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Licenciatura, Facultad de Quimico Farmacobiologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de
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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron las propiedades antifungicas de tres
diferentes fracciones (metandlica, etandlica y DMSO1%) de frutos, cascara
(pericarpio), pulpa (mesocarpio) y semilla (endocarpio) de aguacate nativo
mexicano (P. americana Mill. Var. drymifolia "Schltdl. & Cham.” S.F. Blake). Cada
muestra fue sometida a nitrogeno liquido y pulverizada en licuadora a alta
velocidad (en frio). La extraccion inicial para los frutos y cada parte de éstos fue
realizada por maceracion metandlica en frio durante 7 dias. A cada uno de ellos,
se adicion6 50 mL de solvente por cada 10 g de muestra pulverizada. Cada uno
de los diferentes extractos fueron evaporados a sequedad para posteriormente
ser fraccionados por disolucién progresiva con los solventes: metanol, etanol y
DMSO1%, adicionando 20 mL de cada solvente. Cada fraccién fue resuspendida
en el solvente correspondiente en concentraciones de 50 mg/mL y fueron
probadas in vitro en contra de Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum y
Fusarium solani por el método de difusion en agar. En cada ensayo se aplicé un
volumen de 100 pL de cada fraccidon en el centro de la caja Petri (4.5 cm de
diametro) sobre el medio de cultivo sélido PDA, en una concentracion de 50
mg/mL. El porcentaje de inhibicion fue medido a los 8 dias del cultivo. Las
fracciones de mayor efecto antifungico fueron la metandlica de semilla y la
etandlica de fruto, con la mayor inhibicién sobre los tres hongos en estudio. Con
la concentracién de 50 mg/mL de la fraccion metandlica se inhibié en un 40% a
C. acutatum, en un 50% a F. solani y en un 70% a B. cinerea. Los porcentajes
de inhibicion con la concentracion de 100 mg/mL de la fraccion etandlica de fruto
fueron de un 40% para F. solani, de un70% para C. acutatum y de un 82% para
B. cinerea. Con el andlisis por cromatografia de gases y espectrometria de
masas (CG/EM), se determinaron los compuestos mayoritarios de ambas
fracciones, encontrando al &cido heptadecanoico como el compuesto mas
abundante de la fraccion metandlica de semilla, seguidos por el &cido
octadecadienoico (acido linoleico), &cido hexadecanoico y el acido
octadecenoico (acido oleico) y a las acetogeninas persina, persenona y
persedieno. En la fraccién etandlica de fruto, también se identificaron los acidos
hexadecanoico, heptadecanoico, octadecadienoico (acido linoleico),
octadecanoico (acido estearico) y tetracosanoico (acido lignocérico), asi como
los triterpenos: escualeno y lupeol. Debido a las propiedades ya reportadas para
este tipo de compuestos, se les considera que participan de manera sinérgica en
contra del crecimiento de B. cinerea, C. acutatum y F. solani.

Palabras clave:Aguacate, antifingicos, hongos fitopatégenos, CG/EM, bioensayo.
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(Perseaamericana Var. drymifolia) against phytophatogenic fungi. BSc Thesis, Facultad de
Quimico Farmacobiologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia,
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ABSTRACT

In this research was evaluated the antifungal properties of three different
fractions (methanol, ethanol and DMSO1%) of fruits, peel (pericarp), pulp
(mesocarp) and seed (endocarp) ofnative Mexican avocado (P. americana Mill.
Var. drymifolia 'Schltdl. & Cham." S.F. Blake). Each sample was subjected to
liquid nitrogen and pulverized in blender at high speed (in the cold). Initial
extraction for fruit and every part of the avocado fruit, was performed by
maceration methanolic under cold for 7 days. Each one of them, added 50 mL of
solvent per 10 g of powdered sample. Each of the different extracts were
evaporated to dryness to subsequently be fractionated by progressive dissolution
with the solvents methanol, ethanol and DMSO1%, adding 20 mL of each
solvent. Each fraction was suspended in corresponding solvent concentrations of
50 mg/mL, and were in vitro probed against Botrytis cinerea, Colletotrichum
acutatum y Fusarium solani by agar diffusion method. In each assays a volume
of 100 uL of each fraction was applied in the center of the Petri dish (4.5 cm in
diameter) on the PDA culture medium solid, at a concentration of 1 mg/mL. The
percentage of inhibition was measured at 8 days of culture. Most antifungal effect
were with the seed methanolic and the fruit ethanolic fractions, with the highest
inhibition on the three fungi in study. With the concentration of 50 mg/mL of seed
methanolic fraction was inhibited 40% C. acutatum, 50% to F. solani and 70% to
B. cinerea. The percentages of inhibition with the concentration of 100 mg/mL of
fruit ethanolic fraction were 40% to F. solani, 70% for C. acutatum and 82% for B.
cinerea. With the analysis by gas chromatography and mass spectrometry
(GC/MS), were determined the majority compounds of both fractions, finding the
heptadecanoic acid as the most abundant compound in seed methanolic fraction,
followed by octadecadienoic acid (linoleic acid), hexadecanoic acid and acid
octadecenoic (oleic acid) and acetogenins persina, persenona and persediene. In
the fruit ethanolic fraction, also identified acids hexadecanoic, heptadecanoico,
octadecadienoic (linoleic acid), octadecanoic (stearic acid) and lignoceric
(lignoceric acid) as well as the triterpenes squalene and lupeol. Because of the
properties already reported for this type of compounds, are considered
participating in a synergistic manner against the growth of B. cinerea, C.
acutatum and F. solani.

Keywords: Avocado, antifungal, phytopathogenic fungi, GC/MS,[ assay![] [



INTRODUCCION

Desde hace mas de 20 afios se ha retomado el uso y aplicacién de los metabolitos
secundarios vegetales como una alternativa en el control de hongos y oomicetos
fitopatdgenos, que por sus caracteristicas, es una medida viable para la regulacion
de poblaciones de microorganismos patdgenos conservando al mismo tiempo la
calidad ambiental. Se ha demostrado la actividad antimicrobiana de muchos de
estos compuestos, los que en su mayoria han sido caracterizados quimicamente
(Jeandet et al., 2002). Es por ello, que extractos vegetales, aceites esenciales o
metabolitos secundarios derivados de éstas, pueden ser utilizados en el control de
enfermedades vegetales, principalmente las causadas por hongos fitopatdgenos
(Fiori et al., 2000). Estos compuestos presentan una serie de ventajas con respecto
a los fungicidas sintéticos, tales como una baja toxicidad, menor residualidad y una
alta selectividad por lo que son candidatos potenciales para su uso como

agroquimicos (Aplablaza et al., 2002; Singh et al., 2004).

En México, uno de los paises con mayor riqueza floristica en el mundo, se han
iniciado algunas investigaciones en donde se han encontrado numerosas especies
de plantas que producen metabolitos antifingicos. Mediante bioensayos in vitro, se
ha demostrado el efecto fungicida de diversos metabolitos vegetales,
comprobandose que éstos inhiben el desarrollo de diversos hongos patdégenos, por
lo cual se propone a estos metabolitos para utilizarse como antifingicos en plantas.
El anetol (Kubo y Himejima, 1991), los isoflavonoides colutequinona y la
colutehidroquinona (Grosvenor y Gray, 1996), la afinina (Molina-Torres et al. 2000;

Ramirez-Chavez et al. 2000), y la azadiractina entre muchos mas compuestos, han
1



sido reportados con propiedades antifiungicas (Amadioha y Uchendu, 2003). Se ha
demostrado que diversos extractos vegetales derivados de plantas medicinales
poseen efecto antifingico contra hongos fitopatdogenos, tal es el caso de los
compuestos de orégano (Origanum vulgare L.), el jengibre (Zingiber officinale
Roscoe) y el maguey morado (Tradescantia spathacea Swartz), que inhiben el
crecimiento tanto in vitro como en campo de hongos como Colletrotrichum
gloeosporioides, C. acutatum y C. lindemuthianum, que causan la enfermedad de la
antracnosis en gran numero de plantas (Bertelli et al., 2003; Nguefack et al., 2004;

Sahin et al., 2004).

Un ejemplo de este conocimiento sobre el uso de plantas como fuente de
antifingicos es el aguacate (Persea americana Miller), ya que con los estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos que se han realizado en diferentes cultivares
comerciales del aguacate, se ha demostrado la presencia de compuestos con
actividad antifingicos en la cascara del fruto y en la semilla. En particular, el
aguacate contiene entre muchos otros compuestos quimicos, fenoles,
carbohidratos, &cidos grasos y aceites esenciales (Napralert, 1990), entre éstos,
algunos metabolitos terpénicos y derivados de acidos grasos son los responsables
del efecto antifungico (Domergue et al., 2000). También, recientemente se han
reportado péptidos antimicrobianos con principal actividad sobre bacterias, como la
defensina PaDef o snakina de aguacate (Guzman-Rodriguez et al., 2013), de la
que se desconoce su efecto antifungico. Con el propdsito de buscar alternativas

organicas en el control de enfermedades que los hongos fitopatégenos ocasionan,



los extractos de aguacate muestran un gran potencial por sus efectos antifingicos,

por lo que es necesario probar dicha actividad.

Las propiedades antifUngicas del aguacate nativo mexicano (Persea americana
Mill. Var. drymifolia) no han sido claramente establecidas, las investigaciones con
esta variedad son pocas y algunas de éstas han sido realizadas en nuestro grupo
de trabajo. Fulgencio-Negrete (2011) reporté solamente un efecto antibacteriano
por los extractos de hoja, tallo y fruto (completo), infiiendo esta actividad a la
acetogenina persina, la que se encontré6 como mayoritaria en los extractos,

obtenidos por maceracion en una mezcla de cloroformo/metanol (2:1).

Es por ello, que en la presente investigacion, con el fin de estudiar las propiedades
antifangicas del aguacate nativo mexicano, se realizaron bioensayos in vitro para
determinar el efecto de diversos tipos de extractos de fruto completo, pulpa
(mesocarpo), semilla (endocarpio) y cascara (pericarpio) contra tres hongos

fitopatdgenos (Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum y Fusarium solani).



.  ANTECEDENTES

Los agentes que causan enfermedades en las plantas se caracterizan por ser
infecciosos (bioticos o vivos) y no infecciosos (abidticos o no vivos). Estos agentes
biéticos incluyen las bacterias, hongos, micoplasmas, nematodos y virus, aunque
los agentes patdogenos mas comunes en las plantas son los hongos. Los hongos
son organismos filamentosos simples, no tienen clorofila y dependen de una planta
hospedera para obtener su alimento. Son méas grandes que las bacterias y se
identifican mas facilmente, algunas de las estructuras que producen se pueden ver
a simple vista y sirven en su identificacion. Los hongos atacan las plantas
hospederas susceptibles a través del movimiento de sus estructuras reproductivas,
como lo son los esclerocios y las esporas. Las esporas se diseminan facilmente por
medios mecénicos y en el viento y el agua. En adicion, los hongos se transfieren
facilmente en las macetas con suelo contaminado y en plantas o partes de estas

que tienen el patégeno.

[1.L1. CONTROL DE ENFERMEDADES FUNGOSAS EN PLANTAS

En México se ha identificado un gran nimero de enfermedades en las plantas
causadas por hongos patdgenos, que con diversa intensidad afectan a los
diferentes cultivos. Entre algunas de las enfermedades mas importantes podemos
mencionar la mancha negra o antracnosis del aguacatero ocasionada por los
hongos Colletotrichum gloesporioides y C. acutatum (Guillén-Andrade et al.,2007),
la antracnosis y la pudricién gris en fresa causadas por Colletotrichum acutatum vy

Botrytis cinerea, respectivamente (Averre et al., 2003) y la fusariosis o0 punta seca
4



del tallo en frijol cuyo causal es Fusarium solani (Navarrete-Maya et al., 2009).
Estos hongos ocasionan estas enfermedades en una gran diversidad de plantas de
valor agricola u horticola como papa, tomate, cucurbitaceas y frutillas (zarzamora,

arandano, frambuesa) entre otras mas.

Durante las Ultimas décadas, ha cambiado el significado de algunos términos
usados en la proteccion de los cultivos. Asi, control es un término amplio que se
aplica a cualquier procedimiento empleado para reducir las poblaciones de plagas
(fitopatdbgenos en nuestro caso) o prevenir sus efectos nocivos. Se ha impulsado un
enfoque mas racional de manejo conocido como Manejo Integrado de Plagas
(MIP). Se trata de un sistema de manejo de plagas que en el contexto de la
conjugacion del ambiente y la dinamica de poblacién de la especie plaga, utiliza
todas las técnicas y métodos méas apropiados para mantener en lo posible, las
poblaciones de plagas a niveles por debajo de aquellos que ocasionan dafio
econémico. ElI MIP tiene bases ecolégicas, depende de gran manera de los
factores naturales de mortalidad y del clima, y busca estrategias de control que
perturben lo menos posible a esos factores. Sin embargo, en el caso de las
enfermedades de las plantas, el MIP debe ser cuidadosamente revisado y
permanentemente ajustado debido a la variabilidad de los fitopatdgenos en la

naturaleza, particularmente los hongos (Achicanoy-Lopez, 2001).

El control de este tipo de enfermedades se realiza mediante control quimico,
control biologico, control cultural y control fisico. El control quimico se realiza

principalmente utilizando plaguicidas sintéticos, denominados fungicidas, los hay



especificos y de amplio espectro, de contacto y sistémicos (se traslocan por el
interior de la planta). También se debe manejar la nutricion del hospedero, la
temperatura, la humedad y el uso seguro de plaguicidas, para tener un control
integrado de las enfermedades(Cortinas et al., 1996). Se estima que si no se
utilizaran los plaguicidas para detener el efecto que los patégenos tienen sobre los
cultivos, habria pérdidas de hasta un 45% en la cosecha total. Aun con el uso
intensivo de fungicidas, las pérdidas en las cosechas a causa de los hongos es un
grave problema en el ambito mundial. De ahi que cualquier metodologia que ayude
en la resolucién de este problema puede tener repercusiones tanto alimenticias
como econdmicas, especialmente si se ayuda también a disminuir las fuertes
cantidades de fungicidas sintéticos aplicados en el campo (Herrera y Carsolio,

1998).

Desde hace 15 afios, existe una creciente preocupacion de la sociedad acerca del
uso de plaguicidas sintéticos. El uso irracional de estos agroquimicos, esto es, el
incremento en la frecuencia y en la dosis de aplicacion, uso de mezclas, deficiente
aplicacion y el uso de quimicos muy persistentes, ha propiciado el surgimiento de
multiples efectos negativos en el ambiente. Como consecuencia de estos disturbios
biol6gicos y ecolégicos se han provocado cambios de un cultivo a otro menos
redituable, ha disminuido la actividad agricola y en algunos casos se ha
abandonado. Ante esta situacion, se considera impostergable el uso de medidas

ecologicas en el combate de plagas (Rodriguez, 2000).



Con el afan de disminuir el uso de este tipo de fungicidas, se han intensificado los
esfuerzos encaminados a identificar agentes de control biolégico potenciales asi
como otras alternativas, ademas de desarrollar los procedimientos de produccion y
aplicacion de esos agentes. Asimismo, aunque es considerada otra rama de control
de plagas, las plantas han sido estudiadas también como un gran potencial de ser

utilizadas como fuente de compuestos biocidas (Duke, 1990).

[1.1.1. Principales hongos causantes de enfermedades en plantas

[1.1.1.1. Botrytis cinerea Pers.:Fr.

El nombre del género Botrytis se deriva del griego por la organizacion de las
esporas en forma de racimos, ya que en griego botrys significa grupos de uvas.
Mientras que el nombre de la especie B. cinerea deriva del latin por uvas como
cenizas; aunque poético, las uvas, decepcionantemente, se refiere al racimo de las
esporas del hongo en los conidiéforos, y las cenizas se refieren al color grisaceo de
las esporas acumuladas. Normalmente se refiere al hongo por el nombre anamorfo
(forma asexual), porque la fase sexual raras veces se observa. El teleomorfo

(forma sexual) es un ascomiceto, Botryotinia fuckeliana (INFOAGRO, 2002).

B. cinerea se caracteriza por las abundantes conidias (esporas asexuales) de
forma oval en el extremo de conidiéforos grises ramificados. El hongo ademas
produce esclerocios altamente resistentes como formas de resistencia en cultivos

viejos. Pasa el invierno en forma de esclerocio o como micelio intacto, ambas


http://es.wikipedia.org/wiki/Conidio
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Esclerocio&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Micelio

formas germinan en primavera para producir conidioforos. Las conidias se
dispersan por el viento y la lluvia y causan nuevas infecciones (Figura 1A) (Phillips

et al., 1994).

B. cinerea dafa el fruto principalmente de vid o de fresa, produciendo un
ablandamiento, y cuando es muy severo se cubre completamente con vello gris
(Figura 1B). Su desarrollo se ve favorecido con la alta humedad y bajas
temperaturas, puede penetrar en el fruto sin necesidad de heridas y durante la
cosecha los frutos sanos pueden ser contaminados con esporas provenientes de
otros infestados. Las flores abiertas son facilmente infectadas debido a la humedad
aprisionada entre sus estructuras y a la exudacion de jugos azucarados en los
estigmas (Figura 1C). También dafa tejidos vegetativos como hojas y tallos,

denominados tizones o pudriciones (Figura 1D) (Pérez et al., 1991).

A

Conidi6foro

£R
3=

Micelio, Esclerocio

Verano

Invierno

Figura 1. A) Ciclo de la enfermedad de Botrytis cinerea, B) Moho gris en frutos,
C) en flores y D) en hojas de fresa (INFOAGRO, 2002).


http://edis.ifas.ufl.edu/EDISImagePage?imageID=1998939727&dlNumber=PP152&tag=FIGURE 1&credits=UF GCREC
http://edis.ifas.ufl.edu/EDISImagePage?imageID=1020323029&dlNumber=PP152&tag=FIGURE 6&credits=UF GCREC

Taxonomia (Fiallos, 2012)

Reino: Fungi

Division: Amastigomycota
Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Botrytis

Especie: Botrytis cinerea

11.1.1.2. Colletotrichum acutatum Simmonds

Presenta colonias densas con micelio aéreo blanco, que se va volviendo gris
rosado con la edad. Las conidias en masas tienen color rosa salmén. Sin
esclerocios, pero con setas en la planta huésped. Sus conidias son aseptadas,
hialinas, cilindricas, fusiformes, ocasionalmente constrefiidas en el centro, de 12. 8
X 4.2 um. Los huéspedes son diversos pero mayormente se asocia con
enfermedades de aguacate, arandano y fresa. Provoca una podredumbre de color
pardo-rojizo en cuello de la raiz, la seccion longitudinal de ésta, muestra una
coloracién negruzca del cértex. Los sintomas también incluyen marchitez de las
flores debido a la infeccion de las mismas y podredumbre de las infrutescencias
verdes y en proceso de maduracion. En las infrutescencias las lesiones redondas
aparecen cubiertas por masas de esporas de color salmén. En hojas, las lesiones

son redondas, de 5 a 10 mm de didmetro, de color marrén claro con bordes rojizo-
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purpura. En condiciones de altas humedades aparece sobre las lesiones unas
masas mucosas de tonalidad rosada que se van oscureciendo progresivamente

(De los Santos y Romero, 1999; Barrau et al., 2001).

El proceso de infeccibn de Colletotrichum spp. inicia con la adhesion de las
esporas, que una vez que germinan, forman el apresorio, el cual se desarrolla y
forma la hifa infectiva que penetra la células vegetal. Después de la penetracion se
forma una red de hifas por debajo de la cuticula en hojas (Perfect et al., 1999)

(Figura 2).

Conidio  Apresoric Hifainfectiva El apresorio y la hifa infectiva permanecen

¢ * quiescentes, generalmente hasta el inicio de
maduracion del fruto. Sin embargo una
Capade cera ﬁ‘ . ;5&__ herida en el fruto puede detener la

Cuticula \f “"“)r"‘/" quiescencia y activar la enfermedad
Célula epidermal ~ ==pe_/L -

Germinan los conidios, se forma un

apresorio v una hifa infectiva que

renclis Dastucs croicula A Mt El hongo colonizalas células del pericarpio y

o
"ﬂ mesocarpo
\l.

Los conidios se dispersan a ™
través del agua '8

Los conidios se producen en un

. <40 acérvulo
El nimero de conidios aumenta
sobre hojas y ramas muertas y

frutes

Figura 2. Ciclo de la enfermedad de Colletotrichum acutatum en aguacate
(Whiley et al., 2002).
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Taxonomia (Villanueva, 2004)

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Phyllachoralaes
Familia: Phyllachoraceae
Género: Colletotrichum
Especie: C. acutatum

[1.1.1.3. Fusarium solani Mart. (Sacc.)

La fusariosis es una enfermedad causada por el hongo Fusarium solani que
produce dafios directos en el cuello del tallo y en el sistema radical de las plantas.
En la base del tallo, a nivel del suelo, se producen pudriciones secas que mas tarde
invaden a las raices, los tejidos se tornan rojizos y se oscurecen paulatinamente
hasta necrosar. F. solani puede causar importantes mermas en los rendimientos,
afectando al sistema radicular y vascular de las plantas. F. solani se encuentra
universalmente en el suelo y es polifago, causando pudricion de la planta, raiz y
tallo en muchisimas especies de plantas (pertenecientes a 65 familias botanicas)

(Martinez-Gonzalez et al., 2006).

No obstante, es preciso evidenciar que dentro de esta especie, existen “formas

especiales”, cada una de las cuales afecta solo a un numero limitado de especies
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pertenecientes a una (0 a pocas) familia botanica. Por ejemplo, F. solani f.sp. pisi
afecta al chicharo, F. solani f.sp. fabae a Vicia spp (habas), F. solani f.sp. phaseoli
al frijol y F. solani f.sp. cucurbitae a las cucurbitaceas, aunque se conocen casos de
infeccion cruzada con otras especies, especialmente entre especies pertenecientes
a la misma familia. F. solani permanece en el suelo creciendo de forma saprofitica
sobre los residuos de plantas hospedantes; en la zona radicular de plantas
susceptibles el hongo puede desarrollarse de forma sapréfita, antes de invadir las
raices; la diseminacion de las esporas y del micelio ocurre por el traslado de
residuos infectados y al arrastre por el agua; las condiciones favorables para el
desarrollo de la enfermedad pueden variar con el cultivo (Martinez-Gonzalez et al.,

2006).

Taxonomia (EcuRed, 2015)

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium solani W.C. Snyder & H.N. Hansen

Ademas de conidios (macro y microconidios) en el suelo, el hongo produce esporas
(clamidosporas) que le permiten superar condiciones adversas; la germinacion de

las clamidosporas es estimulada por los exudados producidos por las raices de
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numerosas plantas, incluso de especies no hospedantes; la persistencia de este

patégeno en el suelo es muy larga y puede durar varios afios, por lo que una vez

gue se ha establecido en el suelo se hace necesario adoptar rotaciones muy largas

(5-6 afnos) (Martinez-Gonzalez et al., 2006) (Figura 3).

CICL.0 DE LA ENFERMEDAD

Estadios de desamllo
det RY a Ro:
colonizacion profunda Defoliacidn y caida

Estattios de
desarrolio del V1 &
V6! colonlzacion

radical {corticall £

Clorosis y
lafoccién necrosis foliar
radical
temprana de Cafl—
la pldrbuta ProGuCEIon de toxings 61 e
\ las raloes, translocationa .=
‘\ la pane aérea. ~
Decoloracion de ia raiz principal con
Diferentas masas de esporas en la superficie
tipos de Clamidospora Macel
esporas en el
swlo Esporulacién de
3 macrocanidios en
_ la superticie
/ radical
Macraconidio

Figura 3. Ciclo de la enfermedad de Fusarium solani en plantas de soya

(Westphal et al., 2008).
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1.2.  ANTIFUNGICOS DE ORIGEN VEGETAL

Diversos estudios realizados sugieren que la propiedad antifangica de los
metabolitos secundarios producidos por las plantas, es un fenémeno muy frecuente
y la diversidad de hongos fitopatégenos ha generado también diversidad de
respuestas al interactuar con los vegetales. A partir de informacion recabada se ha
calculado que existen alrededor de 50 familias de plantas en las que se han
encontrado especies con caracteristicas antifungicas destacando la familia
Asteraceae, Fabaceae y Brassicaceae (Bowers y Locke, 1999). Las plantas estan
compuestas de un gran numero de metabolitos secundarios, algunos autores
mencionan que pueden llegar a existir mas de 100000 metabolitos secundarios
involucrados en la defensa de todas las especies de plantas y de los cuales solo se

conoce el 10% (Mazid et al., 2011).

Son varios los tipos de compuestos secundarios que tienen propiedades
antifangicas, entre ellos: terpenos, fenoles, flavonoides, alcaloides, taninos, entre
otros mas. De éstos, se han identificado diversos metabolitos antifungicos, aunque

los del grupo terpénico o fenoles, mayormente han sido estudiados.

Entre los de origen fendlico esta el timol y algunos taninos del tomillo (Thymus
vulgaris), taninos de bardana (Arctium lappa), cumarinas de comino (Carum carvi),
taninos de cascara sagrada (Rhamnus purshiana) y el resveratrol de la uva (Van
Baarlen et al., 2004; Giovinazzo et al.,, 2012). Los aceites esenciales de plantas

aromaticas como albahaca (Ocimum basilicum), del laurel (Laurus nobilis), del
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clavo (Syzygium aromaticum), de la menta (Mentha piperita), de la ajedrea
(Satureja montana) y del tomillo (Thymus vulgaris), presentan actividad sobre

hongos (Montes, 1996; Murphy, 1999).

La presencia de algunos compuestos nitrogenados y alcaloides con actividad
antifangica como la piperina dela pimienta negra (Piper nigrum), la colchicina del
lirio glorioso (Gloriosa superba), la berberina del sello de oro (Hydrastis
canadensis), la serpentina de raices de Rauvolfia serpentina, la reserpina de
vincapervinca (Vinca minor), la mescalina del peyote (Lophophora williamsii), el
opio de la amapola (Papaver somniferum) y la alicina del ajo (Allium sativum),

presentan actividad antifangica de amplio espectro (Montes, 1996; Murphy, 1999).

El uso de extractos vegetales como alternativa de control biolégico de hongos
patégenos de plantas se ha comprobado por diversas investigaciones. Hernandez
et al. (2007) reportan la eficacia de diversos extractos vegetales para el control de
hongos fitopatdgenos: Extractos de ajo (Allium sativum), acuyo (Piper auritum),
guayaba (Psidium guajava) y eucalipto blanco (Eucalyptus globulus), inhibieron el
crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides en 54.3, 48.8, 47.7 y 39%
respectivamente; el guamduchil (Pithecellobium dulce) redujo el desarrollo de
Alternaria spp., Fusarium spp., Pestalotia spp. y Rhizopus spp.; en el caso de B.
cinerea, la inhibicién se presentd entre un 50 y 78%. Asi mismo, extractos crudos
de Allium y Capsicum afectaron la germinacion de esporas de B. cinerea mientras

que los extractos de nogal negro (Juglans nigra), liquidambar (Liquidambar
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styraciflua), Matricaria spp., durazno (Prunus persica), peral (Pyrus communis) y

tejo inglés (Taxus canadensis) inhibieron su germinacion entre 90 y 99%.

Wilson et al. (1997), realizaron una rapida evaluacion de diferentes extractos de
especies de plantas como chile (Capsicum annuum, C. chinense y C. frutescens),
ajo (Allium ampeloprasum, A. ramosum Yy A. sativum), presentando actividad
antifingica en B. cinerea, inhibiendo la germinacioén de esporas en 48 h en una
dilucion del 10% del extracto crudo. Bautista-Bafioset al. (2000), evaluaron la
actividad antifangica de diversos extractos foliares de planta de Annona muricata,
Iris spuria, Chrysophyllum cainito, Pithecellobium dulce y Psidium guajava, los
cuales inhiben el crecimiento de Fusarium; extractos foliares de Crataegus
mexicana, lIris spuria y Pithecellobium dulce redujeron el crecimiento de

Pestalotiospsis en un 50%.

La especificidad de los extractos hacia ciertos patdégenos es muy interesante,
ademas de que algunos de los extractos mencionados, presentan mayor actividad
en cierta etapa de desarrollo de la planta. Por lo que adn es necesario seguir
realizando investigaciones a partir de extractos de plantas que presenten actividad
antimicrobiana hacia patdégenos de interés econémico en la agricultura, ya que la
mayoria de los extractos analizados son probados in vitro y solo pocos estudios se

evalla su efecto en el control de enfermedades en plantas y en postcosecha.

Dado el evidente potencial de algunos extractos vegetales para inhibir el

crecimiento de ciertos fitopatdégenos, surge el interés en este trabajo de explorar el
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potencial de extractos derivados de los frutos de aguacate nativo mexicano (Persea
americana Mill. Var. drymifolia) para controlar el desarrollo de diversos hongos

fitopatégenos.

[1.3. AGUACATE (Persea americana Miller)

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a la familia Lauraceae y es
considerado como uno de los cultivos mas importantes para México, puesto que
nuestro pais es el principal productor a nivel mundial (FAOSTAT, 2005) lo que
permite una entrada importante de divisas por la exportacion de su fruto. Por otro
lado, México forma parte del centro de origen de la especie, por lo que alberga una
amplia diversidad genética, sobre todo de variedades nativas entre las mas
importantes esta la variedad Mexicana (aguacate “criollo Mexicano”, P. americana
Mill. Var. drymifolia) por su uso como portainjerto del cultivar Hass y por su alto

potencial como planta medicinal (Sanchez-Pérez, 2001; Bello-Gonzéalez, 2006).

[1.3.1. Etnobotanica y farmacologia de aguacate

Hernandez (1570-1577; Obras completas, tomo |, cap.Clll ed. 1959) indica el
nombre azteca del aguacate Ahuacacuahuitl (“arbol de los testiculos”) y sefala
algunos de sus usos medicinales durante la época prehispanica: las hojas
empleadas en bafios como tonico corporeo y el aceite del hueso contra el

salpullido, la disenteria y como cicatrizante de llagas (Alfaro, 1984).
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El banco de datos del IMEPLAN en 1990 (citado por Ortiz de Montellano, 1993)
enlista las siguientes propiedades terapéuticas populares de la especie en el pais:
afrodisiaco, contra abscesos, aftas, anginas, anticatarral, antidiarreico,
antidisentérico, antineuralgico, contra la sarna, el paludismo y los empeines, como
antiparasitario, antitumoral, antirreumatico, aperitivo, astringente, catértico,
cicatrizante y regenerativo de llagas y heridas, emenagogo, eupéptico,
hemostatico, pectoral y expectorante, carminativo, contra contusiones, dermatosis,
enfermedades exanteméticas, sordera, tifia, como tonico capilar y para aumentar
la secrecion espermatica. En diferentes investigaciones se ha comprobado que
diversas partes de la planta de aguacate tienen propiedades antimicrobianas
(Lozoya, 1994), en archivos del IMSS se enlistan las siguientes propiedades

medicinales de esta especie (Alfaro, 1984):

Hojas.- Tomadas en infusion como vermifugo intestinal (nahuas de Puebla),
tomadas en decoccion contra la diarrea (Quimixtlan, Puebla); tomadas en infusion
contra los dolores de estbmago (mixes de Oaxaca y en Ixcacautitla, Veracruz);
tomadas en infusion y frotadas en el cuerpo contra célicos, parasitos intestinales y
reumatismos (Culiacan y El Dorado, Sinaloa); hervidas en agua y aplicadas en
bafios de temazcal como desinfectante de la mujer después del parto (Xoloxtoc,
Morelos); tomadas en decoccion contra los dolores de muelas y odontalgico (Jesus

del Monte, Michoacan).

Semillas.- Molidas y aplicadas con aceite como antiinflamatorio sobre fracturas y

moretones (otomies del Estado de México); se muele en agua y se aplica en todo
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el cuerpo contra el “susto” (nahuas de Puebla); también se raspa y se macera en
agua, tomandose como vermifugo intestinal (Tenampilco, Puebla).
Ramas.- Hervidas en agua y aplicadas en bafios para desinfectar la matriz

después del parto (Guerrero).

Céscara del fruto.- Macerada en agua y tomada como vermifugo intestinal

(Misantla, Veracruz).

[1.3.2. Metabolitos secundarios de aguacate biolégicamente activos

Se han aislado varios metabolitos secundarios biol6gicamente activos de aguacate,
aunque los reportes generalmente se refieren a variedades o cultivares comerciales
como el “Hass” (P. americana Mill.) o variedades como la Guatemalteca (P.
americana Var. guatemalensis). Las propiedades antifingicas han sido atribuidas a
diferentes compuestos: Cuatro compuestos aislados de la cascara de frutos
inmaduros de aguacate identificados como: 1,2,4-trihidroxiheptadeca-16-ino, 1,2,4-
trinidroxiheptadeca-16-eno, y 1-acetoxi-2-4-dihidroxi-16-ino, (este dltimo ya se
habia detectado previamente en semillas de aguacate) y el mas potente 1-acetoxi-
2-hidroxi-4-oxo-heneicosa-12,15-dieno, poseen notable actividad contra el hongo

Colletotrichum gloeosporioides (Domergue et al., 2000).

[1.3.3. Aguacate nativo mexicano (P. americana Mill. Var. drymifolia)

La variedad mexicana de aguacate es de origen, cultivo y distribucion del centro y

sur de México (P. americana Mill. Var. drymifolia “Schlitdl. & Cham.” S.F. Blake), de
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manera comun se le conoce como aguacate criollo Mexicano, el aguacate nativo de
México. Esta planta se caracteriza por ser un arbol perennifolio extremadamente
vigoroso (tronco potente con ramificaciones vigorosas), pudiendo alcanzar hasta
30m de altura. Su sistema radical es bastante superficial. Hojas alternas,
pedunculadas, muy brillantes; con flores perfectas en racimos subterminales; sin
embargo, cada flor abre en dos momentos distintos y separados, es decir los
organos femeninos y masculinos son funcionales en diferentes tiempos, lo que
evita la autofecundacion. Por esta razon, las variedades se clasifican con base en
el comportamiento de la inflorescencia en dos tipos A y B (protandrica y protoginia),
en ambos tipos, las flores abren primero como femeninas, cierran por un periodo
fijo y luego abren como masculinas en su segunda apertura. Su fruto es una baya
de forma periforme, ovoide, globular o eliptica alargada. Su color varia del violeta al
negro, son de mas de 5 cm de longitud, con sabor a anis, la cascara es delgada,
lisa y suave; las hojas en su mayoria son membranosas, presentan venas laterales
divergiendo por lo general menos de 40 grados, son de color verde oscuro; tanto
las hojas como la corteza del tallo tienen esencia a anis, los &pices de las ramillas
muestran pubescencia subaracnoidal; la lamina foliar usualmente contiene

secreciones cerosas granulosas en la superficie del envés (Bergh, 1992).

Su fruto es una baya de forma periforme, ovoide, globular o eliptica alargada. Su
color varia del violeta al negro, son de mas de 5 cm de longitud, con sabor a anis,
la cascara es delgada, lisa y suave (Figura 4). La semilla representa 2/3 del tamafio
del fruto, es Unica, puede ser ovoide, redonda o cénica, de 5 a 6.4 centimetros de

largo, dura y pesada, de color marfil rosado, envuelta en dos capas como papeles
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de color café, frecuentemente adheridas a la cavidad pulposa (Figura 4) (Bergh,

1992).

La semilla contiene un fluido lechoso con el olor y gusto de almendra. A causa de
su contenido de taninos, se vuelve rojo cuando se expone al sol, proveyendo un
rojo indeleble, tinta marrbn o negra que fue usada para escribir muchos
documentos en los dias de la Conquista Espafiola, estos archivos se conservan
ahora en Popayan. La tinta también se usaba para marcar algodén y lienzos

textiles(Alfaro y Evangelista, 1995).

,hh\\~

MESOCARPIO

Figura4. Frutos de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. Var.
drymifolia), se sefiala la cascara (pericarpio), pulpa (mesocarpio) y
semilla (endocarpio) (Imagen: LabBiotecVeg/UMSNH).
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En Guatemala, la corteza se hierve con tinturas para extraer el color (Alfaro y
Evangelista, 1995). Se ha reportado el uso de esta planta y sus productos como
terapéuticos, artesanal e insecticida y fungicida, por lo cual diversas
investigaciones se han realizado cubriendo aspectos etnobotanicos, fitoquimicos y

farmacoldgicos.
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Il JUSTIFICACION

Con base en las evidencias de las propiedades antifungicas atribuidas a diferentes
partes de la planta de aguacate, pero en especifico a la de los frutos, el aguacate
puede considerarse una fuente potencial de metabolitos antifingicos. En México,
principalmente en la region aguacatera del Edo. de Michoacan, se cuenta con
diversas accesiones o individuos de aguacate nativo mexicano por lo que resulta
importante evaluar la actividad en contra de hongos fitopatdgenos, de extractos de
frutos completos o partes de éste, con el fin de generar conocimiento acerca de
que parte posee la mayor parte antifingica y sefalar los posibles metabolitos con

mayor actividad.
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IV. HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios de extractos del fruto de aguacate nativo mexicano
(Persea americana Var. drymifolia) poseen propiedades antifungicas sobre hongos

fitopatdégenos.
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V. OBJETIVOS

V.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antifUngico de extractos del fruto del aguacate nativo
mexicano (Persea americana Var. drymifolia) y las partes de éstos sobre hongos

fitopatogenos.

V.1.1. Objetivos especificos

1) Realizar extraccion por maceracion en metanol de fruto, semilla, pulpa y
cascara de aguacate nativo mexicano y obtener fracciones por

disolucion en metanol, etanol y DMSO.

2) Determinar el efecto antifungico de las diferentes fracciones de los
extractos de aguacate nativo mexicano en bioensayos in vitro sobre

tres hongos fitopatdégenos.

3) Seleccionar la fraccién activa del extracto con mayor actividad antifiingica

en bioensayos in vitro sobre tres hongos fitopatégenos.

4) Obtener la concentracién minima inhibitoria (MIC) de la fraccion activa y del

extracto con mayor efecto antimicrobiano.

5) ldentificar los compuestos mayoritarios de la fraccion mas activa mediante

un perfil cromatografico.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. MATERIAL BIOLOGICO

Frutos de aguacate: Las plantas fuente de los frutos de aguacate nativo mexicano
pertenecen a huertos de Tingambato, Michoacan. La colecta de los frutos se realizé
en el mes de junio de 2014 y fueron congelados a -20°C hasta la obtencion de
extractos. De éstos se obtuvo el pericarpio (cascara), el mesocarpio (pulpa) y el

endocarpio (semilla), de los que se obtuvieron los extractos.

Hongos: Los hongos (Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum y Fusarium solani)
fueron obtenidos del cepario del Lab. de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH. Cada una de las cepas fungicas
fueron cultivadas en Agar PDA (Papa-Dextrosa-Agar) a un pH de 5.05 (x 0.05),
para posteriormente incubarlas de acuerdo a los requerimientos de temperatura
para su crecimiento. La cepa de B. cinerea fue incubada a temperatura ambiente
(20 a 25 °C), mientras que las cepas de C. acutatum y F. solani, se cultivaron a
28°C; se empleo el método de siembra sucesiva por micelio en cajas de Petri, cada

15 dias.

VI.2. MEDIO DE CULTIVO

Bajo toda la experimentacion fue utilizado el medio PDA, que fue preparado en
base al medio de cultivo deshidratado (Agar-Dextrosa-Papa) de acuerdo con las

especificaciones del fabricante (Bioxon®) (39g por cada litro de agua), ajustando el
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pH a 5.05 (+ 0.05), mediante la adicion acido clorhidrico al 1 N (solucién &cida) y/o

tras agregar hidroxido de sodio al 1N (solucion basica) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Medio de cultivo Papa-dextrosa-agar comercial (Bioxon®).

Formulacion (g/L de agua)

Infusion de papa 4.0

Dextrosa 20.0

Agar bacterioldgico 15.0
pH 5.6 + 0.2

VI.3. METODOS DE EXTRACCION

Frutos completos, cascara, pulpa y semilla de aguacate nativo mexicano fueron
pulverizados, sometiéndolos a nitrégeno liquido y posterior molienda en licuadora a
alta velocidad (en frio). La extraccion inicial para los frutos y cada parte de éstos,
fue realizada por maceracién metandlica en frio durante 7 dias, contenidos cada
macerado en un frasco distinto. Cada frasco fue cerrado herméticamente y
almacenado a temperatura de refrigeracion (de 2 a 4°C), en ausencia de luz para
evitar posibles reacciones que originen la degradacion de sus compuestos. A cada

uno de ellos, se adicion6 50 mL de solvente por cada 10 g de muestra pulverizada.
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VI1.3.1.0btencién de fracciones

Cada uno de los diferentes extractos, posteriormente fueron fraccionados por

disolucién progresiva con los solventes metanol, etanol y DMSO1%, de la siguiente

manera:

a)

b)

d)

Cada extracto se filtré a través de papel filtro W.1.

El extracto se llevo a evaporacion, con remocién al vacio en un rotavapor
(60°C) a sequedad, obteniendo los extractos en el matraz de evaporacion.
Se realiz6 un fraccionamiento del extracto, adicionando diferentes solventes
en orden de polaridad. Primeramente se adicioné un volumen de 20 mL de
metanol y los compuestos solubles fueron removidos del matraz de
evaporacion, considerando éste como la fraccion metandlica (FMeOH); al
mismo matraz de evaporacién de cada extracto, se le adicion6 20 mL de
etanol, consiguiendo la fraccién etandlica (FEtOH); finalmente, los residuos
que permanecieron en el matraz de evaporacion, fueron disueltos en una
solucion de dimetilsulfoxido 1% (FDMSO1%), con el fin de disolver
metabolitos menos polares.

Cada fraccion de los diferentes extractos fueron de nuevo llevadas a
evaporacion al vacio en rotavapor para lograr extractos o fracciones mas

concentradas. La evaporacion de las fracciones metandlicas y etandlicas fue

a 50°C, mientras que la del DMSO1%, se realizé a 70°C.

Cada fraccion fue resuspendida en el solvente correspondiente en
concentraciones de 50 mg/mL.
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f) Cada fraccién de los frutos y diferentes partes de éste, se mantuvieron en

refrigeracion hasta su uso en los bioensayos.

VI.4. ENSAYOS BIOLOGICOS

VI.4.1. Bioensayos antifungicos

Lo ensayos se realizaron mediante la técnica de difusion en placa, con cada uno de
los extractos fraccionados, para los tres hongos en estudio (B. cinerea, C. acutatum
y F. solani). Con este ensayo se determiné el efecto antifungico, llevandose a cabo
con la aplicacion de 100 pL de cada fraccion en el centro de la caja Petri (4.5 cm de

diametro) sobre el medio de cultivo solido PDA, en una concentracion de 50mg/mL.

Previa a la siembra de los respectivos hongos, cada solvente se permitié evaporar
o difundirse en el medio de cultivo, para posteriormente sembrar un segmento

circular de micelio (5 mm de diametro), cortado con tubo de vidrio estéril.

Ademas de los extractos fraccionados, fueron ensayados el efecto del fungicida
comercial sintético, Tecto 60® (Tiabendazol) a una concentraciéon de 100 mg/mL,
considerado el control positivo. Los controles negativos fueron aquellos en que se
aplicaron 100 pL de los solventes vehiculo segun la fraccion: metanol, etanol y

DMSO1%.
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Una vez inoculadas las cajas Petri, fueron incubadas de acuerdo a los

requerimientos de cada hongo, 20-25°C para B. cinerea y 28°C para C. acutatum y

F. solani, durante 8 dias. Se invirtieron las placas al ser incubadas para evitar
alteracion en el crecimiento de los hongos a consecuencia de la humedad

existente. Cada experimento de realizé con una n=3, por duplicado.

A los 8 dias de cultivo, se determiné el crecimiento del micelio sobre el extracto en
placa, tiempo de maximo de crecimiento del hongo en medio PDA en cajas Petri de
4.5 cm de diametro. Estos valores se presentan en porcentaje (%), tomando como
control el crecimiento de B. cinerea o de los otros dos hongos, sobre el solvente de
dilucién de los extractos, con un 100% de crecimiento de micelio, correspondiente a

0% de inhibicion.

V1.4.2. Determinaciéon de la MIC

La determinacién de concentracion minima inhibitoria (MIC) fue determinada en los
extractos con mayor actividad antifingica, ésta se obtuvo probando el efecto con la
aplicacion de diferentes concentraciones (1, 10, 50 y 100 mg/mL), en bioensayos

de difusién en placa sobre los tres hongos en estudio.

Mediante la difusion en placa se obtuvo la MIC, sobre una placa con medio de
cultivo (agar PDA) aplicando100 pL de cada extracto en las concentraciones antes
mencionadas, permitiendo la evaporacion de solventes del medio de cultivo, para
posteriormente sembrar un segmento de micelio en el centro de la zona de
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aplicacibn de cada extracto. También fueron utilizados los solventes

correspondientes de cada fraccion como tratamientos control negativo.

Realizados los ensayos, las placas inoculadas fueron incubadas de acuerdo a los
requerimientos de temperatura para su crecimiento, las cepas de Botrytis cinerea
se incubaron a una temperatura ambiente (20 a 25 °C),mientras que las cepas de
Colletotrichum acutatum y Fusarium solani a una temperatura de 28°C, durante 8

dias.

VI.5. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS DE LA FRACCION CON MAYOR
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
La identificacion fue realizada por cromatografia de gases y espectrometria de

masas.

VI.5.1.Cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG/EM)

La identificacién de los compuestos presentes en la fraccion mas activa del extracto
de aguacate, se realiz6 en un cromatografo de gases (Agilent 6850 series II;
Agilent, Foster City, Ca. U.S.A.) con detector de masas 5973 (Agilent
Technologies), utilizando la columna HP-5MS, con una longitud de 30 metros y un
diametro interno de 250 um con 0.25 um de film. El gas acarreador fue helio ultra
puro en flujo constante de 1 mL/min. El volumen de inyeccion de la muestra fue 1
UL, tipo Split a una temperatura del inyector de 270°C, la temperatura del detector

fue de 300°C. Las condiciones de operacion del horno fueron las siguientes: la
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temperatura inicial fue de 150°C por 3 min, con un incremento gradual de 5°C por
minuto hasta 278°C mantenida por 12 minutos (tiempo total de 40.6 minutos) y una
post-corrida a 300°C por 3 minutos. La identificacién de los compuestos se llevé a
cabo por comparacién de su espectro de masas y el tiempo de retencion, de
acuerdo a la base de datos espectrales NIST/EPA/NIH, “Chem Station” (Agilent

Technologies) (Baez-Magafa, 2014).
VI.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando la
prueba de diferenciacion de medias de TUKEY (0.05), analizando una n=6. Para
realizar la prueba de ANOVA, los datos de los experimentos se transformaron con
la férmula siguiente (Steel y Torrie, 1980), donde X es el valor en porcentaje a

transformar:

/ X+05
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion, el principal objetivo fue determinar el efecto
antifingico de los extractos de fruto completo, cascara, pulpa y semilla de aguacate
nativo mexicano (P. americana Mill. Var. drymifolia), especificamente contra tres
hongos fitopatdgenos de fresa (B. cinerea, C. acutatum y F. solani), considerados
como algunos de los hongos mas importantes como patdégenos de plantas de alto

valor agronomico.

Lo anterior fue basado en la necesidad de obtener y usar nuevos fungicidas,
alternativos a los existentes, debido a la resistencia bioldgica hacia los quimicos
sintéticos y a los efectos secundarios, provocados por su uso irracional (Russell y

McDonnell, 2000).

La busqueda incesante de nuevas moléculas con caracteristicas especificas no
toxicas y altamente efectivas para controlar plagas y enfermedades en plantas de
valor agricola, son temas de investigacion recurrente, con impacto cientifico

econdémico y social sin discusién (Molina-Torres et al., 2000; Giordani et al., 2001).

Dentro de las alternativas para esta busqueda, los frutos de aguacate fueron
considerados como una potencial fuente de metabolitos secundarios con
propiedades antifungicas, debido a los reportes encontrados al respecto
(Domergue et al., 2000). Debido a esto, los frutos completos y sus diferentes partes

fueron seleccionados para realizar el presente estudio con el propdsito de

33



determinar que parte del fruto contiene los metabolitos mayormente con

propiedades antifungicas.

VII.1. EFECTQ ANTIFUNGICO DE LAS FRACCIONES DE EXTRACTO
METANOLICO DE AGUACATE NATIVO MEXICANO

A los 8 dias de los bioensayos de inhibicion de las fracciones (FMeOH, FEtOH y

FDMSO1%) de los extractos metandlicos de fruto, cascara, pulpa y semilla de

aguacate nativo mexicano a una concentraciéon de 50 mg/mL, sobre B. cinerea, C.

acutatum y F. solani, se obtuvieron los porcentajes de inhibicion para determinar el

efecto antifungico. El efecto inhibitorio fue dependiente de la fraccion, pero también

del comportamiento del crecimiento de cada hongo en estudio.

Aungue con ninguna de las fracciones se logré un 100% de inhibicion, el mayor
efecto inhibitorio sobre C. acutatum se observé con la fraccion metandlica de
semilla, con un porcentaje de inhibicion del 40%, sin embargo una alta inhibicion
fue mostrada por las fracciones etandlicas de pulpa, semilla, cascara y fruto con
porcentajes de 18, 32, 28 y 42%, siendo ésta Ultima la de mayor efecto antifungico
de la fraccién etandlica. Porcentajes menores de inhibicién fueron ejercidos por las
demas fracciones metandlicas y las de DMSO 1% de cada una de las partes del

fruto de aguacate (Figura 5).

Para F. solani, la mayor diferencia significativa fue obtenida con el fungicida
comercial (Tecto60), seguidos por los valores de la fraccibn metandlica de semilla y

la fraccion etanodlica de fruto.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de fracciones (100uL de 50 mg/mL) de
mesocarpio (pulpa), endocarpio (semilla), pericarpio (cascara) y fruto
de aguacate nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia), a los 8
dias de cultivo de C. acutatum. Letras diferentes indican diferencia
significativa (n=3, p<0.05).

Los resultados observados sobre el efecto inhibitorio de las fracciones de aguacate

nativo mexicano sobre F. solani, también fueron mayormente por las fracciones

tanto metanolicas como etandlicas, principalmente de semilla con un 50 y 40%,

respectivamente; y por las de fruto con 30 y 45%, respectivamente. Las fracciones

disueltas con DMSO1% no tuvieron efecto antifungico y el fungicida comercial

inhibié en un 90% a este hongo. Las fracciones con mayor efecto antifingico,
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fraccion metandlica de semilla y fraccion etandlica de fruto no mostraron diferencias

significativas entre ellas, pero si con las demas fracciones (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de fracciones (100uL de 50 mg/mL) de
mesocarpio (pulpa), endocarpio (semilla), pericarpio (cascara) y fruto
de aguacate nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia), a los 8
dias de cultivo de F. solani. Letras diferentes indican diferencia
significativa (n=3, p<0.05).

El efecto inhibitorio de las fracciones de aguacate nativo mexicano sobre el

crecimiento de B. cinerea, también fue mayor con el extracto metandlico,

alcanzando el mayor porcentaje de inhibicion con la fraccion de semilla, con un

70%, seguidos por la fraccion etandlica de fruto con un 64% de inhibicion. Estos

valores no mostraron diferencias significativas entre ellas, pero si con todas los
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demas fracciones. De manera similar al efecto en F. solani, las fracciones de
DMSO01% no tuvieron efecto inhibitorio. El Tecto60 mostré un 100% de inhibicion

del crecimiento de micelio (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de fracciones (100uL de 50 mg/mL) de
mesocarpio (pulpa), endocarpio (semilla), pericarpio (cascara) y fruto
de aguacate nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia), a los 8
dias de cultivo de B. cinerea. Letras diferentes indican diferencia
significativa (n=3, p<0.05).

En la figura 8 se muestran imagenes sobre el efecto de las fracciones mas activas

del extracto metandlico de aguacate nativo mexicano, sobre los tres hongos bajo
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estudio. En ésta puede notarse el mayor efecto inhibitorio ejercido por las
fracciones metanodlicas de semilla y fracciones etanodlicas de fruto sobre C.

acutatum (Figura 8A), sobre F. solani (Figura 8B) y sobre B. cinerea (Figura 8C).

A) C. acutatum

7 7
FEtOH/Fruto TECTO60

Metanof/ FMeOHI/Semilla Etanol” | it TECTO60
C) B. cinerea

2

a4 . d
Metanol eOQHISem Etanol FEtOH/Fruto TECTO6

Figura 8. Bioensayos in vitro con el método de difusién en placa con 100 uL de
las fracciones con mayor efecto inhibitorio (50 mg/mL) sobre C.
acutatum (A), F. solani (B) y B. cinerea (C), a los 8 dias de cultivo.

Los resultados en esta primera etapa de determinacion del efecto antifungico de las
diferentes fracciones del extracto metandlico de pulpa, semilla, cascara y fruto de
aguacate nativo mexicano, indican que la fraccion metandlica de semilla y la
etandlica de fruto, son las que mayor inhibicion presentaron a una concentracion de

50 mg/mL sobre los tres hongos en estudio.
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El efecto antifiingico con las fracciones antes mencionadas, como se observa en
las figuras, no alcanzé en ningun caso el 100% de inhibicion, debido a la
concentracion con la que se realizaron los bioensayos (50 mg/mL). En diversas
investigaciones, un 100% de inhibicion se ha obtenido con valores por arriba de 1
mg/mL de aceite esencial o de ciertos extractos vegetales, dependiendo del

contenido de éstos (Momin y Nair, 2001).

Aungue algunos aceites esenciales derivados de plantas aromaticas son efectivos
antifiingicos a concentraciones iguales o menores a 1 mg/mL, como los de Tagetes
lucida (Fulgencio-Negrete, 2013) o los del neem (Azadirachta indica) (Govindachari
et al., 1996), muchos extractos muestran efectividad a mayores concentraciones.
Tal es el caso del extracto metandlico de Cowania plicata, sobre los hongos
fitopatdgenos Fusarium oxysporum y Colletotrichum coccodes, donde fue necesaria
una concentracion de hasta 16 mg/mL para inhibir en un 90% a C. coccodes y 28
mg/mL para F. oxysporum(Contreras-Arredondo et al., 2011). Asimismo, un
extracto metandlico de Larrea tridentata fue capaz de inhibir en un 100% a

Alternaria solani con una concentracion de 8 mg/mL (Lira-Saldivar et al., 2002).

La actividad antifingica de aguacate (P. americana Mill.) ha sido reportada pero
hacia el hongo fitopatdogeno causal de la antracnosis en aguacate (Colletotrichum
gloesporioides). Los estudios se han realizado con diferentes tipos de extractos,
utilizando hojas, frutos, cascara de frutos y semillas, principalmente de aguacate
cultivar Hass (Adikaram et al., 1992; Prusky et al., 1991). Otros estudios indican el

efecto antifungico de frutos y semillas de aguacate contra los hongos C. albicans,
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Aspergillus glaucus y Penicillum notatum (Neeman et al., 1970; Carman y Handley,
1999). Es importante resaltar que todos estos trabajos se han realizado con
aguacate cultivar Hass o no se especifica la variedad en muchos de los trabajos
reportados. Giffoni-Leite et al. (2009) sefialan que los compuestos borbonol y

persina son los responsables de dicho efecto antifingico.

De las pocas investigaciones sobre la actividad antifungica de extractos de
aguacate nativo mexicano, se ha reportado que un extracto cloroformo-metandlico
derivado de tallo y fruto, inhiben el crecimiento de hongos como Candida albicans y
Tricophyton rubrum, pero a porcentajes menores del 40% (Fulgencio-Negrete,
2010). El efecto inhibitorio de las fracciones del extracto metandlico de semilla o
fruto de aguacate nativo mexicano, sobre hongos fitopatégenos, es el primer

reporte que demuestra sus propiedades antifungicas.

Con nuestros resultados se demuestra que el efecto antifingico sobre los tres
hongos utilizados en los ensayos, depende de la parte del fruto y del tipo de
metabolitos presentes con esta actividad. Mayormente los metabolitos con menor
polaridad, disueltos en metanol (con un valor de 33 de constante dieléctrica)
derivados de semilla, mostraron un efecto inhibitorio del crecimiento micelial de los
tres hongos en estudio (C. acutatum, F. solani y B. cinerea); lo mismo ocurrié pero
con la fraccion etandlica derivada de frutos de aguacate nativo mexicano, en la
cual estan presentes metabolitos con polaridad intermedia debido a su constante

dieléctrica (24) (Figuras 5,6y 7).
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Aunque los porcentajes del efecto inhibitorio de las fracciones evaluadas mas
activas de aguacate nativo mexicano no alcanzaron el 100% de la inhibicién, se
procedio a realizar ensayos con éstas, aplicando una concentracién mayor (100
mg/mL), y otras menores (1 y 10 mg/mL) para determinar la concentracién minima

inhibitoria de inhibicion.

VIl.2. DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Mediante los bioensayos de difusién en placa, se aplicaron las concentraciones de
1, 10, 50 y 100mg/mL en un volumen de 100 pL de la fraccion metandlica de
semilla y etandlica de frutos sobre los tres hongos bajo estudio, con las que se
determind el crecimiento del micelio a los 8 dias del cultivo. En las figura 9 se
muestran los resultados de la inhibicion con la fraccion metandlica de semilla,
donde se aprecian porcentajes de inhibicion similares a la concentracion inicial (50
mg/mL) para los tres hongos en estudio, sin observar un aumento de la inhibicién
en relacion a la concentracion de 100 mg/mL. Sin embargo, se mostré una

disminucion de la inhibicion en las concentraciones de 1y 10 mg/mL.

Al determinar el efecto inhibitorio con la fraccion etandlica de fruto de aguacate
nativo mexicano, pudo observarse un ligero aumento en los porcentajes de
inhibicion, de 42 a 70% en C. acutatum y de 65 a 82% en B. cinerea. Para F. solani
no hubo cambios, manteniéndose un 50% de inhibicion. De igual manera que la
fraccion metanolica, a concentraciones menores, los porcentajes de inhibicion

disminuyeron (Figura 10).
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Con esto se corrobord que no hay una inhibicion del 100% en las concentraciones
probadas, considerando la concentracion de 50 mg/mL de la fraccion metandlica
como la minima para inhibir al menos en un 40% a C. acutatum, en un 50% a F.
solani y en un 70% a B. cinerea; fue necesaria la concentracion de 100 mg/mL de
la fraccidon etandlica de fruto para inhibir en un 40% a F. solani, en un 70% a C.

acutatum y hasta en un 82% a B. cinerea (Cuadro 3).
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Figura 9. Porcentajes de inhibicién con diferentes concentraciones (1, 10, 50 y

100 mg/mL) de la fraccion metandlica de semilla de aguacate nativo
mexicano (P. americana Var. drymifolia) sobre C. acutatum, F. solani
y B. cinerea a 8 dias de cultivo.
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Figura 10. Porcentajes de inhibicién con diferentes concentraciones (1, 10, 50 y
100 mg/mL) de la fraccion etandlica de fruto de aguacate nativo
mexicano (P. americana Var. drymifolia) sobre C. acutatum, F. solani
y B. cinerea a 8 dias de cultivo.

Cuadro 3. Porcentajes de inhibiciébn con la concentracién minima inhibitoria de
las fracciones mas activas del extracto metandlico de aguacate nativo
mexicano (P. americana Var. drymifolia) sobre B. cinerea, C.
acutatum, y F. solani a 8 dias de cultivo.

Fraccion B. cinerea C. acutatum F. solani
FMeOH Semilla 70 40 50
[50 mg/mL]

FEtOH Fruto 82 70 40

[100 mg/mL]
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VIL.3. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS EN FRACCIONES ACTIVAS POR
CG/EM

Las fracciones mas activas contra los hongos en estudio, la fraccion metandlica de

semilla y la fraccion etandlica de fruto, de aguacate nativo mexicano, fueron

analizadas por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG/EM), con fines de determinar los compuestos mayoritarios y relacionarlos con

la actividad fungicida.

VII.3.1. Andlisis de la fraccién metanélica de semilla

En la figura 11 se muestra el cromatograma representativo de la fraccion
metandlica de semilla, en el que se observan 10 sobresalientes picos, indicativos
de los compuestos mayoritarios de esta fraccion. Estos corresponden a
compuestos lipidicos de diferentes grupos como acidos grasos de 16, 17 y 18
atomos de carbono; y, acetogeninas ya caracterizadas en aguacate, los que se
especifican en el Cuadro 4. Cada compuesto fue identificado por el espectro de
masas Yy su relacién con la base de datos NIST, mostrando la estructura molecular

para cada uno de ellos.

Por porcentaje de abundancia, el &acido heptadecanoico mostré ser el mas
abundante, seguidos por el &cido octadecadienoico (acido linoleico), &cido
hexadecanoico y el acido octadecenoico (acido oleico); por el efecto antifingico
observado por esta fraccion, éstos pueden ser considerados como los

responsables de dicha actividad, sin embargo las acetogeninas como persina,
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persenona y persedieno, aunque estan en una menor concentracion, en conjunto

estan participando en la propiedad antifungica.

Abundancia
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Figura 11. Cromatograma de la fraccibn metandlica de semilla de aguacate
nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia).
Cuadro 4. Compuestos mayoritarios de la fraccion metandlica de semilla de
aguacate nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia), por tiempo
de retencion del cromatograma correspondiente (Figura 8).
Tiempo de retencién Compuesto Abundancia (%)
(min)
18.14 Persina 5
19.23 Persenona 3
19.79 Persedieno 9 i
20.62 Ac. Hexadecanoico 14 =
Y
23.06 Ac. Heptadecanoico L2 e
24.44 Ac. Octadecadienoico 18
24.62 Ac. Octadecenoico 8
25.21 Ac. Octadecanoico 235



Este resultado demuestra que el efecto fungicida contra los tres hongos en estudio,
puede deberse al efecto sinérgico de todos estos compuestos encontrados en la
fraccion metanodlica de semilla de aguacate nativo mexicano, ya que a estos

compuestos se les atribuye actividad antifingica.

La persina ha sido reportada como antifungica contra Colletotrichum
gloeosporioides (Domergue et al., 2000). Esta molécula inhibe la germinacion de

esporas de C. gloesporioides a 0.790 mg/mL (Prusky et al., 1991).

Muchos de los acidos grasos organicos son fungicidas y se han utilizado durante
siglos como agentes antimicrobianos, originalmente en la fabricacion de jabones.
En los udltimos 50 afios, sin embargo, se ha encontrado su actividad tanto in vitro
como en alimentos, contra hongos y levaduras. Un ejemplo de éstos, es el acido
undecilénico, un &cido graso monoinsaturado de 11 carbonos (C11H2002) (Shapiro y

Rothman, 1945).

En investigaciones mas actuales, se ha comprobado la actividad antifungica de
este tipo de acidos grasos, McGaw et al. (2002) reporta que los acidos laurico,
palmitico, linolénico, linoleico, oleico, estérico y miristico son agentes antifingicos;
Black et al. (2013) han mostrado que el acido monohidroxi octadecenoico ejerce
inhibicion del crecimiento de hongos en el pan; en particular, los acidos
heptadecenoico (Avis y Bélanger, 2001), oleico, linoleico y linolénico (Walters et al.,

2004), son potentes antifungicos contra hongos fitopatdgenos de plantas como
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Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum, Fusarium oxysporum, Alternaria

solani y Rhizoctonia solani, e incluso contra el hongo Candida albicans.

En especifico, el &cido hexadecanoico que es encontrado como uno de los acidos
grasos mayoritarios en la fraccibn metandlica de semilla de aguacate nativo
mexicano, se mostré su potencial antifingico contra Alternaria solani y Aspergillus
erithrocephalus, y ha sido encontrado como uno de los principios activos de

Annona muricata (Soursop) (Abubacker y Deepalakshmi, 2013).

VI.3.2. Anélisis de la fraccidn etandlica de fruto

Con el andlisis por CG/EM de la fraccion etandlica de fruto de aguacate nativo
mexicano, se determind la presencia de al menos 7 compuestos, la mayoria son
acidos grasos como el &cido hexadecanoico, &cido heptadecanoico, &cido
octadecadienoico (4cido linoleico), acido octadecanoico (&cido estearico), acido
tetracosanoico (acido lignocérico), y los triterpenos escualeno y lupeol (Cuadro 5,

Figura 12).

Los mas abundantes son el acido linoleico y el acido lignocérico, con 35% y 24%
de abundancia, respectivamente (Cuadro 5), que como se describié antes, este tipo
de moléculas poseen propiedades antifungicas. A diferencia de la fraccion
metandlica de semilla, en la etandlica de fruto se encuentran el escualeno y lupeol
con porcentajes de abundancia de 14% y 6%, los que también pueden contribuir al

efecto fungicida.
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mexicano (P. americana Var. drymifolia).

Cuadro 5.

Cromatograma de la fraccion etandlica de fruto de aguacate nativo

Compuestos mayoritarios de la fraccion etandlica de fruto de

aguacate nativo mexicano (P. americana Var. drymifolia), por tiempo

de retencion del cromatograma correspondiente (Figura 9).

Tiempo de retencién

(min)

22,12

25.94

26.12

26.74

34.50

40.40

40.48

Compuesto

Ac. Hexadecanoico

Ac. Heptadecanoico

Ac. Octadecadienoico

Ac. Octadecanoico

Acido Tetracosanoico

Escualeno

Lupeol

Abundancia (%)

35

24

14

Estructura molecular

©

O ={
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El escualeno, es un triterpenoide de cadena lineal de 30C de la que derivan todos
los triterpenos ciclicos, ampliamente distribuido en la naturaleza. Aunque en
plantas se encuentra en relativamente pequeiias cantidades, es encontrado en el
ajo y en los aceites virgen de oliva, de lino, de palma, de cacahuate, de maiz, de
girasol, de soya, y también estd presente en los frutos de aguacate (Gutfinger y
Letam, 2000). A esta molécula se le atribuyen propiedades fungicidas, sin
embargo, solo se ha comprobado su efectividad contra Candida albicans y no

sobre hongos fitopatogenos (Popa et al., 2015).

El lupeol (fargarsterol) es un constituyente de las diferentes partes del fruto de
aguacate (Adelusi-Temitope et al.,2014), forma parte del grupo de los fitoesteroles,
que se ha encontrado en diferentes frutas como fresa, mango y uvas rojas, en
diferentes plantas medicinales, asi como en pepino, tomate, aceituna y pimiento, al
cual se le atribuyen principalmente propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas
y antidiabéticas (Saleem, 2009). Ademas, el lupeol ha mostrado tener actividad
antifangica contra Fusarium graminearum y Fusarium verticillioides (Aristimufio-

Ficoseco et al., 2014).

Los resultados de esta investigacion muestran que las fracciones metandlica de
semilla y etandlica de fruto de aguacate nativo mexicano presentan actividad
antifingica, en las cuales diversos metabolitos son los responsables. En la primera
fraccién, las acetogeninas junto con los acidos grasos son los responsables de
dicha actividad y en la segunda fraccién, corresponderia a esos mismos acidos

grasos pero en conjunto con el lupeol, ya que las acetogeninas no estan presentes.
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El haber determinado que la mezcla de acetogeninas o fitoesteroles y acidos
grasos de aguacate nativo mexicano son eficaces como fungicidas, su uso
potencialmente plantea menos efectos secundarios para su consumo que otros
fungicidas quimicos o sintéticos. No solo son biodegradables, si no que exhiben un
alto grado de especificidad. Ademas, los acidos grasos son aditivos alimentarios
aceptados y lo importante, hay menos riesgo que los patégenos se vuelvan

resistentes a los acidos grasos antimicoticos

Se sabe que el blanco de la accion fungicida de los acidos grasos es la membrana
celular. Causan un aumento en la fluidez de la membrana, que resulta en la fuga de
los componentes intracelulares y muerte celular. También pueden actuar sobre la
sintesis de proteinas, que puede ser inhibida por analogos de acido miristico, sobre
el metabolismo de acidos grasos asi como actividad de la topoisomerasa que
puede ser inhibida por entre otros acidos grasos acetileno. Los &cidos grasos
antifingicos pueden sustituir a los productos quimicos que se utilizan para controlar
enfermedades de las plantas, que impactan negativamente el medio ambiente al
afectar a organismos que no son el blanco como animales, incluyendo al ser

humano (Avis y Bélanger, 2001; Pohl et al. 2011).
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VIIl.  CONCLUSIONES

Las fracciones metandlica de semilla y etandlica de fruto de aguacate nativo
mexicano presentaron la mayor actividad antifungica. Este efecto fue dependiente

de la concentracién y de la sensibilidad de cada hongo a ambas fracciones.

Con 50 mg/mL de la fraccidbn metandlica de semilla y 100 mg/mL de la fraccion
etandlica de fruto, se inhibio el crecimiento mayormente de B. cinerea, en un 70 y
82%, respectivamente. Ambas fracciones se consideran con actividad antifingica

contra los tres hongos en estudio.

Se logré la identificacion de los compuestos mayoritarios de ambas fracciones,
correspondientes a acidos grasos de C16, C17, C18 y C24, al escualeno, lupeol,
asi como de las acetogeninas persina, persenona y persedieno, considerando que
éstos participan de manera sinérgica en contra del crecimiento de B. cinerea, C.

acutatum y F. solani.
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