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RESUMEN

Dysphania ambrosioides es una hierba aromatica nativa de la region
mesoamericana usada en la gastronomia y en la medicina tradicional, en México
es conocida como epazote o epazotl. Es una especie valorada por las
actividades bioldgicas que desarrollan sus metabolitos secundarios.

En este estudio se evalud el potencial antifungico in vitro de extractos de
D. ambrosioides contra tres fitopatdgenos de importancia agricola (Fusarium
oxysporum, Curvularia lunata y Colletotrichum gloeosporioides). Para ello se
obtuvieron extractos generales (metandlico, hexanico y acuoso) y selectivos
(alcaloidal y aceite esencial) de las partes aéreas y se evaluo su actividad
antifingica con ensayos de inhibicion micelial a 1, 10,1700 y 1000 ug-mL-".

Todos los extractos inhibieron en algun grado el crecimiento de los tres
fitopatégenos. El extracto hexanico inhibié completamente el crecimiento de C.
gloeosporioides, el acuoso presento la actividad mas alta sobre C. lunata (91%
tasa inhibitoria), el metandlico fue el que mejor inhibi6é a F. oxysporum (82%) vy el
de alcaloides exhibié su potencia mas alta frente a C. gloeosporioides (86%). El
aceite esencial no fue evaluado por su bajo rendimiento.

El extracto metandlico destacd por su potencia alta sobre los tres
fitopatdogenos, por lo que se le realizaron analisis mas detallados. El analisis en
cromatografia de capa fina evidenci6 la presencia de siete compuestos, seis de
naturaleza terpénica y un alcaloide. La separacion en columna cromatografica
con disolventes de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y metanol)
condujo a ocho fracciones. La potencia antifungica de estas fracciones fue
determinada a 100 pg-mL™" sobre C. lunata, pues habia una ausencia de
antecedentes de D. ambrosioides sobre este fitopatdgeno. La actividad oscilo
entre 17 y 85% de inhibicion. El hecho que el extracto metandlico presentara una
mejor actividad inhibidora que sus fracciones cromatograficas, indica la posible
existencia de efectos sinérgicos en la mezcla completa.

En conclusién, el epazotl/ es una fuente de moléculas antifungicas, que
por su diversidad quimica pueden ser extraidas de variadas formas. La potencia
antifungica que exhiben sus extractos generales, selectivos y fracciones la situan
como un recurso natural susceptible de futuros estudios y por ende un recurso

de la biodiversidad mexicana a conservar.

VI



ABSTRACT

Dysphania ambrosioides, or epazote, is an aromatic herb native to Mesoamerica,
valued for its culinary uses and biological activities of its secondary metabolites.
This study examined the in vitro antifungal potential of D. ambrosioides against
three significant phytopathogens: Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, and
Colletotrichum gloeosporioides.

To achieve this, general (methanolic, hexanic, and aqueous) and selective
(alkaloid and essential oil) extracts were obtained from the leaves and stems of
D. ambrosioides. Antifungal activity was assessed using agar-based mycelial
inhibition assays at concentrations of 1, 10, 100, and 1000 pyg-mL™, except for
the essential oil, which was excluded due to its low yield.

All extracts exhibited some degree of inhibition against the three
phytopathogens. The hexanic extract completely inhibited the growth of C.
gloeosporioides. The aqueous extract showed the highest activity against C.
lunata, with a 91% inhibition rate. The alkaloid extract demonstrated its greatest
potency against C. gloeosporioides (86%), while the methanolic extract was the
most effective against F. oxysporum (82%).

Further analysis of the methanolic extract revealed seven compounds (six
terpenoids and one alkaloid). Subsequent column chromatography produced
eight fractions. The antifungal activity of these fractions was tested at 100
Mg-mL™" against C. lunata, the least studied phytopathogen. as there is a lack of
published literature reporting the antifungal activity of Dysphania ambrosioides
against this species. Inhibitory activity ranged from 17% to 85%.

Since the crude methanolic extract from which these fractions were
derived showed stronger inhibitory activity, this suggests the possible existence
of synergistic effects within the complete mixture.

In conclusion, epazotl is a source of antifungal compounds that, due to
their chemical diversity, can be extracted through various methods. The
antifungal potency demonstrated by both general and selective extracts positions
this plant as a promising natural resource for future research and, therefore, as

part of Mexico biodiversity worth conserving.



.  INTRODUCCION

Las plantas producen una diversidad de metabolitos secundarios bioactivos,
como resultado de mecanismos adaptativos y defensivos contra animales y
microorganismos; estas moléculas han sido una fuente invaluable de principios
activos de interés en la farmacia y la medicina (Sousa et al., 2012).

Dysphania ambrosioides es una hierba aromatica conocida en México
como epazote y usada desde tiempos prehispanicos como condimento y en la
medicina tradicional (Gispert et al., 2004). Ademas varias investigaciones han
determinado sus actividades antihelminticas, antiprotozoarias, tripanomicidas,
antibacterianas y antifungicas, entre otras (Gomez-Castellanos, 2008). Estas
propiedades se deben a la capacidad de la planta para producir cerca de 400
metabolitos secundarios que incluyen alcaloides, flavonoides, terpenos, dentro
de los que se destacan por sus propiedades antiparasiticas y fungicidas, los
monoterpenos ascaridol, p-cimeno, carvacrol y los tipos mentano (Kiuchi et al.,
2002; Trivellato-Grassi et al., 2013; Almeida et al., 2019; Pereira et al., 2022;
Kasrati et al., 2024).

Un sector clave en el uso de principios activos vegetales es el agricola, en
particular en el control de enfermedades provocadas por fitopatégenos, entre
ellos las causados por los hongos Colletotrichum gloeosporioides (antracnosis),
Fusarium oxysporum (fusariosis vascular) y Curvularia lunata (mancha foliar del
maiz). Las pérdidas asociadas por C. gloeosporioides alcanzaron han rondado
alrededor del 20% de la produccion nacional del aguacate y entre 30 y 60% del
mango (Carrillo-Fasio et al., 2005; Tapia et al., 2019). Mientras que F. oxysporum
es el causante de la marchitez de Gladiolus grandiflorus una especie ornamental
de importancia econémica, provocando pérdidas econdmicas del 60 al 100% de
la produccion (Rios-Hernandez et al., 2021). Por otro lado, C. lunata fue el
causante de pérdidas de 55 % en maiz en Chiapas y Guerrero durante el 2016
(Rios et al., 2017).

Actualmente estos fitopatdgenos se tratan con fungicidas quimicos, sin
embargo, cada vez son mayores las restricciones de orden higiénico-sanitarias
sobre el uso de compuestos quimicos, debido a sus efectos tdxicos y residuales
para los organismos que estan expuestos directamente a ello y la induccién del



desarrollo de patogenos resistentes (Siddiqui y Ali, 2014). Este panorama hace
necesaria la busqueda de alternativas biolégicas para combatir los problemas
fitopatologicos en los cultivos horticolas.

Entre las alternativas, se encuentra el uso de metabolitos secundarios
vegetales, en particular los de D. ambrosioides. Aunque hay algunos estudios en
los que se ha determinado que extractos y metabolitos de sus tejidos presentan
propiedades antifungicas (Gomez-Castellanos, 2008), estos esfuerzos han sido
aislados y sobre pocas especies de fitopatogenos (Ramirez-Mares y Hernandez-
Carlos, 2015). No hay estudios en los qué se compare su quimiodiversidad y que
permita determinar que tipos de extractos son los mas potentes o los de mayor
espectro de actividad.

D. ambrosioides desenvuelve varias rutas metabdlicas que dan origen a
sus metabolitos, de tal manera que es una planta aromatica por sus moléculas
terpénicas volatiles, pero también es capaz de producir alcaloides y fenoles
(Kandsi et al., 2022).

Por lo que, en este estudio se pretendié determinar si la quimiodiversidad
de metabolitos secundarios de D. ambrosioides se refleja en la capacidad de
inhibir el crecimiento de organismos fitopatégenos y si esta actividad convergia
en algun tipo de metabolito o en distintos. Para ello, las moléculas secundarias
de D. ambrosioides fueron obtenidas por técnicas de extraccidn generales y
selectivas y se evaluaron sobre fitopatdbgenos considerados de importancia
economica (C. lunata, C. gloeosporioides y F. oxysporum).

Los resultados de esta investigacion se reflejan en la identificacion de que
tipo de extracto y por ende que grupos de metabolitos desarrollan la potencia
inhibitoria mas alta o mas amplia, lo que generara el conocimiento basico para

un estudio fitoquimico mas profundo en un futuro.



. MARCO TEORICO

2.1. Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin y Clemonts, 2002

Dysphania ambrosioides es una planta nativa de la region mesoamericana,
actualmente se distribuye desde las zonas templadas hasta las areas tropicales
del mundo (Gutiérrez, 2017). Es una hierba ruderal, ocasionalmente arvense y
frecuentemente cultivada (Vibrans, 2012). Es conocida popularmente en México
con el nombre de epazote, el cual deriva del vocablo nahuatl epazotl/ que
posiblemente se traduzca como “hierba de zorrillo” (epatl = zorrillo, zotli = hierba)
o bien como hierba de olor, debido a su distintivo aroma (Blanckaert et al., 2012.)

2.1.1. Taxonomia

D. ambrosioides pertenece al orden de las Caryophyllales y a la familia
Amaranthaceae (Flores y Vasquez, 2021; Figura 1). Tiene como sinénimias
distinguidas a “Chenopodium ambrosioides” y “Teloxys ambrosioides”.

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioideae

Género: Dysphania

Especie: Dysphania ambrosioides

Figura 1. Clasificacion taxonémica de Dysphania ambrosioides

2.1.2. Descripcion morfolégica

Es una hierba que presenta una altura variable que oscila entre los 40 cm a 1 m,
su tallo es simple o ramificado, de color verde con lineas blanquecinas, sus hojas
presentan una tonalidad verde, son pecioladas, de forma oblongas a
lanceoladas, siendo mas ancha en la base y disminuyendo gradualmente hacia
el apice, el margen de las hojas tiende a presentar denticiones sinuosas o
subenteras (Figura 2); las inflorescencias se organizan en espigas dispuestas en
panicula piramidal, y exhibe flores pequefias de color verde de 1 mm de diametro

0 un poco mayor, agrupadas en racimos foliosos; la floracién generalmente



ocurre en otofo y por lo regular las flores son hermafroditas, su fruto, es de forma
globular, envuelto por el caliz, y contiene semillas lisas de color negro brillante
(Maradiaga y Quant, 2022).

a tipo racemoso

TN T

Figura 2. Aspectos morfoldgicos del epazote (Dysphania ambrosioides). Elaboracion
propia, 2025.

2.1.3. Metabolitos secundarios de D. ambrosioides

La composicion quimica de D. ambrosioides, esta sujeta a variaciones, las cuales
estan influenciadas por la regidon de recolecta, el estado de maduracién de la
planta y el método empleado para su extraccion (Oliveira et al., 2015).

Segun la revisidon sistematica de los estudios fitoquimicos del epazote
realizado por Kandsi et al. (2021), se han identificado alrededor de 330
metabolitos secundarios en extractos de esta planta. La mayoria de estas
moléculas son monoterpenos 43%, flavonoides 10%, sesquiterpenos 9% vy
compuestos nitrogenados entre ellos alcaloides (Cuadro 1). Entre sus

constituyentes, también se encuentran compuestos inorganicos como sulfato y



fosfato de magnesio, por ejemplo, en 100 g de la planta se puede encontrar hasta
342 mg de calcio y 8 mg de hierro (Oliveros-Borrayo, 2016). Chambi y Pacheco
(2017) mencionan, la presencia de oxalato de calcio, cenizas, cloruros, sulfatos
y magnesio.

Los aceites esenciales de las hojas de D. ambrosioides son las mas
estudiadas (Almeida et al., 2019; Kasrati et al., 2024), en ellos se han reportado
la presencia de monoterpenos, entre los que se incluyen los isomeros de
ascaridol, en una concentracion desde el 1 hasta 92% del aceite, al p-cimeno en
un rango de 14-47%, al a-terpineno entre 11 a 54%, a la cis-piperitona oxido de
1 a 35%, al timol en 18%, y al carvacrol entre 7-11% (Figura 3).

Kandsi et al. (2022) realizaron un analisis fitoquimico detallado de los
aceites esenciales, identificando variaciones significativas en la composicion
quimica entre los o6rganos de la planta; en el tallo, los compuestos mas
abundantes son 4-careno (50.5%), acetato de a-ciclogeraniol (22.64%) y
(1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheol (8.87%), respectivamente; en cuanto a las
hojas el 4-careno es el compuesto principal (46%), seguido del m-cimeno (21%)
y acetato de a-terpineol (15%); por otro lado, en las flores se determiné que el
principal componente es trans-B-terpinil butanoato con un 31%, seguido 4-
careno (28%) y (1R,2R,3R,5S)-(-)-Isopinocampheol (18%).

En extractos organicos de tallos y hojas también se han encontrado
compuestos fendlicos, como el acido benzoico, acido gallico, crisina, esorcinol,
hesperetina, acido vanilico, p-coumaroil-hexosideo, escopoletina, siringaresinol,
kaempferol acetil, kaempferol-rhamnosido, kaempferol-3-O-a-
rhamnopiranosido, quercetina-3- glucosido (Song et al., 2014; Shah-Khan, 2017;
Villalobos-Delgado et al., 2017; Zohra et al., 2019; Althobaiti 202; Figueroa-
Merma et al., 2023). Asi como compuestos nitrogenados como la trisfaeridina,
galantamina, anhidrolicorina, y la nor-galantamina (Kiuchi et al., 2002; Trivellato-
Grassi et al., 2013; Almeida et al., 2019; Pereira et al., 2022; Kasrati et al., 2024).
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Figura 3. Principales estructuras quimicas de los terpenos de
Dysphania ambrosioides. Elaboracion propia, 2024

Kandsi et al. (2021) realizaron un analisis fitoquimico del extracto
hidroetandlico, fraccion de acetato de etilo y fraccion de cloroformo de D.
ambrosioides, y reportaron la presencia de acido siringico, luteolina, hesperetina
y quercetina en el extracto hidroetandlico; la fraccion de acetato de etilo tuvo
kaempferol, acido siringico, quercetina, hesperetina, luteolina y acido salicilico,
por su parte la fraccidn con cloroformo presenté kaempferol-3-o0-pentdsido, acido

rosmarinico, trimetoxiflavona, acido siringico y quercetina.

Recientemente se reportd la presencia de alcaloides en los extractos de
D. ambrosioides. Kandsi y colaboradores en 2022 encontraron nueve alcaloides
que aun no habian sido reportados en estudios anteriores, trisphaeridina,
galantamina, crinina, desmetilmaritidina, anhidrolicorina, nor-galantamina, N-

formilnorgalantamina, peramina y ergovalina.

Uno de los metabolitos mas sobresalientes y reconocidos del epazote es
el ascaridol, una molécula compuesta de 10 atomos de carbono, 16 hidrégenos
y dos atomos de oxigeno, se trata de un monoterpeno biciclico liposoluble, que
en su isdbmero cis se caracteriza por la presencia de un enlace inusual entre
oxigenos en forma de endoperoxido, que actua como su grupo funcional y activo

mas prominente (Gémez-Castellanos, 2008).



Cuadro 1. Metabolitos secundarios presentes en Dysphania ambrosioides

Tipo de MS y moléculas

Terpenos
Monoterpenos: a-terpineno, p-cimeno, Limoneno, B-felandreno, 1,4-epoxi-p-ment-2-eno, p-
Cresol, trans-Pinocarveol, Alcanfor, Pinocarvona, p-Cimen-8-ol, cis-Ascaridol, cis-Piperitona
oxido, trans-Piperitona oxido, Carvona oxido, Piperitona, Carvacrol, 4-diepoxi-p-mentano,
trans-Ascaridol, trans-Isoascaridol, trans-Carvil acetato, cis-Carvil acetato, trans-Ascaridol
glicol, Timol, a-Pineno, B-Mirceno, &-3-Careno, a-Terpineno, 1-8- Cineol, y-Terpineno, o-
Terpineno, Alilhexanoato, Linalool, 1-Terpinenol, Terpinen-4-ol, P-metil-acetofenona, p-
Cimen-9-ol, a-Terpineol, dihidro-Ascaridol, trans-Ascaridol, 4-hidroxi-criotona, Neomentil,
oxido de limoneno, 4-hidroxi-4a-o-B-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona, 1-metil-43-
isopropil-1-ciclohexeno-4a, 1R,2S,3S5,4S-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano, 1R,2S-3-p-menten-
1,2-diol, R,4S-p- ment-2-en-1-ol.
Sesquiterpenos: Cariofileno oxido.
Triterpeno: B-sitosterol.

Compuestos Nitrogenados (18)
Trisfaeridina, Galantamina, Crinina, Demetilmaritidina, Anhi-drolicorina, Nor-galantamina,N-
formilnorgalantamina, Peramina, Ergovalina, 1-piperoylpiperidine, N-trans-feruloil-4’-O-metil-
dopamina, N-trans-feruloil ~ tiramina,  4-hidroxi-N-[2-4-hidroxifenil-etil] ~ benzamida,
Chenopodiumaminas A-D, Chenopodiumosida A.

Fenoles (37)
Flavonoides: Acido benzoico, acido gallico, acido trans p-coumarico, &cido ellagico, acido
catecholico, acido pentésido p-coumaroil, acido ferulico, acido feruloil pentosido, acido
quinico, 3, 4" dimetoxilu-teolina, Apiole, crisina, Esorcinol, Hesperetina, Kaempferol acetil,
Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosido, Kaempferol-3,7-di-O-a-L-rhamnopiranosido,
Kaempferol-7-O-a-L-rhamnopiranosido, Kaempferol-O-rhamnosido-pentosido, Kaempferol-
3-O-apigenina-7-O-rhamnosido, Kaempferitrina, Mirecetina, Naringina, Narirutina, Patuletina,
Rutina, Quercetina, Quercetina-3-glucosido, Quercetina-rhamnosido, Quercetina-7-O-a- L-
rhamnopiranosido,  Quercetina-3-O-arabinoglucosido,  Quercetinaacil  glucoronido-O-
rhamnosido.
Fenoles simples: Acido vanilico, p-coumaroil-hexosideo.
Cumarina: Escopoletina
Polfenoles: Siringaresinol

Derivado de acidos grasos
Hexil-tiglato, acido octadecanoico, grasshopper cetona, 4-hi-droxi-4-metil-2-ciclohexen-1-
ona, Dendranthemosido B

Referencias: Terpenos: [1] Ignacchiti et al., 2022; [2] Soares et al., 2017; [3] Pavela et al., 2018; [4] de
Lacerda et al, 2021, [5] Pereira et al, 2022; [6] Dougnon et al, 2020; [7] Monzote et al, 2004; [8] Arena et al,
2018; [9] Ez-Zriouli et al, 2023; 10] Hou et al, 2017; [11] Kiuchi et al,2002; [12] Trivellato-Grassi et al, 2013;
[13] Kasrati et al., 2024;[14] Kandsi et al, 2022

Compuestos nitrogenados y derivados de acidos grasos [15] Shah-Khan, 2017 [16] Song et al, 2015; [17].
Song et al., 2014; Fenoles:16] Song et al, 2015; [18] Zohra et al., 2019, [10] Figueroa-Merma et al., 2023;
[20] Althobaiti 2020; [21] Villalobos-Delgado et al., 2017; [22] Su et al 2023; [23] Li et al., 2022; [24] Zago et
al., 2019; [25] Jesus et al, 2018.

2.1.4. Toxicidad

En 1946 Guyton mencioné que en Estados Unidos de Norteamérica se habian
reportado seis casos fatales de intoxicacion por la administracion del aceite
esencial de semillas de D. ambrosioides. Sin embargo, su uso en la medicina



tradicional sigue siendo vigente por lo que se han realizado investigaciones sobre
su mecanismo de toxicidad, moléculas responsables, dosis adecuada y el tiempo
de administracion necesario para evitar la intoxicacion por D. ambrosioides.

La toxicidad del aceite esencial de Dysphania puede estar asociada con
la presencia de algunos componentes mayoritarios como el carvacrol, 6xido de
cariofileno y ascaridol que inducen la inhibicién de la funcion respiratoria en el
complejo | de las cadenas de transporte de electrones mitocondriales (Monzote
et al., 2014). Dagni et al. (2022) mencionan que el mecanismo de toxicidad de
estas tres moléculas incluye también otros blancos moleculares, el 6xido de
cariofileno inhibe el complejo Il (Clll); el ascardiol tras la activacion por el hierro
(Fe2+) amenaza el desacoplamiento mitocondrial y desencadena la formacién
de radicales superdéxido (O2.-) y el carvacrol no tiene efectos inhibidores directos,
pero si un efecto sinérgico con el ascaridol (Figura 4).

Se han realizado trabajos con extractos para comprobar el efecto toxico
que pueda presentar. En la revision bibliografica realizada por Goémez-
Castellanos (2008) menciona el trabajo de Gadano y colaboradores (2006),
quienes estudiaron la genotoxicidad de las infusiones acuosa y cloruro metilénica
de D. ambrosioides, sus estudios revelaron que existe una interaccion entre el
ADN vy los principios activos en solucion acuosa, explicando que los principios
activos responsables de la actividad citotdéxica se encuentran presentes en la
fraccion organica, y que el ascaridol no se encuentra en la fraccion acuosa.

Posterior a este estudio, Sowemimo y colaboradores (2007) comprobaron
que los extractos de D. ambrosioides son capaces de inhibir la telomerasa (en el
ensayo TRAP) sin exhibir actividad mutagénica o toxica in vivo. En un estudio
realizado por Li et al. (2020) demostraron la toxicidad dependiente de la dosis en
ratones. Kute (2014) menciona que los estudios realizados de toxicidad cronica
en ratas albinas con altas dosis del extracto de la planta que van desde 12.3 a
31.9 g/kg durante 42 dias revelaron caracteristicas patoldégicas como congestion
de los pulmones, cambios metaplasicos en la superficie mucosa del estomago y
necrosis de los tubulos renales, sin embargo, en otros estudios con
administracion cronica, pero con dosis menores no se encontraron resultados
toxicos.

Mendoza y colaboradores en 2013 administraron 32, 64 y 134 mg/mL de

extracto acuoso de hojas, tallos y raices secos de D. ambrosioides durante 90



dias a ratones NIH, llegando a la conclusiéon que bajo esas condiciones no se
produjo alteraciones macroscopicas, histoldgicas y bioquimicas que pudieran ser
consideradas téxicas. Un trabajo mas reciente realizado por Castafieda y
colaboradores en 2023 mostré que los extractos etandlicos de hoja y la fraccion
de hexano no exhibieron signos de toxicidad con administraciones orales de
1600 a 5000 mg/kg, lo que sugiere valores de LDsg superiores a 5000 mg/kg, de
manera similar, otros estudios subcronicos no dieron como resultado mortalidad
después de la administracion oral de extractos etandlicos y acuosos de D.
ambrosioides (300-3000 mg/kg en ratas y 50-300 mg/kg en ratones) después de
15 dias de administracion oral (Pereira et al., 2010).

Estos trabajos brindan cierto apoyo para el uso de los extractos de forma

segura en la medicina tradicional; tomando en cuenta la dosis adecuada, asi
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Figura 4. Mecanismos de toxicidad del ascaridol (29), carvacrol (19) y éxido de
cariofileno (35) en las mitocondrias. Fuente Dagni et al. (2022)

2.1.5. Actividad biolégica
Varias de las actividades bioldgicas atribuidas al epazote han sido evaluadas,

particularmente mediante el estudio de extractos organicos, asi como en ciertos
casos de extractos acuosos de sus partes aéreas, sobre una variedad de
organismos y modelos farmacologicos tanto in vivo como in vitro, donde se ha
demostrado su efectividad acaricida, amebicida, antihelmintica, anticancerigena,
antibacteriana, antidiabética, antidiarreica, antifertiidad, antifungica,

antiinflamatoria, antileishmaniasis, antipaludica, antinociceptiva, antipirética,



antioxidante, = antiesquistosdmica, antiulcerosa, ansiolitia, insecticida,
molusquicida, tripanomicida y vasorelajante (Cuadro 2 y 3), estos hallazgos de
alguna manera respaldan los usos tradicionales que se le han dado a esta planta
(Santiago-Martinez y De la Cruz-Chacén, 2024).

Dentro de su actividad antimicrobiana, los aceites esenciales y extractos
organicos de D. ambroisoides han demostrado ser capaces de inhibir por lo
menos a 21 especies de bacterias asociadas con enfermedades
gastrointestinales, respiratorias, infecciones dérmicas, vaginales y dentales.
Reportandose el efecto bactericida del aceite esencial de las hojas contra
Helicobacter pylori (Ye et al., 2015). Asimismo, se ha observado su actividad
contra levaduras patdgenas, incluyendo especies de Candida responsables de
infecciones cutaneas y vaginales y a Trichophyton rubrum. En ensayos in vitro,
el aceite esencial de las hojas, flores y tallos de D. ambrosioides demostraron
capacidades inhibitorias contra Candida albicans en concentraciones que oscilan
entre 0.25 a 2 mg mL™", mientras que en un modelo in vivo el tratamiento con
aceite a 0.1, 1 y 10% condujo a la recuperacion de ratas inducidas con
candidiasis vaginal después de 12 dias de tratamiento (Chekem et al., 2010).

Con referencia a su actividad antiprotozoaria, D. ambrosioides es
reconocida por su uso en enfermedades parasitarias, lo que ha motivado la
exploracion de su actividad sobre Leishmania amazonensis, Leishmania
infantum, Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi
(World Health Organization, 2023).

Se ha probado ademas, su actividad anticancerigena. El aceite esencial
presenta actividad inhibidora del crecimiento de las lineas celulares humanas,
entre ellas de cancer de mama (MCF-7), de linfoma de Burkitt (Raji), de leucemia
mieloide cronica (K562), de higado (SMMC-7721) segun lo documentado por Jia-
liang et al. (2013) y Degenhardt et al. (2016). Al menos 15 investigaciones han
documentado las actividades citotoxicas y/o antitumorales de extractos y
metabolitos aislados de D. ambrosioides en 12 lineas celulares humanas de
cancer; adicionalmente, se han incluido lineas celulares normales en estos
estudios para evaluar su toxicidad (compilado en Santiago-Martinez y De la
Cruz-Chacon, 2024).
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Finalmente, con relacion a su actividad insecticida. Los trabajos en esta
area estan enfocados principalmente sobre plagas de importancia agronémica,
destacando Sitophilus zeamai el principal causante de la reduccién en la calidad
del grano del maiz. También se centran investigaciones sobre vectores de
enfermedades de importancia de salud publica, como Aedes aegypti
responsable de transmitir el dengue, la chikungunya y el zika.

Los diversos estudios se han realizado con aceites esenciales de las
partes aéreas y en menor grado de extractos acuosos, y metandlicos, ejemplo
de esto es el trabajo realizado por Britos et al. (2018) quienes con el extracto
etandlico de hojas secas de D. ambrosioides, observaron que concentraciones
mayores a 0.5 mg mL-" ocasionan la muerte de un nimero significativo de larvas
de A. aegypti. Por otra parte, el aceite esencial de las partes aéreas frescas
realizado por Aros et al. (2019) presento actividad insecticida fumigante, pues a
la misma concentracion se obtuvo una mortalidad significativa del 100 %,

después de 24 h de exposicion.

2.1.6. Usos tradicionales

Los atributos del epazote han sido reconocidos desde tiempos prehispanicos, en
su obra Historia Natural de la Nueva Espafna escrita entre el 1571 y 1577,
Francisco Hernandez, el protomédico del Rey de Espaina Felipe Il, documento
las propiedades de esta planta; sefalé que el epazote “es comestible crudo o
cocido, y agregado a las comidas fortalece, alivia a los asmaticos y enfermos del
pecho, y proporciona alimentos agradables; ademas, destaco que la decoccion
de las raices ayuda contra las disenterias, quita las inflamaciones y arroja del

vientre los animales nocivos”.

El conjunto de sus usos medicinales se ha incrementado, de tal manera
que el epazote se utiliza también para aliviar padecimientos digestivos (dolores
estomacales, diarrea, vomito, para eliminar parasitos intestinales), para
afecciones respiratorias (descongestion, control del asma y tosferina), como
sedante (dolores de muelas y picaduras de alacran), como diurético, para
acelerar contracciones uterinas durante el parto, para aliviar infecciones de la
piel y trastornos menstruales (Monroy-Ortiz y Monroy, 2006; Biblioteca Digital de
la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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Otro atributo reconocido del epazote en México es formar parte de la
cocina tradicional, se utiliza en la elaboracion de una variedad de platillos como
los frijoles de olla, caldos (de gallina, de camardn, tlalpefio, chilpachole), moles
(verde y de olla), sopas (de elote y tortilla), quesadillas, tamales, papadzules,
esquites, salsas y chilaquiles (Gispert et al., 2004; Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2016).

Cuadro 2. Actividades bioldgicas de extractos o moléculas de Dysphania ambrosioides

Actividad Organismo blanco Referencias
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Helicobacter
Actividad pylori, Microccus luteus, Mycobacterium tuberculosis, M.
smegmatis, M. avium, Paenibacillus apiarus, P. 1,2, 3,4, 5,
antibacteriana thiaminolyticus, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 6,7, 8,9
intermedia Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Streptococcus mutans, S.
sanguinis
Actividad Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondi, C. krusei,
oo C. lusitaneae, C. parapsilosis, C. tropicalis, Trichophyton 10,11
antifungica
rubrum
Aspergillus glaucus, A. fumigatus, A. flavus,
A. ochraceous, A. niger, Botryodiplodia theobromae,
_ . ; 12, 13, 14,
Antifitopatogenos ~ Cladosporium  cladosporioides, C. musae, Fusarium
oxysporum, F. semitectum, Helminthosporium oryzae, 15, 16
Macrophomina  phaseolina,  Pythium  debaryanum,
Sclerotium rolfsii.
Actividad Aedes aegypt/, Apl'.us gossypii, Alph/tob/u:?‘ diaperinus, 17. 18, 19,
. L Culex quinquefasciatus, Musca domestica, Plutella
insecticida/repele I 20, 21, 22,
nte Xy o§tella, ,Pro.'?‘tephanus. truncatus, Spodpptera 23 24 25
frugiperda, Sitophilus zeamais, Trogoderma granarium. v
. . Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Plasmodium 11, 26, 27,
Antiprotozoaria berghei, Leishmania amazonensis, P. falciparum, 28 29, 30,
Trichomonas vaginalis, Trypanosoma brucei, T. cruzi 31, 32, 33,

Actividad

antiparasitica

Schistosoma mansoni 'y Biomphalaria tenagophila 33, 34

Referencias: [1] Owolabi et al, 2009; [2] Ye et al, 2015; [3] Brahim et al, 2015; [4] de Morais et al. 2018; [5]
Almeida et al, 2019; [6] Alvarez et al, 2021; [7] Alvarez et al, 2022; [8] Kandsi et al, 2022; [9] Jesus et al
[2018]; [10] Chekem et al, 2010; [11] Monzote et al, 2014; [12] Singh et al, 2006; [13] Kumar et al, 2007; [14]
Jardim et al, 2008; [15] Javaid et al, 2009, [16] Azeem, et al, 2022; [17] Wei et al, 2015; [18] Pavela et al,
2018; [19] Arena et al, 2018; [20] Almadiy et al, 2020; [21] Kavallieratos et al, 2020; [22] da Silva et al, 2022;
[23] Haris et al, 2023; [24] Smith et al, 2018; [25] Calzada et al, 2006; [26] Calzada et al, 2007; [27] Cysne
et al, 2016; [28] Machin; [29] Pagotti et al, 2021; [30] Borges et al, 2012; [31] Neiva et al, 2014; [32]. Kiuchi
et al, 2002. [33] Rodriguez et al, 2013; [34] Ignacchiti et al, 2022.
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Cuadro 3. Actividades farmacoldgicas estudiadas para extractos o moléculas de
Dysphania ambrosioides
Actividad Lineas celulares Referencias

Caco-2 adenocarcinoma colorrectal, HT-29
cancer de colon, HEp-2 cancer de laringe,
GMO07492-A Fibroblasto, K562, NALM6

Antiproliferativa/ leucemia linfoblastica aguda, B15, RAJI 1, 2, 3, 4, 5,
citotoxica/ linfoma de Burkitt, NCI-H292 cancer de 6,7,8,9, 10,
anticancerigena pulmon, 11,12

SMMC-7721 hepatocarcinoma; MCF-7 cancer
de mama humana. L02 células normales
humanas, HaCAT queritanocitos epidérmico.

Eliminacion de radicales con 2,2-difenil-1-
Antioxidante 19, 20, 21
picrilhidrazilo DPPH

Nocicepcioén inducida por alergenos formalina,
bradiquinina, capsaicina, modelo de 21,22
osteoartritis

o o Induccion del proceso ulcerativo cicatrizacion
Actividad cicatrizante _ ) 22
de heridas en la piel

Analgésica/
Antiinflamatoria

Anillos de aorta toracica aislados de ratas

Vasodilatadora . 23
Wistar
. Parametros inmunes en sangre y poblacién de
Inmunoestimulante , 17,21
leucocitos.

Referencias: [1] Tauchen et al, 2019; [2] Zohra et al, 2019; [3] Soares et al, 2017. [4] Degenhardt et al, 2016;
[5] Ruffa et al 2002; [6] Melo et al, 2017; [7] Huang et al, 2023; [8] Li et al, 2022; [9] Jia-liang et al, 2013; [10]
Wang et al, 2016. [11] Koffi et al, 2009; [12] Kandsi et al, 2021; [13] Kandsi et al, 2022; [14] Villalobos-
Delgado et al 2017; [15] Maldonado-Garcia et al, 2019; [16] Reyes-Becerril et al, 2019; [17] Li et al 2022;
[18] Kola-Mustapha et al, 2020; [19] Trivellato-Grassi et al, 2013; [20] Calado et al 2015; [21] Trivellato-
Grassi et al, 2013; [22] Assaidi et al, 2019.

2.2. Hongos de estudio

2.2.1. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici W.C. Snyder & H.N. Hansen

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso que se encuentra
predominantemente como saprofito en el suelo, o como patdégeno especializado,
sus variantes en los hospederos se denominan forma especial (. sp.); se
caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento a 25°C, la morfologia de
las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos: una de tipo micelial
caracterizada por la produccion de abundante micelio aéreo, algodonoso, con
una coloracién variable, de blanco a rosado durazno en los primeros estados de
desarrollo (Figura 5), conforme el micelio se desarrolla, se torna de un tinte

purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y pocos microconidios y
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una de tipo pionotal con la formacion de poco o ningun micelio aéreo y
abundantes microconidios (Garcés et al., 2001).

El desarrollo se ve favorecido bajo condiciones de sequias, por lo que la
enfermedad causada por el hongo en condiciones calidas y en suelos de textura
gruesa es mas grave (Berruzo, 2018). Es un hongo cosmopolita, puede
sobrevivir por afios sin la necesidad del hospedante, debido a sus estructuras de

resistencia denominadas clamidosporas (Retana et al., 2018).

Figura 5. Colonia de F. oxysporum en agar papa dextrosa.
Fuente: Elaboracion propia

2.2.2. Taxonomia

Se tomo en cuenta la presentada por la base internacional para las especies de
hongos verdaderos Index Fungorum, pertenece al Phyllum Ascomycota, al
subphyllum Pezizomycotina, la clase Sordariomycetes, al orden Hypocreales, la
familia Nectriaceae, dentro del género Fusarium.

Fusarium oxysporum es un organismo muy amplio a nivel de especie, se
han clasificado cerca de 120 (f. sp.) basadas en la especificidad del hospedante,
por ejemplo, F. oxysporum f. sp. cucumerinum'y F. oxysporum f. sp. lycopersici
s6lo causan enfermedad en el pepino y el jitomate, respectivamente (Berruzo,
2018; Retana, 2018).

2.2.3. Enfermedades causadas

Fusarium oxysporum es responsable de la enfermedad conocida como
marchitamiento vascular, pudriciones de corona y raiz; se han reportado casos
de esta enfermedad a nivel mundial, en cerca de 100 especies de plantas, entre
las cuales se encuentran Musa paradisiaca, Phoenix dactylifera, Cucumis melo,

Solanum lycopersicum, Cicer arietinum, Nicotiana tabacum, Allium cepa,
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generando pérdidas econdémicas importantes al sector agricola, pues afecta
varios cultivos econdmicamente importantes (Berruzo, 2018).

En su trabajo Retana y colaboradores (2018) reportaron los siguientes
sintomas externos: retraso en la tasa de crecimiento y enanismo, amarillamiento
y marchitez en el follaje, en la base del tallo de plantas cercanas a la cosecha;
ademas se observan orificios necrosados que aumentan en tamafo con la edad
de la planta; mientras que a nivel interno provocan enrojecimiento de los

conductos vasculares con coloraciones naranja-marrén (Figura 6).

AT I G O TN & L 7 %

Figura 6. Marchitez por Fusarium causada por F. oxysporum f. sp. lycopersicium en
condiciones de campo. Fuente: Srinivas et al., 2019

2.2.4. Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc
Colletotrichum gloeosporioides es responsable de la enfermedad conocida como

antracnosis, considerada como una enfermedad frecuente en postcosecha. Este
hongo presenta distribucion cosmopolita y con predominancia en los tropicos y
subtrépicos. La especie muestra un crecimiento lento in vitro (Figura 7B y C), las
colonias presentan coloraciones de gris claro a gris oscuro, sin embargo, en agar
avena el micelio es blanco, poco algodonoso y posee masas conidiales de color
naranja; el hongo posee hifas septadas y produce apresorios clavados, ovalados,
algunas veces lobulados, melanizados de color café, los conidios son hialinos,
variables en tamafio, de forma cilindrica y obtusos en el apice (Rodriguez-Lopez
et al., 2009).

2.2.5. Taxonomia
Colletotrichum es un género confuso taxondémicamente, debido a que

histéricamente se han utilizado distintos nombres dependiendo su estado sexual,
atendiendo a su teleomorfo ha sido clasificado como Glomerella cingulata. Sin

15



embargo desde 2013 el codigo Melbourne establecié un nombre cientifico para
cada especie con base de prioridad, por ello la subcomisidn Internacional en la
Taxonomia de Colletotrichum apoyaron el uso del nombre asexual
Colletotrichum sobre Glomerella (Zhang et al., 2021). Considerando la
clasificacion de Index Fungorum, C. gloeosporioides se inserta en el Phyllum
Ascomycota, subphyllum Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, sub clase
Hypocreomycetidae, orden Glomerellales, familia Glomerellaceae y género
Colletotrichum.

2.2.6. Enfermedades causadas

La antracnosis se presenta en tejidos de plantas en desarrollo y maduros, afecta
frutos durante su desarrollo en el campo, asi como frutos maduros durante su
almacenamiento, prevalece durante temporadas lluviosas y en humedad
relativamente alta (Rodriguez et al., 2013). El hongo puede infectar entre los 20
y 28°C, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 27 £ 1°C, en ambientes con
humedad relativa de 80 a 100%, el pH 6ptimo de crecimiento es de 5.5 a 7
(Rodriguez et al., 2013).

La enfermedad se manifiesta con la presencia de manchas circulares café
oscuras en el pericarpio del fruto y dafos por ablandamiento y pudricion del
mesocarpio, en ramas jovenes se visualiza una marchitez del apice de la rama
produciéndose una muerte descendente, en flores, las lesiones son de color
naranja-rojizo, en condiciones avanzadas se producen cuerpos fructiferos
(acérvulos) de color rosa salmén en los pétalos, el caliz y botones permanecen
adheridos al tallo, sintoma caracteristico de la enfermedad, en frutos (Figura 7A),
las lesiones presentan color marron oscuro a negras, una forma irregular y

hundidas en la superficie (Alvarez et al., 2004; Rodriguez et al., 2013).
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Figura 7. A) antracnosis causada por C. gloeosporioide en el fruto de papaya; B) C.
gloeosporioide en agar papa dextrosa; C) Esporas de C. gloeosporioide. Fuente:
Landero-Valenzuela et al., 2016

2.2.7. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn

Curvularia lunata es un hongo patdgeno facultativo en plantas y suelos, y
principal agente involucrado en la infeccion de humanos y animales, capaz de
producir queratitis e infeccion sistémica como manifestaciones mas frecuentes y
onicomicosis ocasionalmente (Fraenza et al., 2015). Este organismo se
distribuye por todos los continentes, y morfolégicamente su micelio es hialino y
septado, con presencia de conidioforos septados, simples o ramificados, de color
marron claro a oscuros y paredes celulares mas gruesas que las de las hifas
vegetativas. Los conidios son curvos en forma de elipse de color marrén con
septos transversales (Garcia-Aroca et al., 2018; Hernandez et al., 2022).

Las colonias son algodonosas y grises en el centro, negruzcas y
aterciopeladas hacia la periferia (Figura 8A y B), con un margen fimbriado, de
color marron en el centro del lado anverso y de color crema hacia la periferia
(Manamgoda et al. 2012; Hernandez et al., 2022).
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Figura 8. Aspecto de cultivos de C. lunata en agar papa dextrosa (A) y reverso de una
placa de Petri (B) después de 7 dias de incubacién a 30 °C. Fuente: Deepu et al., 2013
2.2.8. Taxonomia
Pertenece al Phyllum Ascomycota, subphyllum Pezizomycotina, dentro de la
clase Dothideomycetes, subclase Pleosporomycetidae, al orden Pleosporales, a
la familia Pleosporaceae y al género Curvularia (Index Fungorum, s.f.).

2.2.9. Enfermedades

Responsable de la enfermedad de la viruela o negrilla en el maguey, agente
causal de la mancha foliar en el maiz, pifidn (Jatropha curcas) cacao (Theobroma
cacao), chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) y piidn (Pinus pinea L.)
(Hernandez et al., 2022).

Los sintomas son visibles en hojas y tallos que varian en dependencia del
hospedante y el ambiente, las manchas en arroz son circulares a elongadas, con
centro grisaceo, rodeadas de una banda parda rojiza con halo amarillo, segun lo
registrado por Estrada y Sandoval (2004). La enfermedad de las manchas
foliares causada por C. lunata se ha reportado en Aloe vera, los sintomas
observados son lesiones circulares empapadas de agua en la punta y la
superficie abaxial de las hojas; gradualmente, el tamafo de las lesiones se
expande y se torna de color rojo claro bordeado por tejidos empapados de agua,
a medida que avanza la enfermedad, las lesiones son hundidas, de color granate
y en etapas posteriores, las lesiones se secan, se vuelven necroticas y se tornan

de color marrén oscuro (Avasthi, 2015).
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2.3. Manejo de las fitopatologias de los hongos de estudio

Dentro de las estrategias de manejo en el control de las enfermedades
poscosecha se encuentra el uso de fungicidas quimicos, aunque en los ultimos
anos ha generado diversas controversias debido a su toxicidad al humano y
dafios ambientales, adicionalmente, pueden generar resistencia en cepas del
patogeno (Barrera y Bautista, 2008).

Los principales fungicidas quimicos para el control de Fusarium spp, estan
varias moléculas sintéticas comerciales como el captan, quintozeno,
fludioxoniol+etalaxil-M y difenoconazol (Moran, 2022). Para controlar a
Curvularia sp se ha aplicado fungicidas como dithiocarbamato, metil-2-
benzimidazol (Esparza, 2019). En tanto que, los fungicidas mas utilizados contra
la antracnosis causada por C. gloeosporioides son los benzimidazoles,
ditiocarbamatos, cloroalquitios y los inhibidores de la sintesis de ergosterol:
difenoconazol, miclobutanil, y procloraz (Pelaez-Alvarez et al., 2016).

Otras técnicas para tratar la marchitez vascular del jitomate y en la
mancha foliar provocadas por especies de Fusarium, mas eficientes,
econdmicas y ecologicas son la resistencia genética, apoyandose de técnicas
culturales como la eliminacion de maleza hospedante del patégeno, evitando el
uso de semillas contaminadas o de material vegetal contaminante (Gonzalez et
al. 2012; Cardona-Piedrahita y Castafo-Zapata, 2019; Mendoza y Sanchez,
2022) .

En el tratamiento de Colletotrichum spp. Landero-Valenzuela et al. (2016)
mencionan que la manipulacidén genética constituye una de las alternativas mas
viables en la actualidad; sin embargo, es una estrategia cara, que requiere de
mayor conocimiento para considerarla segura, Esse et al. (2019) mencionan que
los enfoques genéticos directos (forward genetics) han generado solo unos
pocos genes Uutiles para mejorar los cultivos sin causar efectos secundarios
indeseados, como fenotipos pleiotropicos; ademas, la obtencion de un producto
manipulado puede tardar afios en lograrse, lo cual implica gasto de diversos
recursos. Dichos autores proponen el empleo de métodos combinados como la
mejor opcidn en el tratamiento debido a que la integracion de diversas
actividades tiene el objetivo de disminuir la dependencia por el control quimico.
Vasquez-Ramirez y Castafio-Zapata (2017) mencionan como opcion el efecto
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epidemioldgico de las practicas de manejo, el cual consiste en retardar el
desarrollo de la epidemia, a través de la interaccion de varias practicas, por
ejemplo,la rotacién del cultivo ayuda a la reduccion del indculo inicial, el riego
afecta la tasa de desarrollo de la enfermedad.

Entre las medidas alternativas al uso de fungicidas quimicos se
encuentran el control bioldgico, el cual se utiliza en nichos especificos de la
agricultura y puede ser efectivo, si hay una comprensién clara del
agroecosistema y sus limitaciones; un ejemplo, son los microorganismos
promotores de crecimiento vegetal que tienen gran potencial, porque ademas de
promover el crecimiento de las plantas, reducen la severidad de enfermedades
e inducen mecanismos de resistencia, algunos de los microorganismos agentes
de control biolégico que actuan como antagonismo contra diversos patdgenos
son Rodhotorula minuta, Bacillus subtilis, Trichoderma spp.) (Vasquez-Ramirez
y Castafio-Zapata, 2017; Landero-Valenzuela et al., 2016.)

En la actualidad, los productos naturales gozan de amplia aceptacion,
como respuesta a esta tendencia se ha producido un creciente interés en la
investigacion de la posible utilizacion de aceites esenciales, extractos de plantas,
entre otros (Landero-Valenzuela et al., 2016).
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lll. ANTECEDENTES

Dysphania ambrosioides es una planta aromatica cuya fitoquimica ha sido
explorada en varios estudios por lo que este apartado esta dividido en dos
secciones: a) revision de estudios sobre la actividad sobre hongos fitopatdgenos
y b) estudios de otras actividades antimicrobianas.

La revision de antecedentes se realiz6 con el nombre cientifico actual y
con las sinonimias de la especie que se utilizan aun cuando el nombre fue
actualizado en el 2002 (Chenopodium ambrosioides 'y Teloxys ambrosioides).

En cada uno de los tipos de estudios se encontraron evaluaciones con
extractos generales (organicos y acuosos) y extractos selectivos (alcaloidales y
aceites esenciales), en algunos ha sido posible la identificacion de las sustancias
responsables de las actividades bioldgicas (Kiuchi et al., 2002; Trivellato-Grassi
et al., 2013; Song et al., 2014; Shah-Khan, 2017; Villalobos-Delgado et al., 2017;
Almeida et al., 2019; Zohra et al., 2019; Kandsi et al., 2021; Althobaiti 2022;
Pereira et al., 2022; Kandsi et al., 2022; Figueroa-Merma et al., 2023; Kasrati et
al., 2024)

3.1. Estudios de D. ambrosioides sobre hongos fitopatégenos

La actividad de D. ambrosioides frente a diversos fitopatdogenos registra que se
han empleado sobre 20 especies de hongos; la mayoria de los estudios
realizados sobre los hongos del género Fusarium, destacando F. oxysporum. No
se encontro evaluaciones sobre C. lunata.

Cabrera-Calderon et al. (2016) y Gutiérrez (2017) evaluaron la actividad
antifungica de los extractos etanodlicos obtenidos de hojas y tallos secos,
Cabrera- Calderon et al. (2016) encontraron que los extractos estudiados
presentaron en promedio 72.5% de inhibicion sobre F. oxysporumy 79% para C.
gloeosporioides en un periodo de incubacién de 10 dias.

Marangon (2006); Jaramillo et al. (2012); Vasquez et al. (2014); Manal et
al. (2019) y Stegmayer et al. (2021) demostraron la efectividad de los aceites
esenciales de las partes aéreas frescas de D. ambrosioides, mientras que
Boutkhil (2011) realizé la misma extraccion con muestras secas. Marangon
(2006) estudio el efecto del extracto hexanico por maceracion de las partes

aéreas en concentraciones 0.1%; obteniendo inhibicion total sobre C.
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gloeosporioides, C. musae, F. oxysporum y F. semitectum; y una segunda
concentracion de 0.075%, demostrando una inhibicién superior al 60% para la
mayoria de las especies, excepto para C. musae, que presento el 40.48%.
Ademas, se logro caracterizar los compuestos activos entre los cuales destacan
el (Z)-ascaridol, (E)-ascaridol, afa-terpineno y p-cimeno.

Jaramillo et al. (2012) concuerdan con la presencia de los compuestos
anteriores, pero afade la presencia de alfa-terpineno, 4-careno, trans-ascaridol
y carvacrol; evidenciando la inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum
f. sp. Dianthi en 97.3% en dosis de 117.7 uL del aceite después de las 72 h de
iniciado el ensayo. Vasquez et al. (2014) comprobaron que los aceites esenciales
impiden totalmente el crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici y
Fusarium solani desde la inoculacion del patogeno hasta 11 dias después. Manal
et al. (2019) reportan que la inhibicion del crecimiento radial de F. oxysporum f.
sp melonis, Fusarium culmorum oscila entre 78 y 90% a concentraciones de 500
ug mL', mientras que la inhibicién se redujo extremadamente con ascaridol puro.

Vasquez et al. (2014) evaluaron los extractos acuosos de las partes
aéreas secas, a 5, 10 y 15 % sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici 'y F. solani,
los resultados no fueron tan favorables, pues unicamente la concentracion al 5%

redujo la produccion de microconidios de F. solani hasta un 37%.

3.2. Estudios de D. ambrosioides sobre otras actividades antimicrobianas
Se han reportado otras actividades para extractos y compuestos del epazote,
entre ellas, antibacteriana, antiprotozoaria, insecticida y particularmente
antihelmintica, que es una de las actividades mas reportadas para la planta en

la medicina tradicional.

3.2.1. Actividad antibacteriana

Los aceites esenciales de las partes aéreas secas se han probado sobre una
gran variedad de bacterias entre ellas, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus cereus, Escherichia coli. Sidi et al. 2015 reportaron que las
bacterias gram positivas B. cereus y M. luteus son mas sensibles que los gram
negativos K. pneumoniae y P. aeruginosa, fueron inhibidos a altas
concentraciones 10 y 20 mg/mL™"l, mientras que E. coli fue la mas sensible,
inhibida a baja concentracién (0.31 mg/mL-'). Ademas, la combinacién entre
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aceite esencial y varios antibioticos comerciales en este caso la cefixima,
proporcionaron un efecto sinérgico, en la que FICi oscil6 entre 0.37 a 0.50; entre
el aceite-ciprofloxacino, el FICi oscila entre 0.28 y 0.75 y el aceite-kanamicina el
FICi oscila entre 0.37 a 0.75, lo que conduce a una reduccion notable de la

concentracion minima inhibitoria (CIM).

3.2.2. Actividad antihelmintica

Egquale y Giday (2009) con la administracion de extractos hidroalcohdlicos de
hojas secas, a 0.5 y 1 mg mL"' sobre huevos y formas adultas del nematodo
Haemonchus contortus, obtuvieron el 100 % de inhibicion de la eclosion de los
huevos, con una Clso= 0.09 mg/mL™", los parasitos adultos sobrevivieron 70%, a
1 mg mL se obtuvo un 100% de inhibicién de eclosion de los huevos (Clso de
0.15 mg/ml). En un trabajo alterno mencionan que el componente activo que
adquiere esta propiedad, es el ascaridol que genera un efecto paralizante y
narcotico en los helmintos (Salinas, 2020).

Sisalema (2023) evalu6 los aceites esenciales de las partes aéreas
frescas y comprob6 su actividad sobre el parasito Passalurus ambiguus y
encontré que con la administracion de aceite esencial al 5% a dosis de 0.1 ml/kg
en ratones 90.37% de inhibicidn del parasito, mientras que al 2.5% ayuda en su
control con un 89.63% de inhibicion, sin embargo, la efectividad disminuye en

semanas y la presencia de huevos aumenta.

3.2.3. Actividad antiprotozoaria
Se encontraron cuatro estudios, en las que se evaluaron in vitro extractos
organicos (obtenidos con acetato de etilo) y aceites esenciales sobre los tres
estadios (amastigote, epimastigote y tripomastigote) de Trypanosoma cruzi.
Kiuchi et al. (2002) realizaron su estudio con extractos de etanoato de etilo
(ECOET) de las partes aéreas de la planta sobre T. cruzi, reportaron el
aislamiento 'y caracterizacion de cuatro moléculas (hidroperoxidos
monoterpénicos de tipo p-mentano (2a-5a)) que mostraron una actividad
tripanocida mas fuerte que el ascaridol; obtuvieron que a 1 ug mL" el (-)-(1S,4S)-
p-mentha-2,8-dien-1-hidro-peroxido inhibid casi por completo la infeccion de las
células Hela por los tripomastigotes. Rojas et al. (2010), Borges et al. (2012) y
Pagotti (2021) evaluaron los aceites esenciales de las hojas frescas sobre
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diferentes estadios de T. cruzi, sobre los epimastigotes los autores reportan
potencias inhibidoras diferentes, dado que Rojas et al. (2010) reportan

concentracion inhibitoria media (Cl50) de 120.23 a 346.74 pg/mL'1 y Borges et
al. (2012) determino una potencia casi 15 veces mas alta (Clsp a 21.3 pg/mL'1),
mientras que en los amastigotes hasta 10 veces mas (Clsq 50.2 pg/mL'1) en

contraparte el Clsq obtenido por Pagotti (2021) fue de 12.2 pg/mL'1, siendo hasta
20 veces mas alta. Los resultados de ambos autores para las formas
tripomastigotes son los valores que difieren menos, Pagotti (2021) obtuvo un Clsg
de 8.7 ug/mL-! mientras que Borges et al. (2012) determiné la Clsga 28.1 ug/mL-
1.

Ademas de los estudios realizados sobre T. cruzi se han encontrado
resultados interesantes sobre otros parasitos protozoarios, entre ellos,
Leishmania amazonensis, Leishmania infantum, Plasmodium falciparum y
Trypanosoma brucei.

Monzote (2004) prob¢ los aceites esenciales de las partes aéreas frescas
sobre L. amazonensis y Trichomonas vaginalis, obteniendo una CIM frente a
promastigotes de L. amazonensis de 27.8 mg/mL™", mientras que la CIM frente a
T. vaginalis fue de 25 mg/mL-".

Sisalema (2023) probé dicha actividad sobre Eimeria spp en modelos in
vivo en ratones, se administré a conejos dosis Unica de 0.1 mL/kg™ del aceite a
5% y 2.5%, examenes coproparasitarios los 7, 15 y 21 dias post
tratamiento,mostraron que hubo efectividad en la eliminacién del parasito a 5%
del aceite, a los 21 dias se mostré una efectividad de 80.28% y a 2.5 %la
efectividad fue de 70.37%.
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IV. OBJETIVOS

General

Evaluar el potencial antifungico in vitro de extractos de naturaleza quimica

diversa de Dysphania ambrosioides.

Especifico

e Determinar la capacidad antifungica de extractos con quimica distinta de
D. ambrosioides.

e |dentificar el o los extractos de D. ambrosioides con mayor efectividad.

e Analizar la composicidon quimica del extracto que presente mayor
efectividad.

¢ Aislar e identificar la o las fracciones de D. ambrosioides responsables de

la actividad antifungica del extracto con mayor potencia inhibitoria.
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V. ZONA DE RECOLECTA

Las partes aéreas del Dysphania ambrosioides (5500 gr) fueron adquiridas en el
mercado local de Union Hidalgo, Oaxaca, procedentes del estado de Puebla,

México, en el periodo de Junio a Septiembre del 2024.

VI. METODO

Las extracciones, pruebas antifungicas y la determinaciéon de la composicion
quimica se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal
perteneciente al Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH).

6.1. Material biolégico

6.1.1. Seleccién del material vegetal

Se emplearon las partes aéreas de D. ambrosioides, seleccionando material
exento de dafos visibles. EI material fue secado a la sombra a temperatura
ambiente y posteriormente fueron molidas hasta la obtencién de un polvo con
ayuda de una licuadora comun y se determind el peso seco de las muestras( 555

gramos).
6.1.2. Cepas fungicas

Las cepas fungicas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Colletotrichum
gloeosporioides NCI y Curvularia lunata fueron los organismos de prueba. Los
cultivos pertenecen al cepario de fitopatdbgenos del Laboratorio de Fisiologia y
Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias Biologicas de la UNICACH.

6.2. Reactivos

Los disolventes y reactivos que fueron utilizados en la elaboracion de este
proyecto fueron proporcionados por el Laboratorio de Fisiologia y Quimica
Vegetal del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la UNICACH.
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6.3. Obtencion de extractos de metabolitos secundarios

Se realizaron dos tipos de extracciones: tres extractos generales (extracto
metandlico, hexanico y acuoso) y dos extractos selectivos (aceites esenciales y

alcaloides).

6.3.1. Aceite esencial

El aceite esencial se extrajo mediante el método de hidrodestilacion empleando
un dispositivo de tipo Clevenger (Pavela et al. 2018). Para este propésito, se
afadio al matraz de ebullicion 100 g de la muestra vegetal con 1350 ml de agua,
el condensado resultante fue recolectado en el dispositivo Clevenger,
permitiendo la separacion de las fases acuosa y organica, respectivamente. El
proceso se realizo durante cinco horas para garantizar una extraccion adecuada.
El aceite obtenido se almacend en un tubo eppendorf, y se dejé secar a
temperatura ambiente y se guardo hasta su uso (Figura 9).

-

N\

Se realizé la extraccion de los aceites esenciales mediante el método de hidrodestilaciéon sugerido por Pavela et al. (2018)

Figura 9. Diagrama del proceso de obtencion del aceite esencial de las partes aéreas
de Dysphania ambrosioides. Autoria propia, 2024
6.3.2. Extracto metandlico
Se realiz6 con el método de Kandsi et al. (2021), para ello 100 g del material
vegetal se dejo macerando con metanol al 70% durante seis dias, la parte soluble
de esta mezcla se separé del material vegetal mediante filtracion. EI material
vegetal se extrajo dos veces mas. El filtrado se concentré por evaporacion del

metanol a presion reducida, los restos de metanol fueron eliminados a

27



temperatura ambiente y a bafio Maria, finalmente, el extracto se almaceno en un

tubo falcon hasta su utilizacion (Figura 10).

Extraccién con metanol

Se dejé la muestra macerando durante una semana
1

1
1
v

e ————— Filtracién

! Papel filtro - 0
A .
Concentracién del Filtrado Secado del Extracto >
(3 2

Se colocd el recipiente en bano Maria '
1

¢ :
N 4 3 i T
p"_ Almacenamiento del Extracto Seco
N
. )

se utillizé el rotaevaporador

4 N AORS
\ A

Método planteado por Kandsi et al. (2022)

Figura 10. Diagrama del proceso de obtencion del extracto metandlico de las partes
aereas de Dysphania ambrosioides. Autoria propia, 2024

6.3.3. Extracto hexanico y alcaloidal
Los extractos hexanico y alcaloidal se obtuvieron segun el método de Shoaib et
al. (2016) con modificaciones.

Para el extracto hexanico se maceraron 100 g de material vegetal en 1000
ml de hexano durante cinco dias, el extracto se filtr6 y se concentro a presion
reducida y se eliminaron los residuos a temperatura ambiente. Después de
eliminar los residuos de hexano del material vegetal, este se dejo evaporar en
una campana de extraccidn durante un dia. Posteriormente se realizé la
extraccion con 400 mL de acido acético al 10%; el extracto fue filtrado y se
concentro utilizando un rotaevaporador, el extracto se ajustdé a pH 9 mediante la
adicién de solucién de carbonato de sodio saturada. Después se extrajo tres
veces con 50 mL cloroformo en un embudo de separacion; la capa de cloroformo
se separd y se concentré a presion reducida en un rotoevaporador. Para
confirmar la presencia de alcaloides, se realiz6 una cromatografia revelada con
reactivo Dragendorff, el extracto de alcaloides se almacend en un vial de vidrio
limpio (Figura 11).
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Los extractos alcaloides crudos se obtuvieron segun el método|

Extracto alcaloide y de Shoaib et al. (2016).
o

; . i Acido Acéti
Se macerd con hexano---bFiltrar y retoevaporar-=----- B e >
Se dejo6 secar por 24 10%
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Extraccién con Cloroformo

Figura 11. Diagrama del proceso de obtencion del extracto hexanico y alcaloidal de las
partes aéreas de Dysphania ambrosioides. Autoria propia, 2024

6.3.4. Extracto acuoso
El extracto acuoso se obtuvo con el método de Ramos (2005) con algunas

modificaciones. Para ello a 1 L de agua destilada en ebullicion se le agregé 100
g de la muestra vegetal y se dejé en decoccion durante 40 minutos. Transcurrido
el tiempo se dejo reposar hasta que la infusidn alcanzo6 la temperatura ambiente.
El extracto se filtr6 a través de papel filtro de cafetera y se dejo secar a
temperatura ambiente; una vez seca la muestra se coloco en un tubo falcon y se

almacend a temperatura ambiente hasta su uso (Figura 12).

EXTRACTO ACUOSO

Ebullicién y Decoccién

Se lllevd el agua a ebullicidn y se agregd ========m==m==- |
el material vegetal

N
Para eliminar el agua del
extracto, se secd ha
temperatura ambiente

1

70N v
Almacenamiento

Extracto acuoso se obtuvé segtin el método de Ramos (2005)

Figura 12. Diagrama del proceso de obtencion del extracto acuoso de las
partes aéreas de Dysphania ambrosioides. Autoria propia, 2024
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6.3.5. Rendimiento de extractos

El rendimiento de cada extracto se calculd utilizando la siguiente formula: % de
rendimiento = extracto (g)/materia seca (g) x 100.

6.4. Perfil de riqueza y abundancia de compuestos de los
extractos selectivos de D. ambrosioides

Los extractos se analizaron sobre cromatografia en placas delgadas de silica
gel, para esto se aplicaron 5 yL de cada extracto disueltos a 10 mg-mL™" sobre
una linea de aplicacion a 1cm del borde inferior de la placa de cromatografica.
La fase mévil y el revelador varié dependiendo de cada extracto.

Para el extracto alcaloidal se usdé como fase mévil una mezcla de
cloroformo-metanol 9:1 y como revelador especifico para alcaloides el reactivo
de Dragendorff (Svendsen y Verpoorte, 1983 en Chong, 2020).

Para el aceite esencial, la fase movil consistido de una mezcla de tolueno-
acetato de etilo 93:7; se utilizaron tres reveladores (vainillina, sulfato cérico y
fosfomolibdato) para visualizacién mas diferenciada de los compuestos. (Chambi
y Pacheco, 2017).

El extracto metandlico se analizdé sobre cromatografia en capa fina de
silica gel, para esto se aplicaron 5 pL del extracto disueltos a 10 mg-mL™" sobre
una linea de aplicacion a 1cm del borde inferior de la placa de cromatografica.
La fase movil fue metanol:acetato:hexano 7:2:1; se utilizaron tres reveladores

(vainillina, sulfato cérico y reactivo dragendorff).

6.5. Pruebas in vitro de capacidad antifungica

6.5.1 Obtencién de las cepas

Las cepas se mantuvieron a una temperatura entre 3-5°C en agua destilada y se
repicaron en placas de Petri previamente esterilizadas, utilizando Agar-Papa-
Dextrosa (PDA) como medio de cultivo.

6.5.2. Ensayos antifungicos in vitro
Se empleo el método propuesto por Amini y Sidovich (2010). Los extractos se

evaluaron a concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 pg-mL"-contra tres
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fitopatogenos C. gloeosporioides, C lunata y F. oxysporum mediante la técnica
de inhibicién micelial en “agar PDA envenenado”

El extracto hexanico fue disuelto en dimetilsulféxido (DMSO), el
metandlico y alcaloidal en metanol y el extracto acuoso en agua. Tanto el DMSO
como el metanol no rebasaron el 5% del volumen del agar. Después de 24 horas
de prueba de esterilidad, se colocaron discos del micelio de cada hongo en el
centro de la placa petri y se registro la actividad cada 24 horas durante una
semana o hasta que el testigo alcanzo a cubrir la superficie del agar o detuvo su
crecimiento; se realizaron cinco repeticiones por cada concentracién (Figura 13).

La actividad inhibitoria se expresdé como porcentaje de inhibicion, segun
la férmula: % de Inhibicién= [(DC-DT)/DC] X 100.

%”ﬂ*\ En.s.ay_as_an.tmuugl_co_s_m_w.tm “

Obtenc:on de extractos

v

Agar Inoculacién de los Hongos

Se preparé el medio de -4 Se vertié el medio en Se usé un sacabocados,

Incubd y Registré de la Actividad

v

cultivo PDA y se anadieron Placas I ~ 1 .
l los extractos s 4 ——

5 Prueba de Esterilidad

v v 1 v 1 v . v
Control 1 pg-mL" 10 pgmL 100 pg-mL" 1000 pg-mL

Se apoy6 del método empleado por Amini y Sidovich (2010)

Figura 13. Diagrama del ensayo de la actividad antifungica. Autoria propia, 2024

6.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las evaluaciones se realizaron por quintuplicado, el analisis se baso en la
comparacion entre los extractos. Las diferencias en la potencia inhibitoria de
cada extracto sobre los hongos o las diferencias entre los extractos sobre cada
hongo se realizaron con el analisis no paramétrico Kruskal-Wallis y el analisis de
Mann-Whitney U al 95% de confiabilidad. Ademas, se realiz6 un analisis de
componentes principales (PCA) como un analisis exploratorio para identificar
patrones de accién entre los extractos y su relacion con los patégenos. Todos
los analisis se efectuaron con el programa estadistico computacional Past de
licencia libre (Figura 14).
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Figura 14. Diagrama general del método para la evaluacion biolégica de los
metabolitos secundarios de Dysphania ambrosioides. Autoria propia, 2024



VIl. RESULTADOS

7.1. Rendimiento y composicidén quimica de extractos de D.
ambrosioides

7.1.1. Rendimiento de los extractos generales y selectivos de D.
ambrosioides

Los extractos generales de las partes aéreas de D. ambrosioides fueron los de
mayor rendimiento, el del extracto metandlico fue de cerca de 18%mm y el del
extracto acuoso préoximo al 11%. En tanto que los extractos selectivos
presentaron rendimientos de diez a cien veces mas bajos, de ellos el aceite
esencial fue el de menor proporcién (Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de extractos generales y selectivos de hojas de Dysphania
ambrosioides

Tipo de Extracto  Metandlico Acuoso Alcaloides Hexanico Aceite esencial

Rendimiento 17.77% 10.54% 1.68% 1.05% 0.01%

7.1.2. Perfil cromatografico de los extractos selectivos de D. ambrosioides

Para validar la presencia de metabolitos particulares en los extractos selectivos
se realizaron perfiles cromatograficos con reveladores quimicos. Para el aceite
esencial se utilizaron tres relevadores quimicos (vainillina, acido fosfomolibdico
y sulfato cérico), en tanto que para el extracto alcaloidal el reactivo de
Dragendorff. Los perfiles cromatograficos se presentan con el factor de retencion
(Rf) y % de abundancia de las areas cromatograficas, que representan la
proporcion relativa de cada mancha. Las areas cromatograficas estan
correlacionadas con la proporcidon de los compuestos, en tanto que el numero de

manchas senalan la riqueza de compuestos en cada extracto.

Composicion del aceite esencial. El perfil cromatografico del aceite
esencial revelado con vainillina mostré 12 compuestos (areas cromatograficas),
los compuestos mas abundantes fueron los pocos polares con Rf de 0.90 y 0.98,
con areas relativas de 21y 17% respectivamente (Figura 15a). La cromatografia
con acido fosfomolibdico presentd 11 compuestos, los compuestos con Rf de

0.90 y 0.96 también fueron los mas abundantes (Figura 15b). El perfil con sulfato
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cérico mostré mayor variedad quimica con 14 compuestos; los mas abundantes
fueron uno poco polar con Rf 0.95 y otros de mediana polaridad con Rf 0.60 y Rf

0.55 con 15y 13% de area respectivamente (Figura 15c; Cuadro 5).

Composicion del extracto alcaloidal. El perfil cromatografico del extracto
alcaloidal presentd ocho compuestos (Figura 16), la mayoria mostraron
abundancias cromatograficas similares (de 9 a 11%). Se detectdé un area poco
polar con la mayor abundancia (Rf=0.90).

a) | R %de area b) %de Grea C) ; Rf % de drea
(> 098 17 i )"—0-95 15
& 090 21 4 @087 12
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; 0.65 6.2 @ —062| 1 55 13
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‘ 035 7
032 4
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Figura 15. Cromatografia de capa fina del aceite esencial de Dysphania ambrosioides,
revelada con a) vainillina en acido sulfurico; b) con acido fosfomolibdico y c¢) con sulfato cérico
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Cuadro 5. Factor de retencion y abundancia cromatografica de los compuestos
obtenidos del aceite esencial de las hojas de Dysphania ambrosioides

Perfil quimico % de abundancia cromatografica
Factor retencion (Rf) Vanillina Sulfato Sulfato
fosfomolibdico ceérico
0.98 -0.95 17% 16% 15%
0.90-0.87 21% 21% 12%
0.80 12% 8.7% 10
0.71-0.60 5.4% 11% 15%
0.68-0.50 6.2% 10% 13%
0.46-0.40 7.2% 7.2% 5%
0.35-0.32 7.3% 4.2% 11%
0.27 5.2% 3.9% 7%
0.20-0.15 9.2% 0 2%
0.5 0 0 1.4%
04 0 0 1.1%
0.3 2.3% 1.7% 1.2%
0.2 1.8% 1.0% 1.7%
Rf %de area
0.90 36
0.81 7
0.72 10
0.54 )
0.36 10
0.27 10
9
0.02 2

Figura 16. Cromatografia de capa fina del extracto alcaloidal de las hojas de
Dysphania ambrosioides, revelada con reactivo Dragendorff



7.2. Actividad antifungica in vitro de extractos de D.
ambrosioides

Tanto extractos generales como selectivos de D. ambrosioides fueron capaces
de inhibir a los tres fitopatogenos de estudio con diferencias estadisticas entre
los extractos, las concentraciones y los fitopatdgenos evaluados.

7.2.1. Actividad antifungica del extracto acuoso de D. ambrosioides

El extracto acuoso mostré actividad inhibitoria sobre los tres fitopatdgenos con
diferencias significativas entre las concentraciones (Cuadro 6; Figura 17). La
potencia inhibitoria sobre C. lunata aumenté de forma proporcional a la
concentracion (p=0.001), a 1 ug-mL™" se redujo 52% el crecimiento micelial y a
1000 pug-mL" hasta 91%. F. oxysporum fue el fitopatdgeno mas resistente con
tasas inhibitorias pequefias (de 0.4 a 7%) aunque significativas (p=0.001), las
concentraciones bajas fueron de dos a 15 veces mas activas (6-7%) que las
dosis altas (0.4-2%). Sobre C. gloeosporioides solo dos concentraciones
mostraron actividad inhibitoria (p=0.009), a 1000 yg-mL-" la tasa inhibitoria de
crecimiento (46%) fue casi cuatro veces mas alta que a 10 ug-mL-'(12%).

Cuadro 6. Actividad antifungica sobre fitopatégenos del extracto acuoso de Dysphania

ambrosioides
Fitopatogenos
F. oxysporum C. lunata C. gloeosporioides
Concentraciones X o2 o X 02 o X 02 o
1000 pg'mL-' [ 0.4%b  0.64 0.8 91%a 19 4 46%a 21

100 pg-mL-’ 2%b 1 1 85%a 13 4 -0.8%b 3 2
10 pg-mL- 7%a 7 3 82%a 13 4 12%ab 120 11
1 6%a 13 4 52%b 7 3 -3.%b 11 8

s oy e

Se presenta el promedio (X), la varianza (02) y la desviacion estandar (o). Las comparaciones
entre tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba
entre pares de Mann-Whitney al 95% de probabilidad. Las letras indican diferencias significativas
entre los tratamientos. Valores con la misma letra (b) no son significativamente diferentes entre
si, mientras que aquellos con letras distintas (a y b) si lo son.
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F. oxysporum
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C. gloeosporioides

Figura 17. Actividad antifungica del extracto acuoso de Dysphania ambrosioides

7.2.2. Actividad antifungica del extracto hexanico de D. ambrosioides

El extracto hexanico inhibié el crecimiento de los tres fitopatégenos. El
crecimiento micelial de C. gloeosporioides fue inhibido completamente (100%)
por todas las concentraciones del extracto (p=0.8). Sobre F. oxysporum las tasas
inhibitorias variaron de 45 a 61% (Cuadro 7, Figura 18), las concentraciones
bajas fueron ligeramente mas activas (1.4 veces mas) que las dosis altas
(p=0.005). Las tasas inhibitorias sobre C. lunata fueron muy semejantes y
variaron de 74 a 82% (p=0.004).
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Cuadro 7. Actividad antifungica sobre fitopatégenos del extracto hexanico de

Dysphania ambrosioides

Fitopatogenos
C. lunata C. gloeosporioides

Concentraciones X o2 (o] X 02 o
1000 pg-mL-! 82%a 3 2 100% 0 0
100 pg-mL-! 79%a 5 2 100% 0 0
10 pg-mL-’ 74%b 1 1 100% 0 0
1 81%a 3 2 100% 0 0

Kruskal-Wallis C'::)L%‘fg Ch;::o(_)ém

Se presenta el promedio (X), la varianza (02) y la desviacion estandar (o). Las comparaciones
entre tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba
entre pares de Mann-Whitney al 95% de probabilidad Las letras indican diferencias significativas
entre los tratamientos. Valores con la misma letra (b) no son significativamente diferentes entre

si, mientras que aquellos con letras distintas (a y b) si lo son.

1000 pg-mL-' 100 pg-mL-' Control

) -
>
o ‘

F. oxysporum

C. lunata

)

C. gloeosporioides

10 pg-mL-'

1ug-mL-!

Figura 18. Actividad antifungica del extracto hexanico de Dysphania ambrosioides
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7.2.3. Actividad antifungica del extracto metandlico de D. ambrosioides

La potencia inhibitoria sobre F. oxysporum vari6 de 55 a 82% de inhibicién
(p=0.0009), la actividad fue mas alta (78-82%) en las concentraciones mas bajas
(Cuadro 8; Figura 19) y mas pequenas (55-73%) con las concentraciones altas.
Sobre C. gloeosporioides se observaron potencias inhibitorias muy similares (72-
81%) aunque diferentes (p=0.03), el maximo porcentaje de inhibiciéon se detecto
a 100 uyg-mL™" (81%). Mientras que C. lunata fue inhibido en la misma proporcion

(69-82%) por las concentraciones (p=0.07).

Cuadro 8. Actividad antifungica sobre fitopatégenos del extracto metandlico de
Dysphania ambrosioides

Fitopatégenos
C. lunata C. gloeosporioides

Concentraciones X | 02 | (o) X | 02 | o
1000 pg-mL-' 74% 8 3 78%a 13 3
100 pg-mL-' 77% 33 5 81%a 51 7
10 pg-mL-' 82% 21 5 72%b 6 2
1ug-mL-! 69% 223 15 79%a g 2

Kruskal-Wallis c‘:\zg; c:;tg;

Se presenta el promedio (X), la varianza (02) y la desviacion estandar (o). Las comparaciones
entre tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba
entre pares de Mann-Whitney al 95% de probabilidad. Las letras indican diferencias significativas
entre los tratamientos. Valores con la misma letra (b) no son significativamente diferentes entre
si, mientras que aquellos con letras distintas (a y b) si lo son.

1000 pg-mL-! 100 pg-mL-! Control 10 pg-mL-! 1pg-mL-!

F. oxysporum

C. lunata

C. gloeosporioides

Figura 19. Actividad antifungica del extracto metandlico de Dysphania ambrosioides
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7.2.4. Actividad antifungica del extracto alcaloidal de D. ambrosioides

El extracto alcaloidal inhibié con la misma potencia en todas las concentraciones
el crecimiento de F. oxysporum (61-68%; p= 0.5) y el de C. lunata (73 a 80%;
p=0.7). Sobre C. gloeosporioides se observaron tasas de inhibicion de 62 a 86%
con diferencias entre las concentraciones (p= 0.008) (Cuadro 9; Figura 20).

Cuadro 9. Actividad antifungica sobre fitopatégenos del extracto alcaloidal de
Dysphania ambrosioides

Fitopatégenos
C. lunata C. gloeosporioides
Concentraciones X 02 o X 02 o
1000 pg-mL-' 73% 21 5 80% 56 7
100 pg-mL-' 80% 111 10 82% 37 6
10 pg-mL-! 75% 83 9 86% 37 6
1 78% 49 7 62% 69 8
Kruskal-Wallis Chi*:1.426 Chi%6
p=0.7 p=0.08

Se presenta el promedio (X), la varianza (02) y la desviacién estandar (o). Las comparaciones entre
tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba entre pares de
Mann-Whitney al 95% de probabilidad. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos.
Valores con la misma letra (b) no son significativamente diferentes entre si, mientras que aquellos con letras
distintas (a y b) si lo son.

1000 pg-mL-' 100 pg-mL-' Control 10 pg-mL-' 1ug-mL-!

F. oxysporum

Figura 20. Actividad antifungica del extracto alcaloidal de Dysphania ambrosioides

C. lunata

C. gloeosporioides
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7.2.5. Identificacion del extracto de D. ambrosioides con mayor actividad
antifingica

Para distinguir los extractos antifungicos mas potentes sobre cada fitopatégeno
se realizaron comparaciones estadisticas entre las concentraciones mas activas
de cada hongo. La misma logica se realiz6 para distinguir el fitopatdgeno mas
sensible (Cuadro 10).

El extracto metandlico (p=0.8) fue el Unico que inhibié en la misma
proporcion a los tres fitopatdgenos (81%-82%); el extracto hexanico fue el mas
potente sobre C. gloeosporioides ya que inhibié completamente el crecimiento
en todas las concentraciones (p=0.001). Por su parte el extracto acuoso
(p=0.001) presentd su mayor actividad sobre C. lunata (91% de tasa inhibitoria),
a su vez fue el extracto menos efectivo sobre F. oxysporum (7%).

El extracto alcaloidal (p=0.03) fue mas eficaz sobre C. gloeosporioides
(86%) y C. lunata (80%) (Cuadro 9; Figura 20).

Cuadro 10. Comparacion de la potencia antifungica de los extractos de Dysphania
ambrosioides

82%aA 81%abA 82%DbA Ch|_2:2.6
p=0.8
Chi2:12.5
[¢) o 8
61%abC 100%aA 82%bB 5=0.001

Se presenta el porcentaje de inhibicidon. Las comparaciones entre tratamientos se realizaron
mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba entre pares de Mann-Whitney al
95% de probabilidad. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre los
tratamientos por extracto, las letras mayusculas muestran las diferencias significativas entre los
fitopatdogenos. Valores con la misma letra (b o B) no son significativamente diferentes entre si,
mientras que aquellos con letras distintas (aA y bB) si lo son.
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El grafico exploratorio de analisis de componentes principales (PCA, por
sus siglas en inglés), indica que los efectos inhibitorios sobre C. gloeosporioides
son mas acentuados con el extracto hexanico y alcaloidal, en tanto que sobre C.
lunata el extracto acuoso es el mas potente. Sobre F. oxysporum el extracto

metandlico seria el mas efectivo.

El extracto metandlico al situarse en el centro del grafico, indica que inhibe
en proporciones similares a los tres fitopatogenos (Figura 21), es decir tiene una
potencia con espectro mas consistente que los otros extractos que tuvieron una
actividad intermitente sobre los fitopatégenos evaluados. Estos resultados
coinciden robustamente con las comparaciones de las pruebas de Kruskal Wallis

y Mann-Whitney mostradas en el cuadro 10.

PC Valor propio % de variacién 25 o10

1 1385.83 81.895 ol

2 231.488 13.68

3 56.5951 3.3445 Alcaloidal

4 18.2828 1.0804 104

T T T T T T
45.0000 -30.0000 -15.0000 15.0000 30.0000 45.0000

o3 5

o4

Figura 21. El analisis de componentes principales de los extractos de Dysphania
ambrosioides sobre F. oxysporum, C. gloeosporioides y C. lunata muestra que los dos
primeros componentes principales explican la mayor parte de la variabilidad en los datos 95%
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7.3. Exploracién fitoquimica del extracto con mejor actividad
antifungica de D. ambrosioides

7.3.1. Perfil cromatografico del extracto metandlico de D. ambrosioides
Para explorar la fitoquimica del extracto con la actividad antifungica mas
consistente; se realizaron perfiles cromatograficos con tres relevadores quimicos
para estimar el numero de compuestos totales (revelador sulfato cerico), para
estimar compuestos tipo terpenos (revelador vainillina), y alcaloides con el
reactivo de Dragendorff. Los perfiles cromatograficos se presentan con el
numero de compuestos y su factor de retencion (Rf), y con el % area relativa de
las manchas cromatograficas, consideradas como la abundancia de los
compuestos.

El perfil de composicién quimica del extracto metandlico revelado con
vainillina evidencio seis compuestos, el mas abundante fue el de Rf 0.62 con
52% de area relativa, los otros cinco compuestos presentaron areas similares
que oscilaron de 5% a 12% (Figura 22b). La cromatografia con sulfato cérico
presento cinco compuestos, el compuesto con Rf 0.62 presentd 75% de area,
tres compuestos polares con Rf de 0.06, 0.08 y 0.12 con areas relativas de 1 a
3% (Figura 22a). La cromatografia con reactivo Dragendorff mostré un solo
alcaloide con Rf de 0.1 (Figura 22c, Cuadro 11).

Cuadro 11. Factor de retencion y abundancia cromatografica de los compuestos del
extracto metandlico Dysphania ambrosioides

Perfil quimico % de abundancia cromatografica
Factor retencion: Rf Sulfato cérico Vanillina y H2SO4 Dragendorff

0.62 75% 52% -
0.58 0 10% -

0.53-0.54 15% 12% -
0.44 - 9% -
0.42 - 1% -

0.12-0.38 3% - -
0.08 3% - -

0.1-0.06 1% 0- 100%

43



%de area Rf %de area

Rf %de area
52

10
12

9

1
5

0.11100

.. sl .
Figura 22. Cromatografia de capa fina del extracto metandlico de Dysphania

ambrosioides, revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c)
reactivo Dragendorff

7.3.2. Fraccionamiento del extracto metandlico de D. ambrosioides

El extracto metandlico fue separado en columna cromatografica de silica gel
como fase estacionaria (Figura 23), con la elucion de tres fases méviles con
polaridad progresiva (hexano/ acetato de etilo/ metanol). Se obtuvieron nueve
fracciones y se unieron de acuerdo con sus perfiles cromatograficos, resultando
seis fracciones, denominadas fraccién hexanica (2.1), fraccién AcoEt (2.2.1-
2.2.3), fracciones metandlicas Fl (2.3.1), Fll (2.3.2), Flll (2.3.3-2.3.4) y FIV (2.4).
Las fracciones FlI, Flll y FIV formaron cristales de color marrén y blancos.

7.3.3. Perfil cromatografico de las fracciones de D. ambrosioides
Solo los perfiles cromatograficos de las fracciones metandlicas Il y IV reveladas
dieron positivas a la presencia de alcaloides, ambas con un solo compuesto y
por ende con el 100% de area relativa (Figura 28c y 25c).

El perfil de la fraccion metandlica Fll revelada con vainillina y sulfato cérico
mostro la presencia de tres compuestos, dos de ellos (Rf de 0.1 y 0.25) fueron
los mas abundantes (area 52% y 46%); mientras que la fraccion Fl presenté dos

compuestos similares con ambos reveladores (Figura 28a y b).
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Extracto Metandlico

Particion
solido/liquido
Fraccion soluble Fracciéon soluble en
en Hexano Metanol

l

Separacién en columna

cromatografia en silica
I . gel
Evaluacién por gradiente
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2.1 221 222 223 231232233234 24

Figura 23. Columna cromatografica empacada con silica gel. Elaboracién propia. 2024

Las fracciones Flll (2.3.3 y 2.3.4) no mostraron presencia de compuestos
organico con ninguno de los reveladores por lo que se reunieron como una sola
fraccion (Figura 28 y 29). El perfil cromatografico de las fracciones de AcOEt
(2.21, 2.2.2 y 2.2.3) mostraron los mismos compuestos con sulfato cérico y
vainillina (Figura 27).

Las cromatografias de la fraccion hexanica con sulfato cérico y vainillina
mostraron dos compuestos con Rf similares de 0.68-0.77 y 0.80-0.87 y areas
cromatograficas de 46-56% y 54-44% (Figura 26a y b) respectivamente, mientras
que el perfil quimico de la fraccion soluble hexanica (Figura 24a y b) revelado
con sulfato cérico mostré cuatro compuestos, el de Rf 0.65 fue el de mayor % de

area (67%) y tres compuestos al revelarse con vainillina.
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Figura 24. Cromatografia de capa fina de la fraccion soluble en hexano de Dysphania
ambrosioides, revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c) reactivo
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Figura 25. Cromatografia de capa fina de la fraccion soluble en metanol de Dysphania
ambrosioides, revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c) reactivo
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Figura 26. Cromatografia de capa fina de la fraccion hexanica de Dysphania ambrosioides,
revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c) reactivo Dragendorff
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Figura 27. Cromatografia de capa fina de la fraccion AcoEt de Dysphania ambrosioides,
revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c) reactivo Dragendorff
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Figura 28. Cromatografia de capa fina de la fraccion AcoEt de Dysphania ambrosioides,
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Figura 29. Cromatografia de capa fina de la fraccién FIV de Dysphania ambrosioides,
revelada con a) Sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico; y c) reactivo Dragendorff
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7.3.4. Actividad antifungica de las fracciones de D. ambrosioides
Las fracciones hexanicas a 100 pg-mL"I inhibieron mejor a C. lunata (77-81%)

que las fracciones de AcOEt, FI,FIl y Flll que mostraron una inhibicion media del
35, 29, 37 y 34% respectivamente; la fraccion soluble en metanol y la fraccion
FIV presentaron una actividad inhibitoria de 17% (Cuadro 12).

Aunque las fracciones individuales mostraron actividad significativa, el
extracto crudo metandlico, del cual se derivaron las fracciones, presentd una
actividad inhibidora mas potente (69-82%). Esto podria indicar que la sinergia
entre los compuestos en el extracto crudo contribuye a una mayor potencia

inhibitoria, que puede perderse al fraccionarse.

Cuadro 12. Actividad antifungica de las fracciones de Dysphania ambrosioides

Concentraciéon

Fraccion 100 pg-mL'1 Kruskal-Wallis

Control

X 02 o

Hexanico g0 | 14 | 3

......................................

Chi?= 33.54
' p=0.00001927

00 e .- -0

L)

So.Metanol = 179%c | 40 I

Se presenta el promedio (X), la varianza (02) y la desviacion estandar (o). Las comparaciones
entre tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis, seguidas de una prueba
entre pares de Mann-Whitney al 95% de probabilidad. Las letras indican diferencias significativas
entre los tratamientos

48



VIil. DISCUSION

La actividad antifungica de los tipos de extractos de D. ambrosioides sobre F.
oxysporum, C. lunata'y C. gloeosporioides evidencia la amplia quimiodiversidad
que esta especie biosintetiza. Estudios previos sehalan por lo menos la
presencia de 315 metabolitos, entre ellos terpenos, alcaloides, fenoles y
derivados de acidos grasos (Kandsi et al., 2021). En este estudio se exploraron
extractos generales y selectivos, por lo que de alguna manera se abarcé la
quimiodiversidad del epazote, en total, se identificaron 13 compuestos en el
aceite esencial, 11 alcaloides, ocho compuestos en el extracto metandlico y 21
compuestos distribuidos en las ocho fracciones.

Los extractos de alcaloides y de aceites esenciales fueron los menos
abundantes, ello es consistente con la literatura ya que se reportan rendimientos
de 0.1-0.3% de este tipo de extractos (Jardim et al., 2010; Sidi et al.,2015).

En extractos generales como el metandlico pudo determinarse la
presencia de varios tipos de metabolitos, este disolvente es considerado de
mediana a alta polaridad, por lo que tiene la capacidad de extraer una mayor
variedad de metabolitos, incluyendo algunas moléculas primarias como
azucares, asi que aun cuando el extracto pueda poseer una mayor variedad y
rendimiento puede contener metabolitos no activos (Askun et al., 2009).

A su vez, el aceite esencial mostro varios terpenos evidenciados con el
reactivo de vainillina, estudios anteriores han reportado hasta 92% de terpenos
en este tipo de extracto, entre ellos el ascaridol (Almeida et al., 2019; Kasrati et
al., 2024). Dado el bajo rendimiento en este estudio no se determiné su actividad
antifungica. Existen trabajos que si lo han hecho, Almeida et al. (2019) evaluaron
la actividad del aceite contra Candida albicans, el aceite presenté una mejor
actividad (Clso < 19 pyg/mL) que el antifungico comercial fluconazol, (22 pg/mL),
ademas, el aceite logré incrementar sinérgicamente el efecto del fluconazol (Clso
de 0.1 pg/mL). Por otro lado, Marangon et al. (2008) evalu6 el aceite esencial a
3000 ugmL™" sobre F. oxysporumy C. gloeosporioides inhibiéndolos totalmente.
Cabe sefalar que ambos trabajos se realizaron con material vegetal fresco
logrando un rendimiento del 0.3-0.5%.

El extracto alcaloidal mostré6 ocho compuestos. Ibironke y Ajiboye (2007)

identificaron un solo alcaloide (1-piperoilpiperidina) y recientemente Kandsi y
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colaboradores (2022) aislaron nueve alcaloides, trisphaeridina, galantamina,
crinina, desmetilmaritidina, anhidrolicorina, norgalantamina, N-
formilnorgalantamina, peramina y ergovalina. Por lo que el extracto evaluado
parece haber extraido buena parte de metabolitos secundarios nitrogenados.

En este estudio destaca la potencia inhibitoria sobre C. lunata, pues es el
primer trabajo que reporta la actividad de D. ambrosioides contra este
fitopatogeno (Ramirez-Mares y Hernandez-Carlos, 2015; De la Cruz-Chacén y
Santiago-Martinez, 2024).

También este estudio presenta el primer reporte de la actividad del
extracto acuoso de D. ambrosioides frente a C. lunata y C. gloeosporioides,
particularmente fue el mas potente sobre C. lunata, inhibiendo su crecimiento
micelial hasta 91% a 1000 pug'mL™". Aunque no existen estudios especificos
contra C. lunata, se han evaluado extractos de otras especies sobre este hongo.
Por ejemplo, Cruz-Cerino (2022) evalud la actividad del extracto acuoso de
Byrsonima bucidifolia y Morella cerifera a 30000 pg-mL™ (treinta veces mas
concentrado que el de D. ambrosioides) pero con una capacidad de inhibicion
casi cuatro veces menos potente que el del epazote.

Por otro lado, Moo-Koh et al. (2014) reportaron que el extracto acuoso de
Bonellia flammea a la misma concentracion que la de este estudio logré una
inhibicion el crecimiento micelial de 82%, semejante al obtenido en este trabajo
(91%). Bedoya-Castaineda et al. (2021) evaluaron el extracto acuoso de Allium
sativum sobre C. lunata, encontraron que a 50000 ug-mL™ no presento actividad
alguna, pero a 150000 pg-mL™" alcanzo6 un 94% de inhibicion. Estas evidencias
permiten relativizar la fuerte actividad del extracto acuoso de D. ambrosioides,
pues a menor concentracion provoca tasas inhibitorias altas.

Por otro lado, la actividad del extracto acuoso sobre F. oxysporum'y C.
gloeosporioides fueron bajos (de 0-7% y -3 a 46% respectivamente), el valor
negativo observado en el crecimiento micelial sefiala que el extracto parecio
estimular ligeramente el crecimiento en lugar de inhibirlo, respuestas similares
han sido reportadas por Vasquez et al. (2014) y Garduio-Pizana et al. (2010)
sobre F. oxysporum e incluso observaron la estimulacion del crecimiento; algo
semejante se observo con C. gloeosporioides. Estos autores atribuyen el efecto

a los requerimientos energéticos y nutricionales del hongo y proponen que el
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extracto acuoso proporciona compuestos ricos en carbono y nitrogeno que el
hongo es capaz de asimilar y aprovechar para su beneficio.

Vivanco et al. (2005) y Vasquez et al. (2014) atribuyen las respuestas
diferenciales en la actividad inhibitoria a mecanismos de resistencia propia del
fitopatdgeno, los cuales le permiten aprovechar, evitar o detoxificar alguno de los
compuestos de los extractos vegetales. No hay estudios sobre la composicion
de extracto acuoso de hojas, pero si de semillas, Annaz et al. (2023) identificaron
acidos fendlicos y flavonoides y Campos-Montiel et al. (2024) polifenoles y
flavonoides. La actividad descrita de flavonoides de esta planta es su capacidad
antioxidante y antihipertensiva (Mushagalusa et al., 2021), pero no hay reportes
de actividad antifungica.

En cuanto al extracto alcaloidal, tampoco se encontraron trabajos de la
actividad antifungica sobre fitopatogenos, solo estudios de la actividad
analgésica y toxica (Shoaib et al., 2016, Kandsi et al., 2022). Sin embargo, es
conocido que los alcaloides exhiben efectos antimicrobianos y antifungicos
(Balam-Diaz, 2024). Por ejemplo, Silva et al. (2022) determinaron la actividad
antifungica de los alcaloides licorina y la crinina aislados de Crinum americanum,
presentes también en D. ambrosioides. Algo similar sucede con los alcaloides
galantamina, crinina y desmetilmaritidina de la familia Amaryllidaceae (también
presentes en el epazote) con actividad antifungica contra Candida CIM de 512
ugmL" (Locarek et al., 2015). La posible presencia de estos compuestos en el
extracto alcaloidal evaluado sobre los fitopatdgenos explicaria la buena actividad
inhibitoria encontrada (68-80%).

El extracto hexanico a 1000 ug-mL™" inhibié completamente el crecimiento
de C. gloeosporioides (100%), de C. lunata en 82% y de F. oxysporum en 61%.
Jardim y colaboradores (2010) evaluaron la actividad antifungica de este extracto
sobre C. gloeosporioides y F. oxysporum a 3000, 2000 y 1000 ug-mL™"; a 3000
ug-mL™" F. oxysporum fue completamente inhibido y C. gloeosporioides hasta
94%. Sin embargo, a 1000 uyg-mL™" la tasa inhibitoria sobre C. gloeosporioides 'y
F. oxysporum fue de 70 y 30% respectivamente, lo que indica dos cosas, que el
extracto en este estudio fue mas potente y que concentraciones muy altas
mejorarian la potencia antifungica, en particular sobre F. oxysporum.

Por su parte, Garduio-Pizana et al. (2010) obtuvieron inhibicion completa

de F. oxysporum a 5000 pyg-mL™ y sefalan que el extracto hexanico esta
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compuesto principalmente por terpenos, siendo el (Z)-ascaridol (54%), (E)-
ascaridol (17.3%), y a-terpineno (11.2%) los principales constituyentes. Estos
hallazgos coinciden con los de MacDonald et al. (2004), quienes indicaron que
estos compuestos son extraidos principalmente con hexano. Ello sugiere que los
terpenos pudieran ser los principios activos del extracto hexanico.

El extracto metandlico fue el unico que inhibié el crecimiento de los tres
fitopatogenos en la misma proporcion (81%-82%), esto fue confirmado a través
del PCA. Cabrera-Calderén y colaboradores en (2016) evaluaron el efecto
antifungico del extracto sobre C. gloeosporioides y F. oxysporum con resultados
similares, a 1000 pg-mL™ inhibi6c 85% del crecimiento micelial de C.
gloeosporioides y 80% a F. oxysporum, mientras que a 3000 ug-mL™" se inhibio
completamente a ambos fitopatdgenos. Sin embargo, en el trabajo de Garduiio-
Pizana et al. (2010) el extracto metandlico a 5000 yg-mL™" apenas inhibid un
29% del crecimiento micelial de F. oxysporum. Estas diferencias podrian deberse
al método de extraccion, ya que Garduno-Pizana et al. (2010) realizaron una
extraccion seriada, reutilizando el mismo material vegetal, es decir fueron
eliminados previamente metabolitos pocos polares con hexano. En contraste, en
este estudio y en el de Cabrera-Calderon et al. (2016) se utilizéo material vegetal
exclusivo para cada extracto y por ende pudieron arrastrarse compuestos
también no polares, que como ya se comentd, son potentes antifungicos.

Aunado a ello, Cabrera-Calderon et al. (2010) reportaron compuestos
fendlicos, mientras que Garduno-Pizana et al. (2010) indicaron un bajo
porcentaje de compuestos fenolicos. Recientemente Melo et al. (2023)
detectaron la presencia de fenoles, flavonoides, saponinas y alcaloides en los
extractos metanolicos y Zohra et al. (2018) identificaron flavonoides como rutina,
miricetina y quercetina. Es decir, el extracto metandlico es altamente complejo
en su composicion quimica.

Otros estudios reafirman la actividad antifungica de D. ambrosioides,
Javaid y Amin (2009) reportaron que el extracto hexanico y metandlico de hojas
inhibieron el crecimiento micelial del fitopatégeno Macrophomina phaseolina con
tasas de 60-70% y 76-86% respectivamente.

La diversidad de metabolitos antifungicos del epazote, también fue
encontrada por Gardufo-Pizafna et al. (2010) quienes detectaron que el extracto

metandlico presentd mayor actividad en comparacion con el extracto acuoso y
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hexanico aunque solo con F. oxysporum; esta actividad diferencial debe estar
relacionada con el tipo de compuestos y el disolvente utilizado en el proceso de
extraccion (Askun et al., 2009), ya que el metanol tiene una mayor capacidad de
extraccion de moléculas organicas en comparacion con el agua.

En el presente trabajo, se explord la composiciéon quimica del extracto
metanadlico con cromatografia en capa fina, a través del revelado quimico, se
visualizaron la presencia de terpenoides, fenoles y alcaloides. Jesus et al. (2018)
determinaron la presencia de alcaloides, taninos y flavonoides; al igual que
Gutiérrez (2017) quien reporté compuestos fendlicos, alcaloides, aceites volatiles
y en menor proporcion triterpenos y flavonoides. Kandsi et al. (2021) ademas de
lo anterior sefalaron la presencia de aminas, acido siringico, quercetina,
hesperetina y luteolina. Esta diversidad de compuestos presentes en el extracto
metandlico de D. ambrosioides explicaria la buena actividad presentada sobre
los tres fitopatdgenos.

Las fracciones del extracto metandlico de D. ambrosioides presentaron
baja actividad antifungica, excepto las fracciones hexanicas. Fue evidente que el
extracto crudo metandlico del cual derivaron las fracciones presentd una mejor
actividad inhibitoria. Esto coincide con Kandsi y colaboradores (2021) quienes
reportaron un mayor efecto antiespasmadico en el extracto hidroetandlico crudo
que en las fracciones de acetato de etilo y cloroformo.

Este comportamiento puede atribuirse a posibles interacciones sinérgicas
entre los compuestos presentes en el extracto crudo, las cuales pueden
potenciar su actividad bioldgica, la separacion en fracciones puede reducir estas
interacciones y en algunos casos, dar lugar a efectos antagonicos que
disminuyen la eficacia del extracto. Bano et al. (2022) y Boutkhli evaluaron el
efecto antimicrobiano de diversos extractos de D. ambrosioides y destacaron que
la actividad antimicrobiana de los extractos no solo depende de sus
componentes mayoritarios, sino que los compuestos minoritarios también
pueden desempefiar un papel significativo en su eficacia.

Por su parte, Marangon et al. (2008) sefialaron que el aceite esencial de
D. ambrosioides esta compuesto principalmente por ascaridol. Sin embargo, la
fraccion activa present6 una alta proporcion de p-cimeno sin un aumento en la
fungitoxicidad, lo que sugiere que este compuesto puede no estar directamente
involucrado en la actividad antifungica. Este hallazgo refuerza la hipotesis de que
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la fungitoxicidad total del extracto podria depender no solo de los compuestos
mayoritarios, sino también de la interaccién con otros componentes en menor
proporcion, los cuales pueden ejercer efectos aditivos o sinérgicos.

La buena actividad de las fracciones hexanicas puede atribuirse a la
capacidad del disolvente de extraer compuestos monoterpénicos, los cuales han
sido considerados los principales responsables de la actividad biolégica de esta
planta (Melo et al., 2023). Entre ellos, la pulegona, el ascaridol y el geraniol tiglato
(Garduno-Pizana et al., 2010). Aunque es evidente la presencia de otros
compuestos antifungicos como alcaloides en extractos metandlicos.

Por otro lado Jesus et al. (2017) mencionan que diversos estudios han
reportado el potencial antimicrobiano de los compuestos fendlicos como la rutina,
la quercetina y la crisina presentes en el extracto metandlico, a través de la
permeacion y desestabilizacion de la membrana bacteriana; este efecto genera
alteraciones en la fuerza motriz del proton, el flujo de electrones, la coagulacion
y la fuga del contenido celular causando un efecto bactericida (Saritha et al.,
2015; Ahmed et al., 2016 y Penido et al., 2016). Por otra parte, Cabrera-Calderén
et al. (2016) menciona que los compuestos fendlicos pueden reducir la velocidad
de crecimiento del patdgeno al afectar los sitios activos de las enzimas y el
metabolismo celular. Kandsi et al. (2021) mencionan que el efecto inhibitorio del
extracto etandlico de D. ambrosioides se debe a la presencia de compuestos
fendlicos, los cuales actuan mediante diversos mecanismos, entre ellos la
alteracion de la membrana celular, la interferencia con la sintesis de ergosterol,
el dafo a la pared celular y la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS); ademas, los polifenoles pueden provocar dafio mitocondrial en los
hongos, principalmente como consecuencia del estrés oxidativo inducido por las
ROS (Davidova et al., 2024), debido a la generacion de superoxido, el peroxilo,
el alcoxilo y el hidroxilo, los cuales contribuyen a desestabilizar las estructuras
celulares del hongo y, por ende, a su inhibicién.
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IX. CONCLUSIONES

Dysphania ambrosioides tiene la capacidad de producir metabolitos
secundarios antifungicos que inhiben el desarrollo de fitopatégenos. Estas
moléculas pueden ser extraidas con extracciones selectivas y generales.
Tanto extractos generales como extractos selectivos de D. ambrosioides
tienen moléculas que inhiben el crecimiento micelial de Curvularia lunata,
Colletotrichum gloesporioides y Fusarium oxysprum.

Aunque con diferencia en la potencia inhibitoria sobre los fitopatégenos,
el extracto acuoso tiene mejor actividad sobre C. lunata (91% de
inhibicion), el hexanico es mas potente sobre C. gloeosporioides (100%)
y el extracto de alcaloides es mas activo a F. oxysporum y el extracto
metandlico fue el unico extracto que inhibid el crecimiento micelial de los
tres fitopatdgenos en la misma proporcion (81-82%).

El extracto metandlico con la potencia mas homogéneo contiene una
quimioidiversidad amplia que incluyen terpenos, fenoles y alcaloides, se
necesitan mas estudios para la identificacion de los compuestos activos.
Aunque las fracciones del extracto metandlico tienen actividad inhibitoria
significativa sobre C. lunata, el extracto crudo, del cual se derivaron las
fracciones es mas potente, lo que sefiala la posible existencia de efectos
sinérgicos en la mezcla del extracto completo.

Este es el primer reporte de la actividad antifungica de extractos de D.
ambrosioides sobre C. lunata, un fitopatdogeno de relevancia en el cultivo

del maiz y otros cereales

e Los resultados fortalecen el uso tradicional de D. ambrosioides, al

demostrar su actividad antifungica sobre fitopatdgenos. Ademas,
muestran su potencial biotecnolégico como fuente de compuestos con

aplicacion agricola.

¢ Los hallazgos motivan la continuidad de los estudios para el aislamiento y

caracterizacién de compuestos bioactivos de D. ambrosioides
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X. RECOMENDACIONES

Realizar cromatografia en capa fina para el extracto acuoso y hexanico
con el fin de identificar su composicion quimica y posibles compuestos

bioactivos.

Profundizar en el estudio fitoquimico del extracto metandlico y sus
fracciones para identificar y caracterizar los compuestos responsables de
la actividad antifungica.

Ampliar los ensayos de actividad antifungica de las fracciones obtenidas,
evaluandolas sobre F. oxysporum y C. gloeosporioides, incluso sobre

otros fitopatogenos.

Evaluar la actividad antifungica de los extractos y fracciones en modelos
bioloégicos in vivo, con la finalidad de determinar su efectividad en

condiciones mas cercanas a la aplicacion agricola.
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