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RESUMEN

Las plagas y las enfermedades son unas de las principales limitantes de produccion
agricola en México, a su vez la produccion fruticola se ve seriamente afectada debido
a problemas fitosanitarios, siendo responsable de la reduccion del 10% al 80% a nivel
comercial. El hongo Colletotrichum gloeosporioides es uno de los principales
patégenos que causa la antracnosis que afecta a este sector, debido a las escasas
alternativas para el manejo y el control de esta enfermedad, asi como la demanda de
nuevos productos que sean limpios y libres de plaguicidas sintéticos, la siguiente
investigacion, tiene como objetivo determinar la actividad antifangica del extracto de
Agave americana L. sobre hongos fitopatdgenos. Se recolectaron hojas de A.
americana L. las cuales fueron utilizadas para la preparacion de los extractos:
etandlico, hidroalcohdlico y acuoso, los solventes utilizados fueron etanol al 96%,
alcohol al 70%+agua destilada estéril y agua destilada estéril respectivamente, las
cuales se extrajeron de formas distintas, maceracion, microonda e infusién. Se
identifico los metabolitos secundarios mediante pruebas colorimétricas, en condiciones
de laboratorio se aislaron los hongos patégenos y se cultivaron en medio de Papa-
Dextrosa-Agar (PDA). Para determinar la efectividad de los extractos vegetales sobre
el hongo se utilizo la técnica de medio envenado en PDA, la concentracion empleada
en el extracto etandlico fue del 30%, y el hidroalcohdlico y acuoso al 40%, se tuvo un
testigo absoluto (PDA) y un testigo quimico (Manzate Mancozeb 200), se realiz6 un
analisis de varianza y se aplico la prueba de comparacion de media de Tukey al 5%
utilizando el programa IBM SPSS statistics 26. Los extractos de A. americana L.
revelaron la presencia de grupos de metabolitos secundarios como: alcaloides,
fenoles, glucésidos, saponinas, taninos, terpenos y lactonas sesquiterpénicas. Los
resultados indican que los extractos etandlico y acuoso presentaron un porcentaje de
inhibicion de 100% sobre C. gloeosporioides aislado de la papaya y del mango,
mientras que el extracto hidroalcohdlico presentd un efecto de inhibicion del 52.68%
sobre patégeno aislado de la papaya y 22.64% aislado del mango. De acuerdo con los
resultados los extractos de etandlicos y acuoso pude ser una alternativa para el control

de este patdgeno.
Palabras claves: Extractos vegetales, patdgeno, metabolitos secundarios.



l. INTRODUCCION

Los plaguicidas son productos quimicos muy empleados por el hombre principalmente
en la agricultura y la horticultura, a causa de los beneficios que se le atribuyen (Karam
et al., 2004; Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo, 2007). La Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) establece que plaguicida
es la sustancia o mezclas de ellas, destinadas a prevenir, destruir o controlar plagas
(FAO, 1990).

Las plagas y las enfermedades constituyen el principal limitante de la
produccion agricola en México (Ocafia, 2013), la fruticultura es una de las actividades
con mayor potencial dada su amplia expansion en el mercado internacional e
importancia en la dieta alimenticia (Reyes et al, 2013), la produccion fruticola se ve
limitada debido a problemas fitosanitarios, siendo responsable de la reduccién del 10%
al 80% a nivel comercial, afectando el rendimiento y la produccion de los cultivos (Intra
et al.,, 2011). Dentro de estas enfermedades se encuentra la antracnosis que es un
problema fitosanitario causado por el fitopatégeno Colletotrichum spp., el cual afecta a
especies de importancia econémica como mango, papaya, citricos, guanabana,
aguacate, café y cultivos ornamentales entre otros (Silva et al., 2006; Gafnan et al.,
2015).

Para el control de la antracnosis se utilizan fungicidas en campo y en
postcosecha, sin embargo, los resultados no han sido satisfactorios, la razén se le
atribuye a que su utilizacion contribuye a la resistencia que el hongo ha desarrollado a
los principales productos fungicidas (Saborio et al., 2000). Ademas de esto el empleo
inadecuado de fungicidas, produce compuestos que afectan y contaminan el suelo,
aguay aire, por la acumulacion de residuos potencialmente dafinos a la salud humana
y animales (Rodriguez-Eugenio et al., 2019). Lo anterior surge la necesidad de
desarrollar estrategias que permitan enfrentar los escenarios presentados, tales como
aceites esenciales y extractos de plantas para poder encontrar aquellos metabolitos
secundarios con alto potencial antifungico (Lam-Gutiérrez et al., 2019; Villavicencio-

Nieto et al, 2010). En los ultimos afios se han realizado estudios de compuestos



aislados a partir de metabolitos secundarios de las plantas que han demostrado tener
actividad antifungica. Agave americana L. es una planta con una fuente de metabolitos
secundarios, muchos de los cuales presentan actividad antifungica (Davicino et al.,
2007). Lo que demuestra la posibilidad del uso de extracto de A. americana L. como

una alternativa en la agricultura para combatir a los hongos fitopatégenos.



Il. MARCO TEORICO

La especie Agave americana L. pertenece a la familia Asparagaceae, la cual es
endémica de América y se distribuye desde los limites de Estados Unidos de América
con Canada hasta Bolivia y Paraguay. Incluye nueve géneros (Agave, Beschorneria,
Furcraea, Hesperaloe, Hesperoyucca, Manfreda, Polianthes, Prochnyanthes, y Yucca)
con 330 especies (Garcia-Mendoza, 2002). El centro de mayor riqueza y diversidad de
la familia se encuentra en México donde se distribuyen en 251 especies (76% del total),
con 177 endémicas (70%) (Garcia-Mendoza, 2002; Garcia-Mendoza, 2007) (Figura 1).

Figura 1. Distribucion de la familia Asparagaceae

El género se distribuye a lo largo del continente americano en las zonas que

van de los 40° latitud norte hasta los 20° latitud sur. Se encuentra presente en zonas



aridas de Norteamérica y México, islas del caribe hasta Colombia y Venezuela (Huad-
Marroquin et al., 2010). En México estan presentes 159 especies, con 119 de ellas
endémicas (Garcia-Mendoza, 2007). Se considera a la altiplanicie mexicana como su
centro de distribucién, reconociendo que las llanuras centrales y la subregién del sur
(Puebla y Morelos) es donde se encuentra una mayor riqueza de especie, misma, que
disminuye considerablemente al sur del Istmo de Tehuantepec, asi como, hacia
Sonora y Baja California (Garcia-Mendoza, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Distribucion de género agave en México (CONABIO, 2005).

Son plantas perennes, con hojas dispuestas en espiral, arregladas en roseta en
el 4pice de un tallo, suculentas, fibrosas, con la base dilatada y carnosa. Respecto a
los margenes, exhiben una gran diversidad morfolégica: los dientes cOrneos se
originan sobre proyecciones de tejido azul conocidas como mamilas, o bien se ubican
sobre una banda cornea continua, mientras que, en algunas pocas es filifero y se
desprende en fibras, la hoja por lo general termina en una espina que puede medir
algunos milimetros hasta varios metros. La inflorescencia es de apariencia espigada

en el subgénero Littaea y racemosa o paniculada en el subgénero Agave. El pedunculo
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floral tiene bracteas que se reducen en tamafo desde la base hasta el apice. Las flores
son bisexuales, tubulares, con ovario infero, poseen seis tépalos de coloracion
verdosa-amarillento en muchas especies varian del blanquecino al rojo o al
anaranjado. Los estambres son seis, sobrepasan a los tépalos y se insertan en
diferentes longitudes del tubo. En la base del tubo se disponen tres nectarios que
producen néctar, el principal atractivo para los polinizadores. El fruto es una capsula
seca, trilocular, con semillas dispuestas en dos hileras por l6culo, negras aplanadas y
rodeadas por un ala corta en su parte distal. La reproduccion es sexual o asexual
mediante la generacion de hijuelos estoloniferos en la base del tallo, intrafoliar o bien

surgir en la inflorescencia; estos son los llamados bulbillos (Garcia-Mendoza, 2007).

2.1. Descripcion de Agave americana

Pertenece al grupo Americanae propuesto por Gentry (1992), se reconoce por la
siguiente combinacién de caracteres morfoldgicos. roseta hasta 2 m de alto, 2.5-3.0 m
de diametro. hojas de 1.5-2.0 m de largo, 15-25 cm de ancho, lanceoladas a algo
espatuladas, erectas o algo recurvadas, acanaladas en el haz, glaucas, superficie
ligeramente aspera, margen ondulado a crenado; dientes sobre mamilas, en la parte
media de 0.5-1.0 cm de largo, 0.6-1.2 cm de ancho, rectos o recurvados; espina
terminal 3.5-4.0 cm de largo, inflorescencia paniculada, laxa, 6-9 m de alto, contorno
general ovalado, fértil desde la mitad o el tercio superior, ramas primarias 20-35, 1-1.2
m largo; pedunculo verde-glauco, bracteas del pedunculo 30-60 cm largo, base hasta
10 cm de ancho, triangulares, cactaceas, margen entero, espina 1-1.5 largo. Flores 6-
7.5 cm de largo, hipocrateriforme, verde-amarillentas; tépalos 2.5-3.5 cm largo,
oblongos, gruesos, tubo del perigono 1-1.5 cm largo, ovario 2.5-3 largo, cuello 2-5 mm;
estambres con filamentos 5.5-8.0 cm largo, insertos en la parte media del tubo.
Cépsulas 4.0-5.5 cm largo, 2.0-2.5 cm ancho; semillas 9-10 mm de largo, 7-8 ancho,
negras (Reynoso et al., 2012). En la figura 3, se muestran algunas caracteristicas

morfologicas de Agave americana.



Figura 3. Caracteristicas morfologicas: margen de hoja (del 1 al 5), 4pice de hojas (del 7 al 10), fruto (6 y 12) y flor
(15y 16) de A. americana (Reynoso-Santos et al., 2012).

Su distribucién taxonémica de acuerdo con EcuRed es la siguiente:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal

Clase: Liliopsida

Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales Link
Familia: Agavaceae
Género: Agave L.

Especie: Agave americana L.



2.1.1. Usos

En Meéxico, el agave ha sido considerado como una planta con propiedades
medicinales, sobre todo dentro de la medicina indigena. Algunas especies de agaves
son utilizados para tratar procesos inflamatorios, artritis y fiebre. Las pencas
machacadas y aplicadas en cataplasma provocan supuracion; sirve también para
desalojar los piojos de las bestias; la infusion de raiz es depurativa y mezclada con

raices de zarzaparrillas se dice que tiene un valor curativo (Escalona et al., 2019).

La fibra es utilizada principalmente para la confeccion de sacos o costales para
el empaguetamiento de granos como el café, también se utiliza para la elaboracion de
articulos como alpargatas, colchones, cordeleria y tapetes. Las plantas jévenes son
utilizadas para preparar un curtido y el uso de las hojas es utilizado para el lavado de

ropa delicada (Garcia-Herrera et al., 2010).

Uno de los usos mas relevantes que se le da a un nidmero importante de
especies de agave, es su uso para la elaboracién del mezcal. El maguey esta
disponible para su uso en la elaboracion de mezcla cuando adquiere una edad entre
los siete y los 12 afios de edad, estd en su punto de madurez fisioldgica, lo cual
depende de la especie y de las condiciones agroecoldgicas y ambientales a las que se

hayan expuestos (Cuadro 1) (Garcia-Herrera et al., 2010).

Cuadro 1. Usos de varias especies de Agave, productos y partes utilizadas (Garcia-Herrera et al., 2010).

Usos PRODUCTO PARTES UTILIZADAS
Construccién | Cercas, casas (jacales), corrales, tejas para cubrir | Escapo floral (quiote)
techos de casas, canales para colectar agua de | Hojas
lluvia. Hojas
Materiales compuestos: resinas termoplasticas o | Residuos de fibra
termdfilas + fibras.
Fibras Cordeleria, jarceria y cesteria (lazos, ropa | Fibras de hojas
domestica) Raices, fibras de hojas
Escobetillas y cepillos para limpieza con jabon | Fibras de hojas
incluido, estropajos, tejidos y vestuario
Medicinal Cura golpes y lesiones internas, falta de movimiento | Hojas
en miembros, prevencion de escorbuto, sanar | Mieles y pulque
heridas (antiinflamatorio)
Cura anemia
Ornamental Adornos corporales (aretes, collares) Semillas
Adornos de navidad Plantas completas
Arco flores Fibras de hojas
En jardines, calles, camellones Planta completa
Domestico Jabon o detergente para trastes y ropa, shampoo Hojas, tallos y raices




Macetas de cazuelas, ollas o barriles Tallo (pifia)

Palillos para la extraccién de gusano comestible Hojas y tallo (pifia)

Aguja incluyendo hilo para coser Espinas terminales de hojas
Espinas terminal mas hebra
de hoja

Otros usos Industria quimica, farmacéutica, medicamentos y | Hojas, raices, tallo y semillas
productos esteroides (saponinas) Hojas (pulpa y residuos de

Productos de celulosa para papel desfibramiento)

Produccién de etanol, celulosa y glucésidos Hojas (pulpa residuos del
desfibramiento, bagazo,
jugos

2.2. La fruticultura en México

El territorio mexicano tiene una extension territorial de 195.8 millones de hectareas, de
los cuales 24 millones (12%) se consideran para la agricultura, son 16 especies de
frutas que se cultivan en mayor proporcion y representa mas del 95% de la superficie
plantada con frutales en México las cuales sobresalen manzana, tuna, durazno, uva,
ciruela, aguacate, banano, lima persa, limén mexicano, guayaba, mango, pomelo,
pifia, papaya, mandarina, naranja, considerando a México como el principal exportador

de aguacate, mango, lima persa y papaya (Villegas y Mora, 2011).

2.2.1. Enfermedades en la fruticultura

Los frutos son susceptibles de ser atacados por patdégenos saprofitos o parésitos,
debido a su alto contenido en agua y nutrientes, los principales patégenos que afectan
a este grupo de frutas son Penicillium digitatum, P. italicum, Fusarium proliferum y F.
oxysporum, Alternaria spp., Athelia epiphylla pers., Cladosporium, Rhizopus stolonifer,
Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum Simmonds, Botrytis

cinérea pers., Venturia inaequalis (Murray et al., 2019).

2.2.3. Antracnosis

Es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc. que en
su forma sexual corresponde a Glomerrella cingulata (Ston) Spauld & Scherenck. El
hongo C. gloeosporioides pertenece a la superdivision Deuteromycota, Clase-forma
Coelomycete, orden Melanconiales y familia Melanconiaceae. Se caracteriza porque

presenta conidios hialinos, unicelulares, ovoides u oblongos, ubicados en una



estructura llamada acérvulo. Estos cuerpos son en forma de disco, cerosos,
subepidermales y tipicamente obscuros. Ademas de los conidiéforos y conidios,

presentan setas en el borde del acérvulo y entre los conidiéforos.

Este patdgeno afecta diversidad de especies fruticolas, entre ellas la papaya y
el mango, considerados frutales de gran importancia socioecondmica. Las pérdidas se
han cuantificado en 25y 40 % para papaya y mango, respectivamente (Paez-Redondo,
2003). Para el manejo quimico de la enfermedad se fundamenta en la aspersion de
fungicidas como: oxicloruro de cobre, Captan, Benomyl, Orthocicle, Carbendazin,
Mancozeb, Prochloraz y Clorotalonil. El caldo bordelés también se ha utilizado para el

control de Antracnosis (Escalona et al. 2019).

2.2.4. Antracnosis en mango

La antracnosis es una de las enfermedades méas importantes del mango (Mangifera
indica L), debido a que ocasionan disminucién de la produccién, deterioro de la calidad
del fruto y fuertes pérdidas postcosecha; principalmente en regiones con temperaturas
y humedad relativamente elevadas (Gutiérrez-Alonso et al., 2004). La enfermedad se
manifiesta en formas severas en hojas tiernas de los arboles y puede destruir las flores
y frutos tiernos durante el periodo de humedad.

La infeccion de frutos puede causar su caida prematura; sin embargo, las
pérdidas importantes se presentan en la fase de maduracion de los frutos, en los
cuales se desarrollan lesiones irregulares de color café obscuro a negro, se pueden
formar en cualquier parte del fruto; inicialmente son superficiales y solo penetran hasta
la pulpa cuando se encuentran cubriendo gran parte de la superficie del fruto (Carrillo-
Fasio et al., 2005), los dafios de antracnosis son mas visibles cuando los frutos inician
su madurez fisiologica, esta enfermedad afecta la calidad y reduce sus posibilidades

de comercializacion (Carrillo-Fasio et al., 2005).

2.2.5. Antracnosis en papaya

En la papaya, el hongo afecta cualquier érgano de la planta; no obstante, el dafio es

mayor cuando infecta flores y frutos. En los frutos inmaduros generalmente el hongo



permanece latente, y solo cuando el fruto inicia o llega a la madurez de cosecha
evidencia los sintomas de la enfermedad, produciendo manchas acuosas, hundidas y
de color marrén obscuro en la superficie, afectando la calidad externa e interna del

producto y con ellos su valor comercial (Paez-Redondo, 2003).

2.2.6. Alternativas de control bioldgico en los cultivos

La sociedad se ha vuelto mas exigente y con mayor conciencia ecoldgica, cuestionan
el uso de insumos quimicos, por lo que se impulsa una tendencia mundial en la
industria de insecticidas que buscan alternativas mas sustentables (Pérez, 2018).
Actualmente las alternativas de control varian debido a que los plaguicidas, han
causado resistencia en los organismos patdégenos, entre los métodos de control
utilizados contra patdgenos se encuentran el uso de aire caliente, tratamientos
hidrotérmicos, atmoésferas modificadas, extractos de plantas y microorganismos como

agentes de control biolégico (Carrillo-Fasio et al., 2005).

2.3. Extractos vegetales

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o
intermedia, derivado generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al
evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen vegetal
(Carrién y Garcia, 2010).

2.3.1. Extraccién

La obtencion por maceracion consiste en mantener en contacto durante cierto tiempo
a la muestra con el disolvente constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado
en el cual el disolvente actia simultaneamente sobre todas las proporciones de la
muestra, circulando a través en todas las direcciones y sentidos; y disolviendo asi sus
principios activos hasta producirse una concentracioén en equilibrio con la del contenido

celular (Carrién y Garcia, 2010).
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2.4. Plantas medicinales

México es uno de los paises con mayor diversidad vegetal en el mundo, estimandose
gue tiene entre 23,000 y 30,000 especies de plantas (Toledo, 1994). A lo largo de la
historia los humanos hemos empleado las plantas para alimentos y para tratar ciertas
enfermedades, tanto en humanos como en las mismas plantas, debido a que estas
producen mas de 100,000 productos naturales de bajo peso molecular, también
conocidos como metabolitos secundarios (Domingo y Lépez-Brea, 2003). Muchos de
los cuales tienen propiedades biolégicas, por lo que son una alternativa para buscar

agentes terapéuticos.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los medicamentos herbarios
contienen como principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales, o
combinaciones de estos elementos, y su uso esta establecido y ampliamente
reconocido como inocuo y eficaz. Aproximadamente 400 especies de plantas tiene
propiedad antifingica, y se estima que esta propiedad es una caracteristica que se
presenta debido a que posee metabolitos secundarios, mismos que les confiere esta

caracteristica (Vélez-Terranova, 2014).

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se
ha utilizado desde hace miles de afios, durante mucho tiempo los remedios naturales,
sobre todo las plantas, fueron el principal e incluso el Unico recurso terapéutico

disponible (Pino-Rodriguez et al., 2004).

2.5. Metabolitos secundarios

Las plantas ademas del metabolismo primario poseen un metabolismo secundario que
les permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa, los que se
denominan metabolitos secundarios relacionados con diferentes mecanismos de
defensa (Cowan, 1999). El metabolismo secundario se define como la biosintesis, la
transformacion y degradacion de los compuestos enddégenos mediante proteinas de
especializacion, las cuales se han formado como resultado de los procesos de
diferenciacion y se clasifican segin su importancia biologica y funcién en la célula
(Garcia, 2004).
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Estos presentan propiedades biolégicas diversas, muchos desempefan
funciones ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas , herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros, reciben
también la denominacién de productos naturales (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009),
estan involucrados en la proteccién de infeccion microorganismos, estos productos
proporcionan barreras a la invasion micética, donde inhiben la germinacion de esporas
o bien su apariciéon en forma unida dentro de la hoja y su liberacion en estado libre

durante el proceso de infeccién (Cowan, 1999).

Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a
menudo su produccion restringida a un determinado género de planta, a una familia, o
incluso a algunas especies (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009), por lo que algunos de

ellos se consideran marcadores taxondmicos de familias y géneros.

Debido a su estructura son quimicamente reactivos; es decir, son aptos para
ingresar en los sistemas vivos, interactuar y cambiar la estructura del receptor o blanco
molecular, y penetrar las células donde pueden afectar varios procesos fisioldgicos, de
alli deriva su actividad bioldgica o farmacoldgica (Anaya Lang y Espinosa Garcia,
2006).

2.5.1. Clasificacion de los metabolitos secundarios

Se conocen mas de 2,140, 000 metabolitos secundarios y se clasifican de acuerdo a
su gran diversidad en estructura, funcion, y biosintesis (Thirumurugan et al., 2018). De
acuerdo a Avalos-Garcia y Pérez-Urria (2009) se agrupan en cuatro clases principales,
terpenos (hormonas, pigmentos 0 aceites vegetales), compuestos fendlicos
(cumarinas, flavonoides, lignina y taninos), glucésidos (saponinas, glucdsidos
cardiacos, glucosidos cianogénicos y glucosinolatos) y alcaloides (alcaloides
derivados de ornitina y lisina, alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina, alcaloides

biosintetizados del triptéfano).
2.5.2. Terpenos

Los terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). Las rutas biosintéticas de estos
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compuestos dan lugar tanto a metabolitos primarios como a secundarios de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de la planta. Entre estos metabolitos
primarios se encuentran hormonas (giberelinas, acido abscisico y citoquininas),
carotenoides, clorofila y plastoquininas, ubiquinonas y esteroles (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

Los terpenos derivan de la fusion de unidades de cinco carbonos llamada
isopreno (C5) y un hidrocarburo, que se ilustra en la figura 4 y se clasifican de acuerdo
con el nimero de carbonos presentes asociados al nimero de unidades de isopreno

(Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

H,C CH,
>\ /<
HaC H

Figura 4. Estructura del isopreno (Ashutosh, 2007).

Se nombra a los terpenos de acuerdo con el nimero de carbonos presentes
asociados al numero de unidades de isopreno, que se repiten y se utilizan los
siguientes prefijos: hemi (cinco carbonos “isopreno”), mono (10 carbonos), sesqui (15
carbonos), di (20 carbonos), tri (30 carbonos), tetra (40) y poli (cuando son mas de

cuarenta carbonos) (cuadro 2) (Pacheco, 2012)

Cuadro 2. Los hidrocarburos principales de los terpenos.

Namero de Prefijo Figura
Carbonos J 9
Cs Hemi- mq*/mj'l
- 2-Methylbutane
C1o Mono- >

head
2 B-Dimethyloctans

Cis Sesqui- )\/\)\/\J\/

2,6,10-Trimethyldodecane (Famesane)
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C2o Di- A/‘\/l\/\)\/\/'\/

26,10, 14-Tetramethylhexadecane (Phytane)

tail

Cas Sester-
head
- 2,6,10,14,18-Pentamethylicosans
Cso Tri- tail
tail
2.6.10,15,19,23-Hexamethyitetracosane (Squalane)
“ tail “

Cao Tetra- 5 3 5 5 X

tail
w,y-Carotene

Poly-
(Coln terpenos W

all-rans-Polyisoprene (Guttapercha)

2.5.2.1. Monoterpenos

Son sustancias lipofilicas, volétiles, responsables del olor caracteristico de muchas
plantas. Se conocen mas de 500 monoterpenos de origen vegetal, la gran mayoria son
compuestos ciclicos. Son utilizados en la industria de los saborizantes y aromas, sus
usos también comprenden las areas farmacéuticas y agroquimicas (de Vivar, 2006)
(Figura 5).

A B c D
HiC._ _CHs

OH

OH

.:\
He” XCH

CH, HaC CH, 2 HyC” TCH,

Figura 5. Estructura quimica de diversos monoterpenos A, timol; B, eucalipto; C, limoneno; D, mentol
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También, las plantas producen mezclas de terpenoides con alcoholes,
aldehidos y cetonas denominadas aceites esenciales, responsables de su olor y sabor
caracteristicos, de algunos de los cuales actian como repelentes de insectos o
insecticidas. Los que se encuentran en los aceites esenciales son generalmente
monoterpenos como el limoneno y el mentol, principales constituyentes de los aceites

de limén y menta, respectivamente (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009)
2.5.2.2. Sesquiterpenos

Son muy pocos utilizados en la industria farmacéutica, las mayores aplicaciones estan
orientadas por sus propiedades antiinflamatorias (Pacheco-Jiménez, 2012), en la

siguiente figura se muestra las estructuras de tres sesquiterpenos (Figura 6).

PN NS N

FARNESOL

0]

ot

BISABOLENO [ONONA

Figura 6. Estructura de tres sesquiterpenos: Farnesol, Bisaboleno y lonona.

Muchos sesquiterpenos presentan actividades bioldgicas entre ellos se
destacan las lactonas sesquiterpénicas, presente en el arnica y la valeriana (Kuklinski,
2003) que son conocidos por sus propiedades antimicrobiana, antitumoral, citotoxica

y antifungica (Enriz et al., 1998)

2.5.2.3. Diterpenos

Los diterpenos son compuestos de C2 que se pueden encontrar en forma abierta
como el fitol, que constituye la cadena lipdfila de la clorofila o en forma de estructuras
ciclicas con diversos grupos funcionales (-OH, -CO, COOH). Incluso pueden contener
nitrogeno y forman alcaloides diperpénicos, como la acotinina (Pifiol et al., 2013)
(Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de la acotinina (Pifiol et al., 2013).
A algunos diterpenos fendlicos se le atribuyen las actividades terapéuticas,
entre las que destacan la antibacteriana, la antifungica, la antirretroviral y la

antioxidante (Castillo-Garcia y Martinez-Solis, 2007).

2.5.2.4. Triterpenos

Son compuestos principalmente con Cso, son compuestos policiclicos y estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Pifiol et al., 2013). Se les atribuye
propiedades como: bactericida, fungicida, antiinflamatoria y antitumoral. El limonoide
es un triterpeno que constituyen la sustancia amarga de los citricos que actia como
un antiherbivoro, es uno de las repelentes mas poderoso contra insectos, la
aziradactina se usa en la agronomia para el control de plagas (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2004) (Figura 8).

Figura 8. Estructura quimica de la aziradactina (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).
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2.5.2.5. Tetraterpenos

Son compuestos con Cao, presentan una serie de dobles enlaces conjugados y uno o
dos anillos con la estructura de la ionona a o 3, segun la posicién del doble enlace
(Pifiol et al., 2013). Destacan sobre todo los carotenos, que se caracterizan por tener
una cadena de 40 carbonos simétrica y sin funciones oxigenadas y por ser
generalmente pigmentos (amarillos y rojos), se encuentran ampliamente distribuidos
en el mundo vegetal, algunos tienen interés por ser precursores de la vitamina A, y

sobre todo por sus propiedades colorantes (Kuklinski, 2003).

2.5.3. Compuestos fendlicos

Son moléculas que tienen uno 0 mas grupos hidroxilos unidos a un anillo aromatico,
se consideran importantes antioxidantes en la dieta. Miles de compuestos fendlicos se
encuentran en las plantas, se clasifican en diferentes tipos de grupos funcionales,
juegan una serie de funciones metabdlicas en las plantas, en el crecimiento y
reproduccidn, y en la proteccidn contra patégenos externos y estrés, como la radiacion
UV y los depredadores. Ellos son responsables del color y las caracteristicas

sensoriales de las plantas y alimentos (Pefiarrieta et al., 2014).

2.5.3.1. Clasificacion de los compuestos fendlicos

La estructura quimica de los compuestos fendlicos comienza con el fenol, que es la
molécula basica (Figura 9). El fenol se compone de un anillo aromatico (fenil) unido a
un grupo hidroxilo (OH). La presencia del anillo aromético hace que los acidos sean

débiles, generando un efecto inductivo en el hidrogeno del grupo hidroxilo. El anillo

aromatico juega un papel importante en las propiedades antioxidantes (Pefarrieta et

al., 2014).
OH OH

Figura 9. Estructura quimica del fenol
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De acuerdo a Pefarrieta et al., (2014) los compuestos fendlicos se clasifican:

Fenoles simples son compuestos gue tienen dos o tres grupos hidroxilos en el
anillo aromatico, estos compuestos fendlicos tienen una actividad biolégica importante,
como los antibidticos, antiparasitarios y citotoxicos. Se muestran las estructuras

quimicas de algunos compuestos simples (Figura 10).

OH OH oH OH OH
.-"J"\-\.""'\- "Dl— -'J'\-\. .-J-\ 'J' .-'l"'\-\.
| -\.\_]-' - '\-.,\_-H .\_\'\:\.\.\, - '\-\."_':_ s
o [l -"l E .-___-"] __-'['l'\.\_\_.\__..-_g-l H -ﬂ":|\

T CHy

Catechol resorcino hydroquinone phloroglucino 4-methylresorcinol

Figura 10. Estructuras quimicas de fenoles

Fenoles acidos consiste en dos grupos; los acidos hidroxibenzoicos y los acidos

hidroxicinamicos.

e Acidos hidroxibenzoicos son compuestos que presentan un grupo carboxilo y
grupos hidroxilo en un anillo. Como se ilustra en la Figura 11, estan presentes

en frutas, verduras y cereales.

0\\C,OH O\\C,OH O\\C,OH
~CHg
OH o} HO OH
OH OH OH
protocatechuic acid vanillic acid gallic acid

Figura 11. Estructuras quimicas de algunos acidos hidroxibenzdicos

e Acido hidroxicinamico: esta clase de &cido fendlicos se caracteriza por la
presencia del grupo CH=CH-COOH en reemplazo del grupo COOH presente en
los acidos hidroxicinamicos. El doble enlace carbono (C=C) de la cadena

aumenta la resonancia quimica, que puede ser descrita como una

18



deslocalizacion de los electrones en los enlaces 1 estabilizando los radicales
libres y por lo tanto incrementa la capacidad antioxidante de la molécula. Se
encuentra presente en uvas, manzana, arandanos, espinacas, brécoli y en
cereales. En la Figura 12 se muestran algunas estructuras de acidos

hidroxicinamicos.

CH “OH
- 3
o HO
OH OH
p-coumaric acid ferulic acid chlorogenic acid

Figura 12. Estructura quimica de algunos acidos hidroxicinamicos.

Las cumarinas contienen un anillo aromatico unido a un heterociclo. Se
consideran compuestos fendlicos, en particular, cuando un grupo hidroxilo esta unido
a un esqueleto de estructura cumarina. En la Figura 13 se presenta un ejemplo del

compuesto umbeliferona.

HO O_0o

Figura 13. Estructura quimica de umbeliferona que pertenece al grupo de las cumarinas.

Los polifenoles presentan diversas actividades biolégicas, entre ellas:
antimicrobianas, antiviral, antitrombotica, hipocolesterolemizante, heapoprotectora,
anticancerigena, antinflamatoria, antihipertensiva, estrogénica, antioxidante y efecto
protector contra enfermedades cardiovasculares (Mufioz-Jauregui y Ramos-Escudero,
2007).
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2.5.3.2. Lighanos y Lagninas

Los lignanos son compuestos fendélicos dimeros, y son derivados de la fenilalanina y
alcoholes cinamicos, han demostrado una capacidad antioxidante significativa, y se
consideran como fuentes de fitoestrégenos (Figura 14).

OCH4

(o] OH

HO

] (+) pinoresinol
LO (+) sesamin OCHj

Figura 14. Estructura quimica de lignanos

2.5.3.3. Flavononas y Flavanonoles

Las diferencias estructurales entre estos tipos de flavonoides se encuentran en el anillo
C, (Figura 15). El anillo C en flavononas es un anillo heterociclico saturado de oxigeno
de seis miembros con un grupo de cetona en la posicién cuatro en el anillo heterociclico
de oxigeno, en flavanonoles existe un grupo hidroxilo que se afiade al anillo en la
posicion cinco, cerca del grupo de cetona. Estos flavonoides estan presentes en las
frutas.

OH
HO o ©/ Ho

OH O
naringenin taxifolin

Figura 15. Estructura quimica de flavona naringina y flavanonoles taxifolina.

2.5.3.4. Flavonas y Flavonoles

Tienen estructuras similares a flavononas y flavanonoles con la salvedad de que en el

anillo C presenta un enlace insaturado en las posiciones dos y tres. Las flavonas y
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flavonoles estdn presentes en alimentos vegetales en forma de compuesto O-
glucosidos y como C-glucésidos. Los flavonoides sin uniones azucar (flavonoides
libres) son llamados agliconas y no estan presentes en los alimentos vegetales frescos,
la flavona mas comun es apigenin, en los flavonoles, la quercetina (quercetin) (Figura
16).

apigenin OH O quercelin
Figura 16. Estructura quimica de apigenin (flavonas) y quercetina (flavonoles).

Poseen diferentes propiedades farmacoldgicas, entre ellas: antifungica,
antimicrobiana, antiviral, antiescorbutica, antihemorragica, antiarritmica, antioxidantes,
antihepatotoxica, antitrombotica, diurética, antiespasmoédica y antiinflamatoria
(Kuklinski, 2003).

2.5.2.5. Antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, el glucésido es casi siempre la
glucosa presente en las moléculas en la posicién 3-hidroxilo del anillo C, y cuando la
antocianina tiene mas de un glucésido la segunda posicién del enlace es la posicion
5. Las antocianinas se encuentran ampliamente en alimentos de origen vegetal, son

responsables de la coloracién de los frutos y flores (Figura 17) (Garzén, 2008).

OH

OH

HO

cyanidin 3-O-glucoside

Figura 17. Estructura quimica de Antocianina 3-glucosido.
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2.5.3.6. Taninos

Los taninos son diversos compuestos fendlicos con la particularidad de que se unen a
las proteinas y precipitan. El nombre taninos se refiere al proceso de curtido en el que
se convierte la piel de los animales en cuero. Los taninos estan presentes en hojas,
frutos y corteza, estos compuestos complejos son parte de la proteccion de las plantas
contra infecciones y herbivoros. Se clasifican en tres grupos segun su estructura

guimica: condensada, hidrolizables y complejos (Olivas-Aguirre, et al. 2015).

e Taninos condensados son derivados de flvan-3-ol se encuentra como
monomeros, asi como unidades estructurales en las cadenas que van desde
proantocianidina catequina y/o dimeros derivados de catequina a polimeros de

mayor tamafio (Figura 18).
OH

HO O Ry
OH

OH
OH

HO O
OH

OH

Figura 18. Estructura quimica de Procyanidina B2

e Taninos hidrolizables consisten principalmente en elagitaninos, galotaninos y
acidos elagico o formas conjugadas de acido galico. Estos se encuentran en
fresas y otras plantas.

1. Galotaninos: son compuestos complejos que consisten basicamente en
un ndcleo de glucosa de azucar en otro nucleo, esterificados en acido
galico y sus derivados, lo que les hace solubles en agua. Una estructura

gallotannin bésica.
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2. Elagitaninos: se componen de un nucleo poliol (glucosa o el acido
quinico) y ésteres del acido hexahidroxidifenico.

e Taninos complejos contienen unidades de catequina vinculados a galotaninos

0 elagitaninos. La Acutissimina es un ejemplo de un tanino complejo que se

encuentra en el vino tinto (Figura 19).

Figura 19. Estructura quimica de Acutissimina.
2.5.3.7. Biosintesis de compuestos fendlicos

Las dos rutas por las que las plantas pueden formar compuestos fendélicos son los
policéptidos, predominantes en bacterias y los hongos; y la ruta del acido siquimico

mayorista de las plantas superiores (Chavez et al., 1996).

Los policétidos, biosintetizados por el camino del acetato-malonato, implica la
formacion de una hipotética cadena de grupos ceto y metilenos alternantes (cadena
policétida: -CO-CH2-CO-CH2-CO-CH2-CO-CH2-). Las cadenas policétidas derivan de
unidades de malonil CoA (HOOC-CH2-COCo0A) y de una unidad de iniciacién (un
cebador), la cual es, casi siempre, el acetii CoA (CH3-COCo0A), aunque también

pueden ser otros CoA-esteres.
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RCOSCoA — RCOS-Enz
+

HOOCCH,CO5CoA —— HOOCCH,COS-Ere

RCOCH,COS-Enz

+ MHOOCCH,COG-Erz

ACOICHCO)nCH.COS-Enz

Figura 20. Biosintesis de los polillcétidos

Los compuestos fendlicos se forman en las plantas por la via llamada &cido
siquimico. Los fenoles derivados por esta via derivan del &cido cindmico, biosintetizado
de la fenilalanina por la accién de la enzima fenilalanina amonio-liasa, en la formacion
de los fenoles por esta ruta, el acido cinamico resultante es siempre oxidado en la
posicidn para, lo que origina el acido 4-cumarico, seguidamente, cuando este acido es
oxidado enzimaticamente de nuevo, el oxigeno se agrega en posiciones adyacentes
para dar lugar al modelo 3,4,5-trihidroxi (pirogalol). El origen biosintético determina el

modelo de hidroxilacion del producto fenélico (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).
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Figura 21. Ruta del &cido siquimico
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2.5.4. Glucésidos

Son metabolitos secundarios de gran importancia. Su nombre hace referencia al
enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azucar se condensa con otra
gue contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glucdsidos de particular interés:
saponinas, glucésidos cardiacos y glucdsidos cianogénicos. Una cuarta familia, los
glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su estructura similar a los

glucésidos (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).
2.5.4.1. Saponinas

Las saponinas se encuentran como glucésidos esteroidales, glucosidos esteroideos o
bien glucosidos triterpenos. Por lo tanto, son triterpenoides o esteroides que contienen
una o mas moléculas de azlcar en su estructura (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).
Son solubles en agua produciendo espuma cuando las soluciones son agitadas, las
saponinas esteroidales son compuestos que poseen una estructura compleja formada
por un nucleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida por unidades de
monosacaridos. Estas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal y aunque en
mayor o menor medida se encuentran en una gran cantidad de plantas, son
especialmente abundantes en algunas familias, entre ellas la Agavaceae (Cervantes,
2016) (Figura 20).
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Figura 22. Estructura quimica de saponina esteroidal (Cervantes, 2016).

Las saponinas esteroidales se encuentran por lo general en familias de la clase
monocotiledéneas, como son: Liliaceae (Agavaceae), Dioscoreaceae Yy
Amaryllidaceae. En dicotiledoneas, se les ha encontrado en las familias Solanaceae y

Scrofulariaceae (Diaz-Puente, 2009).
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Entre los efectos farmacolégicas reconocidos para las saponinas se
encuentran:  antiedematoso, antiinflamatorio, antihemorroidal, cicatrizante,
antimicrobiano, antivirico, antimicético y molusquicida. Son hemoliticas, por lo que
resultan muy toxicas si se administran por via intravenosa (contacto directo con la
sangre) mientras que por via oral su toxicidad es muy baja, ademas de ser ictiotoxicas
(Kuklinski, 2003).

2.5.4.2. Glucdsidos cardiacos

Los glucosidos cardiacos o cardenodlidos son semejantes a las saponinas esteroideas,
tienen también propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona, que
se encuentra de forma natural en forma de glucosidos o de agliconas, el mas conocido

es la digitoxina (Figura 21) (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).

MOMNOSACARIDOS

Rha—G|u

Rha

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 23. Estructura de la digitoxina de Digitalis purpurea.
2.5.4.3. Glucésidos cianogénicos
Son compuestos nitrogenados, que no son toxicos por si mismo, pero se degradan
cuando la planta es aplastada liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de

hidrogeno (HCN), un ejemplo es la amigdalina que se encuentra en las semillas de
almendra (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004) (Figura 22).
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Figura 24.Estructura quimica de la Amigdalina (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2004).

2.5.5. Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15,000 metabolitos secundarios que
tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un
atomo de nitrdgeno en la molécula, y exhiben actividad bioloégica. La mayoria son
heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos).
Se sintetizan a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la nicotina y

compuestos relacionados derivan de la ornitina (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

De acuerdo a Loyola-Vargas et al. (2004), se agrupan de acuerdo a su origen
biogenético, con base esta clasificacion se tienen cuatro grupos: 1) alcaloides
derivados de aminoacidos tales como ornitina/arginina, lisina, histidina,
fenilalanina/tirosina, triptéfano y del acido antranilico y el &cido nicotinico; 2) alcaloides

purinicos; 3) terpenos aminados y 4) alcaloides policétidos.

e Alcaloides derivados de ornitina y lisina, estos alcaloides estan caracterizados
por la presencia de anillos de pirrolidina, piperidina, piroolicidina, quinolicidina y
piridina (Pifiol et al., 2013).

e Alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina, estos alcaloides son derivados
de fenilalanina y tirosina, pertenecen a los alcaloides de isoquinolina, de
bencilisoquinolina.

e Alcaloides biosintetizados del triptoéfano, el triptéfano es el recurso de un gran
namero de alcaloides que se caracterizan por la presencia de un nucleo indol
(Pifiol et al., 2013).
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En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicolégicas, la
mayoria de ellas consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas,
casi todos son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico
como relajante muscular, tranquilizante, antitusivo o analgésico (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

2.6. Evaluacion de actividad bioldgica de extractos vegetales en hongos

fitopatdogenos

El potencial de los extractos vegetales para el control de los hongos fitopatdgenos se
puede evaluar en diferentes modelos biolégicos, como a nivel In vitro. En su mayoria
los métodos de evaluacion de la actividad biol6gica sobre hongos fitopatégenos
consisten en la exposicion del hongo a diferentes concentraciones del extracto en

medio de agar papa dextrosa (PDA) (Mesa et al., 2019).

El método comunmente empleado es el envenenamiento del medio de cultivo
en el cual se adiciona una concentracion conocida de extracto disuelta en el medio de
cultivo junto con un testigo absoluto y posteriormente se adiciona el indculo del

fitopatdgeno a evaluar (Mesa et al., 2019).

En los métodos que permiten determinar la concentracion minima inhibitoria
(MIC) de un extracto, el crecimiento del patégeno se sigue por la variacion de la
densidad Optica (DO) de una suspension de esporas de cada uno de los hongos en
una concentracion aproximada de 2.5x10* esporas/mL. Se realiza una lectura inicial

a los 30 minutos y pasadas las 48 horas a 25°C (Mesa et al., 2019).
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[Il. ANTECEDENTES

A la fecha se han realizado pocos estudios sobre extractos de Agave americana L. que
proporcionen informacion acerca de su efecto antifingico en hongos fitopatégenos. A
continuacion, se mencionan los trabajos que se han realizado, asi mismo se hace

referencia de investigaciones sobre actividad antifungica con diferentes especies.

Existen reporte como el de Lozano-Mufiiz (2000), quien determind la actividad
de diferentes extractos de Agave americana, A. lechuguilla, A. tequilana, A. striata, y
A. asperrima sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y A. parasiticus. Usando 10 g
hojas y 50 mL de cada solvente; agua, metanol y etanol, para la obtencién del extracto,
los cuales se obtuvieron por maceracion. La concentracion minima inhibitoria (CMI) lo
determiné en tubos con 1.8 mL de caldo CD con 0.2 mL de una suspension de esporas
a una concentracion final de 1x103. El extracto acuoso de A. asperrima de 1.96 +0.9 a
2.8 + 0.25 mg/mL, el extracto metandlico de 0.95 + 0.37 a 1.5 £0.37 mg/mL; el extracto
acuoso de A. striata de 1.3 £ 0.5 a 1.62 +0.37 mg/mL; el extracto metandlico tuvo una
CMI dentro del rango de 1.8 £ 0.625 a 2.25+ 0.62 mg/ml; los extractos acuosos,
metandlico de A. americana en un rango de 1 a 50 mg/mL no tuvieron efecto inhibitorio
del crecimiento; al igual que los extractos acuoso y metandlico de A. tequilana y A.
lechuguilla. Los extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de las hojas de las plantas
A. americana, A, aspérrima y A. striata presentan actividad biologica contra A. flavus y

A. parasiticus, siendo el metandlico el de mayor eficacia.

Verastegui (2000), evalu6 la actividad antimicrobiana de los extractos
provenientes de la familia Agavacea e identificé el metabolito activo responsable de la
inhibicion microbiana para ello utilizaron extractos de cuatro especies, Agave
lechuguilla Torr. A. picta Salm-Dick, A. scabra Salm-Dick, A. lophanta Schiele, sobre
15 especies microbianas, seis especies de hongos y nueve especies de bacterias. Los
hongos mostraron mayor sensibilidad. Los extractos se sometieron a analisis quimicos,
cromatografos y espectroscépicos, los cuales demostraron que el compuesto

responsable de la actividad antimicrobiana es una saponina esteroidal espirostanica.

29



La diferencia del compuesto activo entre las especies de Agave se encuentra en la

clase y cantidad de unidades glucosidicas unidas al nacleo principal.

Por otro lado, Sanchez-Garcia (2002), determind las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de los extractos activos contra Aspergillus flavus y A. parasiticus. El
estudio se llevé a cabo en Huesca y Cerro del Fraile en Garcia N. L. Usando 20 g de
diferentes partes de las plantas de Agave aspérrima y A. striata (hojas, raiz escapo e
inflorescencia) y como solventes metanol, etanol y amortiguador de fosfato pH 7.3,
para obtener los extractos mediante el método de Soxhlet. Para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en el crecimiento, se utilizaron los extractos en
caldo A&M, una vez conocida la concentracion in6culo matraces con 25 mL de caldo
A&M, con una suspension de conidias ajustadas a una concentracion final de 1x10°
conidias/mL. A cada uno de los matraces le agrego diferente concentracion de los
extractos. Los extractos acuosos, etandélicos y metandlicos realizados de las hojas y
de laraiz de A. striata y A. aspérrima no presentaron efecto inhibitorio contra ninguna
de las cepas fungicas probadas; los extractos alcohdlicos de la inflorescencia y el
escapo de ambos agaves presentaron efectos inhibitorios sobre todas las cepas
fungicas probadas; los extractos acuosos del escapo de los agaves no mostraron
efecto biolégico. Los extractos acuosos y alcohdlicos de la raiz y de las hojas de los
agaves probados no presentaron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las cepas

de Aspergillus.

Gonzéalez-Alvarez et al. (2015), evaluaron el efecto de los extractos acuosos y
etandlicos de Agave scabra sobre el crecimiento de hongos fitopatdgenos presente en
la papa y tomate. Para esto se utilizaron hojas de la planta como material vegetal y
como solventes 300 mL aguay etanol, el extracto se obtuvo por maceracion. Las cepas
obtenidas a partir del tomate y de la papa fueron Penicillium sp., Botrytis cinerea, Mucor
sp., Aspergillus niger y Fusarium sp. Para la evaluacion in vitro de la actividad
antifingica, se empled la técnica pozo en agar sembrando 5, 10, 15y 20 uL de la
suspension de esporas de cada uno de los hongos, le aplicé 20 uL de cada uno de los
tratamientos; 1) extracto acuoso, 2) extracto etandlico 3) fungicida captan y 4) alcohol

etilico. En la técnica de dilucién del extracto en agar, realiz6 una mezcla de 20 mL de
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PDA con Rosa Bengala y agregé 1 mL de cada uno de los tratamientos; 1) extracto
acuoso, 2) extracto etandlico 3) fungicida captan 4) OHet y 5) control PDA. En la
técnica pozo en agar; los tratamientos presentaron diferencias significativas para las
cinco especies de hongos; en la técnica dilucién del extracto en agar; los extractos
acuosos y etandlico presentaron un porcentaje de inhibicién entre 8.33 y 10% en
Aspergillus niger, en Botrytis cinérea el extracto etandlico presenté un porcentaje de
inhibicién del 90%, en Mucor sp el extracto etandlico inhibié un 30%, en Fusarium sp.
Los extractos etandlicos y acuoso inhibieron el desarrollo entre 16.6 y 15% y en
Penicillium sp. El extracto etandlico inhibid el crecimiento en un 86% del hongo. De
acuerdo a los resultados obtenidos el extracto etandlico presentdé un mayor efecto

inhibitorio contra los hongos.

Gutiérrez (2015), determiné la actividad antifingica del extracto etandlico de
hojas y raices de Agave americana “cabuya”, para ellos se utilizaron 500 g de hojas y
raices de la planta y 4 L de etanol al 96%. Para la inoculacion de Moniliophthora roreri
se vertieron 10 mL de cultivo PDA mezclado con los extractos en concentraciones de
5, 10, 20 y 30%. Para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se utilizd
la técnica de dilucion en agar, adicionando 10 mL del medio mezclando los extractos
en placas Petri hasta su solidificacion, luego el in6culo se sembro en las placas que
contenian las concentraciones; el extracto de hoja presenté una CMI de 320 mg/mL,
el extracto de raiz 300 mg/mL. El extracto etandlico de las hojas de Agave americana
“cabuya” presenta una mayor actividad antifungica, con respecto al extracto etandlico

de las raices.

Barron-Hernandez (2016), evalué la actividad antimicrobiana y antifungica de
las saponinas presentes en el extracto de la pulpa de Agave lechuguilla en
microorganismos aislados de alimento, el estudio se llevd a cabo en el Municipio de
San Bartolo, San Luis Potosi. Us6 hojas de la planta para llevar a cabo la extraccion
por medio de maceracion utilizando una mezcla de metanol y agua. La presencia de
saponinas en el extracto se determin6 de manera cualitativa por cromatografia en capa
fina. Para determinar la actividad antifingica de las saponinas presente en el extracto

se realizo tres métodos diferentes: germinacién de esporas, difusién en pozo y medio
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envenenado. EI método de germinacion de esporas mostré tener inhibicion de la
mayoria de los hongos evaluados, para Fusarium graminearum fue de 141.17 mg/mL,
Penicillum digitatum 281.30 mg/mL, Penicillum rubrum 267.79 mg/mL, Rhizopus
stolonifer 142.55 mg/mL y Fusarium oxysporum 113.96 mg/mL, el método de cinética
de inhibicién, Kurthia gibsonii 298.12 mg/mL y para Lactobacillus plantarum de 324.56
mg/mL. El método mas adecuado para evaluar la inhibicién en hongos filamentosos es

el método medio envenenado o la inhibicién de crecimiento.

Alcazar-Valle (2017), caracteriz6 las saponinas de Agave durangensis y Agave
salmiana y determind el efecto en la pared y membrana celular en dos cepas de
levaduras aisladas de procesos de fermentacién de bebida de agave y evalud la
actividad saponinasa, para ello empleo hojas de A. durangensis y A. salmiana, los
extractos se obtuvieron mediante Soxhlet utilizando como solventes hexano,
cloroformo y metanol. Para analizar el efecto de las saponinas empleo las levaduras
de Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae. Realiz6 un cultivo continuo
con jugo de A. tequilana adicionando concentraciones de 0.75, 1.5 y 3.0 mg/mL de
extracto de saponinas de A. durangensis y A. salmiana. En donde el extracto de A.
durangensis mostré un mayor efecto inhibitorio que el A. salmiana en ambas especies
de levaduras. La composicion de la pared celular mostré6 cambios especificos en la
relacion g-glucanos/mananos. Hubo una mayor resistencia al efecto inhibitorio de las

saponinas por parte de K. marxianus.

Rojas (2017) evaluo las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de Agave
durangensis presentes en extractos de seis lineas morfolégicas. Utilizd6 una técnica
espectrofotométrica para evaluar las propiedades antioxidantes de los extractos,
evalué las propiedades antibacterianas contra dos bacterias patégenas de interés
humano. Los extractos de Agave durangensis presentd un halo de inhibicion promedio
de 12 mm contra Staphylococcus aureus y 15 mm para Escherichia coli. Se present6
el mismo comportamiento para cada uno de los extractos de las seis lineas

morfolégicas de Agave durangensis.

Salazar-Pineda (2015), evalué la actividad antibacteriana y antiinflamatoria de

extractos y fracciones de hojas de Agave cupreata. Las hojas de A. cupreata fueron
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extraidas por maceracion usando disolventes de polaridad creciente: hexano,
diclorometano y acetona. Las fracciones del extracto de diclorometano se obtuvieron
mediante cromatografia en columna. La actividad antibacteriana se evalu6 usando el
método de doble dilucién en agar y microdilucién en caldo. La actividad antiinflamatoria
se realiz6 utilizando los modelos de edema auricular en ratén inducido con TPA y
edema subplantar de ratén inducido con A. La CMI de los extractos de hexano y
diclorometano fue de 16 mg/ml contra Staphylococcus y Pseudomonas aeruginosa de
las fracciones obtenidas del extracto de diclorometano, la F-34 fue la méas activa contra
todas las bacterias ensayadas (CMI de 2-16 mg/mL). Para la actividad antiinflamatoria,
los extractos de diclorometano y acetona presentaron un efecto inhibitorio en la
formacion de los edemas de 64.29% (ED50= 107.55 mg por kg de peso) y 48.82%
respectivamente cuando la inflamacion fue inducida con A-carragenina y 62.47%
(ED50=1.21 mg por oreja) y 40.82% al ser inducido con TPA. Los extractos de hexano
y diclorometano de hojas de A. cupreata presenta actividad antibacteriana para cepas
sensibles como para aislados clinicos de Staphylococcus resistentes a la meticilina,

ademas es una fuente importante de compuestos con accion antiinflamatoria.
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V. OBJETIVOS
4.1. General

Determinar la actividad antifingica del extracto de Agave americana L. sobre
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc., hongo patégeno del mango y la

papaya.

4.2. Especificos

¢ Identificar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de A. americana
L.

e Evaluar mediante ensayos in vitro la capacidad inhibitoria del extracto de A.

americana L. en el hongo fitopatdgeno C. gloeosporioides.
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V. ZONA DE ESTUDIO

5.1. Zona de colecta

La colecta del material biologico se realizd en el municipio de Comitan la altiplanicie
central de Chiapas conocida como Meseta Comiteca, tiene una superficie de 27,870
km2 y esta localizada a una altitud por arriba de los 1,000 msnm en el area central del
estado de Chiapas, entre los 91°42’ y 93°18’ de longitud Oeste y 16°07’ a 17°32’ de
latitud norte. Colinda al norte con los municipios de Amatenango del Valle, Chanal y
Las Margaritas; al este con los municipios de las Margaritas, La Independencia y la
Trinitaria; al sur con los municipios de la Trinitaria y Tzimol; al oeste con los municipios
de Tzimol, Socoltenango, Las Rosas y Amatenango del valle (INEGI, 2010) (Figura
23).

Figura 25. Ubicacién del area geografica del municipio de Comitan
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5.2. Clima

El clima que predomina es el templado subhimedo con lluvias en verano, el cual
abarca el 58.36% de la superficie municipal. Con temperatura media anual de 13-17°C,
lluvias en verano entre los 1,100- 1,600 mm anuales y con heladas posibles en areas
deforestadas a mas de 2,000 msnm (Lépez-Sanchez, 1993; Alba-Lépez et al. 2003).

El clima es semicélido subhumedo con lluvias en verano se presenta con
variaciones en las condiciones de humedad, la mas humeda se presenta con un 7.93%
y la de humedad media con el 23.06 %. El Clima Aw(w) calido subhimedo con lluvias
en verano, se presenta también con variaciones en las condiciones de humedad, la
menos humeda se presenta con un 8.28% y la de humedad media abarca un 2.34%
de la superficie municipal. En los meses de mayo a octubre, la temperatura minima
promedio va de los 6°C a los 21°C, mientras que la maxima promedio oscila entre 18°C
y 33°C. En el periodo de noviembre - abril, la temperatura minima promedio va de 3°C
a 15°C, y la maxima promedio fluctia entre 15°C y 33°C. En los meses de mayo a
octubre, la precipitacion media fluctta entre los 800 mm y los 1400 mm, y en el periodo

de noviembre - abril, la precipitacion media va de los 50 mm a 350 mm (INEGI, 2005).
5.2.1. Hidrologia

Las principales corrientes del Municipio son: los rios perennes Grandes y Nashuac, el
arroyo Nihuanucun (INEGI, 2010).

La mayor parte del territorio municipal se encuentra dentro de la subcuenca Rio
Aguacatenco (de la cuenca rio Grijalva-La Concordia) abarcando una superficie del
59.41% y en menor proporcion en las subcuencas Rio Comitdn de Dominguez con
25.72%, Las Margaritas con el 2.25%, Tzaconeja (de la cuenca Rio Lacantin) con el
0.01%y la subcuenca Presa la Angostura (de la cuenca rio Grijalva-La Concordia) que
cubre el 12.58% de la superficie municipal (INEGI B, 2010).

El Rio Grande, tiene una gran importancia para la economia de la zona, ya que
ademas de constituir la principal fuente de recarga del acuifero que abastece de agua
potable a el area urbanay a las localidades rurales cercanas, se emplea para el regado

de una importante superficie agricola establecida, principalmente en la zona
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denominada La Ciénega y las localidades de San José Yocnajab, el Rosario
Yocanajab, Guadalupe Quistaj y El Prado. Los principales cuerpos de agua en el

Municipio son las lagunas de Juznajab, Chucumaltik y Coila (INEGI, 2010).
5.2.2. Vegetacion

El municipio presenta cobertura vegetal, con algunas fases de vegetacién secundaria,
principalmente el Bosque de Pino-Encino con el 21% de cobertura, el bosque de
encino con el 19.50%, el Bosque de Encino-Pino con el 5.26%, seguido de la selva
baja con el 3.6% y el Bosque de Pino con el 1.855, el tipo de vegetacion que menos

se presenta es la vegetacion de galeria con el 0.01% (INEGI, 2005).
5.2.3. Fauna

En lo relativo a la fauna en el municipio existen una gran variedad de especies de las
cuales sobresalen: boa (Boa constritor L.), iguana roca (Ctenosaura pectinata
Wiegmann, 1834), correcaminos (Geococcyx californianus), chachalacas (Ortalis
erythroptera), gavilan blanco (Elanus leucurus), comadreja (Mustela nivalis), entre
otras (INEGI, 2005).
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VI. METODO

6.1. Colecta del material vegetal

En una hectarea se seleccionaron siete plantas de Agave americana que estuvieran
sanas, vigorosas, las plantas tenian siete afios de edad, se contaron las hojas de las
planas seleccionadas, de aproximadamente de 1 m de largo x 15 cm de ancho. Se
colocaron en bolsas de manta para su traslado al Laboratorio del Banco de
Germoplasma Vegetal, ICBiol-UNICACH. Para posteriormente realizar el trabajo de

investigacion.
6.2. Preparacién de extractos de Agave americana L.
6.2.1. Extracto etandlico

Las hojas de A. americana se cortaron en trozos aproximadamente de 25 cm,
posteriormente se colocé en papel periddico y se secaron a sombra a una temperatura
ambiente durante 40 dias. Después del secado los trozos se molieron
homogéneamente en una licuadora hasta obtener un polvo fino. Posteriormente el
polvo se paso6 por un tamiz de aproximadamente 2.5 mm para eliminar la fibra de las
hojas y Unicamente obtener la pulpa. Este proceso se realizé en el Banco de

germoplasma vegetal dentro del Instituto de Ciencias Bioldégicas UNICACH.

El solvente utilizado para la obtencion del extracto fue etanol al 96% de la marca
Baker, para esto se pesaron 250 g de la hoja molida de A. americana L. y se le
agregaron 1 000 mL del solvente en proporcién (1:4), es decir por cada gramo de
material molido se le agreg6 4 mL del solvente, se dejé macerar por 24 h a temperatura
ambiente, con una agitacion frecuentemente. Transcurrido el tiempo se concentré a
presion reducida en un evaporador rotatorio a 120 rpm a 78 °C de temperatura (Sarker
y Nahar, 2012). Después de haber separado el extracto del solvente, el extracto
concentrado se depositdé en un frasco limpio previamente pesado y el solvente se
colocé de nuevo con el material vegetal por otras 24 h, el procedimiento se hizo por

triplicado.
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6.2.2. Infusién

Se peso 250 g de hoja de Agave americana L. fresco picado en cuadros pequefios y
se coloco en una bolsa de manta la cual se colocé dentro de un vaso de precipitado
de 2 000 mL y se afiadio 1 000 mL de agua estéril destilada. Posteriormente se coloco
en una parrilla eléctrica hasta ebullicion, una vez alcanzada su punto de ebullicién se
retiré de la parrilla y se situ6 dentro de la campana de flujo laminar por 23 h. Una vez
transcurrido el tiempo se vertié en una botella de vidrio color &mbar para evitar el

contacto con la luz.

6.2.3. Extraccion asistida en microonda con alcohol al 70% + agua
(Hidroalcohdlico)

Se peso 250 g de hoja de A. americana L. picado en cuadros pequefios y se coloco
dentro de una bolsa de manta. Posteriormente se colocé en un vaso de precipitado de
2 000 mL, se le afiadi6 100 mL de alcohol al 70% + 300 mL de agua destilada estéril
hasta cubrir totalmente las bolsas con el material, se dej6 reposar por 24 h 'y
posteriormente se extrajo por medio de un microonda de la marca Samsung 1000 W,
afadiendo 600 ml de agua destilada estéril, haciendo una relacién de 1:9, es decir 100
mL de alcohol al 70% + 900 mL de agua destilada estéril, se colocé dentro del
microonda, se puso por tres minutos, el sobrenadante se colocé un botella de vidrio de

color ambar para evitar la exposicion a la luz y evitar alguna alteracion en el extracto.

6.2.4. Rendimiento de los extractos

Los disolventes utilizados en los extractos se terminaron de eliminar a temperatura
ambiente, se pesaron los extractos en una balanza analitica estandar. Posteriormente
se determiné el rendimiento (R%) del extracto seco y fresco, por diferencia de peso

utilizando la siguiente formula (Navarrete et al., 2010):

( peso del extracto

) X 100

peso del material vegetal
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6.3. Identificacion de grupos de Metabolitos Secundarios

Se prepar6 una soluciéon madre del extracto utilizando 50 mg, esto se diluyo en 10 mL

de etanol al 96% quedando una concentracion final de 5 mg/mL.

A continuacién, se distribuy6 1 mL de la solucién anterior en 8 tubos de ensayo,
se dej6 evaporar el disolvente a temperatura ambiente. Las pruebas se realizaron por
duplicado y los resultados se anotaron mediante un sistema de cruces para especificar
la presencia o ausencia de los grupos de metabolitos siguiendo los criterios de:

abundante (+++), media (++), ligera (+) y ausencia (-).

6.3.1. Alcaloides: Prueba con el reactivo de Dragendorff
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se afiadi6 1 mL de HCL al 10%, y 2
gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado marrén indicé la presencia de este

metabolito (Dominguez, 1973).

6.3.2. Fenoles: Prueba de cloruro férrico
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se le afiadié 1 mL de etanol al 96%
mas 3 gotas de FeCls al 3% en etanol. La aparicion de una coloracion verdosa

correspondiente a una reaccién positiva (Idem).

6.3.3. Flavonoides: Prueba de Shinoda

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se le afiadié 1 mL etanol al 96% mas
tres trocitos de magnesio y 2 gotas de HCI concentrado. El desarrollo de un color
naranja indica la presencia de flavona, color rojo para flavonona, rojo azuloso para

flavonol y violeta para xantinas (Dominguez, 1973).

6.3.4. Glucésidos: Prueba de Molish

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se le afladié 1 mL de etanol al 96%,
luego se agregaron 2 gotas de alfa-naftol al 5% en etanol y 1 mL de H2SO4 gota a gota
dejando resbalar por las paredes del tubo. La formacioén de un anillo de color violeta

indica una reaccion positiva (Plumer, 1981).
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6.3.5. Saponinas: Prueba de espuma
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se afiadio 1 mL de agua destilada, se
tapo y agitd durante 30 segundos, la aparicion de espuma durante 2 minutos indica la

presencia de saponinas (Dominguez, 1973).

6.3.6. Taninos: Prueba para taninos hidrolizables y condensados

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se le afiadid 1 mL de agua y 2 gotas
de solucion acuosa de FeCls al 2%. La aparicion de una coloracion azul indica que se
trata de taninos y una coloracion verde la presencia de taninos condensados (Garcia-
Rincon, 2005).

6.3.7. Terpenos-esteroidales: Prueba de Liebermann-Buchard

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco, se le afiadié 1 mL de cloroformoy 1
mL del reactivo de Liebermann-Buchard. La reaccion fue positiva para esteroides si se
desarrollé una coloracién azul o azul verde y rojo, rosa o violeta si eran terpenos
(Dominguez, 1973).

6.3.8. Lactonas sesquiterpénicas o Sesquiterpenlactonas: Prueba de Baltej

A un tubo con 5 mg de extracto seco, se le agregd 1 mL de etanol al 96% y se agito.
Posteriormente se le afiadié 1 mL del reactivo de Baljet. La presencia una coloracion
roja (++) o precipitado de color rojo (+++) indicé una prueba positiva (Miranda Martinez,
2002).
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precipitado rojo prueba
positiva
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6.4. Colecta del material bioldgico

Para el aislamiento de los patdégenos se realiz6 un recorrido por el mercado de
Ocozocoautla de Espinosa Chiapas, para adquirir las frutas de mango y papaya que

presentan la caracteristica de la antracnosis.

El material vegetal con la sintomatologia de los patdgenos se llevo al laboratorio
de fitopatologia en el Campo Experimental Centro de Chiapas del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), y se procesaron las
muestras (Lavado, desinfeccion de tejido enfermo con hipoclorito de sodio al 5%
durante 5 min) para realizar los aislamientos. Una vez en el laboratorio y en
condiciones estériles se cortaron los fragmentos de tejidos enfermos y sanos y fueron
sembrados en cajas Petri con medio de papa-dextrosa-agar (PDA) e incubados a 23
°C £ 2°C, luego se realiz6 la purificacion y multiplicacion de los aislamientos en medio
PDA.

6.5. Ensayo para determinar la actividad antifungica

Para determinar la actividad antifingica del extracto de A. americana se utilizé el

método de medio envenado, el cual es el mas utilizado para hongos filamentosos.

El ensayo consistio en preparar el medio de cultivo de PDA con los extractos a
diferentes concentraciones (Cuadro 3), posteriormente se colocé un disco de agar de
5 mm de didmetro aproximadamente con el micelio de C. gloeosporioides. Se midio el
crecimiento radial y los tratamientos usados como testigo fueron: el testigo quimico
(fungicida= PDA + Mancozeb) y testigo absoluto (medio de PDA sin extracto o
compuesto) (Teshima et al., 2003).
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Cuadro 3. Preparacion de extractos de A. americana L sobre C. gloeosporioides aislado de la papaya y
mango.

Tratamiento Extracto/compuesto Agua PDA
Etandlico 2400 mg 80 mL
Acuoso 32 mL 48 mL
Hidroalcohdlico 32 mL 48 mL 3129
Testigo quimico 1 0.2g
Testigo quimico 2 0.192g 80 mL
Testigo absoluto 0 80 mL

Testigo quimico 1: Fungicida en la concentracion recomendada para mango
Testigo quimico 2: Fungicida en la concentracion recomendada para papaya

6.6. Calculo de Porcentaje de Inhibicién Relativa

Al extracto se le determind el Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR), empleando la

férmula de (Rivero- Lopez et al., 1997).

xDiametro de halo de inhibicion del extracto

PIR = ( ) x 100

xDiametro del halo de inhibicion del control

6.7. Disenos estadisticos
6.7.1. Variables a evaluar

Las variables que se estudiaron fueron: el crecimiento del micelio, para los cuales se
midié a cada una de las placas el crecimiento micelial (diametro de la colonia mm),

considerando el crecimiento del testigo absoluto como el 100 % de desarrollo.

6.7.2. Andlisis estadistico

Se empled el disefio completamente al azar con cinco tratamientos incluidos dos
testigos (quimico [fungicida] y absoluto) y tres repeticiones por tratamiento, se realizd
analisis de varianza a cada una de las variables cuantificadas y se aplicé la prueba de

comparacion de media de Tukey al 5% utilizando el programa IBM SPSS statistics 26.
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VII. RESULTADOS

7.1. Aislamiento e identificacion del fitopatbgeno Colletotrichum
gloeosporioides

La identificacion del patdogeno se basé de acuerdo en la forma de crecimiento radial,

coloracién (Figuras 26); la forma de sus esporas (Figura 27), asi mismo también su

micelio (Figura 28).

Figura 27. Esporas aisladas de C. gloeosporioides. A: mango; B: Papaya

Figura 28. Micelio de C. gloeosporioides aislado de la papaya.
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7.2. Rendimiento de los extractos

A partir de 250 g de hojas de A. americana L. se obtuvo el rendimiento de los extractos
etandlicos, hidroalcohdlico y acuoso (Cuadro 4), el mayor rendimiento se obtuvo con
el extracto etanolico, seguido del hidroalcohdlico, mientras que el menor rendimiento

fue el obtenido por decoccion (acuoso).

Cuadro 4. Rendimientos de los extractos de Agave americana L.

Extractos Peso Rendimiento del extracto Porcentaje de rendimiento
Etanolico 25.79 g 10.31%
. . 0
Hidroalcohdlico 250 g seco 2271 g 9.08 %
Acuoso 11.79¢ 4.71%

Las caracteristicas fisicas de los extractos son: coloracién verde obscura y de
consistencia viscosa para el extracto etandlico, mientras que el hidroalcohdlico y

acuoso presentan una coloracién amarilla y consistencia arenosa (Figura 29).

"

Figura 29. Extractos hidroalcohdlicos, acuoso y etanélico de Agave americana L.

7.3. Grupos de metabolitos secundarios

Se identificaron los grupos de metabolitos secundarios (MS) presentes en los
diferentes extractos de A. americana L. mediante pruebas de coloracion y
precipitacion. Se observaron siete grupos: alcaloides, fenoles, glucésidos, saponinas,
taninos, terpenos y lactonas sesquiterpénicas, las cuales variaron en presencia e

intensidad con respecto al solvente utilizado, cabe mencionar que se extrajeron de
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formas diferentes. El grupo de alcaloides y saponinas esta presente en los tres

extractos de Agave americana L. (Figura 29).

M Etandlico m Hidroalcohdlico Acuoso

+++
++
+ I I I

Alcaloides Fenoles Glucésidos Saponinas Taninos Terpenos Lactonas
condensados sesquiterpénica

Intesidad de reaccién

Metabolitos Secundarios

Gréfica 1. Metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales de A. americana L.

El extracto etandlico es el que present6é una mayor diversidad de grupos de MS,
seis de los ocho evaluados, alcaloides, taninos, saponinas y terpenos en intensidad
alta, fenoles y glucosidos en intensidad media, seguido de los extractos
hidroalcohdlicos que presentaron dos grupos, alcaloides en media y lactonas
sesquiterpénicas en baja, este Ultimo grupo solo estuvo presente en este extracto. En
los extractos acuosos solo se encontraron alcaloides y saponinas en intensidad media
(Grafica 1).

Los fenoles, glucosidos, terpenos y taninos de tipo condensados solo estuvieron
presentes en los extractos etandlicos, los flavonoides fue el Unico grupo que no se

determind en ningun extracto.
7.4. Efecto de los extractos de Agave americana L. sobre antracnosis de papaya

Los extractos: etanolico, acuoso e hidroalcohdlico, mas el testigo quimico presentaron
efecto inhibitorio sobre el crecimiento radial de C. gloeosporioides aislado de la
papaya, después de 12 dias presentaron una disminucion del crecimiento micelial
respecto al testigo, en el extracto acuoso se observa un halo de color amarillo obscuro
alrededor de la muestra depositada y no se observa crecimiento del fitopatégeno ,
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mientras que el extracto hidroalcohdlico (obtenido por microondas) si hubo crecimiento
micelial (28.55 mm) (Figura 30).

Colletotrichum gloeosporioides

Extracto de agave americana

Etandlico Infusién Alcohol +agua Testigo Testigo
30% quimico absoluto

Figura 30. Efectos de los extractos de Agave americana L., sobre C. gloeosporioides aislado de la papaya.

Los extractos etandlicos y acuosos fueron activos frente a C. gloeosporioides
aislado de papaya, ya que no permitieron el crecimiento de la colonia (promedio de 0
mm), el extracto hidroalcohdlico permiti6 en promedio 28.55 mm de crecimiento,
mientras que en el testigo quimico y el testigo absoluto 2.21 mm y 54.19 mm

respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto in vitro de los extractos de A. americana L. sobre el hongo fitopatogeno C.

gloeosporioides aislado de la papaya.

Etanolico Oa
Acuoso Oa
Hidroalcohdlico 28.55b
Fungicida (testigo quimico) 2.21a
Testigo absoluto 54.19 c

El andlisis de varianza indica que no existe diferencia estadistica significativa
entre los extractos etandlicos, acuoso Yy el testigo quimico, sin embargo, hay diferencia
significativa con el extracto hidroalcohdlico y el control quimico (manzate mancozeb
200) de acuerdo a la prueba de medias de Tukey (P<0.05) (Figura 29).
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Figura 31 Actividad antifingica de los extractos de Agave americana L. sobre C. gloeosporioides aislado de la
papaya
7.4.1. Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) sobre C. gloeosporioides aislado

de la papaya.

Se determind la eficiencia de los extractos obtenidos por diferentes métodos con
relacion al testigo absoluto (al que no se le aplica ningin compuesto) el cual tuvo un
promedio en el didmetro de crecimiento de 54.19 mm (crecimiento del micelio aislado

de la papaya) (Cuadro 4).
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Gréfica 2. Crecimiento del micelio de C. gloeosporioides aislado de la papaya en los diferentes tratamientos.
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El mayor efecto fue el obtenido con los extractos etandlico y acuoso frente a C.
gloeosporioides ya que no existié desarrollo del fitopatégeno, la eficiencia de estos
extractos es mayor que el fungicida (manzate mancozeb 200) pues se asume que el

méximo efecto inhibitorio es el producido por el mismo (Cuadro 4, Gréfica 2).
7.5. Efecto de los extractos de Agave americana L. sobre antracnosis de mango.

El efecto inhibitorio de los extractos: etandlico, hidroalcohélico y acuoso, asi como el
control quimico sobre el crecimiento micelial radial de C. gloeosporioides aislado del
mango muestran que a los 12 dias después de su siembra presentan una disminucion
del crecimiento micelial con respecto al testigo absoluto, en el extracto acuoso se
observa un halo de coloracién de amarillo obscuro. En el extracto hidroalcohdlico se

observa crecimiento micelial (Figura 32).

Colletotrichum gloeosporioides
Manguifera indica L.

Extracto de agave americana

Etandlico Infusién Alcohol +agua Testigo Testigo

30% 40% 40% quimico absoluto

Figura 32. Efecto de los extractos de Agave americana L. sobre C. gloeosporioides aislado del mango.

Los extractos etanodlicos y acuosos fueron activos frente a C. gloeosporioides,
presentaron un halo de inhibicion promedio de 0 mm, sin embargo, el extracto obtenido
hidroalcoholico (alcohol 70%-+agua destilada) present6 un crecimiento en promedio de
8.74 mm, mientras que el testigo quimico y el testigo absoluto 0 mm y 38.61 mm

respectivamente (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto in vitro de los extractos de A. americana L. sobre el hongo fitopatégeno C.
gloeosporioides aislado del mango.

oG

Etandlico Oa
Acuoso Oa
Hidroalcohdlico 8.742
Fungicida (testigo) Oa
Testigo absoluto 38.61b

El andlisis de varianza indica que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los extractos etandlicos, acuoso e hidroalcohdlico con respecto al
testigo quimico (manzate mancozeb 200), de acuerdo a la prueba de medias de Tukey
(P=<0.05) (Figura 31).
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Figura 33. Actividad antifungica de los extractos de Agave americana L. sobre el didmetro de la colonia C.
gloeosporioides.

7.5.1. Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR) sobre C. gloeosporioides aislado

del mango.

Se determind la eficiencia de los extractos obtenidos por diferentes métodos con

relacion al testigo absoluto (al que no se le aplica ningin compuesto) el cual tuvo un
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promedio en el diametro de crecimiento de 38.61 mm (crecimiento del micelio aislado

del mango) (Cuadro 5).
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Gréfica 3. Crecimiento del micelio de C. gloeosporioides aislado del mango sobre los diferentes tratamientos

El mayor efecto fue el obtenido con los extractos etanodlico y acuoso frente a C.
gloeosporioides ya que no existi6 desarrollo del fitopatdgeno, la eficiencia de estos
extractos es mayor que el fungicida (manzate mancozeb 200) pues se asume que el

maximo efecto inhibitorio es el producido por el mismo (Cuadro 5, Gréfica 3).
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VIIl. DISCUSION

En los ultimos afios, la sociedad ha priorizado los aspectos ambientales, conduciendo
a investigaciones y a descubrimientos de nuevas alternativas para el control de plagas,
por lo consiguiente las plantas se han considerado como un campo apropiado para la
blusqueda de nuevas moléculas o/ly compuestos con menos impacto ambiental, y con
un alto potencial para el control de plagas agricolas (Mareggiani, 2001; Alcala de
Mercano et al., 2005)

Los extractos etandlicos revelaron la presencia de alcaloides, fenoles,
glucosidos, saponinas, taninos de tipos condensado y terpenos, similar a lo reportado
por BendezU-Ramos y Garcia (2019) y Valdivia et al. (2018), sin embargo Verastegui
(2000), solo identificé saponinas, esteroles y lactonas sesquiterpénicas, el grupo de
esteroles no se determinaron en esta investigacion. lannacone et al. (2013), en el
tamizaje quimico realizado al género Agave, determind grupos como: glucésidos
cardiacos, esteroides, taninos, flavonoides y saponinas, Cervantes (2016), menciona
gue las saponinas es un metabolito secundario que se encuentra ampliamente
distribuido en el reino vegetal, siendo la familia Agavaceae donde se encuentra en
mayor abundancia. Verastegui (2000) y Barron-Hernandez (2016), sugieren que la
saponina es la responsable de la actividad antimicrobiana y antifingica dentro de las

especies de Agave.

Los extracto etandlicos, obtenidos por maceracion de A. americana L., y
aplicado para el control de C. gloeosporioides obtuvo un efecto antifingico
considerable frente al patégeno aislado del mango y de la papaya donde no existen
diferencias estadisticas significativas con respecto al testigo quimico, utilizando el
extracto etanélico una concentracién al 30%, se logré una inhibicién relativa del 100%;
de acuerdo a los trabajos de Lozano-Muiiz (2000); Gutiérrez (2015) y Gonzalez-
Alvarez et al. (2015), los extractos etanolicos de Agaves tienen una mayor eficacia de

inhibicion sobre el crecimiento de hongos fitopatégenos.

El extracto acuoso obtenido por infusién presenté actividad antifingica
considerable sobre el patégeno asilado del mango y la papaya, no hubo diferencia
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significativa con respecto al testigo quimico, el extracto acuoso se utilizd6 a una
concentracion al 40%, la inhibicion relativa fue del 100% sobre C. gloeosporioides, sin
embargo en trabajos de Gonzéalez-Alvarez et al. (2015) y Lozano (2000), reportan que
los extractos acuosos de Agaves tienen una baja actividad antifingica que va del 3%
hasta el 28%, quizas este efecto se deba a la presencia de las saponinas ya que
existen investigaciones como el de lannacone et al., (2013) quienes reportan que los
extractos acuosos en el género Agave presentan saponinas esteroidales las cuales
pertenecen al grupo de las heccogeninas mismas que son muy abundantes en las

hojas manduras de Agave y que se reportan con actividad biologica.

La extraccion se realizé de tres distintas maneras, maceracion utilizando etanol
al 96% como solvente, el método de microonda empleando alcohol al 70%-+agua estéril
destilada (hidroalcohdlico), y como se realiza de manera tradicional, infusion con agua
estéril destilada, de acuerdo a Hayouni et al. (2007), la importancia de la seleccion del
solvente y el método de extraccion radica en afecta de una manera significativa el
rendimiento y la obtencion de los compuestos. En cuanto a la extraccién por microonda
de acuerdo a Herrera-Quifionez y Rodriguez-Castillo (2016), mencionan que la rapidez
en el calentamiento es la principal ventaja frente a los métodos tradicionalmente
empleados, permitiendo asi el ahorro significativo de tiempo, y la disminucién de los

volumenes de disolventes.

Lo anterior demuestra que A. americana L. presenta actividad antifangica sobre
C. gloesoporioides la cual se puede utilizar como una alternativa para el manejo y el

control de la antracnosis en el mango y la papaya.
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IX. CONCLUSION

La evaluacion fitoquimica revelo la presencia de alcaloides, fenoles, glucésidos,
saponinas, taninos de tipo condensados, terpenos y lactonas sesquiterpénicas
en los extractos de hojas de Agave americana L. obtenidos por diferentes
métodos de extraccion.

Las saponinas y alcaloides fueron los grupos de metabolitos secundarios en
comun que se encontraron en los extractos etandlico y acuosos, quizas estos
sean los responsables de la actividad antifangica de los extractos de Agave
americana L.

Los extractos etandlicos y acuoso de A. americana L. presentaron la mayor
actividad inhibitoria sobre el hongo fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides
tanto en el aislado del mango como el de la papaya.

Los extractos etanodlicos y acuosos no presentan diferencias estadisticas
significas con respecto al testigo quimico (fungicida) sobre C. gloeosporioides
aislado del mango, sin embargo, el extracto hidroalcohdlico present6 diferencia

significativa sobre C. gloeosporioides aislado de la papaya.
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X. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Realizar otros métodos para la extraccion y emplear solventes de polaridades
distintas que permitan conocer la diversidad de moléculas o metabolitos
secundarios de los extractos de Agave americana L.

Evaluar otras estructuras vegetales de Agave americana L. para determinar su
potencial fungico.

Evaluar la actividad antifungica en diversas etapas fenoldgicas de la planta.

Se sugiere determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para
obtener resultados precisos sobre el efecto en el patégeno.

Los estudios sobre los extractos vegetales tienen importantes implicaciones en
el sector agricola, por lo que se recomienda realizar investigaciones sobre el
tema, ya que esto permitirA obtener compuestos utiles en la agricultura,

logrando obtener un manejo sustentable de los cultivos.
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XII. ANEXOS

Anexo 1. Antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides en Carica papaya

L. (papaya) y Mangifera indica L (mango)

Ay B: por fuera y dentro del fruto de la papaya, C y D: por fuera y dentro del fruto del
mango.

Anexo 2. Grupos de metabolitos secundarios presentes en extracto de A. americana

Grupos Solventes

‘ Etanol | Hidroalcohélicos = Agua

Alcaloides +++ ++ ++
Fenoles ++ - -
Flavonoides - - -
Glucésidos + - -

Saponinas +++ - ++
Taninos +++ - -
Terpenos +++ - -
Lactona sesquiterpénica - + +

Intensidad de reaccion: -:nula; +:baja; ++:media; +++: alta.
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Anexo 3. Resultados de la prueba con el

reactivo de Dragandorff para determinar

alcaloides.
Etandlico Hidroalcohdlico Acuoso
Testigo Prueba Testigo Prueba Testigo Prueba

Anexo 4. Resultados de la prueba de cloruro férrico para determinar fenoles.

Etandlico

Hidroalcohdlico

Acuoso

Testigo Prueba

Testigo Prueba

Testigo Prueba

Anexo 5. Resultados de la prueba de Shinoda para identificar flavonoides.

Etandlico

Hidroalcohdlico

Acuoso

Testigo Prueba

Testigo Prueba

Testigo Prueba




Anexo 6. Resultados

glucosidos.
Etandlico Hidroalcohdlico Acuoso
Testigo Prueba Testigo Prueba Testigo | Prueba
R — | - /

Anexo 7. Resultados de la prueba de espuma para identificar saponinas.

Etandlico

Hidroalcohdlico

Acuoso

Testigo Prueba

Anexo 8. Resultados de la prueba para taninos hidrolizables y condensados.

Testigo Prueba

Testigo Prueba

Etandlico

Hidroalcohdlico

Acuoso

Testigo Prueba

Testigo Prueba

Testigo Prueba

de la prueba con el reactivo de Molish para determinar
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Anexo 9. Resultados de la prueba de Liebermann-Buchard para identificar terpenos-

esteroides.
Etanodlico Hidroalcohdlico Acuoso
Testigo Prueba Testigo Prueba Testigo Prueba

Anexo 10. Resultados de la prueba de Baljet para identificar Lactonas

sesquiterpenicas.

Etandlico Hidroalcohdlico Acuoso

Testigo Prueba Testigo Prueba Testigo Prueba
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