
the seeds, leading to a lower economical value of stocked agricultural products. Fungi
produce toxins that turn the grains not viable for nutritional purposes, as it is the case
of Aspergillus flavus Link, which produces very toxic aflatoxins. Despite the health
risks that contaminant fungi represent for human and animals, few chemical
fungicides have been approved for use in grains, which justifies the search for new
products that allow the protection of grains and seeds. Vegetal extracts could be the
source of new pesticides destined to control fungi, given that they provide, in
addition, the ecological advantage of being biodegradable and renewable. The
diversity of Mexican flora provides a wide supply for the search of new substances,
as it as been the case of plants from the Asteraceae and Rutaceae families, which
contain chemically characterized secondary metabolites with antifungic activity over
Aspergillus flavus. The purpose of this study was to determine the antifungic activity
of the following plants over A. flavus: Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl.,
Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk., Chrysactinia mexicana A. Gray y Heliopsis
longipes (A. Gray) Blake, as well as the isolation and determination of the chemical
structure of at least one of the compounds responsible of such antifungic activity.
First, raw extracts were prepared 1n order to choose the best methodology to obtain
antifungic compounds. Extracts, fractions and compounds were tested for antifungic
activity by means of the technique of Czapek agar well and compared with vehicle
controls. The minimal fungicidal concentration (MFC) was determined through the
method of liquid dilution. According to a preliminary study that showed the higher
antifungic activity of the hexanic extract, we selected the vegetal species and the
phenolic obtention step. The active extracts contained sterols, catechin and cumarins
in C. pringlei (MFC 59.37 ng/mL); sterols and cumarins in D. bicolor (MFC 12.5
pg/mL); sterols, terpens and cumarins in C. mexicana (MFC 21.87 ug/mL) and



sterols and terpens in A longipes (MFC 15.62 ug/mL). The hexanic extract of C.
pringlei was fractionated by means of column chromatography in silica 60 and the
solvents hexane/ethyl acetate. The active fractions were subsequently passed through
a second column using chloroform/ ethyl acetate. The active fraction was purified by
means of HPLC and its components were separated through preparative layer
chromatography with the system hexane/ethyl acetate 75:25. However, after this
separation procedure, its activity was not apparent. Essential oil from fresh leaves of
C. mexicana (MFC 1.25 mg/mL) was extracted by steam distillation and its analysis
by means of gas chromatography/mass spectroscopy leads to the identification of 17
compounds. The substances that showed higher concentrations were eucalyptol
(41.3%), lynalil acetate (9.08%) and piperitone (37.74%). The active compound
against 4. flavus was piperitone (MFC 0.6 mg/mL). The cumarins seselin was
isolated from D. bicolor, which was identified through IR, UV wvis, mass
spectroscopy, 'HRMN, "CRMN and X ray diffraction and its antifungic activity
against 4. flavus was verified (MFC 31.25 ug/mL).

F \o, YR UIRINRY SERVITES O ™NFORMACION

ARGCHIVO HISTORICO



1. INTRODUCCION

Una de las preocupaciones mis apremiantes de los paises en vias de desarrolio
es la produccion insuficiente de alimentos bésicos como son los cereales y otros
granos. La disponibilidad de granos depende de una serie de factores entre los que se
encuentran las pérdidas ocasionadas por las plagas, desde el cultivo hasta el almacén.
En México se estima que se pierde del 25 % al 30 % de todos los granos cosechados a
causa de insectos, roedores y hongos.

La mayor parte de la producciéon de granos basicos es obtenida por pequefios
productores quienes almacenan en forma nistica su cosecha; como estos almacenes
no redinen las medidas sanitarias minimas, las infestaciones por insectos y las
infecciones causadas por hongos pueden llegar a ser masivas y ocasionalmente causar
la pérdida total de la cosecha.

Los hongos causan ennegrecimiento de los granos y semillas, afectan su poder
germinativo, su calidad nutricional y sanitaria, asi como su valor econdémico. La
infeccién puede iniciarse en ¢l campo donde causa enfermedades a las plantas, y ser
transportada al almacén y transmitida de un ciclo agricola a otro por las semillas.
Ademas del dafio directo que ocasionan, algunas especies de hongos producen
micotoxinas que aun en pequefias cantidades son téxicas para los humanos y para
animales de importancia econdmica.

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por Aspergillus flavus, son
carcinogénicas, dafian principalmente el higado, se acumulan en diversos 6érganos y
se eliminan en todas las secreciones. Por ello, es también importante el control

sanitario de los animales productores de carne y leche alimentados con granos



infectados. En México no se tienen datos precisos sobre la magnitud del problema,
pero en 1991 fue necesario destruir 440 000 t de la produccidén de maiz del estado de
Tamaulipas por contaminacién con aflatoxinas.

La presencia de aflatoxinas como contaminante del maiz es un reto que impone
revisar los métodos empleados en su control y encontrar procesos que eviten el
contagio de los alimentos. La presencia de aflatoxinas puede ser reducida con mejoras
en las practicas agricolas, como la utilizacién de semillas mejoradas y mejores
sistemas de almacenamiento o de procesos de manufactura, como también con la
utilizacién de fumigantes quimicos sintéticos.

A pesar del impacto en la salud que representan las aflatoxinas para el hombre,
la diversidad de fungicidas autorizados para su control es muy limitada. Ademas, el
uso indiscriminado de fumigantes puede ocasionar la generacion de plagas
resistentes, su presencia es un factor de riesgo oncogénico. Por ello, es imprescindible
buscar otras opciones de control, alternativos a los actuales. Asi, para el control de
hongos fitopatogenos y de almacén, se ha intensificado la busqueda de opciones
como e] uso de extractos de plantas, aceites esenciales y otros metabolitos vegetales,
que resulten efectivas, no contaminantes para el ambiente y que representen menor
riesgo para la salud humana y animal. Las plantas de las familias Asteraceae y
Rutaceae contienen metabolitos secundarios con actividad fungicida sobre A. flavus
Link; por ello en este trabajo se estudiaron los extractos de Chrysactinia mexicana A
Gray, Heliopsis longipes (A Gray) Blake, Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl. y
Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk. y se identificaron dos compuestos con actividad

antifangica.



HIPOTESIS

Las especies Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl, Decatropis bicolor (Zucc.)
Radik., Chrysactinia mexicana A. Gray y Heliopsis longipes (A. Gray) Blake, al
presentar ciertas propiedades biocidas, pueden también ser antifiingicas sobre
Aspergillus flavus Link, y los compuestos responsables de dicha actividad pueden ser

aislados y caracterizados quimicamente.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antifiingico sobre Aspergillus flavus Link de las rutaceas
Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl. y Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk. y de las
asteraceas Chrysactinia mexicana A. Gray y Heliopsis longipes (A. Gray) Blake, asi
como, aislar y caracterizar estructuralmente al menos uno de los compuestos

responsables de dicha actividad.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar extractos crudos de Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl., Decatropis
bicolor (Zucc.) Radlk., Chrysactinia mexicana A. Gray y Heliopsis longipes (A.

Gray) Blake.

2. Fraccionar los extractos que manifiesten actividad antifingica por métodos

cromatograficos, principalmente por cromatografia en columna.

3. Evaluar la actividad antifingica sobre Aspergillus flavus Link, por el método de
difusiéon en agar y la técnica de pozo, de los extractos completos obtenidos de las
cuatro especies plantas en estudio, de las fracciones separadas y de los compuestos

purificados.

4. Purificar los metabolitos secundarios presentes en las fracciones activas, para aislar

por lo menos un compuesto con actividad antifingica.

5. Determinar la estructura del compuesto con actividad antifiingica por métodos
quimicos y espectroscOpicos, como son resonancia magnética nuclear, espectrometria

de masas y, en caso necesario, difraccion de rayos X.



2. ANTECEDENTES

El desarrollo de una sociedad se fundamenta en su capacidad para producir,
almacenar y distribuir alimentos. Los incrementos en la productividad de granos y
cereales trae como consecuencia la necesidad de almacenar estos productos para
lograr una oferta sostenida en épocas y regiones de mayor demanda (Gomez, 1995).

El rendimiento de las cosechas en todo el mundo se reduce por los efectos de
una gran diversidad de plagas de insectos, hongos, bacterias, arvenses, etc. Este
problema se agrava porque la mayoria de los pequefios productores carecen de
almacenes adecuados y donde guardan sus cosechas no se cuenta con las condiciones
minimas sanitarias; por ello las pérdidas pueden ser muy grandes (Gomez, 1995).

El siglo XX ha sido uno de los periodos mas importantes en la historia del
hombre; en este siglo Ia agricultura cambié desde una actividad tradicional a una
industrial basada en la ciencia y la tecnologia. La agricultura cientifica ha sido
responsable de la mayoria de las ganancias obtenidas en la produccion de alimentos.
Estas ganancias se¢ deben a la mejora del potencial genético de los cultivares, de las
practicas de manejo y de la capacidad de almacenar y proteger estas cosechas
(Goémez, 1995; Guo y col.,, 1994, 1996).

Desde la Segunda Guerra Mundial, los paises industrializados dependen cada
vez mas del uso de sustancias quimicas para proteger sus cosechas. El efecto
biolégico de los plaguicidas es rapido, pueden almacenarse y transportarse con
facilidad y se conservan por mucho tiempo. Sin embargo, tienen desventajas que se

hacen cada vez més evidentes, como son: dafio al ambiente, deterioro de la flora y



fauna silvestres, generacion de plagas resistentes y la contaminacién de suelos y
mantos acuiferos; ademas, por sus caracteristicas de bioacumulacién y movilidad a
través de las redes tréficas, algunos de estos plaguicidas pueden llegar al hombre y
causarle efectos adversos en su salud, que pueden manifestarse en forma aguda o
cronica, a mediano o largo plazo, como teratogénesis, carcinogénesis y esterilidad,
entre otros. En diversas ocasiones los plaguicidas son aplicados por operarios que
desconocen su manejo y esto puede ocasionarles intoxicaciones severas y la muerte

(Anénimo, 1998).

2.1 Almacenamiento de granos

La produccién de maiz en México al igual que en otros paises latinoamericanos,
se lleva a cabo en dos sistemas de explotacién agricola: el tradicional, del pequefio
productor con escasez de recursos econdmicos y tecnolégicos; y el tecnificado, de
productores con mejores recursos econdmicos. Es por ello que la problemética de la
poscosecha del maiz difiere considerablemente en la magnitud de las pérdidas, pero
no en cuanto a los factores que las provocan (Moreno, 1995).

La mayor parte de la produccién de maiz en México se lleva a cabo por los
productores de escasos recursos, y €l manejo que le dan al maiz en sus campos y
fincas, se refleja en la calidad del grano que se comercializa. Por ello, la
disponibilidad de granos depende no sélo de la produccién, sino también del manejo
poscosecha (Moreno, 1995). Las tecnologias de poscosecha empleadas por los
pequefios productores han permanecido précticamente sin evolucionar, lo que se
refleja en el uso de estructuras de almacenamiento poco apropiadas que facilitan el

deterioro de los granos y sus derivados (Schneider, 1995).



Las pérdidas poscosecha, tanto en su paturaleza como por la forma en que los
granos se manejan, son dificiles de determinar, por lo que s6lo existen estimaciones.
En México llegan a ser del 30 %, pero a nivel mundial la Organizacién para la
Alimentacion y la Agricultura de las Naciones Unidas (FAO) estima que se pierde
entre 5 y 10 % de todos los granos alimentarios cosechados. En América Latina las
pérdidas varfan de 25 a 50 %, en la India las pérdidas son de 30 % y en algunas
regiones del sureste de Africa hasta el 50 %. En Estados Unidos se estiman en 10 %,
4 % se pierde durante la cosecha y el 6 % durante el almacenamiento (Moreno, 1991;

Schneider, 1995; Gonzélez, 1995).

2.2 Factores involucrados en el deterioro de los granos

Las estructuras de almacenamiento strven para aislar y proteger las cosechas de
los agentes climaticos y bibticos que inciden en su deterioro (Moreno, 1995;
Schneider, 1995).

El contenido de humedad, la temperatura, los hongos, los insectos, las
impurezas presentes en la masa de granos, los dafios fisicos y los roedores son
factores que influyen en su conservaciéon durante el almacenamiento. De estos
factores, los principales que influyen en el deterioro de los granos son la temperatura
y ¢l contenido de humedad. En general mientras mas seco y frio sea el ambiente,
mejor se conserva el grano en ¢l almacén, y mayor serd el periodo que permanezca en

buenas condiciones (Ospina, 1995).



2.2,1 Humedad

La humedad es el factor mas importante en la conservacion de los granos, tanto
la del ambiente (humedad relativa) como el agua en los granos {(contenido de
humedad), ya que la disponibilidad de agua es determinante en ¢l desarrollo de los
insectos y de los hongos de almacén, asi como su efecto sobre los procesos
fisiolégicos de las semillas, de los que depende la pérdida de vigor y viabilidad
(Moreno, 1995, 1996; Schneider, 1995).

A humedades muy bajas, la actividad de los hongos de almacén es muy baja,
pues los hongos que pueden crecer a esas bajas humedades lo hacen muy lentamente
y sus efectos también son lentos y poco perceptibles, como es el caso de Aspergilius
halophilicus. Los hongos de almacén que mas dafio causan a los granos y semillas
requieren una actividad del agua superior a 0.75 %, lo cual corresponde a humedades
relativas superiores al 75 % y a contenidos de humedad del grano de maiz superiores
al 13 %. Entre estos hongos estan los miembros de los grupos Aspergillus glaucus y
Aspergillus flavus (Moreno y Gil, 1991).

La germinacion de las esporas ocurre a una humedad de 81 a 82 % y la
esporulacion del hongo a 83 %; conforme la humedad aumente, el crecimiento de A.

flavus aumenta drasticamente (Guzman, 1997).

2.2.2 Temperatura

La temperatura es de importancia en la conservacion de las cosechas, por su
efecto en el desarrollo de las poblaciones de insectos y de hongos. Estos ultimos
pueden crecer desde temperaturas muy bajas (0 °C) hasta las temperaturas que

resultan del calentamiento de los granos (45 °C). El desarrollo de los hongos a



temperaturas bajas es lento, incrementdndose a medida que la temperatura es mayor
{Moreno, 1995).

El incremento de la temperatura del grano almacenado se debe al metabolismo
de la propia semilla y de los insectos y hongos. El calentamiento del grano humedo
(mayor a 15 %) es originado por el metabolismo de las semillas y de los hongos y se
puede incrementar hasta 62,2 °C. Inicialmente A. glaucus eleva la temperatura hasta
35 0 40 °C, posteriormente 4. candidus y A. flavus la elevan hasta 55 °C, y provocan
un apelmazamiento del grano por el desarrollo del micelio durante semanas, en
dependencia del agua metabdlica, del agua de respiracién, de la acumulada por el
grano o de la transportada fuera del punto caliente, generalmente por los insectos
(Gonzilez, 1995).

En el lugar de almacenamiento es necesario tomar en cuenta la temperatura del
aire y del grano. En un clima muy frio, los insectos y hongos no crecen muy
rapidamente o no crecen del todo y las semillas no respiran en gran medida, por lo
que se retrasa su deterioro. En lugares cdlidos, los hongos, insectos y semillas
respiran mas rapido y causan un incremento de temperatura y humedad, lo cual puede
llegar al extremo de causar la descomposicion total. El contenido de humedad y
temperatura interactlan constantemente por lo que es necesario mantener el grano

seco y fresco (Schneider, 1995).

2.2.3 Tiempo
El factor tiempo también es importante en el deterioro de los granos por la
accion de los hongos y los insectos. A periodos largos de almacenamiento,

corresponde un mayor riesgo de dafio, lo cual es directamente proporcional al
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contenido de humedad y temperatura. Para determinar el periodo de almacenamiento
se requiere conocer con precision la humedad del grano y la del ambiente, asi como la
temperatura y condicion del grano y niveles de infestacion por insectos y
contaminacién por hongos. La humedad méxima para un almacenamiento seguro en
los cereales de importancia econdmica es de 13 % para un afio y 11 % para cinco

afios (Gonzalez, 1995).

2.2.4 Secado y daiio fisico del grano

La mayoria de los agricultores, en el medio rural, dejan secar su grano en el
campo hasta que alcanza un contenido de humedad alrededor del 14 %, para luego
proceder a la cosecha manual. Durante el tiempo que el grano esta en el campo,
existen fluctuaciones muy grandes en el contenido de humedad y estd expuesto al
ataque de insectos, hongos, roedores y pajaros. El secado artificial se realiza en el
sector empresarial y en los centros de acopio (Moreno, 1995; Schneider, 1995).

El secado de los granos es una fuente importante de dafio fisico, pues favorece
la formacion de fisuras, las cuales facilitan la fragmentacion del grano al golpearse en
los ductos de transporte o en las caidas normales dentro de las estructuras de
almacenamiento. La intensidad del dafio por el secado se refleja en el ataque de
hongos, en la pérdida de viabilidad, en la cantidad de grano con fisuras o quebrado y
en la presencia de particulas provenientes de dicho dafio. La cuantificacién de estas
caracteristicas resultantes del deterioro fisico permiten inferir la almacenabilidad del
grano, y establecer disposiciones operativas respecto al manejo de un determinado

lote de grano, en dependencia de su condicidn fisica y biolégica (Moreno, 1995).

11



El Departamento de Agricultura de Estados Unidos especifica que el maiz debe
secarse hasta tener 13 % de humedad dentro de las 24 horas posteriores a su cosecha,
para evitar la formacion de aflatoxinas (Gonzélez, 1995). Cualquiera que sea el
método de secado, la humedad del grano tiende a estar en equilibrio con su ambiente.
Para el almacenamiento seguro del maiz, se debe evitar que el grano tenga un
contenido de humedad en equilibrio mayor de 14 % (Schneider, 1995).

El grano en buena condicion fisica y biologica, puede almacenarse por periodos
mas largos que el grano dafiado, ya que estd menos expuesto al ataque de los hongos

(Moreno, 1995).

2.3 Plagas de productos agricolas

La principal plaga de los productos agricolas la constituyen los insectos; el
segundo lugar lo ocupan los microorganismos: hongos, bacterias y levaduras, en
dependencia con factores especificos de oxigeno, nutrientes, humedad y temperatura.
De esta forma las condiciones ambientales determinan el tipo de microorganismo que

va a prevalecer en el producto y sera el que cause el mayor dafio (Schneider, 1995).

2.3.1 Hongos contaminantes de productos agricolas

A nivel mundial, después de los insectos, los hongos son los principales
causantes de la reduccién de calidad de los cereales almacenados. En paises
desarrollados, donde los insectos y roedores son controlados eficientemente, los
hongos causan la mayoria de las pérdidas durante el almacenamiento (Gonzilez,

1995).
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Los hongos son los microorganismos daffinos mas importantes en el grano
almacenado; son aerobios, se reproducen por medio de esporas que bajo condiciones
climéticas apropiadas producen estructuras filamentosas llamadas hifas. Las hifas
penetran la cubierta (capa externa) del grano y avanzan hasta el embridn y éste se
decolora. Las esporas son muy resistentes a condiciones adversas como frio, calor,
sequedad y falta de nutrientes. Los hongos pueden llegar a sobrevivir meses o afios en
forma de esporas (Moreno, 1988).

Los hongos son pequefios organismos, que causan dafio al generar compuestos
quimicos que pueden detener la germinacion y el crecimiento de las plantulas, causan
arrugamiento en las semillas y producen sustancias tdxicas, y asi disminuyen la
calidad del grano como semilla y para la alimentacién y el comercio. El dafio
producido por hongos se detecta con la vista y el olfato, invaden y decoloran el
germen del grano seguido de ennegrecimiento, producen mal sabor y olor a moho
seguido de olor a fermentacion (rancidez y etilica) y cambios bioquimicos. La tinica
forma para proteger el grano del ataque de hongos en el almacén, es secarlo
previamente y guardarlo en un lugar seco, fresco y sin insectos {Gonzélez, 1995;

Schneider, 1995).

2.3.2 Especies de hongos de importancia

Los granos y las semillas son invadidos en el campo por diversas especies de
hongos, como: Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium, Diplodia,
Curvularia, Phoma y Mucor entre otros, las cuales causan enfermedades a las plantas
y se transmiten de un ciclo agricola a otro a través de las semillas. Por otra parte,

también los granos y las semillas son nvadidos por hongos cuyo habitat natural no es
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el campo sino el almacén, la bodega, el silo y las trojes, principalmente de varias

especies de Aspergillus y Penicillium (Moreno, 1988; Schneider, 1995).

2.3.3 Tipos de hongos presentes en granos y semillas y sus requerimientos

Los granos pueden ser invadidos por los hongos durante su formacién en la
planta, en la cosecha, transporte, acondicionamiento y almacenamiento. Por las
condiciones ambientales en las que se desarrollan, los hongos se han agrupado en:
hongos de campo, hongos de almacén y hongos de deterioro avanzado (Moreno,

1988; Schneider, 1995):

1) Hongos de campo, son agentes causales de enfermedades de los cultivos e
invaden a los granos en el campo; son transportados por el viento, la erosion, los
animales o a través del suelo. Su existencia varia de acuerdo con el cultivo, localidad,
sistema de cultivo y condiciones ambientales. En general el microclima alrededor del
grano posee condiciones de humedad suficientes para su desarrollo y generacion de
micotoxinas {Moreno, 1988; Schneider, 1995). Estos hongos pueden provocar
pérdida de la coloracién natural y del brillo de los granos con lo que reducen su valor
comercial, en las semillas reducen el poder germinativo, y pueden causar putrefaccién

de las raices y otras enfermedades en las plantas (Schneider, 1995).

2) Hongos de almacén, se desarrollan bajo condiciones de relativa baja

humedad, después de la cosecha, durante el transporte, el secado lento, el

almacenamiento y proceso de los granos. Generalmente no dafian al grano antes de la
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cosecha, pero en el almacén disminuyen su poder germinativo, provocan

decoloracién, calentamiento, cambios bioquimicos y producen micotoxinas.

3) Hongos de pudricion avanzada, son aquellos hongos que colonizan los
granos y los productos alimentarios que han sufrido deterioro biologico previo;
requieren alto contenido de humedad para su desarrollo, se encuentran en la

naturaleza y colonizan la materia organica en proceso de descomposicion.

La principal diferencia entre estos tres grupos son los requeritmientos de agua
para crecer. Los hongos de campo necesitan humedades relativas de 90 a 100 %,
equivalentes a humedad del grano de 22 al 23 % o mds; normalmente no continuan
desarrollindose en el almacén por la falta de humedad, sin embargo, el dafio después
de la cosecha ya ha sido realizado. En cambio, los hongos de almacén pueden crecer
en humedades relativas de 65 a 90% y temperatura de 25 a 35 °C; el factor mas
importante en su desarrollo es la humedad interna del grano que debe ser superior a
14 %, Una diferencia en la humedad del 1 % puede determinar que una especie de
hongos sea la predominante y alterar la velocidad del dafio del grano. En el grano
seco, el desarrollo de varias especies de hongos ocurre en una secuencia biologica,
segln el contenido de humedad del grano en donde crecen. La primera especie que
atacard el grano es Aspergillus restrictus si su contenido de humedad es de 14.0 a
14.5 %; después se ir&n presentando otras especies adaptadas al contenido de
humedad ascendente, hasta llegar a humedades apropiadas para el ataque de bacterias

(Moreno, 1988; Schneider, 1995).
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El tercer grupo de l:longos prolifera en attas humedades relativas, superiores al
90 %. Estos hongos invaden los granos y otros materiales en pésimas condiciones de
almacenamiento; las infecciones se pueden iniciar en el campo, como cuando se dejan
las mazorcas de maiz en las plantas en el campo, o cuando el grano forrajero se
almacena a la intemperie. Los hongos de deterioro avanzado, practicamente destruyen
a los granos y productos que invaden, debido a su alta capacidad de degradar ia
-materia organica; ademds, algunos de ellos tienen la capacidad de producir
micotoxinas (Moreno, 1988).

Los dafios que causan los hongos de campo a los granos dependen en gran
medida de la severidad del ataque y del hongo de que se trate. Si el ataque es muy
severo puede practicamente destruir el grano, como frecuentemente sucede con las
pudriciones de las mazorcas del maiz por especies de Fusarium; si el ataque es leve el
hongo permanece en la semilla sin alteraria aparentemente, y ésta es la forma en que
muchos hongos son transmitidos por la semilla de un ciclo agricola a otro. Para
combatir a estos hongos acarreados en las semillas se utiliza el tratamiento de las
semillas con diversos fungicidas.

Algunos hongos de campo ponen en peligro la salud de los animales domésticos
y la del hombre, debido a que pueden producir micotoxinas y originar micotoxicosis
o intoxicaciones, cuando se les ingieren. Entre estos hongos se encuentran algunas
especies de Fusarium, las cuales desafortunadamente son muy comunes en los
cultivos agricolas y en particular en los cereales, este género de hongos es uno de los
tres mas importantes productores de micotoxinas (Moreno, 1988; Schneider, 1995).

El control de los hongos de campo estd muy ligado al buen manejo de los

cultivos durante su desarrollo, lo cual implica el empleo de variedades resistentes a
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enfermedades y a plagas, el uso adecuado de fertilizantes y fungicidas, la oportunidad
de los riegos y todas aquellas practicas agricolas que permitan el desarrollo de plantas
sanas y vigorosas, y por Gltimo una cosecha a tiempo y un manejo poscosecha
adecuado.

Los hongos de almacén de los géneros Aspergillus y Penicillium no dafian el
grano antes de la cosecha; sin embargo, cuando el maiz es atacado por gusanos de la
mazorca, Aspergillus flavus puede encontrarse en los granos y sus derivados. La
presencia de granos dafiados o quebrados o de materiales extrafios, como granos o
semillas de otras especies (arvenses), particulas de suelo e insectos vivos o muertos,
pueden propiciar el desarrollo rdpido de estos hongos. Entre los efectos que los
hongos causan en los granos y semillas almacenadas (Tabla 1), los mas sobresalientes
son: calentamiento y germen dafiado; ello tiene como consecuencia la reduccion del
poder germinativo y nutricional de las semillas, a través del ennegrecimiento de los
granos, malos olores (moho, fermentacién rancia y etilica), aglomeracion de granos
(terrones) y la produccién de micotoxinas (Moreno, 1988, 1996; Schneider, 1995;
Gonzilez, 1995).

Actualmente, el combate de estos hongos se logra secando los granos hasta
niveles de humedad relativa desfavorables para su desarrollo (inferior a 75%). Otra
manera es almacenar los granos a bajas temperaturas o en ausencia de oxigeno.

Al identificar el tipo de hongo, se puede predecir si el grano puede ser
potencialmente toxico, o si las condiciones durante el almacenamiento fueron
inaproptadas. También es posible predecir como se podria almacenar el grano, si se

conoce ademds el contenido de humedad (Schneider, 1995).
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Tabla 1. Daiios principales provocados por los hongos de almacenamiento.

Hongo

Efectos

Posible toxicidad

Aspergillus restrictus

Aspergillus glaucus

Aspergillus candidus

Aspergillus ochraceus

Aspergillus flavus

Penicillium spp.

Deteriora y mata el
germen. Causa el ojo azul
en el maiz.

Decolora y mata ¢} germen,
Causa el 0jo azul en mafz
con 145 a 15 % de
humedad.

Decolora y mata el germen.
Eleva la temperatura a 55
°C.

Decolora y mata el germen.
Causa deterioro avanzado.
Decolora y mata e] germen.
Produce calentamiento
rapido a 55 °C.

Decolora y mata el germen.
Produce olor ahongado.
Causa el ojo azul en maiz a
18.5 % de humedad.

No

Si, como cultivo puro en
animales de laboratorio.

Si, como cultivo puro en
animales de laboratorio.

Si, produce ocratoxina.

Si, produce aflatoxinas.

Si, produce ocratoxina.

Citado por Gonzélez (1995).

2.4 Aspergillus flavus Link ex Grey

El género Aspergillus, de acuerdo con Raper y Fennell (1965) ha sido dividido

en 18 grupos, con 132 especies. La palabra Aspergillus (del latin que significa

asperjar) fue utilizada originalmente por Micheli en 1729 por la similitud

microscopica de este hongo con el instrumento (hisopo) que se utiliza para las

bendiciones religiosas (Bonifaz, 2000). Entre los hongos que invaden y deterioran los

granos almacenado sobresalen 4. glaucus, A. restrictus, A. ochraceus, A. candidus, A.

flavus, A. niger, A. versicolor, A. fumigatus y A. clavatus, por sus efectos negativos

sobre la calidad fisica, biolégica, nutricional y sanitaria de los granos y semillas

(Moreno y Gil, 1991).
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Cada grupo de hongos estd integrado por especies con caracteristicas
morfolégicas o fisioldgicas similares y el reconocimiento de sus integrantes se basa
principalmente en caracteristicas morfologicas (forma, estructura, tamafio y color) y
fisiologicas (reproduccion y crecimiento) especificas. La presencia de hongos de este
género es indicativa de una mala conservacion de los granos, pero es insuficiente para
concluir que las micotoxinas estén presentes en dichos granos. La presencia de
aflatoxinas se confirma por andlisis quimico y bioensayo. Las aflatoxinas son
producidas por dos especies importantes, Aspergillus flavus Link y A. parasiticus
Speare; ambas especies pertenecen al grupo Aspergillus flavus, de las cuales sélo
algunas cepas son productoras de aflatoxinas. Estos hongos colonizan diversos granos
y productos como cacahuate, maiz, arroz, copra y semilla de algodén (Moreno, 1988;
Moreno y Gil, 1991).

El género Aspergillus se caracteriza por no requerir agua Lbre para su
desarrollo, ya que algunas especies pueden prosperar sobre materiales con actividad
acuosa muy baja (0.70), por lo que se les considera xerofitas (Moreno y Gil, 1991).

Aspergillus flavus tiene una amplia distribucién, y generalmente se encuentra
como saprofito en el suelo y en muchos tipos de materia organica en descomposicion.

Este grupo est4 formado por once especies.

2.4.1 Morfologia
Caracteristicas macroscopicas: sus colonias son de crecimiento rapido y
tienden a cubrir toda la superficie del medio de cultivo. Presentan aspecto algodonoso
y su color varia de verde-amarillento a verde obscuro con un halo micelial blanco. Al

reverso, algunas cepas producen pigmento castafio ligeramente difusible. En agar
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Czapek las colonias son granulares, planas y a menudo con surcos radiales, amarillas
al principio que cambian a grises-verdosas con el tiempo. Se ha registrado la
formacién de esclerocios en colonias viejas o cuando se siembran en medios pobres
de nutrientes (Bonifaz, 2000).

Caracteristicas microscépicas: 4. flavus presenta cabezuelas globosas o radiadas
de color verde amarillento brillante y los esterigmas en dos series (Moreno y Gil,
1991). Posee un micelio microsifonado, tabicado y hialino de 2 a 4 micras. Las
cabezas aspergilares llegan a medir hasta 100 micras de largo y estan compuestas por
conididforos largos (80 a 100 micras), vesiculas redondas (20 de 8 a 10 micras) y las
subsecuentes de 5 a 6 micras; de estas ltimas nacen microcomdias redondas de 2 a 3
micras. Sus esterigmas estdn dispuestos un angulo aproximado de 360° (Bonifaz,
2000).

Datos claves: este hifonicete presenta cabezas conidiales con esterigmas que
nacen directamente de la vesicula como capa simple o doble como palizada, las
microconidias son hialinas y rugosas. Cabezas conidiales de color amarillo pilido a
intenso o verde-amarillo. Esterigmas de dos series, cabezuelas radiadas o columnares,

las columnas no compactas (Figura 1).

2.4.2 Ciclo de vida
El ciclo biol6gico de las especies de 4. flavus Link y A. parasiticus Speare
corresponde al de los hongos imperfectos o sin estado sexual conocido. En este tipo
de ciclo los conidios germinan y producen el micelio que origina los conidiéforos;
éstos en su parte apical presentan vesiculas con fidlides, en una o dos series, las

cuales producen las cadenas de conidios. Las vesiculas, las fidlides y los conidios
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il

conforman lo que se conocéfﬁﬁmo Cgl;ézuelas,> cuyo ¢olot ¥ en consccuencia: el de la
colonia, esta dado por el inmenso nimero de conidios que de ellas nacen (Moreno y
Gil, 1991).

A. flavus se caracteriza por producir un gran numero de comdios; algunos de
éstos no son viables y si caen en lugares inhospitos, no pueden establecerse ni
germinar. Dichos conidios son de distribucién cosmopolita y su principal vehiculo es
el viento. Algunas cepas de 4. flavus Link forman esclerocios, estructuras de
resistencia formadas por aglomeracién de hifas, los cuales pueden permanecer viables
por meses y quiza por afios en el suelo (Moreno y Gil, 1991).

Las especies de 4. flavus y 4. parasiticus se consideran parasitos débiles, por lo
que invaden con mayor facilidad a plantas y semillas débiles. En tejidos muertos
proliferan con gran velocidad, debido a que son mas saprobios que parasitos (Moreno

y Gil, 1991).

2.4.3 Condiciones éptimas para su desarrollo
A. flavus es un hongo més delicado que otros en sus requerimientos de humedad para
poder desarrollarse y producir aflatoxinas; se ha observado que a 30 °C con una
humedad relativa de 80 % es la especie predominante sobre un sustrato de maiz
blanco. Este hongo no invade maiz cuyo contenido de humedad es menor al 17.5 %;
en cambio, con humedad de 18.5 % se presenta un crecimiento abundante (Rosiles,
1996a). Los conidios requieren una humedad relativa minima de 83 % para germinar;
y para establecerse, el hongo requiere de una humedad relativa minima de 85 %

(Moreno y Gil, 1991).
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(b)
Figura 1. Aspergillus flaovus Link. (a) Caracteristicas macroscopicas.

b) Caracteristicas microscopicas. Fotografia: M. en C. Blanca Ortiz Saldivar
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Los hongos pueden crecer bajo temperaturas desde menores de los 0 °C hasta
los 50 °C; sin embargo, 4. flavus estd clasificado como mesofilo, ya que a
temperaturas de 6 a 8 °C presenta crecimiento minimo, de 36 a 38 °C optimo y de 44
a 46 °C disminuye hasta el minimo. Para su desarrollo, los hongos requieren de
oxigeno. Cuando el nivel de oxigeno es reducido desde 5 hasta 1 %, se observa una
disminucion dramadtica en el crecimiento micotico y en la produccion de aflatoxinas

(Rostles, 1996a).

2.4.4 Infeccién por A. flavus en el campo

Es un hongo ampliamente distribuido; es comun encontrarlo como saprobio
en el suelo y en muchos tipos de materia orgdnica en descomposicion, sobre todo en
zonas calidas y humedas, pues estas condiciones favorecen su desarrollo. Durante el
desarrollo de la planta de maiz, existen periodos en los que ocurre mis facilmente la
invasion por 4. flavus; sin perder de vista que los factores ecoldgicos ejercen
influencia en el desarrollo de la mazorca y del grano, ello sucede aproximadamente a
los 60 dias de desarrollo. Después de este periodo, el dafio causado por insectos y por
estrés ambiental, puede dar como resuitado una mayor acumulacion del hongo.
Durante la infeccion en el campo es importante tomar en cuenta factores como la
densidad del moculo, sequia, temperatura y genotipo de maiz. Por otro lado, se
conoce que la inoculacién del hongo en el maiz en desarrollo se lleva a cabo por el

insecto Carpophilus hemipterus L. (Vazquez, 2001).
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2.4.5 Infeccién por A. flavus en el almacén
Durante el proceso de infeccion del maiz por 4. flavus, el hongo invade la
cariopsis y también puede penetrar en las ranuras microscopicas presentes en su
superficie. Algunos insectos primarios como los picudos acarrean gran cantidad de
esporas de hongos, con lo cual favorecen su diseminacion. Las fisuras o quebraduras
del pericarpio sobre el germen facilitan su répida infeccion por hongos. Por elio, la
integridad fisica del grano cosechado es un factor importante para la invasién por

cualquier hongo en el almacén (Guzman y Ruiz, 1997).

2.4.6 Micotoxinas y tipos de micotoxinas

Las micotoxinas son sustancias producidas por diferentes hongos al
desarroliarse sobre los alimentos y productos agricolas, las cuales aun en
pequeiiisimas cantidades pueden causar enfermedad e inclusive la muerte al hombre y
los animales que los ingieran. En algunos casos pueden ser toxicas por contacto con
la piel, como algunas toxinas de Fusarium. A las intoxicaciones ocasionadas por
micotoxinas se les denomina micotoxicosis (Gonzalez, 1995).

Frecuentemente los hongos toxigenos desaparecen de los granos y quedan
solamente las micotoxinas, por lo que se tiene que recurrir a técnicas quimicas y
biolégicas para conocer su calidad sanitaria (Moreno, 1988; Moreno y Gil, 1991). Las
micotoxinas son relativamente estables bajo las condiciones usuales de cocimiento de
los alimentos (Gonzalez, 1995).

Desde 1900 es conocida la enfermedad anemia aplastica alimentaria téxica
(aleukia) en Rusta, la cual entre 1930 y 1944 provocé la muerte de diez millones de

personas. Esta enfermedad fue conocida en China desde 100 afios antes y hasta 1949
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fue descrita; la intoxicacion se relacion6 con el consumo de mafz enmohecido en el
campo por Fusarium sporotrichoides y F. poae. Estas especies producen toxinas a
temperatura entre 5 y 8 °C, las cuales originan problemas hemdticos semejantes a una
anemia apléstica y hemorragias (Gonzalez, 1995).

En Nueva Zelanda y Australia se sabe que el eczema facial de origen hepético
en el ganado vacuno y en ovejas, es causado por la toxina esporidesmins del hongo
Pithomyces chartarum, y cuyo cuadro sintomaético es ictericia, fotosensibilidad y
edema (Gonzalez, 1995).

En 1960 murieron 100 000 guajolotes en Inglaterra de una causa desconocida;
el factor comiin de esta enfermedad fue el pienso preparado con pasta de cacahuate
importada de Brasil y contaminado con Aspergilius flavus. La sustancia tdxica
producida por este hongo y aislada de la pasta de cacahuate, fue un grupo de
metabolitos caracterizados en 1961 por su fluorescencia azul o verde bajo la luz
ultravioleta, por lo que originalmente fueron llamadas aflatoxinas B (azul) o G
(verde) (Gonzalez, 1995). Se han descrito més de 3500 micotoxinas con diferentes
niveles de toxicidad, producidas por diversas especies de hongos, principalmente de
los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Sin embargo, por sus efectos, las
aflatoxinas han sido las mas estudiadas, ya que se les reconoce como las sustancias
carcinogénicas mas potentes hasta ahora conocidas, ademas de ser teratégenas y
mutagénicas; el organo mas afectado es el higado, por lo que se consideran
hepatotoxicas. También existen evidencias de que las particulas de grano y el polvo
en el are pueden estar contaminadas con aflatoxinas, las que al ser inhaladas pueden

ocastonar cancer pulmonar (Moreno, 1988; Moreno y Gil, 1991; Schreider, 1995).
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De acuerdo con las evidencias actuales, de los diferentes hongos toxigenos que
invaden los granos, a los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium pertenece el 58
% de las 943 cepas con toxicidad probada. Estos tres géneros junto con algunas
especies de los géneros Stachybotrys, Pithomyces y Rhizoctonia han sido
responsables de los casos mas conocidos de micotoxicosis (Tabla 2) (Moreno, 1988).

Dentro de una determinada especie de hongo, diferentes cepas difieren en su
capacidad toxigena, lo cual dificulta la evaluacion de materiales sospechosos de
contener toxinas; ademas, la ausencia del hongo no elimina la posibilidad de que el

producto contenga micotoxinas (Moreno, 1988).

2.4.6.1 Condiciones que favorecen el desarrollo de los hongos y la
produccion de micotoxinas. La produccion de micotoxinas es méxima cuando e}
hongo est4 presente en los alimentos en forma de cultivo puro (sin competidores). La
temperatura es ¢l factor mas importante para favorecer la produccion de micotoxinas,
seguido del substrato; as{ por ejemplo, para el desarrollo éptimo de Aspergillus flavus
se requiere temperatura de 36 a 38 °C, pero para la produccion de aflatoxinas se
requiere temperatura de 25 a 35 °C (Moreno, 1988; Moreno y Gil, 1991; Rosiles,

1996a).

2.4.6.2 Aflatoxinas. Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nonius (poco
frecuente) son las tnicas especies confirmadas como secretoras de aflatoxinas. Estas
sustancias carecen de sabor, color y olor; son fluorescentes con luz ultravioleta,
resisten altas temperaturas (260 a 320 °C) sin descomponerse, de modo que hervir,

cocer, fermentar o pasteurizar los alimentos no las elimina (Carvajal, 2000).
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Tabla 2. Algunas micotoxinas producidas por especies de los géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium.

Aspergillus Penicillum Fusarium
Especie Toxina Especie Toxina Especie Toxina
A. chevalier Xantocilina P. cyclopium Acido Penicilico F. avenaceum Tricotecenos
Ocratoxina Zearalenona
A. clavatus Patulina P. expansum Patulina F. culmorum Zearalenona
Citrinina
A. fumigatus Viriditoxina P, islandicum Islanditoxina F. equiseti Tricotecenos
Gliotoxina Zearalenona
Fumagilina
A niger Malformina P. purpurogenum Rubratoxinas F. graminearum Zearalenona
Acido oxélico Ac. Glaucénico Tricotecenos

A. ochraceus

A. versicolor

A. parasiticus

A flavus

Ocratoxinas
Acido penicilico

Esterigmatocistina
Aflatoxinas Bl, B2,
Gl, G2, M1

Aflatoxinas B1, B2,
Gl, G2

P viridicatum

P. citrinum

P. citreoviride

P terrestre

Ocratoxinas
Viridicatina
Citrinina
Citrina

Citreoviridina

Ac. Terréstrico

F. moliniforme

F. oxysporum

F. nivale

F. tricinctum

Moliniformina
Zearalenona
Fusarina
Zearalenona
Moniliformina

Butenolida

T-2

Fuente: Moreno (1988).
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Cuando las toxinas son ingeridas en dosis muy pequefias no causan una
enfermedad declarada, pero si ocasionan una reduccion en el crecimiento, vigor,
conversion del alimento y en general una reduccidn de la produccion animal. Ademas
alteran la calidad sanitaria de los granos destinados al consumo humano y originan un
riesgo para fa salud publica, pues son dafiinas aun en cantidades traza pg/kg o ppb
(Carvajal, 2000).

La produccién de aflatoxinas depende de la cepa del hongo productor, el
substrato, el contenido de humedad del substrato y del ambiente, la temperatura, la
micoflora asociada, el oxigeno en la atmosfera de almacenamiento y el periodo de
almacenamiento. La sola presencia del hongo en un determinado material, aun de una
cepa productora de aflatoxinas, no significa que las aflatoxinas estén presentes, o que
se vayan a producir, ya que para su produccion se requiere que los diferentes factores
mencionados coincidan bajo determinadas circunstancias y condiciones (Moreno y
Gil, 1991; Schneider, 1995).

Aspergillus flavus Link produce principalmente aflatoxinas Bl y B2, mientras
que A. parasiticus Speare produce las B1, B2, G1, G2 y MI. La aflatoxina Bl es la
que se encuenira en mayores concentraciones y la mAs tdxica; es el
hepatocancerigeno mas potente conocido, pero ademas es teratogena y mutagénica en
el hombre y los animales (Moreno y Gil, 1991).

Entre los materiales en los que se han encontrado aflatoxinas estan: maiz, sorgo,
arroz, trigo, cebada, mijo, avena, pastas de cacahuate, soya, algodon, copra y girasol,
harina de pescado, papas, aceites de olivo y de coco, higos, chicharos y avena

(Moreno y Gil, 1991; Rosiles, 1996a).
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Las cepas productoras de aflatoxinas son pobres competidoras con otros hongos
que crecen bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura, y su
incompetencia evita la produccion de aflatoxinas. Las especies de Aspergillus
requieren oxigeno para su desarrollo; en niveles de 1 % de oxigeno en la atmésfera de
almacenamiento el desarrollo de los hongos se detiene y se suspende el riesgo de la
produccién de aflatoxinas, lo cual se logra con el uso de atmésferas controladas y
almacenamiento hermético.

Para la producciéon de aflatoxinas se requiere desde unas cuantas horas a varios
dias, siempre y cuando se conjunten los factores adecuados de humedad, temperatura
y ausencia de microflora competitiva (Moreno y Gil, 1991; Rosiles, 1996a).

Se han realizado muchas investigaciones sobre el efecto de las aflatoxinas en los
animales domésticos, entre los que se incluyen: aumento de la mortalidad, baja
ganancia de peso, desarrollo lento, problemas en la reproduccién, diarrea, desordenes
respiratorios, hemorragias, reduccion en la produccion de leche y huevos, e
incremento en la susceptibilidad a las infecciones por bacterias y virus y otros agentes
causales de enfermedades. Ademas del dafio al higado, las aflatoxinas reducen la
absorcion y metabolismo de los lipidos, vitaminas y minerales. También son muy
peligrosas por ser acumulativas y pasar del tracto digestivo a la leche y a los tejidos
de los animales que las ingieran, con el consiguiente riesgo de llegar a los humanos
que consuman estos productos amimales (Moreno y Gil, 1991; Schneider, 1995;
Rosiles, 1996a).

El hombre ingiere continuamente aflatoxinas en muchos alimentos (los
alimentos libres de aflatoxinas son las frutas y verduras frescas y la miel); asi, se

encontraron aflatoxinas (de 1 a 100 pg/kg) en el 19 % de las tortillas consumidas en
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la Ciudad de México y en el 40 % de los cacahuates en todas sus presentaciones.
Aunque los humanos las eliminan por la orina, heces, leche materna y bilis, las
aflatoxinas les causan intoxicaciones severas, abortos, vOmitos, diarreas vy
hemorragias internas, y con el tiempo se van acumulando produciendo enfermedades
crénicas como hepatitis, cirrosis, malformaciones en fetos y diversos tipos de cancer
(colorrectal, higado, pulmén, pancreas, mamario y cervicouterino) {Carvajal, 2000;
Chu, 1991).

La susceptibilidad de los animales de granja a esta toxina es muy variada, pero
en todas las especies estudiadas, el animal joven es mas susceptible que el adulto, los
primeros sintomas son carencia de apetito y pérdida de peso y el principal dafio es
necrosis en el higado con sintomas variados de acuerdo con la especie animal.
Ademés, causan dafios en otros érganos, como el rifién y el bazo, y alteraciones en el
sistema inmunolégico. La susceptibilidad de las aves de corral es mayor en patos
seguida de pavos y pollos; en los mamiferos los mas sensible son los lechones,
seguidos de las cerdas prefiadas, vacas paridas y ganado maduro. Dado que la
aflatoxina B1 es la mds toxica, se ha establecido su DLs, para diferentes especies de
animales (Tabla 3) (Gonzilez, 1995).

El control de aflatoxinas en el mundo se basa en regulaciones sanitarias sobre su
contenido en alimentos destinados a consumo humano y animal; algunos paises
consideran todos los alimentos y todas las aflatoxinas, en cambio otros paises, solo
ciertos alimentos y la aflatoxina B1 por ser la mas toxica (Ramirez, 1995; Gonzalez,

1995).
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Tabla 3. DL, de aflatoxina B-1 en diferentes especies de animales.

Especie animal DL de B1 (mg/kg)
Ratones (hamsters) 10.2
Ratones 9.0
Gallinas 6.3
Rata 55-179
Monos 22
Cabras 2.0
Cobayos 1.4-2.0
Perros 1.0
Trucha arcoiris 0.5-1.0
Cerdos 0.6
Patos 0.3-0.6
Citado por Gonzélez (1995)

Por otra parte, la mezcla de grano contaminado con grano no contaminado se ha
permitido s6lo para maiz destinado al consumo animal. Actualmente estas mezclas
son ilegales, y el grano que contiene mas que 300 microgramos de aflatoxinas se debe
destruir. La tendencia de los paises desarrollados es a disminuir el limite maximo
permitido de aflatoxinas, en los alimentos (Moreno y Gil, 1991).

Por lo que se ha seflalado sobre las condiciones que favorecen el desarrollo de
los hongos de granos y semillas, y dada la importancia de los hongos toxigenos, la
manera mas obvia de combatirlos es mantener los graneros y almacenes bajo
condiciones que impidan su proliferacion, usar inhibidores quimicos para granos
destinados a la alimentacion animal, o bien utilizar fungicidas cuando se trate de maiz
para semilla.

Para aminorar la produccion de aflatoxinas en el campo, se debe tener como

meta evitar que las plantas de maiz sufran estrés por falta de agua, la deficiencia de
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nitrégeno, o densidades de siembra excesivas y sembrar cultivares que sean mas

resistentes a esas condiciones de estrés (Schneider, 1995; Moreno, 1995).

2.5 Control de plagas en ¢l almacén

Desde tiempos inmemoriales los humanos se¢ han preocupado por controlar las
diferentes plagas que infestan sus cereales y granos almacenados, para lo cual han
utilizado diversos métodos que han descartado y mejorado de acuerdo con sus
posibilidades economicas y culturales. Los métodos de control mas utilizados son los

quimicos, fisicos, biolégicos, genéticos y culturales.

2.5.1 Control quimico

El uso de sustancias quimicas para controlar un sin nimero de plagas data de
épocas anteriores a la era cristiana, cuando algunos materiales de origen vegetal,
grasas animales y diversos compuestos inorganicos, se utilizaban en forma
rudimentaria para matar ciertas especies de artropodos ectoparasitos del hombre y de
los animales domésticos. Sin embargo, no fue sino hasta el primer tercio del siglo XX
cuando los plaguicidas sintéticos aparecieron, e iniciaron la llamada segunda
generacion de plaguicidas que revoluciond completamente todos los conceptos y
técnicas existentes para el control de plagas (Aranda, 1987).

El uso de las piretrinas se remonta a la época de Marco Polo (1254-1324),
cuando también se utilizaban sales de zinc, cobre, talio, plomo y cromo. En 1939,

Paul Muller descubri6é en Suiza las propiedades insecticidas del DDT (dicloro-difenil-
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tricloro etano), un organoclorado ampliamente utilizado durante la Segunda Guerra
Mundial para el control de piojos y chinches. Posteriormente surgirian algunos
compuestos ciclodienos como aldrin, dieldrin y hexaclorobenceno. En las décadas de
los cuarenta y cincuenta, los insecticidas organoclorados fueron desplazados por los
organofosforados (pirimifos metilico), las piretrinas (deltametrina) y los carbamatos
como eserina y carbaril (Rosiles, 1996b).

Plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a
controlar cualquier plaga, incluyendo especies no deseadas que interfieren en la
produccion agropecuaria y forestal. Actualmente se calcula que el 65% del consumo
nacional de plaguicidas es aplicado a cultivos de maiz, sorgo, soya, cafia de azicar,
arroz, hortalizas y pastos. Entre los insecticidas mas utilizados se encuentran aquellos
que contienen como principio activo malatién, deltametrina, metil pirimifos, metil
clorpirifos, isotiocianato de metilo, fosfuro de magnesio, cloropicrina, 1,3-
dicloropropeno y bromuro de metilo. Por otra parte, los fungicidas mas utilizados son
Captan, Carboxin (carbamida), mezclas de Captan-Carboxin, Clorotalonil
(isoftalonitrilo), Fludioxonil, Mancozeb, Maneb (ditiocarbamato), Metalaxil,
Quintozeno y Thiram, todos ellos para uso en cultivos o para proteger semilla para
siembra, aunque el Carboxin origina efecto fitotoxico temporal altamente
significativo en semilla de trigo. Cabe aclarar que el mas efectivo para el control de
especies de Aspergillus es el Captan, y que el Clorotalonil y el Quintozano son
plaguicidas restringidos en México. Para grano almacenado se permite el fumigante
bromuro de metilo (Moreno y col., 1991; Andonimo, 1998).

El uso de acido propiénico como inhibidor de hongos en el almacén comenzé

en Europa en 1970 y posteriormente se utilizo en Estados Unidos y Canada. La dosis
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depende del contenido de humedad del grano; para evitar la proliferacién de hongos
contaminantes como Aspergillus spp. se utiliza en dosis de 0.1 a 0.3 L/100 kg de maiz
con humedad del 18 al 26 %. El grano tratado con este 4cido no puede
comercializarse en Estados Unidos y sdlo puede usarse como alimento para ganado y
aves de corral. Esta sustancia destruye la viabilidad de los granos y deja un olor
caracteristico en ellos; es el Unico permitido para usarse en granos de consumo
humano, con el inconveniente de su olor (Anénimo, 1994; Gonzélez, 1995).

En forma experimental se ha demostrado que la utilizacion conjunta del
fungicida benlate y del insecticida lannate reduce el contenido de aflatoxinas en un
nivel inferior que cuando ambos compuestos se aplican en forma independiente
(Gonzélez, 1995).

Con los fungicidas sintéticos siguientes se puede conseguir 100 % de inhibicion
del desarrollo de 4. flavus, en las concentraciones indicadas: Agrosan G.N., 4000
ppm; Ceresan y Dithane M-45, 5000 ppm; Agrozim, Bavistin, Emison y Thiovit,
6000 ppm; azufre humectable, 7000 ppm; y oxicloruro de cobre, 8000 ppm (Mishra y
Dubey, 1994).

En los afios cuarenta y cincuenta se investigé sin €xito el control quimico de los
hongos de almacén; se descubrié que los fungicidas no funcionaban por la falta de
agua bajo las condiciones en que se almacenaban las semillas (alrededor de 10 % de
contenido de humedad). Luego en investigaciones posteriores se observd una mayor
efectividad de los funguicidas cuando el contenido de humedad de la semilla es de 14
a 15 %; a la vez, se estableci6 que estos compuestos son efectivos para prevenir la

infeccién mas que para combatirla cuando ya esta establecida (Moreno, 1995).

34



Aun cuando recientemente se le ha dado gran publicidad e impulso al uso de
sustancias quimicas para combatir a los hongos en el almacén, en México su uso se
ha restringido a la adicion de ciertos inhibidores orgéanicos a los piensos preparados,
con resultados no muy claros, Estos inhibidores son principalmente los &cidos
orgénicos propiénico, acético, butirico y formico, y sus sales. Por la informacién que
existe parece que hay microorganismos tolerantes a dichos compuestos, entre ellos
algunas cepas de 4. flavus. Entre los inconvenientes que presentan estos inhibidores,
se puede sefialar que son corrosivos, destruyen el poder germinativo de las semillas,
imparten olores y sabores desagradables, por lo que sélo se recomiendan para
piensos. Las semillas agricolas normalmente son tratadas con fungicidas para
protegerlas de los hongos que las pueden dafiar en el momento de su germinacién en
el suelo y la emergencia, asi como para evitar la transmision de enfermedades

asociadas a las semillas (Moreno, 1995).

2.5.2 Control fisico

El control fisico es uno de los métodos mas antiguos; en la actualidad ain se
aplican algunas técnicas. Dentro de estas técnicas se encuentran la manipulacion de
las temperaturas, humedades relativas y contenidos de humedad del grano,
radiaciones y la aplicacién de atmosferas controladas o modificadas (Ariza y col,
1992).

Una de las caracteristicas del almacenamiento hermético es la reduccion del
oxigeno y el incremento de CO,, por la respiracion de los propios hongos, de las

semillas y de los insectos. 4. flavus no prolifera bajo atmésferas carentes de oxigeno;
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por lo tanto, el almacenamiento hermético es una excelente alternativa para la
conservacién de los granos en el medio rural, particularmente en aquellas regiones
donde los productores guardan parte de sus cosechas para autoconsumo (Moreno,

1995).

2.5.3 Control biolégico

El término “control biolégico™ involucra el control de la poblacion de una plaga
mediante el uso de un organismo (insecto, bacteria, hongo, virus, protozoario o
nematodo) claramente definido como su enemigo natural (Markham, 1992).

La aplicacion de aislamientos de Pseudomonas fluorescens al grano de maiz en
mazorca, redujo en forma importante la infeccién artificial de 4. flavus (Luna-
Romero y col, 2000). También, P. fluorescens aislado de la rizosfera del maiz,
presenté actividad antagénica contra hongos que ocasionan enfermedades radicales y
del follaje; en especial se evaluaron las cepas bacterianas que fueron activas sobre A.
flavus (Luna-Romero y col., 2001).

Se ha determinado una variedad amplia de metabolitos activos de P. fluorescens
BRG100, pero en particular se ha demostrado la actividad de las pseudofominas Ay
B y lipodepsipéptidos en el biocontrol de hongos fitopatdgenos y arvenses (Pedras y
col., 2003).

El micoparasito Humicola fuscoatra, aslado del esclerocio de A. flavus,
produce los metabolitos monordeno y monocillina 1V, los cuales inhiben el desarrollo
de A. flavus; también produce los cerebrdsidos C y D, los cuales fueron inactivos

sobre este hongo (Wicklow y col., 1998).
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2.5.4 Control genético

El uso de cultivares mejorados permite [a obtencién de rendimientos altos
porque entre otras caracteristicas, presentan mayor resistencia al ataque de insectos y
hongos, y algunos presentan una disminucion en el contenido de almidén, lo que les
hace ser mas duros (Gomez, 1995).

El mejoramiento genético del maiz generalmente incluye dentro de sus
objetivos incrementar la resistencia al ataque de insectos, lo cual puede estar asociado
a que el maiz madure mas uniforme y rdpidamente y que no constituya un buen
sustrato para hongos como A. flavus (Gomez, 1995; Guo y col., 1994, 1996). La
resistencia del maiz a la infeccién puede darse a través de la presencia de proteinas
protectoras o inhibidoras (Guo y col., 1998), con inhibidores de la a-amilasa de A.
Sflavus (Fakhoury y Woloshuk, 2001), o con la generacion de compuestos volatiles,
como el 2-furancarboxaldehido, que impiden el desarrollo y la formacion de

aflatoxinas por 4. flavus (Zeringue, 2000).

2.5.5 Manejo integrado de plagas

Para solucionar los problemas del almacenamiento, ademds de los métodos
preventivos se ha recurrido al sistema de control conocido como manejo integrado de
plagas, el cual consiste en el empleo de dos o mis de los métodos seleccionados de
acuerdo con la plaga que se intenta controlar, como son la busqueda de cultivares
resistentes, la regulacién de humedad del grano, el uso de productos quimicos y de

microorganismos antagénicos. Ninguna de estas medidas se considera la mejor, més
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bien son complementarias y aplicables en determinadas circunstancias, por lo que no
deben descartarse otras opciones que demuestren su viabilidad préctica y econémica

(Sifuentes, 1977; Moreno, 1995).

2.5.6 Medidas de control cultural

Algunos agricultores carecen de recursos economicos para fumigar sus cosechas
por lo que adoptan métodos tradicionales para el control de plagas. Algunos de éstos
son: rotacién de cultivos, irrigacién, uso de leguminosas y abonos organicos,
destruccién de residuos de la cosecha anterior, eliminacién de plantas hospederas,
secado del grano por exposicion al sol, ahumado del grano y almacenamiento en
mazorcas con bracteas y recipientes herméticos (Andnimo, 1980; Lindblad y Druben,
1981; Schneider, 1995). También es comin que en ciertas regiones de la Republica
Mexicana se utilicen diversos materiales vegetales mezclados con los granos

almacenados para evitar el ataque de plagas (Lagunes, 1994).

2.6 Plantas con actividad sobre Aspergillus flavus

La literatura relacionada con los metabolitos vegetales que reducen el desarrollo
de las especies de Aspergillus o la sintesis de sus aflatoxinas es escasa; sin embargo,
existen datos importantes al respecto tanto sobre materiales vegetales, como de
metabolitos de diferentes plantas y metabolitos del propio maiz. Un ejemplo es la
actividad inhibitoria del extracto cloroférmico de la raiz de zanahoria sobre el

desarrollo de A. parasiticus y la produccién de aflatoxina B1, asi como la inhibicién
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de la produccion de aflatoxinas de A. parasiticus con la corteza de Philodendron sp. y
con los extractos de Brassica nigra y Zanthophylum sp., los cuales tienen menor
actividad sobre 4. flavus. Los extractos cloroformicos de Syzygium aromaticum,
Hllicium anisatum y Pimenta dioica y de la mayoria de otras especias, inhiben la
produccion de micotoxinas. Los aceites esenciales de canela y clavo limitan el
desarrollo de A4. parasiticus, pero no la produccion de sus aflatoxinas. Ademas, los
metabolitos de maiz 1-heptanol, 2-nonanol, 1-nonanol, geraniol, 2-octanol, 2-decanol,
brionona, 2,4-hexadienal, trans-2-hexanal y 2,4-decadienal inhiben completamente el

desarrollo de A. flavus (Montes y Figueroa, 1995).

A través del potencial de desarrollo y la produccién de aflatoxinas se evaluo la
capacidad antimicética del tomillo, semilla de apio, orégano, canela, jengibre, semilla
de alcaravea, clavo, mostaza, semilla de ajonjoli y hoja de romero de paquetes
comerciales, los cuales fueron inoculados con A. flavus y A. parasiticus. Después de
30 dias se encontrd crecimiento de A. flavus en todas las muestras con excepcion de
orégano, canela y clavo, y ligero crecimiento en mostaza. Las aflatoxinas se
produjeron s6lo sobre semilla de ajonjoli, jengibre, hoja de romero, mostaza, semilla
de apio y de alcaravea. Asi, se pudo determinar el efecto antifiingico y
antiaflatoxigeno de las especias orégano, canela y clavo y del tomillo como probable

inhibidor natural (Liewellyn y col., 1981).

Se han evaluado pequefias proteinas/péptidos extraidos de Indigofera
oblongifolia de ia familia Fabaceae, involucrados en los mecanismos de defensa

inducidos por patégenos, los péptidos P-2, P-3 y P-4 fueron activos sobre A.
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Sfumigatus, los péptidos P-3 y P-4 fueron activos sobre A. niger y solo el péptido P-4 fue

activo sobre 4. flavus (CMI de 25-50 pg/mL) (Dahot, 1999).

Algunos aceites esenciales (Tabla 4) no solo inhiben €l desarrollo del hongo sino
también detienen la produccion de aflatoxinas; la sintesis de aflatoxina B1, una de las mas
carcinogenas, fue completamente inhibida con 500 ppm del aceite esencial de 4zadirachta
indica, 1000 ppm del aceite de Morinda lucida (Bankole, 1997), y con 1.0 mg/mL de los
aceites de geranio y de zacate limon {(con un contenido de 70% de citral) (Paranagama y
col., 2003). El aceite esencial de tomilio (0.4 mg/mL) y los de clavo y comino (0.6 mg/mL)
también inhiben la produccién de aflatoxinas (Hitokoto y col., 1980). Los compuestos que
inhiben completamente el desarrollo del hongo y la formacion de aflatoxinas fueron el
geraniol, nerol y citronelol (CMI de 500 ppm), ademas del timol (250 ppm) y
cinamaldehido (200 ppm) (Shin, 2003). Se determino que el citral, el citronelal y el eugenol
inhiben el desarrollo fingico y la produccion de aflatoxinas mas de 8 dias; sin embargo,
después de 15 dias de incubacion, la produccion de toxinas fue superior a los controles

(Mahmoud, 1994).

La actividad de estos compuestos puede inhibir la penetracion de los tejidos, la
colonizacion del grano o la produccion de propagulos del hongo, v en nivel celular, alterar

la pared micotica (Montes vy Figueroa, 1995).
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Tabla 4. Aceites esenciales con actividad sobre Aspergillus flavus.

Fuente Parte de Ia Composicién Cantidad de CMI, % o
planta prueba zona de
inhibicién

Carum carvi L. Apiaceae Semillas Carvona 50 % 2000 ppm
(Soliman y Badeaa, 2002) Limoneno 35 %
Pimpinella anisum L. Apiaceae Fruto Anetol 80.0 % 500 ppm
(Soliman y Badeaa, 2002) Estragol0.0 %, Safrol
Caesulia axillaris Asteraceae Hojas Aceite 1300 ppm
{(Varma y col., 2002) y-asarone 500 ppm
Calendula officinalis 1.. Asteraceae Flores Sesquiterpenos 2000 ppm
{(Soliman y Badeaa, 2002)
Chrysanthemum  coronarium L. Flores Alcanfor 29.2 %, 10.0 puL. 62.2 %
Asteraceae a-pineno 14.8 %, B-pineno 9.5 % 20.0 pL 82. %
(Alvarez-Castellanos y col., 2001) Liratil acetato 9.8 %
Senecio aegypttus var, discoideus 1,10-epoxifurano eremofilano
Boiss. Asteraceae Hojas 66.3 % 1.0 mg 6.0 mm
(El-Shazly y col., 2002 a) Flores 553 % 1.0 mg 8.0 mm
Tanacetum santolinoides (DC) Feinbr. Hojas Timol 17.96 % 1.0 mg 8.0 mm
y Fertig. Asteraceae Trans-tujona 17.51 %
(El-Shazly y col., 2002 b) Eucaliptol 4.65 %
Scorodophloeus  zenkeri  Harms. Corteza Sulfuros, alquiltiosulfuros 10.0 ul./mL Fungistatico
Caesalpiniaceae sulféxidos y sulfonas
(Kouokam y col., 2002)
Brassica nigra (L.) Koch Cruciferae Semillas Isotiocianato de alilo 1.0 uL 81 %
(Nielsen y Rios, 2000) 1.8 pg/mL
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Tabla 4. (Continuacion).

Fuente Parte de la Composicién Cantidad de CMI1, %o
planta prueba zona de
inhibicién
Teloxys ambrosioides Hojas 100 %
(Montes y Figueroa, 1995)
Mentha piperita L. Lamtaceae Hojas Mentol 36.4 % 3000 ppm
(Soliman y Badeaa, 2002) Eucaliptol 5.9 %
Ocimum basilicum L. Lamiaceae Hojas Estragol, linalol, eugenol, 3000 ppm
(Soliman y Badeaa, 2002) Eucalipto!
Thymus capltatus L. Lamiaceae Hojas Carvacrol 50 pg/mL 19.5 mm
(Kandil y col., 1994)
Thymus vulgaris L. Lamiaceae Hojas Timol 53.9 % 100 %
(Montes y Figueroa, 1995) p-cimeno 25.2 % 500 ppm
(Guynot y col., 2003)
(Soliman y Badeaa, 2002)
Cinnamomum  zeylanicum  Blume Hojas Eugenol 78.5 % 100 %
Lauraceae Corteza Cinamaldehido 500 ppm
(Guynot y col., 2003)
(Montes y Figueroa, 1995)
(Soliman y Badeaa, 2002)
Laurus nobilis L. Lauraceae Hojas Eugenol 57.0 % 100 %
(Guynot y col., 2003) Eucaliptol
Syzygium aromaricum (L.) Merril & Flores Eugenol 83.9 % 1.0 uL 100 %

L.M. Perry Myrtaceae
(Montes y Figueroa, 1995)
(Nielsen y Rios, 2000)
(Guynot y col., 2003)

Acetato de eugenilo 10 %
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Tabla 4. (Continuacion).

Compuesto Parte de la Composicién Cantidad de CMi, % o
planta prueba Zona de
inhicién

Jasminum officinarum var. Hojas 0.l mL 100 %
grandiflorum Oleaceae
(Jain y Agrawal, 2002)
Jasminum sambae (L.) Ait. Oleaceae  Hojas 0.1 mL 100 %
(Jain y Agrawal, 2002)
Piper angustifolium Lam. Piperaceac Hojas Alcanfor 25.3 % 100.0 pg/mL
(Tirillini y col., 1996) Canfeno 22.4 %
Cymbopogon citratus Sapf. Poaceae Hojas Citral 72.8 % 1000 ppm
(Pattnaik y col., 1997) Geraniol 2.9 %
(Mishra y Dubey, 1994) Linalool 1.46 %
(Paranagama y col., 2003)
Cymbopogon flexuosus Wats. Poaceae  Hojas Citral 0.4 pL/mL
(Shahi y col., 2003)
Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle Hojas Limoneno, y-terpineno 3000 ppm 80 %
Rutaceae (Mishra y Dubey, 1994)
Citrus reticulata Blanco Rutaceae Pericarpio Limoneno 3000 ppm 40 %
{Mishra y Dubey, 1994)
Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae Pericarpio Limoneno, B-mirceno, citral, 3000 ppm 60 %
(Mishra y Dubey, 1994) linalol,
Helietta parvifolia A. Gray Benth. Hojas Eugenol, metil eugenol 600 ppm Fungistatico

Rutaceae
(Rovalo y col., 1983)

safrol e isosafrol

43



2.7 Familia Rutaceae

La familia Rutaceae esta formada por arboles, arbustos o hierbas con hojas
alternas u opuestas, sin estipulas, simples, palmati o pinnado-compuestas, algunas
veces reducidas a espinas y siempre dotadas de glandulas translicidas, inflorescencia
cimosa, paniculada, racimosa, en forma de espiga o algunas veces las flores solitarias;
flores hermafroditas o unisexuales; sépalos 3 a 5; pétalos 3 a 5, rara vez mis;
estambres 3 a 10, filamentos libres o unidos en la parte inferior; ovario stpero con 3 a
5 léculos con placentacion axilar; ¢vulos 1 o varios en cada loculo, estilos libres o
unidos; fruto en forma de foliculo, capsula, sdmara, drupa o baya, con una o varias
semillas en cada léculo. Familia de aproximadamente 140 géneros y 1300 especies,
ampliamente distribuida en regiones tropicales de los Hemisferios Norte y Sur. La
familia posee gran importancia economica porque en ella se agrupan todos los
frutales citricos (Rzedowski y col., 2001).

En la evaluacion in vifro de la actividad sobre 4. flavus Link de seis ruticeas
recolectadas en diversas etapas fenologicas, Casimiroa pringlei, Citrus aurantiifolia,
C. aurantium, Ptelea irifoliata y Helietta parvifolia manifestaron actividad
antifingica. Los extractos etanolicos obtenidos por maceracion de C. aurantiifolia
(frutos inmaduros y maduros) y C. pringlei (ramillas con flor) manifestaron actividad
protectora del maiz cacahuazintle a la infeccion por 4. flavus, durante los 20 dias de

almacenamiento evaluados (Cardenas, 1998).



2.7.1 Casimiroa pringlei (S. Watson) EnglL

Arbusto o arbolito de 3 a 5 m; hojas compuestas de 2 a 3 hojuelas obovadas a
elipticas, lisas y enteras de 3 a 9 cm de largo; flores amarillo-verdosas; fruto oval o
globoso de 1.2 a 1.8 cm de ancho con semillas de 10 a 12 mm (Figura 2). Se ha
registrado en los estados de Durango, Nuevo Ledn y San Luis Potosi (Standley,
1923; Martinez, 1979).

En el estado de San Luis Potosi, se le conoce en los municipios de Cerritos y
Guadalcézar, en vegetacién de matorral desértico micréfilo con izote y en matorral
submontano, a una altitud promedio de 1470 m. Es llamada *“Zapotillo” (Guadalc4zar,
S.L.P.) (Martinez, 1979).

No tiene utilidad registrada, pero su extracto etanélico ha demostrado poseer
actividad fungicida sobre Aspergillus flavus Link e inhibe la produccion de

aflatoxinas (Cardenas, 1998).
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Figura 2. Casimiroa pringlei (5. Watson) Engl.
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2.7.2 Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk.

Arbusto o arbolito de 2 a 7 m de alto, no ramificado; hojas alternadas, pinnadas,
hojuelas 5 a 11, lanceoladas, de 2.5 a 10 cm de largo, color ocre en el envés, verde en
el haz; flores pequeiias, blancas, en un largo paniculo terminal; frutos pequeﬁ(;s,
verdosos y de 2 a 5 carpelos (Figura 3). Se encuentra en los estados de Nuevo Leon,
Tamaulipas, Veracruz e Hidalgo (Standley, 1923).

Se ha encontrado en el sur del estado de San Luis Potosi. Forma parte del
matorral submontano hacia sus limites con el bosque de encino, en laderas calizas y a
una altitud promedio de 1550 m. Se le conoce como rosa amarilla o Santo Domingo
en el sureste de San Luis Potosi; rantd en lengua otomi en Hidalgo; tzatzubtza en la
huasteca potosina; y cococuahuitl en lengua nahuatl, en el sureste de San Luis Potosi
(Martinez, 1979).

Las partes aéreas de D. bicolor se han utilizado en la medicina tradicional
contra infecciones bacterianas y como antiinflamatorio (Aguilar y col., 1994). Fue
publicada la presencia de los alcaloides dictamnina y skimmianina (Dominguez y
col., 1971). De la parte aérea de D. bicolor se aislaron las cumarinas heraclenina,
seselina, psoralena, imperatorina, skimmianina y heraclenola (Garcia-Argdez y col.,

2000).
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Figura 3. Decatropis bicolor (Zucc,) Radlk.
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2.8 Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es la mas vasta del reino vegetal. Se encuentra
practicamente en toda la superficie de la tierra, pero estd especialmente bien
representada en las regiones secas. En la zona 4rida del estado de San Luis Potost las
asteraceas son uno de los principales componentes de la flora (Salas, 1987).

En la altiplanicie del estado de San Luis Potosi se encuentran 11 tribus con 73
géneros, que representan el 25% de los géneros reportados por Rzedowski (1978,
citado por Salas, 1987) para la Republica Mexicana, y 190 especies. Mas del 80% de
estas especies quedan incluidas en las tribus Heliantheae, Tageteae, Helenieae,
Eupatorieae y Astereae (Salas, 1987).

Dentro de la familia Asteraceae, se estudio la actividad antifiingica de los
extractos, obtenidos por destilacién con arrastre de vapor, de 31 especies sobre
Fusarium oxysporum y Trichophyton mentagrophytes. La méxima actividad se
observo con el extracto de las flores de Tagetes erecta, seguida del extracto de la

planta completa de Tagetes patula y del extracto de las hojas de 7. erecta (Rai y

Acharya, 1999).
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2.8.1 Chrysactinia mexicana A. Gray

Es un subarbusto o arbustito perenne hasta de 60 cm de alto; glabro o casi
glabro, muy aromatico; las ramas lignificadas conservan las bases de las hojas caidas;
hojas densamente imbricadas sobre las ramas, en su mayoria alternas, algo carnosas,
lineares de 5 a 15 mm de largo, verdes oscuras; cabezuelas solitarias sobre
pedinculos hasta de 5 cm de largo, bracteados; involucro anchamente campanulado a
subhemisférico, de 4 a 6 mm de alto, sin caliculo; sus bracteas (+12), linear-oblongas,
agudas en el 4pice, con una gran glandula oleffera en la parte superior; receptaculo
convexo; flores liguladas (+12), amarillas, sus laminas oblongas, de 6 a 10 mm de
largo; flores del disco 20 a 30, sus corolas amarillas, de 4 a 6 mm de largo; aguenios
lineares, de 3 a 4 mm de largo, estriados, negruzcos, algo pubescentes; vilano mas
largo que el aquenio, sus cerdas de color blanquecino-castafio (Figura 4). Se
encuentra desde Nuevo México y Texas hasta Veracruz y Oaxaca. Fuera del Valle de
México esta mayormente ligada al sustrato de roca caliza (Rzedowski y col., 2001).

En el estado de San Luis Potosi, esta especie se encuentra en planicies y laderas
de cerros calizos y yesosos con matorral desértico, en los municipios de Charcas,
(Guadalcazar, Moctezuma, Soledad y Villa Juarez, en altitudes que varian entre 1200
y 2000 m (Salas, 1987). Se le conoce como Damiana o Falsa Damiana en Coahuila,
Chihuahua y Durango; Garafiona y Romerillo en Coahuila e Hidalgo; Hierba de San
Nicolas en San Luis Potosi; y Mariola en Puebla y Valle de México (Martinez, 1979).

Se le utiliza en medicina tradicional por sus propiedades como afrodisiaco,
antiespasmodico, sudorifico, diurético, tonico y febrifugo (Judrez y col., 1996). Se

usa en casos de menstruacion dolorosa, enfermedades venéreas y leucorrea
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(Gonzalez, 1984). También se le atribuyen propiedades insecticidas en el control de
plagas del maiz almacenado (Villavicencio y col, 1995), especialmente sobre el
gorgojo del maiz Sitophilus zeamais Motsch (Juérez, 1998; Hernandez y col., 2000).
Present actividad antifingica sobre dermatofitos (Zavalza, 2001) y amebicida sobre
los trofozoitos de Entamoeba histolytica (Pérez, 2002).

De las partes aéreas de esta planta, con éter de petroleo se extrajo un aceite
verdoso que contiene 1,8-cineol y sitosterol, acetilenos y tiofenos (Dominguez y
Pierantozzi, 1972). Se aislaron dertvados de tiofenos que son caracteristicos del
género Tagetes (Downum y col., 1985). El compuesto 3Z, 6Z, 8Z-dodecatrieno-1-ol,
fue previamente aislado como una feromona de termitas (Dominguez y col., 1985).
Posteriormente, se aislaron de esta planta nuevos constituyentes monoterpénicos,
como son el 3,6-dihidrixipiperitona, 7-acetoxipiperitona, 7-hidroxipiperitona y 6-
hidroxipiperitona (Delgado y Rios, 1991).

Del extracto metanolico de las hojas de Chrysactinia mexicana se obtuvo una
mezcla de flavonoides, el 3-glucésido y 7-glucosido de quercetagetina, el 6-
hidroxicanferol 7-glucésido y el 6-hidroxicanferol 7-acetilglucosido. Estos
compuestos, segiin Harborne y col., {1991), podrian ser utiles como marcadores
taxondmicos de la tribu Tageteae. También fueron aislados los constituyentes B-
sitosterol, Sc-hidroxi-8,9-dihidroxicarvona y 5B-hidroxi-8,9-dihidroxicarvona; los
tltimos dos compuestos también fueron aislados de Chenopodium muitifidum y
mostraron toxicidad sobre Artemia salina (LCs, 478 ppm y 48 ppm, respectivamente)

{Delgado y col., 1993).
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. ARGHIV@ HISTORICO

Figura 4. Chrysactinia mexicana A. Gray
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2.8.2 Heliopsis longipes (A. Gray) Blake

Entre los vegetales silvestres del estado de San Luis Potosi debe citarse esta
especie, que aunque poco abundante tiene diversas aplicaciones y posiblemente en un
futuro proximo llegue a explotarse mas intensamente (Rzedowski, 1955; Salazar,
1999).

Es una planta vivaz, herbicea o subarbustiva de 25 a 50 cm de altura;
ligeramente pubescente. Los tallos, en numero de uno a varios, generalmente no se
ramifican. Las hojas opuestas, los pares distantes entre si, con peciolos cortos, los
limbo aovados, de 2 a 4 cm de largo por 1 a 3 cm de ancho. Las flores amarillas
reunidas en cabezuelas, cada una de las cabezuelas dando la apariencia de una sola
flor. Las cabezuelas una o pocas, situadas en la parte terminal de los tallos, sobre
pedunculos muy alargados y desnudos (Figura 5). Florece en la época de lluvias. Las
raices son delgadas, cilindricas, ligeramente carnosas y con engrosamientos mas o
menos equidistantes; la parte medular fibrosa presenta coloracién amarilla

(Rzedowski, 1955).
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El area en que vive se restringe a la porcion limitrofe entre los estados de San
Luis Potosi, Guanajuato y Querétaro y particularmente en la Sierra Gorda. Vegeta en
bosques templados y himedos de encinos y pinos, sobre suelos algo acidos y ricos en
materia organica, entre los 1800 y los 2400 m de altitud (Rzedowski, 1955).

En el estado de San Luis Potosi se encuentra en la Sierra Gorda entre los
municipios de San Ciro y Rioverde a una altitud de 1300 a 2350 m. Florece de agosto
a octubre, o de septiembre a diciembre; en cultivo el tiempo de floracion es mayor

(Salazar, 1999).

Se le llama chilcuague, chilcuén, chilctiam, pelitre, peritre y chilaunagua en San
Luis Potosi, Guanajuato y Querétaro. Chilmecat! (lengua nahuatl) (Martinez, 1979).

Un fragmento de raiz de la planta colocado sobre la lengua produce en poco
tiempo un marcado efecto anestésico local y provoca fuerte secrecion de saliva.
Debido a su sabor picante se emplea entre la gente de campo como condimento y
también como aditivo de bebidas alcoholicas, aunque segin afirman, a veces es
peligroso porque en cantidades fuertes produce intoxicaciones y puede causar la
muerte (Salazar, 1999).

Es muy extendido su empleo como calmante de dolores de muelas, aplicandose
directamente un extracto acuoso o alcoholico de la raiz o bien masticando un trocito.
Se dice que también es de utilidad en casos de resfriados.

Dada la escasez de la especie se realizaron experimentos de propagacién y
aclimatacién, de los cuales pudo deducirse que el chilcuague es susceptible de

trasplantarse y en el cultivo se desarrolla con mucho mayor rapidez (Salazar, 1999).
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En una investigacién general de plantas usadas en la medicina tradicional
mexicana los extractos de H. Jongipes presentaron propiedades antisépticas
significativas, lo cual respalda sus usos tradicionales (Gutiérrez-Lugo y col.,, 1996).

H. longipes es una planta con una larga tradicion en la herbolaria indigena, pues
es usada en México como especia, insecticida y en medicina tradicional desde hace
varias centurias. Muchas otras especies como Zanthoxylum piperitum que contienen
alcamidas han sido utilizadas en la medicina tradicional en las culturas antiguas

(Hashimoto y col., 2001).

Recientemente se ha empleado la raiz de chilcuague para la preparacion de
polvos insecticidas con resultados muy prometedores. Durante la ultima Guerra
Mundial el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos promovié extensas
investigaciones: algunos de sus resultados se publicaron en varios articulos. Se aislé
de la planta un principio activo que corresponde a la formula condensada de C,H;s
NO y que es una amida: N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida, denominada también
afinina, debido a la previa identificacién erroénea de la planta como Erigeron affinis
D.C. (Acree y col., 1945). También se encontr6 que contiene alcamidas hidroxiladas,
isobutilamidas y la sanshoamida, una de las primeras amidas aisladas (Molina-Torres
y Garceia, 2001). La alcamida afinina es el mayor compuesto bioactivo presente en las
raices de H. longipes, y representa el 0.78 % de su peso seco (Molina-Torres y col.,
1996).

Se ha demostrado la actividad antifingica y antibacteriana de la afinina y de dos
alcamidas obtemdas por reduccidon catalitica de la afinina, la N-isobutil-2E-

decenamida y N-isobutil-decanamida. La afinina, principal compuesto de la fraccién
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lipidica, es la responsable de la actividad fungitoxica observada en la raiz de esta
planta, pero ninguno de los dos compuestos obtenidos por catalisis mostro actividad
fungitéxica. La afinina presento actividad sobre las bacterias pero la N-isobutil-2E-
decenamida parcialmente reducida, mostré la mayor potencia sobre E. coli y Erwinia
caratovora, ademas de actuar sobre B. subtilis, causindoles 100 % de inhibicion a
5.0, 5.0 y 50 mg/L respectivamente. Sin embargo la N-isobutil-decanamida reducida
totalmente, mostré 100 % de inhibicion a 150 mg/L sobre B. subtilis, pero no fue
inhibidor de los otros microorganismos. Los resultados indican que el mecanismo de
accién de las alcaminas en los hongos y bacterias puede ser diferente. La afinina fue
mas activa en hongos, lo cual sugiere que la instauracion 2E es insuficiente para la
accion, y que se requiere su conjugacion con la instauracion en las posiciones 6Z, 8E
0 ambas. Los hongos que tienen micelio hialino fueron mas susceptibles que aquellos
con micelio colorido. De igual forma Singh y col. (1990) observaron que los hongos
con conidios coloridos, requieren altas concentraciones de ajoeno para inhibir la

germinacion de los conidios (Molina-Torres y col., 2004).
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Figura 5. Heliopsis longipes (A. Gray) Blake
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3. MATERIALES Y METODOS

Las cuatro especies vegetales estudiadas se eligieron por medio de un estudio

exploratorio con ensayos preliminares para establecer su actividad antifingica.

3.1 Estudio exploratorio

Se seleccionaron cuatro especies vegetales: dos Rutaceas Casimiroa pringlei (S.
Watson) Engl. y Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk y dos Asteracéas: Chrysactinia
mexicana A. Gray y Heliopsis longipes (A. Gray) Blake, tomando en cuenta gue
existian pocas referencias bibliograficas relacionadas con ellas, Las localidades para
su recoleccion fueron seleccionadas de acuerdo con la revision de las etiquetas de
ejemplares existentes en el herbario “Isidro Palacios™ del Instituto de Investigacion de
Zonas Desérticas de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi {(SLPM). Las
plantas se recolectaron en etapa de floracion, con excepcion de D. bicolor que se
obtuvo en etapa vegetativa. Las plantas fueron autentificadas por el Taxonomo José

Garcia Pérez y un ejemplar se deposité en el herbario SLPM para su registro (Tabla

5).

3.1.1 Preparacion del material vegetal

Se separaron las hojas de las plantas; estos materiales se colocaron en bandejas
de papel absorbente y se secaron a la sombra por un periodo de 10 a 25 dias, de
acuerdo con ¢l tipo de material vegetal. Las hojas se molieron en una licuadora de

tipo casero.
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Tabla §. Registro de las plantas de las familias Rutaceae y Asteraceae recolectadas en el estado de San Luis Potosi.

Registro Herbario

Nombrcboicoy | Elpe | Fecbadersdedin ygigeg A L i
g P & (I1ZD UASLP)
Casimiroa pringlei El Aguaje de los Garcia,
(S. Watson) Eng]. Floracién 24-111-2002 Mpio. de Guadalcazar, 1470 SLPM 37573
Rutaceae T
Decatropis bicolor Km. 63 S.L.P.-Rioverde a 3
(Zucc.) Radlk. Floracién 25-1-2002 xﬂ_mmhwmmwm_wmmzm_m. mm 1 550 SLPM 37574
Rutaceae goza, S.L.1.
Heliopsis longipes [IZD UASLP
(A.Gray)Blake  Floracién >-1V-2002 >=mmmﬂmﬂmw w%_ww mm_ __u_w:o, 1 850 SLPM 37572
Asteraceae B P
Chrysactinia mexicana Dos km del entronque a
A. Gray Floracion 29-111-2002 om”m%mwmzmvm%o 1450 SLPM 37571
Asteraceae T
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3.1.2 Obtencién de los extractos vegetales crudos

Las muestras vegetales molidas se sometieron a procesos de extraccion
comunes, como son la maceracion, la extraccion por calentamiento y con la columna
de gravedad o de percolacién, con disolventes de diferente polaridad.

Se utilizé una serie de disolventes de polaridad creciente (hexano, cloroformo,
acetato de etilo, etanol, metanol y agua), y se realizo la extraccion hasta agotamiento

del polvo vegetal con cada uno de ellos; se obtuvieron 52 extractos.

3.1.2.1 Extraccién por columna de gravedad o percolacién en serie. En
una columna de percolacion se colocaron 20 g de polvo foliar y se agregd hexano
hasta cubrir completamente la muestra; se dejo en reposo por 48 horas y se percold
hasta agotamiento del material vegetal, para lo cual se requirieron aproximadamente
500 mL de dicho disolvente. Se dejé secar el contenido de la columna de percolacion,
se continud la extraccion con cloroformo y se repitié el procedimiento con etanol.
Cada uno de los extractos obtenidos se concentrd en un rotavapor a presion reducida,

a29°C.

3.1.2.2 Extracciéon por calentamiento en serie. En un matraz de fondo
redondo se colocaron 20 g de polvo foliar con 100 mL de hexano, se colocd un
refrigerante en posicion de reflujo y se calentd al punto de ebullicién del disolvente,
por cuatro horas. Se dejo enfriar, se filtré6 con papel Whatman 2 al vacio. El polvo
residual se extendioé sobre papel absorbente para eliminar por evaporacion cualquier
resto de hexano. Posteriormente se sometio a extraccion con cloroformo y se repitié

el procedimiento con etanol y agua destilada. Los extractos organmicos fueron
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concentrados a presion reducida en un rotavapor y el agua se elimind por

liofilizacion.

3.1.2.3 Extraccién por maceracién. Este método de extraccion se realizd
con los siguientes disolventes en forma independiente: hexano, cloroformo,
diclorometano, acetato de etilo, etanol y metanol. En un frasco de cierre hermético se
colocaron 20 g de polvo foliar y aproximadamente 100 ml del disolvente
correspondiente. Se dejé en reposo al abrigo de la luz por 10 dias y se filtré con papel

Whatman 2 al vacio. Los extractos se dejaron secar a temperatura ambiente.

3.2 Ensayo biolégico

Las evaluaciones se llevaron a cabo con base en un disefio experimental con
tratamientos asignados completamente al azar y cinco repeticiones. La evaluacion de
la actividad antifilngica de los extractos vegetales se realizo sobre Aspergillus flavus
Link cepa 1273 SRRC del National Center for Agricultural Utilization, en Peoria,

Hlinois.

3.2.1 Preparacion del inéculo de Aspergillus flavus Link

El indculo se estandarizé por el método turbidimétrico a un contenido de 1 x
10° propagulos/ mL, lo cual se comprobé por la cuenta de las colonias obtenidas por
siembra en cajas de Petri con agar Czapek (Difco), con incubaciéon a 28 °C por 72

horas (Céardenas, 1998).
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3.2.2 Determinacién de Ia actividad antifiingica

En todos los casos la evaluacion de la actividad antifingica se realizé con la
siguiente metodologia. Se aplicé el método de difusion en placa y la técnica de pozo;
para ello se prepararon cajas de Petri de 5.0 cm de diametro con agar Czapek, las
cuales se inocularon por espatulacion con 50 pL del indculo estandarizado (100 000
propagulos del hongo). Se perforaron los pozos con un asa de 0.6 cm de didmetro y la
disolucién de las sustancias a evaluar (tratamientos) se depositaron en el pozo, se
dejaron en reposo para permitir la difusion en el medio y se incubaron a 28 + 2°C por
72 horas.

Se determiné la actividad antifiingica por el diametro de la inhibicién del
desarrollo del hongo en c¢m; se usaron como testigos los disolventes utilizados como
vehiculos, y como control positivo de actividad se utilizaron 5.0 pg de Daconil

(Clorotalonil 75 % activo) de Coraza.

3.2.3 Determinacion de la actividad fungistitica o fungicida y de la
concentracion minima fungicida (CMF)

En todos los casos los extractos vegetales o sustancias que presentaron actividad
antifingica se evaluaron para determinar si su accion era fungicida o fungistatica, y a
la vez para establecer su CMF. Estas actividades se establecieron por inhibicion de
desarrollo del A. flavus en caldo Sabouraud dextrosa (CSD) (Bioxon), y se
confirmaron mediante resiembra en agar Czapek. Antes de llevar a cabo los ensayos,
se estableci6 la cantidad maxima de hexano tolerado en los cultivos liquidos sin

causar interferencia en su desarrollo, la cual fue de 150 pL.
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En tubos de ensaye que contenian 4.0 mL de CSD se colocoé el volumen
correspondiente de la dilucién de la muestra a evaluar y se inoculé con 1000
propég'ulos de A. flavus del inéculo estandarizado, se homogenizé y se incub6 a 28 °C
por 72 horas. Pasado este tiempo, se homogenizé el cultivo en medio liquido en el
vortex y luego se resembro 0.1 mL de él en la superficie de agar Czapek en tubos
inclinados, se incubd a 28 °C por 72 horas y se observd el desarrollo de 4. flavus
Link.

Se considero actividad fungistatica cuando hubo ausencia visible de desarrollo
en los cultivos liquidos en CS8D y se establecio su concentraciéon minima inhibitoria
(CMI). Los cultivos liquidos se homogenizaron y 100 pL de éstos se resembraron
sobre agar Czapek. La actividad fungicida, se evallo en la resiembra sobre agar
Czapek en tubos inclinados; la CMF se consideré como la menor cantidad/ml de la

muestra necesaria para matar el hongo in vitro.

3.2.4 Andlisis estadistico
Los datos experimentales registrados se sometieron a analisis estadistico

descriptivos, calculo de medias y errores estandar.

3.3 Estudio fitoquimico preliminar

A los extractos hexanicos obtenidos por maceraciéon de las cuatro especies
elegidas, Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl., Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk,
Chrysactinia mexicana A. Gray y Heliopsis longipes (A. Gray) Blake, se les realizé

un estudio fitoquimico preliminar para conocer cusles grupos quimicos estaban
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presentes. Asi se procedié a la identificacion de metabolitos secundarios como
esteroles, terpenos, flavonoides, sesquiterpenlactonas, cumarinas, taninos, catequinas,
quinonas y alcaloides, mediante reacciones de coloracion y precipitacion y su
comprobacién por cromatografia en capa fina (Zweig y Sharma, 1984; Evans, 1991,

Dominguez, 1985; Bruneton, 1991; Harborne, 1998).

3.4 Plantas seleccionadas, recoleccion, preparacién y registro

En la zona semidrida del estado de San Luis Potosi se obtuvieron muestras
suficientes de las cuatro especies de plantas silvestres elegidas. Estas fueron
recolectadas en la fase de desarrollo con mayor actividad antifingica y en las
localidades seleccionadas (Tabla 5), lo cual se establecié en el estudio exploratorio.
Se separaron las hojas y se sometieron a secado sobre papel absorbente por 10 a 25
dias para obtener por lo menos 3 a 4 kg de las hojas deshidratadas, y posteriormente
se molieron. En forma simultanea se obtuvieron ejemplares de herbario para su

identificacion y registro.

3.5 Preparacién de los extractos crudos mas activos de cada una de las cuatro
especies vegetales seleccionadas y su CMF

Las hojas secas y molidas se sometieron al proceso de extraccion seleccionado
con base en el estudio exploratorio. Se obtuvieron extractos hexanicos por
percolacion de C. pringlei y de C. mexicana; y extractos hexanicos por maceraciéon de

D. bicolor y de H. longipes. A estos cuatro extractos se les determiné su CMF.
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3.6 Casimiroa pringlei (S. Watson) EnglL
Se preparé el extracto hexanico por percolacion de 4.0 kg de las hojas secas y
molidas de C. pringlei, el disolvente se elimind por destilacion en un rotavapor a

presion reducida, a 29 °C.

3.6.1 Separacién cromatogrifica del extracto hexanico de C. pringlei

3.6.1.1 Primer fraccionamiento. E] extracto hexdnico de C. pringlei se
sometio a una separaciéon por cromatografia en columna empacada con silice gel 60
(0.063 — 0.200) (Merk) como adsorbente, y como fase movil se utilizé el hexano, con
proporciones crecientes de acetato de etilo, y finalmente las columnas se lavaron con
metanol. De cada columna se obtuvieron 10 fracciones de volimenes aproximados de
150 mL cada una, de acuerdo con su propio desarrollo. Todas las fracciones se
concentraron en un evaporador rotatorio a presion reducida y a 29 °C.

Estas fracciones posteriormente se analizaron por cromatografia en capa fina, en
cromatoplacas Merk F;s4 de silice gel como adsorbente y como fase movil el hexano
y mezclas de hexano/acetato de etilo. Las fracciones que presentaron el mismo patron
cromatografico se juntaron. A todas las fracciones se les determiné su actividad
antifiingica.

Una vez determinado cuéles fueron las fracciones con actividad antifingica, se

reunieron y se procedié a una segunda separacion por cromatografia en columna.

3.6.1.2 Segundo fraccionamiento. Para la segunda separacion por
cromatografia en columna se utilizo silice gel 60 (0.063 — 0.200) como adsorbente y

cloroformo como fase moévil, con proporciones crecientes de acetato de etilo. Se
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obtuvieron seis fracciones con volimenes aproximados de 150 mL, de acuerdo con su
propio desarrollo. Todas las fracciones se concentraron en un evaporador rotatorio a
presion reducida y a 29 °C.

A estas fracciones se les evalu6 su actividad antifingica. Luego las fracciones
activas se reunieron y se procedio a su separacién por cromatografia de liquidos de

alta eficiencia (HPLC).

3.6.2 Separacion de las fracciones activas por HPLC

El establecimiento del método para la separacion se realizéd en un cromatografo
de liquidos de alta eficiencia Vanan Pro Star equipado con una columna de fase
normal, 4.0 por 250 mm (Econosphere), empacada con Silice 5.0 pm, y con un
detector de luz evaporativa Alltech ELSD 2000. Como fase moévil se utilizd el
sistema hexano/acetato de etilo a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min; se evaluaron
diversas proporciones de fase mévil y tiempos de desarrollo del método, hasta
establecer la proporcion final con la mejor resolucién: hexano/acetato de etilo 75/25 y
tiempo de desarrollo cromatografico de 50 min.

Una vez determinado el método de separacion, se escalo el procedimiento a
cromatografia semipreparativa y la separacidon se realizd usando una columna
semipreparativa de 22.0 por 250 mm, (Econosphere) empacada con Silice 5.0 pm,
con la misma fase moévil (hexano/acetato de etilo 75/25), una velocidad de flujo

correspondiente a 4.0 mL/min y tiempo de desarrollo cromatografico de 50 min.
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Las fracciones se recolectaron a intervalos de 1 min durante todo el
fraccionamiento, hasta un total de 50. Este procedimiento se repitio 15 veces hasta

LT

concluir con toda lag‘_nuestra. ARCHIVO HISTC

3.6.3 Separacién de la fraccién activa de C. pringlei por cromatografia de
capa preparativa

Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm con silice gel para cromatografia en
capa preparativa con un espesor aproximado de 0.5 a 1.0 mm, las cuales fueron
activadas por calentamiento a 100 °C por dos horas. La disolucion en cloroformo de
la mezcla de las fracciones activas obtenidas en el HPLC se aplicé en linea recta a
dos centimetros de uno de los extremos de las placas, las cuales fueron desarrolladas
con el sistema hexano/acetato de etilo 75/25 en camara hermética.

Las zonas de separacion de las placas se rasparon y se extrajeron con
cloroformo por agitaciéon continua durante una hora. Se filtraron para eliminar el
silice y el filtrado se evapor6 a temperatura ambiente para eliminar el cloroformo.

La actividad antifiingica de las fracciones obtenidas se evalué por el método de

difusion en placa y la técnica de pozo.

3.6.4 Determinacién de la CMF de las fracciones obtenidas en capa
preparativa

Se prepararon disoluciones en cloroformo de las fracciones obtenidas de la
separacion en capa preparativa y se evalué la CMF en CSD y resiembra en agar

Czapek. Para determinar su actividad fungistatica o fungicida.
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3.7 Chrysactinia mexicana A. Gray

3.7.1 Obtencién del aceite esencial de las hojas de Chrysactinia mexicana A.
Gray.

La planta fresca recolectada se conservo en refrigeracion a 4.0 °C el tiempo que
duré el proceso extractivo. 1.6 kg de hojas frescas se extrajeron por arrastre de vapor
y el aceite esencial se recuperd del agua de arrastre por extraccion con éter etilico en
un embudo de separacion; este procedimiento se repitio tres veces.

La soluci6n etérea se secéd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se destilé en
un rotavapor a presion reducida, a temperatura ambiente. Se utilizaron 10 L de éter
etilico que se reutilizaron tres veces. El aceite esencial extraido se conservé en

refrigeracion a 4.0 °C.

3.7.2 Determinacion del indice de refraccidn del aceite de C. mexicana

Se realizé en un refractémetro de AB, calibrado a 20 °C con agua destilada.

3.7.3 Determinacién de la densidad del aceite esencial de C. mexicana

Se realiz6 con un micropignémetro a 20 °C (Shriner y col., 1991).

3.7.4 Actividad antifiingica del aceite esencial de C. mexicana

La actividad antifiingica del aceite esencial se determind por la técnica de pozo
en concentraciones de 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 mg de aceite esencial disuelto en
dimetilsulfoxido (DMSO), para favorecer su difusion en el medio de cultivo. Las

disoluciones se depositaron en el pozo y las cajas se incubaron a 28 °C por 72 horas;
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después de este periodo se midio el diametro de la inhibicion del desarrollo del hongo

€n cm.

3.7.5 Determinacion de la composicion del aceite esencial de C. mexicana
por cromatografia de gases

La identificacion de los componentes del aceite esencial de C. mexicana se
llevé a cabo por cromatografia de gases. Para ello se utilizd el cromatdgrafo de gases
Varian CP — 3800 (Tabla 6), equipado con una columna capilar CP-Sil-SCB-MS de
30.0 m, un espesor de capa 25.0 um y un detector de ionizacion de flama (FID). Se
uso nitrogeno como gas acarreador. La identificacion se realizd por comparacion con
estandares comerciales.

Especificaciones iniciales del cromatografo de gases Varian CP - 3800.

Horno 250°C
Flujo de columna 1.0 mL/min
Presion de columna (psi) 10.0

Horno de columna 50°C
Horno FID 250°C
Seial FID (mV) 0.088

Se evaluaron 10 diferentes métodos, los cuales variaron en cuanto a temperatura
de trabajo, tiempo de desarrollo del método, incremento de la temperatura y

utilizacién de rampas de temperatura sostenida a determinados intervalos de tiempo.
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Tabla 6. Método de analisis en el cromatdgrafo de gases Varian CP-3800, del aceite

esencial de Chrysactinia mexicana A. Gray.

Etapa Temperatura Velocidad Duracién Tiempo total
°C ® C/min (min) (min)
Inicial 50 - 0.0 0.00
1 85 4.0 0.0 8.75
2 130 1.0 0.0 53.75
3 165 4.0 0.0 62.50
4 220 1.0 0.0 117.50

3.7.6 Determinacion de la composicion del aceite esencial de C. mexicana
por CG/MS

El analisis del aceite esencial de C. mexicana para la identificacion de los
compuestos mayoritarios se desarrollé en un cromatografo de gases Hewlett Packard
6890 GC equipado con una columna capilar CP-Sil-SCB-MS (DB Wax) de 30.0 m,
0.25 mm de diametro interno y espesor de pelicula de 25 um, acoplado a un
espectrometro de masas modelo Jeol GC- mate, con un detector de sector magnético
de 15 cm. La fase mévil fue helio con un flujo de 1.0 mL/min. La temperatura inicial
fue 50 °C y se incrementd hasta 85 °C a una velocidad de 4.0 °C/min, seguido de un
incremento hasta 130 °C a una velocidad de 1.0 °C/min y finalmente un incremento a
4.0 °C/min hasta 220 °C por 10 min. Se usé una energia de ionizacion de 70 eV. El
tiempo de encendido del filamento del espectrometro de masas fue de 10 min. La
identificacion se realizé por comparacion con los tiempos de retencion y los espectros

de masas de compuestos comerciales y con los de la base de datos NIST/NBS.
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3.7.7 Determinacion de la actividad fungistatica o fungicida y de la CMF
del aceite esencial de C. mexicana y de sus componentes mayoritarios

La actividad fungicida o fungistitica y la CMF del aceite esencial de C.
mexicana y Sus tres compuestos mayoritarios se evalué a través del grado de
inhibicién del desarrollo de 4. flavus en CSD y se confirmé mediante resiembra en
agar Czapek.

Para ello se prepar6 una disolucion del aceite esencial en dimetilsulféxido
(DMSO), a una concentracion de 50 mg/mL. Se evaluaron las concentraciones de
0.125 a 1.5 mg/mL del medio de cultivo, con tres repeticiones. Los compuestos que
se encuentran en mayor proporcion también fueron evaluados en disolucion con
DMSO.

Se determind la actividad fungistitica en CSD y la actividad fungicida, se

evalio en la resiembra sobre agar Czapek.

3.7.8 Fraccionamiento del aceite esencial de C. mexicana

Se realizé por cromatografia en columnas con silice gel 60 (0.063 — 0.200)
como adsorbente, y como fase movil se utilizé el hexano con proporciones crecientes
de acetato de etilo y lavando las columnas con metanol. De cada columna se
obtuvieron 13 fracciones de volimenes aproximados de 100 mL cada una, de acuerdo
con el desarrollo de las columnas. Todas las fracciones se concentraron con

evaporador rotatorio a presion reducida para eliminar los disolventes.
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3.7.8.1 Actividad antifiingica de las fracciones del aceite esencial de C.
mexicana. El estudio de la actividad antifiingica se realizé por el método de difusion
en agar con la técnica de pozo, para cada una de las fracciones obtenidas. Las
fracciones con actividad antifingica se analizaron por cromatografia de gases, con el

método seleccionado, para detectar las similitudes en su composicion quimica.

3.8 Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk.
El extracto hexanico de 3.0 kg del polvo foliar de D. bicolor se obtuvo por
maceracién y el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida en un

rotavapor a 25 °C.

3.8.1 Separacién cromatogrifica del extracto hexanico de D. bicolor

El extracto hexédnico de D. bicolor se separ6 por cromatografia en columnas
empacadas con silice gel 60 (0.063 — 0.200), como fase movil se utilizé hexano, con
proporciones crecientes de acetato de etilo. De cada columna se obtuvieron 12
fracciones de voliimenes aproximados de 150 mL cada una, de acuerdo con su propio
desarrollo. Todas las fracciones se concentraron en un evaporador rotatorio a presion
reducida a 25 °C.

Estas fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina en cromatoplacas
Merk Fpss de silice gel, y como fase moévil se utilizd hexano y mezclas de
hexano/acetato de etilo. A todas las fracciones se les realizd el estudio de actividad

antifiingica.
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De la fraccion activa se obtuvo un sélido, el cual se filtré y purificd por
cromatografia en columnas con silice ge! 60 (0.063 — 0.200) como adsorbente, y
como fase movil se utilizd el hexano, con proporciones crecientes de acetato de etilo.
De cada columna se obtuvieron seis fracciones de volumenes aproximados de 150
mL cada una. Todas las fracciones se concentraron en un evaporador rotatorio a
presion reducida a 25 °C.

Posteriormente estas fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina.
Para ello se utilizaron placas de silice gel y como fase mévil al hexano y mezclas de
hexano/acetato de etilo. A todas las fracciones se les realizé el estudio de actividad
antifiingica.

El s6lido obtenido de la fraccidon activa, se purificd por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia, en un cromatégrafo de liquidos Varian Pro Star equipado
con una columna fase normal Econosphere Silica 5.0 pm, de 4.0 por 250 mm, y un
detector Alltech ELSD 2000. Como fase movil se utilizo el sistema hexano/acetato de
etilo a una velocidad de flujo de 0.6 mL/mun; se evaluaron diversas proporciones de
fase mévil y tiempos de desarrollo del método, hasta establecer la proporcion final
con la mejor resolucion: hexano/acetato de etilo 80/20 y tiempo de desarrollo
cromatografico de 40 min.

Se determinaron los tiempos de retencién de los dos compuestos que se
encuentran en mayor proporcion, los cuales fueronde 5:17 miny 11:13 min.

Una vez determinado el método de separacidn, el procedimiento se escald a
cromatografia semipreparativa, lo cual se realizé6 con una columna semipreparativa

Econosphere Silice 5 pum, de 22 por 250 mm, con la misma fase movil
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(hexano/acetato de etilo 80/20), velocidad de flujo correspondiente a 5.0 mL/min, y
tiempo de desarrollo cromatografico de 60 min. La muestra se disolvié en cloroformo
y las fracciones se recolectaron a intervalos de 1 min durante todo el fraccionamiento,
hasta un total de 60. Este procedimiento se repitio 10 veces hasta concluir con toda la
muestra.

Se obtuvieron cristales blancos y se determind su punto de fusién en un aparato
Fisher Johns. Después se determin6 su pureza en el cromatdgrafo de gases Varian
CP-3800 equipado con una columna capilar CP-Sil-5CB-MS FS de 30 m, espesor de
pelicula de 0.25 pm y didmetro intemo de 0.25 mm, y un detector de ionizacion de
flama (FID). Se usé nitrégeno como gas acarreador con una velocidad de flujo de 1.0

mL/min. La muestra se prepard en disolucién con cloroformo grado reactivo.

Especificaciones iniciales del cromatdgrafo de gases Varian CP - 3800.

Horno 270°C
Flujo de columna 1.0 mL/min
Presion de columna (psi) 10.0

Homo de columna 50°C
Horno FID 280 °C
Sefial FID (mV) 0.067

Se evaluaron cuatro métodos diferentes, los cuales variaron en cuanto a

temperatura de trabajo, tiempo de desarrollo del método, incremento de la
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temperatura v utilizacion de rampas de temperatura sostenida a determinados

intervalos de tiempo. El método elegido se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Método de analisis en el cromatégrafo de gases Varian CP — 3800, del

compuesto purificado de Decairopis bicolor (Zucc.) Radlk.

Etapa Temperatura Velocidad Duracion Tiempo total
°C ° C/min (min) (min)
Inicial 50 - 0.0 0.00
1 180 10.0 0.0 13.00
2 250 8.0 15.0 36.75

3.8.2 Determinacion de la estructura del compuesto aislado de D. bicolor

La estructura del compuesto se determind por espectrometria de masas, de
'HRMN y BCRMN, asi como por espectrofotometria de IR y de UV-vis.

Los espectros de RMN fueron obtenidos en el espectrometro Varian Mercury de
400 MHz. El espectro de IR fue obtenido en una tableta de KBr en el
espectrofotometro FTTR Perkin Elmer Paragon 1000.

El espectro en UV se obtuvo en el espectrofotéometro Beckman DU 650 (800 a
200 nm), y el analisis de GC/MS se realizo en el cromatografo de gases Hewlett
Packard modelo 5890 Serie I, acoplado a un espectrometro de masas marca Jeol
modelo SX-102 A, con doble sector de geometria inversa.

El analisis de la disolucion en cloroformo grado reactivo del compuesto
purificado, se desarrollé en el cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 5890
Serie II, equipado con una columna capilar HP-5MS de 30 m de longitud, 0.25 mm
de diametro interno y espesor de pelicula de 25 micras, acoplado a un espectrometro
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de masas marca Jeol modelo SX-102 A. El gas acarreador fue helio con un flujo de
1.0 mL/min, el tipo de inyeccién fue Split 1:30, el volumen inyectado de 1.0 uL v la
temperatura del inyector de 300 °C, a 70 eV. La temperatura de la cidmara de
ionizacion de 300 °C. La resolucion fue de 1000.

El analisis elemental fue realizado en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la UNAM, en un analizador elemental FISONS modelo
EA1108.

El analisis de difraccion de rayos X para la determinacién de la estructura se

realizo en el Instituto de Quimica de la UNAM.

3.8.3 Determinacién de la actividad fungistatica o fungicida y de la CMF
del compuesto aislado de D. bicolor

Se prepar6o una disolucion del compuesto-en DMSQ y se evalud su accion
fungicida o fungtstatica, asi como su CMF. Estos atributos se evaluaron a través del
grado de inhibicion del desarrollo de A. flavus en CSD y se confirmaron mediante

resiembra en agar Czapek.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio exploratorio de la actividad antifiingica de extractos crudos de
ruticeas y asterdceas

El rendimiento de los 52 extractos obtenidos con las hojas secas de las cuatro
plantas seleccionadas, por los tres métodos extractivos (percolacion en serie,
calentamiento en serie y maceracién) se muestra en la Tabla 8. En la Tabla 9 se
observa que los extractos de C. pringlei, D. bicolor, C. mexicana y H. longipes
mostraron clara actividad antifingica y por ello se seleccionaron para continuar con

su estudio en este trabajo.

También se observo que los extractos hexanicos son los mas activos; sin
embargo, su actividad antifingica disminuyé cuando la extraccion se llevéd a cabo por
calentamiento, como sucedio con el extracto de D. bicolor, pero fue mas evidente con
el de H. longipes, el cual perdio casi por completo su actividad. Cabe resaltar que los
extractos hexanicos activos presentaron una accién antifiingica superior a la del

Daconil, ya que inhibieron totalmente el desarrollo del hongo.
Con base en los resultados obtenidos se selecciond el hexano como disolvente

unico, pero para C. pringlei y C. mexicana se eligié el método de percolacion y para

D. bicolor y H. longipes se escogi6 el método de maceracion.
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Tabla 8. Rendimiento de la extraccion (%) del follaje seco, con diferentes métodos y disolventes.

Método
extractivo Disolvente Casimiroa pringlei Decatropis bicolor  Chrysactinia mexicana Heliopsis longipes
(S. Watson) Engl. (Zucc.) Radlk A. Gray (A. Gray) Blake
- Hexano 4.1 9.5 4.5 2.0
Percolacién en
serie Cloroformo 2.5 12.5 4.25 2.75
Etanol 6.6 6.9 5.0 3.0
Hexano 3.0 4.5 4.0 2.25
Calentamiento  ¢joroformo 3.75 9.5 4.0 3.0
en serie
Etanol 6.0 5.5 6.0 3.0
Agua 20.25 11.0 14.0 10.75
Hexano 4.0 4.0 2.75 2.0
Cloroformo 3.0 15.0 6.0 4,0
Maceracion Diclorometano 1.3 6.0 4.0 0.6
independiente
Acetato de etilo 0.75 7.5 1.5 0.5
Etanol 11.3 7.5 9.5 1.5
Metanol 14.25 14.0 8.5 2.0
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Tabla 9. Actividad antifiingica de 25 pg de los diferentes extractos sobre Aspergillus flavus Link

Método de extracciébn  Disolvente C. pringlei D. bicolor C. mexicana H. longipes
Percolacion Hexano SD 16.6 £ 0.61 SD 11.0 £0.40
Cloroformo 12.6 £0.22 10.4 £ 0.22 NI NI
Etanol NI NI NI NI
Calentamiento Hexano 10.4 £0.22 14.6 £ 022 17.6 £ 0.67 NI
Maceracion Hexano SD SD SD SD
Cloroformo 17.8 £0.22 11.6 £ 0.22 SD NI
Etanol 152+ 0.18 11.8+£0.18 18.8 £0.19 NI
Metanol 16.6 £ 0.22 14.8 £ 0 .44 16.6 £ 0.22 NI

Daconil 5.0 ug 254 £0.22

P

Resultados de las medias de cinco determinaciones * error estdndar, expresadas como didmetro de la zona de inhibicién en mm.

NI = Ne inhibicion, SD = Sin desarrollo,



4.2 Determinaciéon de la concentracion minima fungicida (CMF) de los extractos
hexanicos seleccionados

Después de verificarse la actividad fungistitica de los cuatro extractos
hexénicos con la ausencia de desarrolio de 4. flavus Link en los cultivos liquidos
(CSD), se establecié la concentracion minima inhibitoria o fungistatica (CMI). A la
vez, luego de resembrar los cultivos liquidos y observar la ausencia de desarrollo en
la superficie del agar Czapek se procedié a definir la CMF (Tabla 10). Las diferencias
encontradas entre las cuatro especies fueron notables, particularmente entre la biocida
menos potente (C. pringlei) y D. bicolor que la superé casi cinco veces y ambas son

rutaceas.

Tabla 10. Concentracion minima fungistatica (CMI) y fungicida (CMF) (pg/mL) de

los extractos hexanicos de las cuatro especies seleccionadas.

Planta CMI CMF
Casimiroa pringlei 56.25 39.37
Decatropis bicolor 12.50 12.50

Chrysactinia mexicana 18.75 21.87
Heliopsis longipes 12.50 15.62

4.3 Estudio fitoquimico preliminar

Los resultados del estudio fitoquimico preliminar (reacciones de coloracion y
precipitacion) de los extractos hexanicos obtenidos por maceracion, y su
comprobacién con cromatografia en capa fina se resumen en la Tabla 11. En las
cuatro especies solo se registraron los esteroles. Del resto de metabolitos evaluados se
encontrd: terpenos en C. mexicana y H. longipes, cumarinas en C. pringlei y D.

bicolor, y catequinas en C. pringlei y C. mexicana.
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Tabla 11. Estudio fitoquimico preliminar de las maceraciones hexanicas de rutdceas y asteraceas.

Grupos
quimicos

Pruebas

Casimiroa
pringlei

Decatropis
bicolor

Chrysactinia Heliopsis
mexicana longipes

Esteroles

Lieberman-Burchard
Salkoski
CCF silica 60G
CHCl/etanol 9/1
Anizaldehido-H,S0O,

+
+

+
+

+ +
+ +

Terpenos

CCEF silica 60G
Hexano/ac. de etilo 6/4
Vainitlina- H,50,

Flavonoides

KOH
NaOH
FeCl;
Shinoda
Constantinescu

Sesqui-
terpenlactonas

Reaccion de hidroximato
férrico

Cumarinas

CCEF silica 60G
Hexano/ac. de etilo 6/4
Vapores de amonijaco

Taninos

FeCly
Precipitacion de gelatina
Stiasny

Catequina

Ensayo de lignina

Antragquinonas

NH,OH
B&murager

Alcaloides

Dragendorff
Hager
Meyer
Wagner
Sonnenchein
CCEF silica 60G
CHCl,/acetona/dietilamina
5/4/1
Dragendorff
Yodo
CCEF silica 60G
Hexano/ac de etilo 6/4
Dragendorff
Yodo

+ 1+

+
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4.4 Casimiroa pringlei (S. Watson) Engl.

4.4.1 Separacién cromatogrifica del extracto hexanico de C. pringlei

El extracto hexdnico obtenido por percolacion fue sometido a una separacion
por cromatografia en columna para separar los compuestos y evaluar su actividad
antifiingica. En el primer fraccionamiento se obtuvieron 10 fracciones, las cuales
fueron obtenidas aumentando la polaridad.

A estas diez fracciones se les evalud su actividad antifiingica. Las fracciones 1,
2, 3 y 10 carecieron de dicha actividad, las fracciones 4 a 8 fueron las mas activas y la
fraccion 9 solo presenté actividad escasa. Las fracciones con actividad antifiingica, se
reunieron y se procedio a un segundo fraccionamiento, con excepcion de la fraccion 4
pues presento diferencias cromatograficas en relacion con las fracciones 5 a 8.

En la separacion por cromatografia en columna de la mezcla de las fracciones
activas 5 a 8, se obtuvieron seis fracciones de 150 mL. A las cuales se les evalud su
actividad antifiingica sobre Aspergillus flavus, y se encontrd que las fracciones 1 a 3
eran muy activas, las fracciones 4 y 5 no presentaron actividad y la fraccion 6

presentd una inhibicion moderada.

4.4.2 Determinacién de la concentracion minima fungicida (CMF) de la
mezcla de fracciones activas del segundo fraccionamiento

En la evaluacion de las fracciones 1 a 3 se encontré una CMI y CMF de 15.6
pg/mL. Cabe hacer notar que el extracto hexanico crudo presentd una CMF de 59.3
pg/mL (Tabla 10), de manera que la separacion cromatografica elevod la potencia

biocida del extracto en casi cuatro veces.
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4.4.3 Separacion en HPLC de las fracciones activas del segundo
fraccionamiento

La separacion de las fracciones activas (1 a 3) del segundo refraccionamiento se
realizd por medio de cromatografia de liquidos de alta presion. Después, las 50
fracciones obtenidas se analizaron por cromatografia en capa fina para establecer sus
similitudes cromatograficas. Las fracciones similares se reunieron y se procedié a su
evaluacién de actividad antifingica. Soélo se encontré actividad antifiingica

sobresaliente en la mezcla de las fracciones 24 a 28.

4.4.4 Separacién de la fraccién activa de C. pringlei por cromatografia de
capa preparativa

La mezcla de las fracciones activas (24 a 28), se sometieron a una separacion
cromatografica con el sistema hexano/acetato de etilo 75/25. Se obtuvieron cuatro
zonas de separacion, tres bandas definidas en la parte superior y una mezcla en la
parte inferior. Se evalué la actividad antifingica de estas fracciones y se encontré que

después de este procedimiento ya no se manifiesta la actividad antifiingica.

4.5 Chrysactinia mexicana A. Gray
A partir de 1.6 kg de las hojas frescas de C. mexicana, se obtuvieron 15 mL de

aceite esencial (porcentaje de rendimiento de 0.94 % v/p), de color amarillo y de olor
caracteristico, con un indice de refraccion 72 = 1.4790, y una densidad p** = 0.9290

glem’ .
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4.5.1 Actividad antifingica del aceite esencial de C. mexicana

El aceite esencial de C. mexicana presenté actividad antifiingica. Los didmetros
de las zonas de inhibicién del desarrollo de A. flavus fueron de 17.8 £ 0.017 y de 25.2
+ 0.022 mm, con 1.25 y 2.5 mg de aceite disueltos en DMSO, respectivamente. Con
5.0, 10.0 y 20.0 mg, el aceite esencial inhibi6 totalmente el desarrolio de 4. flavus en
todos los cultivos.

En este estudio preliminar se comprobd que el aceite esencial de C. mexicana es
un potente antifungico sobre Aspergillus flavus Link, por lo cual se realizd la
identificacién de los principales compuestos que lo constituyen y su actividad

antifiingica respectiva.

4.5.2 Identificacién de los componentes del aceite esencial de C. mexicana

La identificacion de los componentes del aceite esencial de Chrysactinia
mexicana se llevd a cabo por cromatografia de gases. Se logré la separacion de 32
constituyentes, asi como el establecimiento de su tiempo de retencion y el porcentaje
que cada uno de ellos representa. En el cromatograma (Figura 6) se observa la
presencia de tres componentes mayoritarios que representan el 88.12 % del contenido
del aceite esencial, con los siguientes tiempos de retencion: 28.263 min, 72.569 min y
77.170 min, los cuales se identificaron por comparacidn con estandares.

El compuesto con tiempo de retencién de 28.263 min fue identificado como

eucaliptol el cual ya se habia aislado de esta planta del extracto de éter de petréleo
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(Dominguez y Pierantozzi, 1972) y representa el 41.30 %. El compuesto con tiempo
de retencién de 72.569 min corresponde a acetato de linalilo y representa el 9.08 % y
el tercer compuesto resultd ser piperitona, con tiempo de retencion de 77.170 min, y
constituy6 el 37.74 % de este aceite esencial.

Para comprobar la composicion de dicho aceite esencial de C. mexicana se
utilizé un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas.

La identidad de los compuestos del aceite esencial de C. mexicana se corroboro
por comparacion de sus espectros de masas con los de compuestos comerciales y con
los de la base NIST/NBS (Figura 7).

Se identificaron diecisiete compuestos del aceite esencial (Tabla 12), los tres
dominantes, como ya se mencion6é anteriormente, fueron eucaliptol (41.3 %),
piperitona (37.74 %) y acetato de linalilo (9.08 %), ademas de: 3,7-dimetil-1,6-
octadien-3-ol (1.4 %), a-mirceno (1.2 %), a-tujona (1.2 %) y otros compuestos que

fueron detectados por GC-MS en cantidades menores al 1.0 %.
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Figura 7. Espectro de masa de la piperitona presente en el aceite esencial de C. mexicana
(a) y comparacién con la base NIST (b).
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Tabla 12. Composicion quimica del aceite esencial de Chrysactinia mexicana A.

Gray
No. Compuesto Contenido Tiempo de
(%) retencion (min)
1 a-felandreno 0.2506 11:57.8
2 o-mirceno 1.1970 13:06.5
3 a-tujona 1.1721 13:46
4 Acetato de  l-metil-4-(1-meti]l  etenil) 0.6341 15:22.2
ciclohexanol
5 Eucaliptol 41.3021 17:50.9
6 2-etil-6-metil bencenamina 0.4715 19:34.4
7 3,7-dimetil-1 6-octadien-3-0l 1.3873 43:02.1
8 Trans-limoneno 0.6893 46:10.8
9 4-metil-1-(1-metil etil)-3-ciclohexen-1-o0l 0.1009 49:55
10 Cis-limoneno 0.4408 52:57.5
11 Ester S-(tetrahidro-2H-piran-3-il) etanetionico 0.0427 57:05
12 Acetato de linalilo 9.0763 59:22.8
13 Piperitona 37.7439 62:06
14 Acetato de exo-2- hidroxicineol 0.1063 63:43
15  Exo-2-hidroxicineol 0.8686 67:14
16  Fenol 0.0621 71:59
17 Ester 3-fenil-2-propenil etilico 0.2933 75:37

88



4.5.3 Determinacién de Ia actividad fungistitica o fungicida y de la CMF
del aceite esencial de C. mexicana y de sus tres componentes mayoritarios

Los resultados de la actividad fungistitica o fungicida del eucaliptol, la
piperitona y el acetato de linalilo comerciales en concentraciones de 0.1 a 0.6 mg/mL
se muestran en la Tabla 13. Se encontré que el eucaliptol y el acetato de linalilo
carecen de actividad antifingica contra A. flavus; a pesar de que estos dos
compuestos no son los responsables de la actividad registrada para el aceite esencial
se ha encontrado que el eucaliptol esta presente en cantidades importantes en aceites
esenciales de otras plantas con actividad antibacteriana (Martins y col., 2001; Faleiro
y col.,, 2003; Unlu y col., 2002; EI Shazly y col., 2002b; Vila y col., 1999; Pattnaik y
col., 1997, Candan y col., 2003). En estos trabajos no se muestra una correlacion
entre la cantidad de sus compuestos mayoritarios y la actividad antibacteriana
(Cimanga y col., 2002).

Algunos estudios reportan que es inferior la actividad antifiingica de los aceites
esenciales que contienen eucaliptol (Sokovic y col., 2002; Carson y Riley, 1995), aun
contra dermatofitos humanos (Lima y col., 1993; Hammerschmidt y col., 1993), y
otras especies de Aspergillus (Kalemba y col., 2002; Hammer y col., 2002). El
eucalipto] también presenta actividad insecticida sobre el vector de la fiebre del
dengue (dedes aegypti) y la mosca de la fruta (Bermisia argentifolii) (Araujo y col.,
2003), es acaricida (Macchioni y col., 2002), también tiene actividad sobre hongos
fitopatogenos (Pitarokili y col., 2003) y no presenta efecto mutagénico (Gomes-

Cameiro y col., 1998).
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Tabla 13. Efecto de la concentracion (mg/mL) en la actividad antifingica del

eucaliptol, acetato de linalilo y piperitona comerciales sobre Aspergillus flavus Link

Compuesto Concentraciéon

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Eucaliptol +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Acetato de +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
linalilo
Piperitona +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/-

+ / + = desarrollo en CSD/ desarrollo en agar Czapek
CMI - / + = sin desarrollo en CSD/ desarrollo en agar Czapek
CMF - / - = sin desarrollo en CSDY/ sin desarrollo en agar Czapek

Pitarokili y col. (2002), encontraron que el acetato de linalilo presento accion
inhibitoria sobre Sclerotinia sclerotiorum, con una ECsq (concentracion que causa el
50 % de inhibicién del desarrollo micelial frente al control) de 569.62 pul/L. Sin
embargo, con otros hongos fitopatégenos la ECsy evaluada excedio a 1,500 pl/L. En
cambio, con una concentracion similar a la registrada en este trabajo (0.6 mg/mL),
este compuesto carecid de efecto sobre A. flavus.

En cambio la piperitona inhibe el crecimiento de este hongo y su CMF fue de
0.6 mg/mL. Este es el primer hallazgo conocido sobre Ia actividad fungicida de este
compuesto y su eficacia sobre 4. flavus. Por lo tanto, el uso de la piperitona o de
polvos vegetales ricos en ella resultan interesantes para el estudio de la proteccion de

granos y amerita futuras investigaciones con ensayos de campo.
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La piperitona se ha registrado como constituyente de aceites esenciales de otras
asterdceas como el Senecio graveolens Wedd. (2.1 %), el cual presentd actividad
sobre cocos Gram positivo (Pérez y col., 1999), y de lamiiceas como Mentha
longifolia (38.79 %), con importante actividad antibacteriana, sobre dermatofitos y
sobre Candida albicans (Mimica-Dukic y col., 2003).

Por otro lado, la piperitona produce reaccidn electrofisiologica en hembras de
Helicoverpa armigera (Bruce y Cork, 2001), redujo la sobrevivencia de dos especies
de insectos (Ketoh y col., 2002) y present6 actividad antimicrobiana (Sokmen y col.,
2003). La piperitona es usada como agente saborizante.

Por otra parte, la determinacion de la CMI y CMF del aceite esencial, se llevé a
cabo a concentraciones de 0.125 a 1.5 mg/mL de medio de cultivo, con los resultados

que se muestran en el Tabla 14,

Tabla 14, Concentracién minima fungistatica (CMI) y fungicida (CMF) del aceite

esencial de Chrysactinia mexicana A Gray.

Medio Concentracion (mg/mL)

0.125 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5
CSD + + + + - - -
Agar
Czapek + + + + + - -

+ = desarrollo en ¢l cultivo
- = sin desarrollo en el cultivo
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4.5.4 Separacién cromatografica del aceite esencial de C. mexicana

En el fraccionamiento del aceite esencial de C. mexicana se obtuvieron 13

fracciones de aproximadamente 100 mL cada una, a las cuales se les evalué su

actividad antifingica. Las fracciones 1 a 3 carecieron de actividad antifingica, las

fracciones 4, 12 y 13 mostraron menor actividad, pero las fracciones 5 a 11

presentaron una marcada actividad inhibitoria sobre Aspergillus flavus.

En cantidades de 20.0, 10.0 y 5.0 mg (Tabla 15), se encontr6 que con 5.0

mg se inhibe totalmente el desarrollo de Aspergillus flavus en todos los cultivos.

Tabla 15. Efecto de la concentracion sobre la actividad antifiingica (didmetro del area

de inhibicion en cm) de las fracciones del aceite esencial de C. mexicana A. Gray.

Fraccién Dosis
20 mg 10 mg Smg
I Sin actividad Sin actividad Sin actividad
II Sin actividad Sin actividad Sin actividad
111 Sin actividad Sin actividad Sin actividad
v Total inhibicion Total inhibicion 1.8
v Total inhibicion Total inhibicién Total inhibicion
VI Total inhibicién Total inhibicién Total inhibicion
VII Total inhibicion Total inhibiciéon Total inhibicién
VIII Total inhibicion Total inhibicion Total inhibicion
IX Total inhibicion Total intubicion Total inhibicién
X Total inhibicion Total inhibicion Total inhibicién
XI Total inhibicion Total inhibicién Total inhibicion
X1 Total inhibicion Total inhibicion 3.5
Xl 1.1 0.9 Sin actividad
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4.5.4.1 Identificacion por cromatografia de gases de las fracciones

activas del aceite esencial de C. mexicana. Las fracciones con actividad antifingica

se analizaron por cromatografia de gases. Para ello se utilizo el mismo método
descrito para el estudio del aceite esencial.

Se encontrd que las siete fracciones activas muestran similitud en el contenido

quimico cualitativo de los tres compuestos mayoritarios, pero en diferentes

proporciones, ya que al disminuir la proporcion de piperitona en las ultimas

fracciones (12 y 13), también se reduce su actividad.

4.6 Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk.

4.6.1 Separacion cromatogrifica del extracto hexdnico de D. bicolor

La separacién de 100 g del extracto hexanico por cromatografia en columna, dio
como resultado 12 fracciones de volimenes aproximados de 150 mL cada una (Tabla
16). Al evaluar su actividad antifiingica, se encontré que las fracciones 1, 2,3, 7y 12
fueron inocuas, pero las fracciones 4, 5, 6, y 8 inhibieron el crecimiento de

Aspergilius flavus. Las fracciones 9 a 11 presentaron menor actividad.
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Tabla 16. Desarrollo cromatogrifico del primer fraccionamiento en columna del

extracto hexdnico de Decatropis bicolor y evaluacion de la actividad antifiingica de

las fracciones resultantes.
Fracciéon Fase mévil Volumen Actividad
Hexano/acetato de etilo mL antifingica
I Hexano 150 Sin actividad
II 95/5 150 Sin actividad
III 90/10 150 Sin actividad
v 85/15; 80/20 150 Muy activa
\Y 80/20 150 Muy activa
VI 75/25 150 Muy activa
VII 70/30 150 Sin actividad
VIII 65/35 150 Muy activa
IX 60/40 150 Activa
X 50/50 150 Poca actividad
X1 50/50 150 Poca actividad
XII Metanol 150 Sin actividad

De las fracciones 4 y 5 con actividad sobre Aspergillus flavus se obtuvo un

s6lido blanco, el cual se purificé por cromatografia en columna (Tabla 17). De la

fraccion 3 se obtuvieron 1.8 g de un sélido blanco que se purificé por HPLC. A este

compuesto por cromatografia de gases, se le encontré un tiempo de retencion de

21.588 min, y su pureza fue de 99.9 %.
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Tabla 17. Desarrollo cromatografico del segundo fraccionamiento en columna del
solido precipitado de Decatropis bicolor y evaluacion de su actividad antifiingica

sobre Aspergillus flavus Link.

Fraccion Fase movil Volumen Actividad
Hexano/acetato de etilo ML antifingica
I 90/10 150 Sin actividad

1I 85/15 150 Muy activa

I1I 80/20 150 Muy activa

v 80/20 150 Muy activa

\% 75/25 150 Activa
VI Acetato de etilo 150 Poco activa

4.6.2 Identificacion del compuesto purificado del extracto hexanico de D.
bicolor

Del sélido blanco obtenido por HPLC de Decatropis bicolor (Zucc.) Radlk se
obtuvieron 167.68 mg de un material cristalino con una pureza de 99.9 %, con punto
de fusionde 110a 112 °C.

Este solido cristalino fue identificado como la cumarina Seselina (Figura 8) por
UV-vis, IR, espectrometria de masas, lH:RMN, 13CRI\/IN, con los experimentos de
DEPT, HETCOR y COSY; asi como por difraccion de rayos X.

Analisis elemental: C: 73.79 %, H: 5.36 % . Analisis calculado C;,H;,0;. El

EM muestra: mz 228 (19%) (Figura 9).
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Figura 8. Estructura de la Seselina.

En UV-vis (CHCl;) se obtuvieron tres maximos de absorcion: el primero en la
longitud de onda de 331.5 nm con una absorbancia de 0.4539; el segundo en 293.5
nm con una absorbancia de 0.420; vy el tercero en 284.0 nm con una absorbancia de
0.3729 que es caracteristico de un sistema de dobles enlaces conjugados (Figura 10).

IR (KBr) v ma cm i 304931 (H-C=C), 2972.58 (C-H), 2928.04 (C-H),
1724.58 (C=0), 1592.54 (-C=C-), 1113.21 (C-O) (Figura 11).

El espectro de IR presentd una banda de intensidad baja a 3049.31 cm ' debido
al enlace C-H de carbonos Sp% a 2928.04 cm ™' una banda de intensidad baja que
corresponde al enlace C-H de carbono Sp’; a 1724.58 cm ~' una banda intensa que se

1 .
una banda intensa

atribuye al carbonilo de la lactona conjugada; a 1592.54 cm ~
debida al enlace de -C=C- y a 111321 cm ' una banda que indica la presencia de un

éter.
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Figura 9. Espectro de masas de la Seselina aislada de D. hicolor.
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'HRMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 7.58 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.19 (d. J = 8.4
Hz, 1H), 6.86 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.7 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.22 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
5.75(d, J = 10.0 Hz, 1H) y 1.47 (s. 6H) (Figura 12).

BCRMN (CDCls, 100.6 MHz) & (ppm): 160.7. 155.91, 149.7, 143.61. 130.5,

127.5.114.7, 113.3, 112.3, 77.42 y 28.04 (Figura 13).

El espectro de '3CRMN presenta 11 sefiales y el experimento DEPT (Figura 14)
presenta 7 sefiales para carbonos protonados lo que indica que 4 carbonos son
cuaternarios, la sefial de 28.04 corresponde a un carbono metilo (CH3) por lo que se
puede asignar a los carbonos de los metilos gem (11 y 12), en el experimento HSQC
{Figura 15} se puede corroborar lo anterior por la correlacion de la sefial en 1.47 ppm
de '"HRMN con la seial 28.04 ppm: la sefial de 77.42 ppm se asigna al carbono
cuaternario (C-8) el cual diftere con lo reportado por Rahmani y col.. (1996) v la
sefial 160.7 ppm es caracteristica de un carbono cuaternario de carbonilos conjugados
por lo que se asigna a C-2. Las demas sefiales se asignaron por los experimentos
DEPT (Figura 14) y COSY (Figura 16) vy en la Tabla 18 se resumen los datos
espectroscopicos. Las sefiales de 155.91 ppm v 149.7 ppm corresponde a carbonos
cuaternarios de acuerdo al experimento DEPT y pueden asignarse respectivamente a
6ay 10b, y 4a y 10a. La sefial de 6a y 10b puede encontrarse desplazada a campo mas
bajo por el efecto de desproteccion del oxigeno. La asignacion se comprobo mediante
e} experimento HMBC (Tabla 19).

Adicionalmente se obtuvo el patrén de difraccion de rayos X de un cristal tnico

que corrobora la estructura propuesta (Figura 17).
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Tabla 18. Correlacién 'HRMN - "CRMN,

"HRMN BCRMN

& ppm Multiplicidad JHz Asignacion Cosy HSCQ DEPT Asignacion
correlacion 0,  correlacion 9,
ppm ppm

1.47 S H-1ly 12 28.04 Metilo C-11y12
5.74 d 10 H-9 6.86 130.5 Metino C-9
6.22 d 9.2 H-3 7.58 1123 Metino C-3
6.70 d 8.8 -6 7.19 113.3 Metino C-6
6.86 d 10 H-10 5.74 114.7 Metino C-10
7.19 d 8.4 H-5 6.70 127.5 Metino C-5
7.58 d 9.6 H-4 6.22 143.61 Metino C-4
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Tabla 19. Correlacidn del experimento HMBC.

No. de H ppm ""CRMN ppm
4 7.58 160.7, 149.7, 127.5, 112.3
5 7.19 15591, 149.7. 113.3
10 6.86 15591, 149.7, 113.3,77.42,28.04
6 6.70 155.91, 149.7
3 6.22 160.7
9 5.74 15591, 114.7,77.42, 28.04
I1yli2 1.47 130.5.77.42.28.04
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Figura 17. Estructura de la Seselina obtenida por los resultados de difraccion de
rayos .X.

108



4.6.3 Determinacion de la actividad fungistitica o fungicida y de la CMF

del compuestos aislado de D. bicolor

Para este propésito se utilizd una disolucion de 2.5 mg/mL del compuesto en
volimenes de 10 a 200 uL. con intervalos de 25 uL por tubo (Tabla 19). La CMI
resultd de 31.25 pg/mL. En las resiembras de los cultivos liquidos en agar Czapek,
las colonias presentaron un desarrollo micelial limitado y sin conidiacién al término
del tiempo de incubacion: asi, la actividad del compuesto es solamente fungistatica.

Todos los cultivos del control presentaron abundante desarrollo v conidiacion de A.

flavus.

Tabla 20. Concentracién minima fungistatica (CMI) y fungicida (CMF) del

compuesto obtenido de Decairopis bicolor.

Medio Concentracion (pg/mL)
625 156 31.25 469 525 781 937 1093 125

CSD ++ + - - _ - - _ N
Agar ++ + + s + + + + +
Czapek

+ = desarrollo en el cultivo

- = sin desarrollo en el cultivo

+ = una o dos colonias en el cultivo, sin conidiacién

La cumarina Seselina fue aislada de las semillas de Seseli indicum y manifestd en
ratas v ratones efecto antiinflamatorio, analgésico y anticonvulsionante, ademas de no
mostrar toxicidad aun en dosis de 6 g/kg en ratones (Tandan y col.. 1990). En D.

bicolor, el compuesto se aislé de la parte aérea y se observd que su actividad

antiinflamatoria es de poca relacién dosis-respuesta (Garcia-Argaez y col., 2000).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir que:

[

Lad

Los extractos de C. pringlei, C. mexicana, D. bicolor y H. longipes poseen
actividad fungistatica v fungicida sobre A. flavus Link, la actividad depende
de la polaridad del extracto y del método de extraccion utilizado.

La mayor actividad antifingica se encontré en los extractos hexanicos de las
cuatro especies vegetales estudiadas. Las CMF son: 59.37 pg/ml. para C
pringlei; 12.50 pg/mL para D. bicolor; 21.87 pg/ml para C. mexicana; y
15.62 pg/mL para H. longipes.

La CMF del aceite esencial de C. mexicana sobre A. fluvus es de 1.25 mg/mL.
v la del componente activo piperitona. de 0.6 mg/ml..

La cumarina Seselina aislada de D. bicolor presenté una CMI de 31.25
Lg/mL, pero su actividad es solo fungistatica sobre A. flavus.

Se reasignaron las sefiales de 'HRMN y ¥ CRMN de la Seselina. Se sometera
dicha correccion como una nota en el foro de publicacién apropiado.

El extracto hexanico de las hojas de H. longipes posee actividad fungicida,
por lo que se recomienda continuar con el estudio de esta especie vegetal, de
la cual sélo se conocen los efectos biocidas de su raiz.

Después de utilizar diferentes métodos de purificacion, el extracto hexanico

de C. pringlei no manifiesta la actividad antifungica.
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8. Los nuevos datos experimentales descritos, constituyen una base adecuada
para avanzar en el estudio de los efectos antifiingicos, a partir de los extractos
activos y los compuestos identificados en este trabajo, con el enfoque de

proteccion a productos agricolas de importancia alimenticia.
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Abstract

The chemical composition of the essential oil of Chysactinia mexicana was analyzed by
gas-chromatography-mass spectrometry. Seventeen compounds were characterized,
eucalyptol (41.3%), piperitone (37.7%), and linalyl acetate (9.1%) were found as the
major components. The essential oit of leaves and piperitone completely inhibited
Aspergillus flavus growth at relatively low concentrations (1.25 and 0.6 mg/mL,

respectively).

Keywords
Chrysactinia mexicana, Piperitone; Essential oil composition; antifungal activity;

Aspergillus flavus



Introduction

Specific conditions of temperature and humidity during storage may contribute to
promoting fungal growth in grains and feeds (/). Fungi may discolor grains, change their
chemical and nutritional characteristics and most importantly, some species also generate
mycotoxins such as aflatoxins, which may produce carcinoma, mainly in liver and lung
(2,3).

Chemicals are one of the main methods used to control phytopathogenic fungi; however,
synthetic fungicides may produce resistant plagues and might be carcinogenic and
teratogenic (). Pesticides derived from plants have been found nen-toxic with mammals
and easily biodegradable (5,6). Many essential oils from plants have shown to be
effective against fungi contamination (7—9). The essential oil isolated from Calamintha
nepeta has activity angainst Aspergillus niger (10) as same as the essential oil isolated
from Nepeta cataria (1 1), in both one of the main constituents is pipentone, however no
reports about the effect of this compound against fungi were found.

Chrysactinia mexicana Gray (Astereaceae), commonly known as St. Nicholas’s herb or
“false Damiana” is a small shrub distributed throughout central and northern Mexico
(/2). This plant is used in folk medicine for treatment of respiratory ailments and skin
infections (/3). Previous studies on the chemical constituents of C. mexicana reported
flavonoid glycosides (/4), thiophenes (/5), and terpenes (/6-18). However, a survey of
the literature showed no studies done with regard to neither chemical composition nor

antifungal activity of essential oil.
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In an earlier work, we found that hexane extract of this plant has antifungal activity on
Aspergillus flavus Link (/9). Based on these antecedents, our objectives in the present
work consisted first of determining the chemical composition of the essential oil by GC-

MS analysis and second, of evaluating its activity on Aspergillus flavus growth.



Materials and Methods

Plant material, C. mexicana leaves were collected in September 2003, 2 km from the
cross-roads of 57 highway to Guadalcazar in the central mexican state of San Luis Potosi.
Material was authenticated by Taxonomist José Garcia-Pérez and a voucher specimen
(SLPM 37571) was deposited at the Isidro Palacios Herbolarium of the Universidad

Autonoma de San Luis Potosi’s (UASLP) Desert Zone Research Institute.

Isolation and analysis of essential oil. Leaves of fresh plants were used and essential oi!
was extracted by steam distillation. The oil and steam was condensed in a refrigerant

LV L

system followed by extraction with ethyl ether. We obtained a yellow oil: 77, = 1.4790;
" =0.9290 g/em’; yield was 0.94% v/w. Analysis of the essential oil was performed
using a Hewlett-Packard 6890 GC equipped with DB Wax (30 m, 0.25 mmi.d., 0.25-pym
film thickness) and a Jeol GC-mate as detector in EI mode at 70 eV. The carrier gas was
helium, at a flow rate of 1 mL/min; split ratio was 1:10. Column temperature was initially
50°C and gradually increased to 85°C at 4°C/min; subsequently, it increased to 130°C at
1°C/min, and finally increased at 4°C/min to 220°C for 10 min. 0.1 pL was injected. The
relative time retention obtained in gas chromatography for the components of essential oil
were compared with those obtained at the same conditions with commercial compounds,
as well their mass spectra were compared with those of pure samples and with mass
spectra from the National Institute of Standards and Technology/National Bureau of

Standards (NIST/NBS) Library (USA).



Antifungic screening, Antifungic screening was performed using Czapek agar (DIFCO).
Nutrient media was prepared according to manufacturer-recommended procedures and
sterilized for 15 min at 120°C. Aspergillus flavus Link SRRC 1273 from The National
Center for Agricultural Utilization (Peoria, IL, USA) was used for determination of
antifungic activity; diffusion method consisted of well plates on agar (20).

Each culture was prepared to turbidity equivalent to a Wikerham scale cross and spread
on the test plate. A total of 1.25, 2.5, 5.0, 10, or 20 mg of essential oil in DMSO was
placed in a well 6 mm in diameter made on the test plate and cultured for 72 h at 28 +
1°C; all determinations were repeated five times. Five ug of daconil
(tetrachloroisophtalonitrile) (Coraza) was used as positive control and DMSO (50 pL) as

negative control. Inhibition diameters were determined after incubation.

Minimum inhibitory concentration (MIC). MIC determination was made using
dilution technique (27). Tests were performed in dextrose Sabouraud broth. Different
concentrations of essential oil or one of its compounds were prepared in 4 mL of broth to
obtain final concentrations of 0.125-1.5 mg/mL. These solutions were placed in culture
tubes and then inoculated with approximately 1,000 spores per 0.1 mL of suspension of
A. flavus. Tubes were incubated at 28° = 1°C for 72 h. Minimum inhibitory concentration
was determined when no evident growth of the microorganism was demonstrated. When

it was considered necessary, concentrations were increased or decreased accordingly.



Fungicidal or fungistatic activity. 0.1 mL of the suspension with the microorganism
was inoculated to a tube of dextrose Sabouraud broth containing the same concentration
of the essential oil or one of its compounds at which growth was not detected in the MIC
and incubated for 72 h at 28° & 1°C. After this time a sample (0.1 mL) was dispersed on
agar Czapek plate and incubated for 72 h at the same conditions. The concentration that
shown growth inhibition of 4. flavus in the dextrose Sabouraud broth with growth on
Czapek agar was considered as fungistatic activity. When there was not growth in both
(dextrose Sabouraud broth and Czapek agar), a fungicidal activity was considered

(munimum fungicidal concentration MFC).



Results and Discussion

Leaves of C. mexicana (1.6 kg) were extracted and 15 mL of crude essential oil were
obtained. The composition of . mexicana essential oil was determined by comparing
relative retention times and mass spectra of oil components with those of authentic
samples and mass spectra from the data library. Seventeen components of C. mexicana
essential oil were identified; nonetheless, it is characterized by the dominant presence of
two substances—eucalyptol (41.3%) and piperitone (37.7%)—but analysis revealed an
additional 30 constituents (Table 1). Among these the following were detected: linalyl
acetate (9.1%); a-myrcene (1.2%); a-thujone (1.2%), and 3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-ol
(1.4%). The remaining 24 compounds detected by GC-MS were present in very low
proportions (<1%).

The antifungal screening showed that the essential oil of C. mexicana caused inhibition of
A. flavus growth. Inhibition diameters were 17.8 £ 0.017, and 25.2 £ 0.022 mm with 1.25
and 2.5 mg of the oil, respectively. When we used 5.0, 10.0, and 20.0 mg, no growth of
fungi was observed.

Essential oil of C. mexicana (Table 2) was fungistatic and fungicidal against A. flavus at
1.0 and 1.25 mg/mL concentrations, respectively, in liquid culture media. Several reports
are available on the effect of essential oils on growth and aflatoxin formation of 4. flavus
(22,23). It was found that lemongrass essential oil was fungistatic and fungicidal against
this fungus at 0.6 and 1.0 mg/mL concentrations, respectively (7). Daferera and co-

workers (24) reported the effect of oregano, thyme, dictamus, and marjoram essential



oils, which completely inhibited conidial germination of Penicillium digitatum at a
concentration of ~250 pg/mL. A study carried out by Bankole (25) revealed complete
inhibition on growth and aflatoxin production of 4. flavus at 1,000 parts per million
(ppm) of Morinda fucida and at 500 ppm of 4zadirachta indica seed oil

Pure commercial eucalyptol, linalyl acetate, and piperitone, the major constituents of C.
mexicana oil, were tested against A. flavus (Table 3) under identical conditions to
compare its activity with that of the investigated oil. Only piperitone effectively inhibited
mycelial growth, and complete inhibition was observed at a concentration of 0.6 mg/mL.
Pitarokili (26) found that linaly! acetate presented inhibitory action on Sclerotinia
sclerotiorum at ECsp (concentration causing 50% inhibition of mycelial growth on
control media) of 569.62 uL./L., whereas with other soil-borne pathogen fungi ECs values
exceeded 1,500 uL/L. However, at a similar concentration (600 mg/mL), this compound
had no effect on 4. flavus.

On the other hand, it was found that piperitone possesses electroﬁ}l();siologic and
behavioral responses of femate Helicoverpa armigera (27) that could have affected the
survival of two insect species (28) and also can also have antimicrobial activity (29) and
antispasmodic action (30); in addition, piperitone is used as flavoring agent.

Nevertheless, this is the first time that the fungicidal activity of this compound has been
reported, its efficacy against 4. flavus is evident from the current study. Therefore, use of
piperitone could be recommended for protecting grains with further investigations in field

trials.
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Table 1. Composition of the essential oil isolated from Chrysactinia mexicana

Retention Compound Composition
Time (min) (%)
11.58 a-Phellandrene 0.25
13.07 a-Myrcene 1.20
13.46 a-Thujone 1.17
15.22 1-Methyl-4-(1-methylethenyl) cyclohexanol acetate 0.63
17.51 Eucalyptol 41.30
19.34 2-Ethyl-6-methyl benzenamine 0.47
43.02 3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-ol 1.39
46.11 Trans-limonene 0.69
49.55 4-Methyl-1-(1-methyl ethyl)-3-cyclohexen-1-ol 0.10
52.58 (is-limonene 0.44
57.05 S-(tetrahydro-2H-pyran-3-yl) ethanethioic ester 0.04
56.23 Linalyl acetate 9.08
62.06 Piperitone 37.74
63.43 Exo-2-hydroxy cineole acetate 0.11
67.14 Exo-2-hydroxy cineole 0.87
71.59 Phenol 0.06
75.37 3-Phenyl-2-propenyl! ethyl ester 0.29
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Table 2. Determination of MIC and MFC with essential oil

Concentration (mg/mL)
Essential oil 0.125 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5
DSB + + + + - - -
Czapek + + + + + - -

DSB, dextrose Sabouraud broth; +, growth; -, no growth.
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Table 3. Antifungic activity of eucalyptol, linalyl acetate, and piperitone (mg/mL) on 4.

Slavus

Compound 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Eucalyptol +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Linalyl acetate +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Piperitone +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/-

+/+ growth in DSB/growth in Czapek agar; CMI -/+ no growth in DSB/growth in Czapek

agar; CMF -/- no growth in DSB/no growth in Czapek agar.
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