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RESUMEN

Verbesina sphaerocephala es una de las especies de la familia Asteraceae mas distribuida a lo
largo del territorio mexicano, la cual ha sido poco estudiada; sin embargo, se ha reportado la
presencia de algunos compuestos bioactivos con actividad antioxidante y antibacteriana. En esta
investigacion se evalué la actividad antifingica, antioxidante y el perfil quimico de compuestos
fendlicos y terpénicos de extractos (acuoso, metanol, acetato de etilo y de cloroformo) de diferentes
partes (tallos, hojas, inflorescencias y raices) de Verbesina sphaerocephala, asi como de las
fracciones obtenidas por particién liquido-liquido. La actividad antifingica se evalué mediante el
método de difusion en pozos contra tres hongos fitopatdgenos (Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides y Fusarium oxysporum). La actividad antioxidante se determiné con los métodos
de DPPH, ABTS, FRP y TAC. La cuantificacion e identificacion de los compuestos fendlicos se
realiz6 por Ultra Cromatografia de Liquidos acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS), y las
de los compuestos terpénicos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). Con el analisis fitoquimico se determind la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas y terpenos. En una primera etapa, se observé que el
extracto acuoso de tallo exhibié la mayor actividad antifingica (100%) en el crecimiento micelial de
los tres hongos a 10 mg/mL, pero en B. cinerea el efecto fue mayor desde una concentracion de 1
mg/mL. Este extracto fue seleccionado para las otras etapas de la investigacion, obteniendo la ICsg
(0.10 mg/mL) contra B. cinerea y demostrando que la fraccion de acetato de etilo fue la de mayor
actividad antifingica (ICso: 14.8 mg/mL), comparada con las otras fracciones. Tanto el extracto
acuoso y la fraccion de acetato de etilo exhibieron el mayor contenido de acidos fendlicos (21.40 y
21.26 mg equivalentes a acido galico por gramo de extracto seco, mg EAG/g ES, respectivamente)
y flavonoides (11.53 y 3.71 mg equivalentes de rutina, mg ER/g ES, respectivamente) y una alta
actividad antioxidante con TAC (20.62 y 40.21 mg equivalentes a acido ascorbico, mg/g ES,
respectivamente), FRP (74.76 y 129.57 mg equivalentes de acido gdlico, mg EAG/g ES,
respectivamente), DPPH (ICso: 12.38 y 7.36 mg/mL, respectivamente), y ABTS (ICso: 5.60 y 7.76
mg/mL, respectivamente). Se detectaron doce compuestos fendlicos en el extracto acuoso
mediante el andlisis UPLC-MS, de los cuales los principales fueron el acido protocatecuico, el
vainillinico y el hidroxibenzoico, mientras que en la fraccién de acetato de etilo se identifico la
presencia de 18 compuestos fendlicos, de los cuales la mayoria fueron vainillina, rutina y acido
hidroxibenzoico. Por GC-MS en el extracto acuoso fueron identificados 26 compuestos volatiles
cuantificados en mg/g ES, 88.6 % corresponden a sesquiterpenos (elemol, 0.245 mg/g; nerolidol,
0.346 mg/g; isoledeno, 0.531 mg/g; a-santalol, 0.212 mg/g; y a-bisabolol, 0.285 mg/g), y en la
fraccion de acetato de etilo, 15 compuestos fueron identificados con un 93.4% de sesquiterpenos,
cuatro de ellos presentes en el extracto, pero en una mayor concentracion en esta fraccion (elemol,
0.356 mg/g; nerolidol, 0.407 mg/g; isoledeno, 0.583 mg/g; y a-bisabolol, 0.525 mg/g). En las
fracciones metandlica y hexanica se identific6 un nimero menor de compuestos volatiles y en
menor concentracién que la de acetato de etilo y que el extracto acuoso. Con este analisis se
sugiere que la mezcla de los sesquiterpenos elemol, nerolidol, isoledeno, a-santalol y a-bisabolol,
son los responsables de la actividad bioldgica y antioxidante, por estar presentes tanto en el
extracto como en la fraccion de acetato de etilo, y en un mayor contenido. En cuanto a la
determinacién del efecto prooxidante tanto del extracto acuoso como de la fraccion de acetato de
etilo, esta ultima mostré la actividad mas alta con valores mayores a los del extracto acuoso en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (3.27 UAF), asi como el mayor efecto en la actividad
de catalasa (0.17 U/mg proteina), los valores mas bajos en glutation total (0.0115 pmol glut/mg
proteina) y con una inhibicién del 93.32% sobre la superoxido dismutasa. Asi mismo, la fraccion de
acetato de etilo provoc6 un 100% de mortalidad de las esporas de B. cinerea. Con estos resultados,
se concluye que la fraccion de acetato de etilo genera estrés oxidante en esporas de B. cinerea,
sugiriendo este sea el mecanismo de accion antifingico de los compuestos presentes en esta
fraccion.

Palabras clave: Antifangicos, Antioxidantes, Estrés oxidante, Fendlicos, Terpenos, Verbesina.



ABSTRACT

Verbesina sphaerocephala is one of the species of the Asteraceae family, most distributed
throughout the Mexican territory, and has been little studied, reporting the presence of some
bioactive compounds with antioxidant and antibacterial activity. In this research, the antifungal and
antioxidant activity and the chemical profile of phenolic and terpene compounds of extracts
(aqueous, methanol, ethyl acetate, and chloroform) of different parts (stems, leaves, inflorescences,
and roots) of Verbesina sphaerocephala, as well as the fractions obtained by liquid-liquid
partitioning, were evaluated. The antifungal activity was assessed by the well diffusion method
against three phytopathogenic fungi (Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, and
Fusarium oxysporum). Antioxidant activity was determined using the DPPH, ABTS, FRP, and TAC
methods. The quantification and identification of phenolic compounds was performed by ultra
chromatography of liquids mass-coupled (UPLC-MS) and those of terpene compounds by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM). The phytochemical analysis determined
the presence of phenolic compounds, flavonoids, coumarins, quinones, saponins, and terpenes. In
the first stage, it was observed that the aqueous stem extract exhibited the highest antifungal activity
(100%) in the mycelial growth of the three fungi at 10 mg/mL, but in B. cinerea, the effect was
greater from a concentration of 1 mg/mL. This extract was selected for the other stages of the
research, obtaining the ICso (0.10 mg/mL) against B. cinerea and demonstrating that the ethyl
acetate fraction was the one with the highest antifungal activity (ICso: 14.8 mg/mL), compared to the
other fractions. Both the aqueous extract and the ethyl acetate fraction exhibited the highest content
of phenolic acids (21.40 and 21.26 mg gallic acid equivalents per gram of dry extract, mg EAG/g
ES, respectively) and flavonoids (11.53 and 3.71 mg routine equivalents, mg ER/g ES, respectively)
and high antioxidant activity with TAC (20.62 and 40.21 mg ascorbic acid equivalents, mg/g ES,
respectively), FRP (74.76 and 129.57 mg gallic acid equivalents, mg EAG/g ES, respectively),
DPPH (Clso: 12.38 and 7.36 mg/mL, respectively), and ABTS (Clso: 5.60 and 7.76 mg/mL,
respectively). Twelve phenolic compounds were detected in the aqueous extract by UPLC-MS
analysis, of which the main ones were protocatechuic acid, vanillin, and hydroxybenzoic acid, while
in the ethyl acetate fraction, the presence of 18 phenolic compounds was identified, of which the
majority were vanillin, rutin, and hydroxybenzoic acid. By GC-MS in the aqueous extract, 26 volatile
compounds were identified quantified in mg/g ES, 88.6 % corresponding to sesquiterpenes (elemol,
0.245 mg/g; nerolidol, 0.346 mg/g; isoledene, 0.531 mg/g; a-santalol, 0.212 mg/g; and a-bisabolol,
0.285 mg/g), and in the ethyl acetate fraction, 15 compounds were identified with 93.4%
sesquiterpenes, four of them present in the extract, but in a higher concentration in this fraction
(elemol, 0.356 mg/g; nerolidol, 0.407 mg/g; isoledene, 0.583 mg/g; and a-bisabolol, 0.525 mg/g). In
the methanolic and hexanic fractions, fewer volatile compounds were identified, and the
concentrations were lower than in ethyl acetate and aqueous extract. This analysis suggests that
the mixture of the sesquiterpenes elemol, nerolidol, isoledene, a-santalol, and a-bisabolol are
responsible for the antifungal and antioxidant activity, as they are present both in the extract and in
the ethyl acetate fraction, and higher content. Regarding the determination of the pro-oxidant effect
of both the aqueous extract and the ethyl acetate fraction, the latter showed the highest activity with
values higher than those of the aqueous extract in the production of reactive oxygen species (3.27
UAF), as well as the greatest effect on catalase activity (0.17 U/mg protein), the lowest values in
total glutathione (0.0115 pmol glut/mg protein) and with a 93.32% inhibition of superoxide
dismutase. Likewise, the ethyl acetate fraction caused a 100% mortality of B. cinerea spores. These
results conclude that the ethyl acetate fraction generates oxidative stress in B. cinerea spores,
suggesting this is the mechanism of antifungal action of the compounds present in this fraction.

Keywords: Antifungals, Antioxidants, Oxidative stress, Phenolics, Terpenes, Verbesina.



1. INTRODUCCION

Los hongos son de los organismos patégenos que mayormente atacan a las plantas y
provocan enfermedades que ocasionan las pérdidas mas graves en la produccion
agricola. Se sabe que mas de 19000 especies de hongos causan enfermedades en
las plantas, aunque los mas comunes pertenecen a los géneros Alternaria, Botrytis,
Colletotrichum, Diploidia, Fusarium, Molinilia, Mucor, Penicillium, Phomopsis y
Rhizopus (Jain et al., 2019; Jayawardena et al., 2019, 2020). Desde hace mas de 50
afos, en los campos agricolas de todo el mundo se aplican fungicidas de origen
sintético, con el fin de reducir estas pérdidas en la agricultura, ya que, por su uso
desmedido y naturaleza de éstos, se acumulan y contaminan el suelo, el agua y por
supuesto los alimentos, por lo que son considerados compuestos toxicos dafiinos para
el ambiente y para el humano, contribuyendo también a la aparicién de cepas fungicas
resistentes (Majeed et al., 2017; Tashiro et al., 2019).

Debido a esto, con el fin de contribuir a la disminucién de la contaminacion que este
tipo de fungicidas causan, asi como reducir la emergencia de nuevas especies de
hongos resistentes a éstos, es imprescindible realizar investigaciones que propongan
alternativas viables como la aplicacion de compuestos derivados de plantas, los que
potencialmente muestran actividad antifiingica y una menor toxicidad al humano, asi

como una baja contaminacién al ambiente.

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios como parte de
sus mecanismos de defensa al ataque de patdgenos y de adaptacion a ambientes
adversos como altas o bajas temperaturas, sequia, salinidad, alta intensidad de luz,
entre otros. Se clasifican en tres grandes grupos como los terpenos, los fendlicos, los
alcaloides y otros compuestos nitrogenados. Tanto los de origen terpénico como
fendlico son de los mas abundantes, y debido a su amplia actividad biologica, como la
antioxidante y la antimicrobiana, son considerados como metabolitos con un alto
potencial para ser utilizados como inhibidores del crecimiento de bacterias y hongos

patdgenos, los que causan enfermedades tanto en plantas y en humanos (Ramirez-
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Gbomez et al.,, 2019). Por estas caracteristicas, son considerados como candidatos
excelentes para ser empleados en la agricultura organica, importantes para el
abastecimiento de la demanda creciente de alimentos inocuos, sobre todo para

disminuir el uso de los fungicidas quimicamente sintetizados.

Dentro de los polifenoles, tanto los acidos fenolicos como los flavonoides presentan
actividad antifingica, ya que algunos de ellos tienen la capacidad de inhibir la
germinacion de esporas fungicas, mientras que otros causan deformaciony lisis celular
(Pusztahelyi et al., 2015). Los flavonoides como la quercetina y los acidos fendlicos
como el acido ferulico, han mostrado actividad antifingica frente a algunos
fitopatbgenos como Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y
Botrytis cinerea (Wianowska et al., 2016). La inhibicion del crecimiento de hongos se
ha relacionado con la actividad antioxidante, debido a que hay compuestos con esta
altima actividad, que muestran un efecto prooxidante en modelos de cultivos in vitro
de hongos, generando un mayor estrés oxidante, lo que altera las proteinas de
membrana, que conlleva a la deformacién y pérdida de la funcionalidad membranal,
provocando la disrupcion de éstas, llevando a la muerte de los hongos tratados

(Joaquin-Ramos et al., 2020).

Asi mismo, hay investigaciones que también demuestran que diversos metabolitos de
tipo terpénico como los monoterpenos, diterpenos, triterpenos y sesquiterpenos, tienen
tanto actividad antifingica como antioxidante. Este grupo de metabolitos son
componentes principales de los aceites esenciales o de extractos de baja polaridad o
intermedia de gran cantidad de plantas, como las de la familia Asteraceae, que
contienen tanto terpenos como fendlicos y son responsables de la actividad antifingica
y antioxidante (Jamalian et al., 2012; Singh y Sharma, 2015; Gavrilovi¢ et al., 2016).
En particular, los extractos hidroalcohodlicos de Tagetes patula (Asteraceae) mostraron
esta relacion entre la actividad antifangica y la antioxidante, debido al contenido tanto
de fendlicos como de terpenos. Una correlacion entre el contenido de compuestos

fendlicos, de terpenos y tanto de la actividad antifUngica como de la antioxidante, se



ha reportado en especies de la familia Zingiberaceae, en las que la curcumina es el

principal componente fendlico (Yordi et al., 2012; Li et al., 2018; Parham et al., 2020).

Especies del género Verbesina, perteneciente también a la familia Asteraceae como
V. macrophylla, V. lanata, V. encelioides y V. persicifolia, presentan también, tanto
actividad antifiungica como antioxidante. Las especies de Verbesina representan el
segundo género mas grande de esta familia en México, con 164 especies nativas y
138 endémicas (Villasefior, 2018), y varias de sus especies son utilizadas como parte
de la medicina tradicional mexicana por sus propiedades como antioxidante,
antifangico, antibacteriana, antitumoral, entre otras (Dalla Via et al., 2015; Al-Ogail et
al., 2016; Garcia-Bores et al., 2020).

Se ha reportado que diversos extractos de la especie V. sphaerocephala también
presentan actividad bioldgica, aunque son pocos los estudios fitoquimicos realizados
con esta planta. Recientemente, se reportdé que contiene sesquiterpenos (ej.
cadinenos) y flavonoides entre otros compuestos fendlicos (ej. rutina) que se
relacionan con su actividad antimicrobiana y antioxidante (Arciniegas et al., 2020;
Rodriguez-Valdovinos et al., 2021). Rodriguez-Valdovinos et al. (2021) demostraron
la actividad antibacteriana de extractos metandlicos de esta planta sobre las bacterias
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, aunque hasta ese momento, se
desconocian sus propiedades antifingicas, asi como la identificacion de sus

principales compuestos de naturaleza terpénica y fendlica.

Es por ello, que el objetivo general de esta investigacion fue determinar el contenido e
identificar los principales compuestos fendlicos y terpénicos, asi como evaluar la
actividad antifingica y actividad antioxidante in vitro de extractos de diferente polaridad
de diversas partes (capitulos florales, hojas, tallos y raices) de Verbesina
sphaerocephala, sobre los hongos fitopatogenos Botrytis cinerea, Colletotrichum

gloeosporioides y Fusarium oxysporum.



2. ANTECEDENTES

2.1. Hongos patégenos de plantas agricolas

Los hongos son el grupo de agentes fitopatdgenos de mayor importancia debido al
amplio numero de especies que causan dafios y al extenso rango de enfermedades
que provocan en el 70-80% de las plantas de valor agricola, tanto en la etapa de pre-
y poscosecha. Estos microorganismos han desarrollado diversas estrategias para
atacar a los cultivos, desde colonizar tejidos vivos de las plantas, interactuando con
los mismos y obteniendo nutrientes sin llegar a matar a las plantas (hongos biotréficos),
ingresar a tejidos vegetales y matandolos para el mismo fin (hongos necrotréficos),
aprovechar heridas en los tejidos vegetales para invadirlos y aprovechar sus
nutrientes, ocasionando la posterior muerte de la planta (hongos hemibiotréficos),
entre otros mecanismos de infeccion (Doehlemann et al., 2016; Shupping y Eloff, 2017,
Peng et al., 2021).

Se estima que mas de 19000 especies de hongos ocasionan pérdidas en la produccién
agricola, que pueden sobrepasar los 200 billones de ddlares anuales, superando
incluso a las pérdidas provocadas por otro tipo de fitopatégenos, como las bacterias,
insectos y nematodos (Jain et al., 2019; Li et al., 2019). A continuacién, se describiran
los hongos bajo estudio: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium

oxysporum.

2.1.1. Botrytis cinerea Pers.:Fries

De acuerdo con diversas investigaciones, B. cinerea es el hongo que ocupa el segundo
lugar en el rango de fitopatdgenos de importancia agricola, al que se le atribuyen
pérdidas agricolas a nivel mundial de hasta el 45%. En medio papa-dextrosa-agar
(PDA), B. cinerea presenta un micelio de apariencia algodonosa y aérea, de una
tonalidad marron a verde oscura. Su micelio se conforma de conidiéforos (12 um) que
se ramifican para posteriormente integrar conidios (10-12 x 8-10 um) a manera de

racimos, de forma ovoide y unicelulares. Este hongo presenta estructuras de
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resistencia, llamadas esclerocios, mismas que llegan a medir de 2 a 5 mm de longitud,

de forma esférica y de tonalidad café (Romanazzi y Feliziani, 2014) (Figura 1).

(a) (b) (c)

Figura 1. Botrytis cinerea. (a) Hongo en medio PDA, (b) micelio, y (c) esporas.
(Fotografias propias).

La clasificacion de este hongo que se da a continuacion es de acuerdo con la
Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion de las Plantas (OEPP/EPPO,
2021) (Cuadro 1). B. cinerea se hospeda en residuos de tejidos vegetales que
permanecen en los nuevos cultivos. Al haber un aumento de la temperatura, se
generan micelio y conidioforos y en estas estructuras inicia el desarrollo de esporas o
conidios, los que ya maduros son liberados al ambiente y dispersados a través del
agua o viento para llegar a cultivos sanos. Una vez logrado esto, las esporas
comienzan a germinar y tienen la capacidad de generar el micelio en los diferentes
tejidos vegetales como hojas, tallos, flores y frutos, tanto en forma externa como
interna, ocasionando la pudricion y la muerte de estos (Romanazzi y Feliziani, 2014b;
Gonzalez-Dominguez et al., 2015).

Este hongo es el principal agente causal de la enfermedad moho gris, que afecta a
mas de 500 especies agricolas y ornamentales, principalmente a la uva, frutillas,
cucurbitaceas, citricos, solanaceas, entre otras. Los principales métodos para
controlar a este hongo fitopatbgeno se basan principalmente en el uso de fungicidas

de origen sintético; en la selecciéon y cultivo de variedades resistentes; en la



sanitizacion de plantulas y frutos; en la irradiacion empleando rayos gamma; o con el
control bioldgico, utilizando hongos y bacterias benéficas (Bika et al., 2020; De Simone
et al., 2020).

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de B. cinerea, C. gloeosporioides y F.
oxysporum.

Nombre  Botrytis cinerea Colletotrichum gloeosporioides Fusarium oxysporum
cientifico

Reino Fungi Fungi Fungi
Clase Leotiomycetes Sordariomycetes Sordariomycetes
Orden Helotiales Glomerellales Hypocreales
Familia Sclerotiniaceae Glomerellaceae Nectriaceae
Género Botrytis Colletotrichum Fusarium
Especie B. cinerea C. gloeosporioides F. oxysporum

2.1.2. Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.y Sacc.

El hongo C. gloeosporiodes es uno de los que mas afecta a los cultivos en la etapa de
poscosecha, considerado uno de los hongos fitopatbgenos mas comunes. En medio
PDA presenta colonias que forman micelios de apariencia esponjosa y algodonada
con coloracién salmoén-blanquecinas, dependiendo del tipo de medio de cultivo y
observandose segmentos marrones, lo cual indica esporulacion. Su morfologia consta
de conidios de forma ovalada con medidas de 9 a 24 um x 3 a 6 um, dichos conidios
se encuentran agrupados en estructuras llamadas acérvulos, los cuales presentan una
forma irregular o en forma de discos y pueden llegar a medir de 80 a 250 um (Figura
2) (Siddiqui y Ali, 2014; Rojo-Baez et al., 2017). La clasificacion de este hongo se
presenta en el Cuadro 1.



Figura2.  Colletotrichum gloeosporioides. (a) Hongo en medio PDA, (b) Micelio,y
(c) Esporas (Fotografias propias).

Diversas investigaciones reportan que C. gloeosporioides comienza su ciclo cuando
las esporas de este hongo llegan al fruto mediante la accion del viento u otro factor de
dispersion. Una vez que llega al fruto, aprovecha las heridas o fisuras en este para
poder ingresar y desarrollarse; comienza produciendo enzimas como
poligalacturonasas y pectatoliasas, degradando los tejidos a su paso al mismo tiempo
gue va aprovechando los nutrientes de su hospedero, observandose en el fruto
manchas con anillos concéntricos que van avanzando hasta que el fruto se pudre
totalmente. La antracnosis es la principal enfermedad causada por este hongo, aunque
también provoca tizones en hojas de plantas jévenes. Este hongo afecta a cultivos que
posean alto contenido de humedad, tales como el mango, papaya, tomate, frutillas,
aguacate, tomate, citricos, entre otros. Entre los métodos primordiales de control para
este fitopatbgeno se destaca el uso de fungicidas sintéticos, control biol6gico
(Trichoderma spp.), rotacion de cultivos, irradiaciones y uso de variedades de cultivos
resistentes al hongo (Sharma y Kulshrestha, 2015; Kamle y Kumar, 2016; Ramos-
Guerrero et al., 2018; Ferreira et al., 2020).

2.1.3. Fusarium oxysporum Schlech.

De acuerdo con Lombard et al. (2019), Fusarium oxysporum es el hongo, dentro del

género Fusarium, que presenta mayor impacto a nivel agricola y economico. En medio
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PDA las colonias de F. oxysporum se muestran como micelio aplanado, de textura
ligeramente algodonoso, con tonalidades que pueden ir de color rosado hasta parpura
intenso, notdndose cambios de color. Estos hongos presentan macroconidios,
estructuras caracteristicas en F. oxysporum debido a su forma de medialuna y mismos
gue presentan divisiones (3 a 5 septos), cuyas medidas pueden ser de 27-46 x 3-5 um
a 35-60 x 3-5 um, dependiendo del nimero de septos que presenten estas estructuras.
A su vez, también poseen microconidios, los que presentan una estructura eliptica o
cilindrica, llegando a medir 5-12 x 2.2-3.5 pm (Figura 3). A diferencia de los
macroconidios, no cuentan con septos. De igual manera, también poseen estructuras
de resistencia llamadas clamidosporas, que se caracterizan por su forma rugosa o
pueden ser también lisas, llegando a medir entre 5 y 15 um (Retana et al., 2018;
Cardona-Piedrahita y Castafio-Zapata, 2019). Por otro lado, la clasificacion
taxonomica de F. oxysporum de acuerdo con la Organizacién Europea y Mediterranea

de Proteccién de Plantas se presenta en el Cuadro 1 (EPPO, 2021).

(b) (c)
Figura 3. Fusarium oxysporum. (a) Hongo en medio PDA, (b) Micelio, y (c) Esporas
(Fotografias propias).

El ciclo vital de F. oxysporum inicia cuando sus esporas se activan por accion de las
raices de las plantas, emitiendo mezclas de sustancias a manera de exudados.
Posteriormente, el tubo germinativo de las esporas ingresa a la raiz de las plantas
aprovechando fisuras u otro tipo de lesiones, atravesando la corteza hasta llegar al
sistema vascular. Una vez alli, comienza a generar sus estructuras caracteristicas,

micro y macroconidios, los cuales van esparciéndose por la planta, provocando



colapso de la defensa por parte de las plantas (Deng et al., 2015; Rana et al., 2017;
Worku y Sahela, 2018).

Dentro de las enfermedades que causa F. oxysporum, estan la marchitez vascular, la
podredumbre basal y de raiz, el mal de Panama y la secadera en frutillas. Entre los
principales cultivos que F. oxysporum provoca dafios se encuentran el maiz, platano,
algodon, soya, meldn, cebolla, tomate, papa, chile, violetas, gerberas, orquideas, entre
otros. El control guimico con fungicidas quimicos sintéticos, extractos de plantas, uso
de microorganismos benéficos, cultivo de variedades resistentes y rotacion de cultivos,
constituyen las estrategias de control mas utilizadas contra este hongo fitopatégeno
(Lecomte et al., 2016; Abhiram y Masih, 2018; Joshi, 2018; Edel-Hermann y Lecomte,
2019; Lépez-Zapata y Castafio-Zapata, 2019).

2.2. Antifungicos

Los compuestos antifingicos son agentes de origen natural o sintético cuya funcién es
detener el crecimiento y/o provocar la muerte de los hongos. En la actualidad, el
empleo de antifangicos sintéticos es uno de los métodos de control méas efectivo para
el tratamiento y control de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, debido
a su eficacia contra este tipo de microorganismos. Los antifingicos actian a través de
diversos mecanismos de accion, como la desestabilizacion de membranas celulares,
la destruccién de paredes celulares, la inhibicion de enzimas importantes para sus
procesos metabdlicos, lo que impide que las esporas germinen, entre otros diversos
mecanismos (Baibakova et al., 2019; Soares et al., 2019; Lépez-Herrera y Melero-
Vara, 2020).

2.2.1. Antifungicos de origen sintético

Este tipo de productos de naturaleza quimica sintética pueden ser aplicados en los
cultivos tanto en etapa de pre y poscosecha. Los antifingicos sintéticos se clasifican
de acuerdo con su aplicacion en la planta, de contacto (se colocan en la planta por

aspersion a manera de cubierta protectora) y sistémicos (se aplican mediante riego e
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ingresan a la planta por absorcion a través del sistema vascular) (Baibakova et al.,
2019; Hermann y Stenzel, 2019).

Los antifungicos sintéticos mas utilizados en la agricultura pertenecen a las sales de
cobre y azufre, azoles, dicarboximidas y benzimidazoles. Las sales de cobre y azufre
se consideran de los primeros compuestos usados a manera de antifingicos, actuando
los iones de cobre y/o azufre al enlazarse a proteinas de membranas fangicas
ocasionando su ruptura; los azoles se encargan de inhibir enzimas relacionadas a la
biosintesis del ergosterol, tal es el caso de la 140 dimetilasa; el grupo de las triazinas.
Las dicarboximidas son moléculas cuyo modo de accién contra los hongos se basa en
la interferencia con la trasduccién de sefales, especificamente en las enzimas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK por sus siglas en inglés) y en las enzimas histidina
cinasas; los benzimidazoles intervienen a nivel de mitosis, impidiendo el ensamblaje
de la B-tubulina de las fibras del huso (Fillinger y Walker, 2015; Dogan et al., 2017;
Baibakova et al., 2019b).

Dentro de los fungicidas quimico-sintéticos, como el Tecto60® (tiabendazol), este tiene
una accion sistémica, tanto con actividad preventiva como curativa por contacto, que
es absorbido por raices y hojas, y principalmente su efecto contra hongos es
impidiendo la mitosis celular al unirse a la tubulina. El Benomyl50® (benzimidazol) es
absorbido por la planta y traslocado en forma ascendente, protegiendo incluso a los
brotes que se desarrollan después de la aplicacion, debido a que es sistémico y con
un extenso efecto residual, también actla sobre la tubulina, evitando la mitosis, pero
al ingresar a la célula del hongo se transforma en metilbenzimidazol-2-il que interfiere
en la sintesis del ADN y en el mecanismo de transmision de mensajes genéticos del
ADN al ARN, y también en butil isocianato, que actia como fuerte inhibidor de la
oxidacion de la glucosa y del acetato, impidiendo la respiracion celular (su vida media

es hasta de 12 meses) (PortalTecnoAgricola, 2022).

2.2.2. Antifuangicos de origen vegetal
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Los extractos vegetales son el producto obtenido de plantas o partes de éstas (hojas,
flores, raices, tallos) empleando disolventes (agua, metanol, acetato de etilo, entre
otros) mediante diferentes métodos de extraccion (maceracién, infusiones, fluidos
supercriticos, destilacion). Contienen una mezcla compleja de compuestos
denominados metabolitos secundarios, los que presentan actividad biologica de
interés, entre ellas la propiedad antifingica, ademas de que tienen un periodo de vida
corto en el ambiente, son amigables con especies como los polinizadores o
microorganismos benéficos (hongos micorricicos, bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, entre otros), por lo cual su uso se implementa para el control de

hongos fitopatégenos (Santamaria et al., 2015; Mesa et al., 2019).

Los metabolitos secundarios son moléculas de naturaleza organica que son generados
por las plantas, que aunque no tienen una funcion principal para el crecimiento y
desarrollo vegetal, son esenciales durante la interaccion de éstas con el ambiente,
como en la atraccion de polinizadores y otros organismos benéficos, asi como en la
defensa contra organismos herbivoros o microorganismos patégenos, ademas contra
factores abidticos como altas y bajas temperaturas, radiacion solar, disponibilidad de

agua, entre otros (Hernandez-Alvarado et al., 2018; Sepulveda-Vazquez et al., 2018).

Diversas investigaciones reportan que los metabolitos secundarios de plantas poseen
propiedades biolégicas de interés como lo son la actividad antiinflamatoria,
antioxidante, antibacteriana y antifungica (Hernandez-Alvarado et al., 2018;
Sepulveda-Vazquez et al., 2018) (Cuadro 2). Dentro de los metabolitos secundarios se
destacan tres principales grupos, los terpenos, los fenoles o polifenoles y los

alcaloides.

Terpenos. De acuerdo con Boncan et al. (2020), los terpenos son metabolitos
secundarios sintetizados a partir de una molécula de cinco atomos de carbono
(isopreno). Su clasificacion depende del nUmero de carbonos que presenten en sus
estructuras (monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, entre otros). Se

sintetizan por la ruta del acido meval6nico y son los compuestos mayoritarios en los
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aceites esenciales vegetales y participan en las interacciones de las plantas con otros
organismos (herbivoros, polinizadores y otras especies vegetales) asi como

alelopéticos, entre otras.

Este grupo de metabolitos exhiben propiedades bioldgicas de interés, tales como la
actividad  antimicrobiana,  quimioprotectora, anticancerigena, antioxidante,
antiinflamatoria, hepatorotectora, antifingica, entre otras. Los terpenos presentan
diversos mecanismos de accion contra hongos fitopatégenos, tal es el caso del timol y
el carvacrol, los cuales actian inhibiendo la biosintesis de ergosterol en las
membranas fangicas. Por otro lado, el elemol causa dafios en la pared celular de los
hongos, almacenandose en organulos y destruyéndolos. En el caso del linalool, se
sabe que su modo de accion es actuando a nivel mitocondrial, produciendo
deformaciones en la matriz de las mitocondrias e incrementando los niveles de ERO.
El nerolidol altera la morfologia de hifas, inhibe la produccion de esporas y altera la
permeabilidad de membranas. También los terpenos provocan la muerte de células
fungicas por acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Chan et al., 2016; Haque
et al., 2016; Kim et al., 2016; Ludwicsuk et al., 2017; Redondo-Blanco et al., 2020)
(Figura 4) (Cuadro 2).

Almasoodi et al. (2020), evaluaron la actividad antifiungica de diferentes extractos de
las plantas Curcuma longa y Boswellia carteri contra Fusarium sp., reportando una
actividad inhibitoria que fue atribuida a los compuestos terpénicos. Por otro lado,
Yusoff et al., (2020) reportan que los terpenos escualeno, fitol, triacontano,
heptacosano y neofitadieno, presentes en extractos de Vernonia amigdalina, poseen
efecto antifingico contra B. cinerea. De igual manera, Kwodaga et al. (2018),
mencionan que el extracto acuoso de neem (Azadirachta indica) mostrd inhibicién
contra C. gloeosporioides, relacionandolo con los compuestos de naturaleza terpénica
presentes en dicho extracto. Asimismo, la fraccion metanodlica de extractos de hojas
de Alphonsea sclerocarpa inhibe el crecimiento de Aspergillus sp., debido a su alto

contenido de terpenos (Suman et al., 2017) (Figura 4).
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Cuadro 2.

Actividad antifungica de terpenos en hongos fitopatdgenos.

Metabolito Especie/Planta Hongo blanco Referencia
p-cimeno Comino Aspergillus flavus Kazemi et al.,
(Carum copticum) 2015
Timol y Orégano Fusarium sp. (Boudine et al.,
carvacrol (Origanum vulgare)

Geraniol y citral

Nerolidol

a-thujene

2016)

Gotehge (Lippia rugosa) Aspergillus flavus Tang et al., 2018

Myrcia lundiana Fusarium

pallidoroseum

(Sampaio et al.,
2020)
Pimienta

Colletotrichum sp. Velazquez Silva

(Pimenta dioica) et al., 2021)
B-copaeno y y- Crisantemo Alternaria tenuissima  (He et al., 2023)
muuroleno (Chrysanthemum
morifolium)
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Figura 4. Propiedades antioxidantes de compuestos fendlicos y terpénicos.
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Fenolicos. Los compuestos fendlicos son moléculas que se encuentran constituidas
por un anillo aromatico, o un grupo de benceno, que se caracterizan por la presencia
de grupos hidroxilo. No obstante, pueden presentar otros sustituyentes que les
confieren estructuras mas complejas y otras caracteristicas importantes para su

actividad bioldgica (Lin et al., 2016; Saranraj et al., 2019).

De este grupo, se destacan los &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, antocianinas,
cumarinas, ligninas, xantonas, entre otros, de los cuales algunos presentan
propiedades biolégicas de gran interés como la actividad antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatoria, antitumoral, antidiabética, antiviral, entre otras (Tsimogiannis y
Oreopoulou, 2019). Se ha demostrado que la capacidad antifingica de los compuestos
fendlicos provenientes de diferentes plantas se debe a que destruyen las membranas
celulares por sus propiedades lipofilicas, interfieren en el metabolismo microbiano,
inhiben la sintesis de metabolitos esenciales en los hongos, o bien, desestabilizan el
ADN, entre otros posibles modos de accion, que retardan o inhiben el crecimiento de
los hongos (Dambolena et al., 2011) (Figura 4, Cuadro 3).

Cuadro 3. Actividad antifingica de compuestos fenélicos en hongos fitopatégenos.

Metabolito Especie/Planta Hongo blanco Referencia
Rashad et al.,
Cumarina Ammi visnaga Rhizoctonia solani 2018

Sahnoun et al.,

Apigenina Agave americana Aspergillus oryzae 2018
Acido p- Yuan et al.,
o P Ziziphus jujuba Alternaria alternata 2019
cumarico
Punicalina Brighenti et al.,
(tanino) Punica granatum Botrytis cinerea (2021)
Seepe et al.
. . Combretum . ’
Salvigenina erythrophylium Fusarium sp. 2021
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Santos et al. (2017), evaluaron el efecto antifingico de los extractos etandlicos (70%)
de hojas y raices de la planta Cuphea glutinosa contra diferentes cepas de Candida,
encontrando que dichos extractos poseen actividad antifungica significativa contra C.
parasiplosis y C. tropicalis. A su vez, le atribuyen la actividad biol6gica a la quercetina
identificada mediante cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-MS). De igual manera Rongai et al. (2015),
analizaron la actividad antifungica de extractos acuosos de granado (Punica granatum
y salvia (Salvia guaranitica) contra F. oxysporum. Los autores reportan que dichos
extractos inhiben a F. oxysporum, atribuyendo este efecto antifiUngico a la alta
presencia de compuestos de naturaleza flavonoide. Asimismo, Behiry et al. (2019),
determinaron el efecto antifingico de extractos metandlicos de Musa paradisiaca
contra Rhizoctonia solani, mencionando que los flavonoides identificados mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en el extracto inhibieron al hongo
en un 94.07%.

Alcaloides. Los alcaloides son compuestos que se sintetizan a partir de un
aminodcido, su estructura es heterociclica y tienen caracteristicas basicas de acuerdo
con su composicién. Su clasificacion varia dependiendo de su tipo de estructura
(alcaloides, protoalcaloides y pseudoalcaloides). Los alcaloides se sintetizan mediante
la ruta del acido shikimico y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Estos compuestos
actian en las plantas como reservas de nitrégeno para diversos procesos metabdlicos,
defensa contra fitopatdgenos y depredadores, e intervienen regulando el crecimiento
vegetal, entre otras funciones (Shi et al., 2014; Espada-Dominguez et al., 2016; Bribi,
2018; Desgagneé-Penix, 2021).

Algunos de los alcaloides exhiben mecanismos de accion contra diversos tipos de
hongos. Tal es el caso de la piperina, la cual actia contra el hongo Aspergillus
parasiticus, inhibiendo su crecimiento, asi como la biosintesis de aflatoxinas y
alterando los mecanismos antioxidantes enddgenos (enzimas superoxido dismutasa,
catalasa). Por otro lado, la colchicina se une a la enzima hidrofolato reductasa, la cual

interviene en la sintesis de purinas y aminoacidos en Aspergillus niger. De igual
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manera, la sanguinarina altera el potencial de membrana mitocondrial y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROs) en Magnaporthe oryzae, al igual que provoca
el colapso de su membrana y la pared celular (Zhao et al., 2019; Rebecca et al., 2021;
Buitimea-Cantua et al., 2022).

2.3. Actividad antioxidante de compuestos de origen vegetal

La actividad antioxidante se refiere a aquella propiedad que presentan diversos
compuestos para inhibir o retardar el dafio a las células ocasionado por la accién de
radicales libres, ya sea donando electrones o0 protones completos a estos para
estabilizarlos, activando enzimas antioxidantes, reduciendo o quelando iones que
puedan desencadenar en la generacion de estas moléculas en el organismo. Los
compuestos fendlicos y los terpenos se caracterizan por presentar esta cualidad entre

sus diversas propiedades biologicas (Figura 4).

Mohandas et al. (2018), evaluaron el contenido total y actividad antioxidante de
terpenos presentes en extractos de Thuidium tamariscellum, reportando que dichos
metabolitos presentan alta capacidad antioxidante en las pruebas de actividad
bloqueadora de los radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazil y 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (DPPH" y ABTS'™), poder reductor férrico (FRAP),
actividad quelante de iones y capacidad bloqueadora de peréxido de hidrogeno.
Asimismo, Takaidza et al. (2018), reportaron que los terpenos presentes en extractos
de especies de Tulbaghia bloquean al radical DPPH" en dicho ensayo, actuando como
principales donadores de electrones a diferencia de los otros metabolitos presentes en

los extractos.

Jeszka-Skowron et al. (2014), mencionan que el flavonoide rutina, presente en la
planta del té (Camellia sinensis), es el compuesto predominante en conjunto con otros
acidos fendlicos (identificado por HPLC), atribuyéndosele a éste el efecto antioxidante
al ser donador de electrones en la prueba de DPPH'. De igual manera, Rusmana et al.

(2017), investigaron el contenido de quercetina y rutina, asi como la actividad
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antioxidante de éstos en el extracto de Phyllanthus niruri, reportando que la quercetina
es el metabolito responsable de la actividad antioxidante mediante diversos ensayos
(ABTS™*, DPPH" y FRAP) a comparacion de la rutina. Por otro lado, Meziti et al. (2019),
realizaron un estudio fitoquimico de extractos de Quercus ilex y Pinus halepensis,
encontrando catequina y acidos fendlicos, los que presentaron una alta actividad
antioxidante en la prueba de reduccion férrica y a los cuales también se les atribuye
un efecto protector del ADN.

2.4. Relacién entre compuestos bioactivos con la actividad antioxidante y
antifungica

Se sabe muy poco acerca de la posible relacién de la actividad antioxidante con la
actividad antifangica como un posible mecanismo de accién, debido a que los
compuestos antioxidantes en cantidades elevadas actuan ejerciendo el efecto
contrario, un efecto prooxidante, lo que provoca la acumulacion de radicales libres en

las células y conduce a la muerte celular (Cuadro 4, Figura 5).

En las investigaciones realizadas por de Freitas et al. (2012), se ha demostrado una
correlacion entre la actividad antioxidante de los extractos de hojas de Leiothrix spiralis
con la actividad antifungica sobre cuatro especies de Candida (C. albicans, C. krusei,
C. parapsilosis y C. tropicalis). Cudalbeanu et al. (2020), también reportaron que la
actividad antifangica de extractos de Nymphaea alba observada sobre C. glabrata,
incrementa cuando aumenta la actividad antioxidante, lo que se atribuye a la

guercetina contenida en los extractos.

Por otro lado, Kalidindi et al. (2015), reportaron que los compuestos fendlicos
encontrados en extractos metanolicos de Annona squamosa son los responsables de
la actividad antioxidante y antifungica contra A. alternata, F. solani y A. niger. Sin
embargo, dichos autores no mencionan una posible relacion de las actividades
reportadas, pero indican que éstas son dependientes de la concentracion de los
compuestos. Por otro lado, Joaquin-Ramos et al. (2020), mencionan en su estudio que
los compuestos fendlicos identificados en Barkleyanthus salicifolius estan
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relacionados con las actividades antifangicas y antioxidantes contra F. oxysporumy C.
gloeosporioides, indicando una posible relacion entre ambas actividades biologicas.
Recientemente, Ahmed et al. (2022), reportaron que existe una correlacién entre la
actividad antioxidante y antifingica de los triterpenos espinasterol y el 22,23-
dihidroespinasterol, presentes en los extractos de hojas de Cytrullus colocynthis sobre

Magnaporthe grisea, Rhizoctonia solani y Phytophthora infestans.

Cuadro 4. Compuestos terpénicos y fendlicos con actividad antifingica y
antioxidante.
Compuesto Planta Hongo Actividad Referencia
(E:\lger;\:?clliz Aspergillus Antioxidante
taninos y * Artemisia herba- spp. ¥ (20.64 mg/L)  Khlifi et al.,
o alba Fusarium (DPPH) y 2013
antocianinas) L e
graminirium antifungica
Antioxidante
(285.07 mM
Barkleyanthus . Trolox) y Joaquin-
flgigtr)nfisdgs salicifolius (Kunth) g?gé/gézgﬁgizzs antifungica Ramos et
H. Rob. & Brettell (92% al., 2020
inhibicion)
Escualeno,
fitol,
triacontano, . Efecto
Vernonia .. R Yusoff et al.,
heptacosano amygdalina Botrytis cinerea  antifungico 2020
y (500 mg/mL)
neofitadieno
Antioxidante
(34.81 pg/mL
Tujona (DPPH), .
carvacrol’ p- Asteriscus F. oxysporum 89.37 ug/mL Aljeldah,
. ’ ’ (FRAP), 2022
cineole y graveolens er
camphor antifungica
(ICs0: 18.29
Mg/mL)
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Figura5.  Sitios de accién de compuestos terpénicos y fendlicos en una célula
fungica. (Jin, 2019).

En investigaciones recientes se reportan sitios de accién y los mecanismos de accion
antifingicos especificos de metabolitos o grupos de estos, los cuales se mencionan a

continuacion (Figura 5):

Hifas. La quercetina actia a nivel de membrana celular, impidiendo el crecimiento y
desarrollo de las hifas. El eugenol provoca alteraciones morfolégicas en las hifas, asi
como un incremento del contenido de potasio en el citoplasma que causa una
coagulacion de este y la degradacion de vacuolas (Wang et al., 2010; Khalifa et al.,
2024).

Pared celular. Los taninos, como el &cido tanico, provocan la disrupcion de la
integridad de la pared celular. Por otro lado, el citronelol afecta significativamente la

pared celular, provocando lisis celular (De Oliveira et al., 2015; Zhu et al., 2019).
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Membrana celular. Los taninos se unen a proteinas de membrana, provocan su
precipitacion, asi como quelar ciertos iones (como el hierro) y desencadenar una
alteracién en la membrana celular. El estragol provoca deterioro de la integridad en la
membrana celular (Huang et al., 2018; Zhu et al., 2019; Nourbakhsh et al., 2021).

Ergosterol. Algunos acidos fendlicos, como el acido galico y vanillinico, afectan la
biosintesis del ergosterol, reduciendo la enzima 14 a dimetilasa o inhibiendo la propia
ruta. El geraniol interviene disminuyendo el contenido de ergosterol en las células
fungicas (De Oliveira et al., 2015; Singh et al., 2020).

Flujo celular. Las cumarinas, como la antraquinona, intervienen al inhibir bombas de
eflujo que son dependientes de energia. El eugenol interviene afectando genes de

bombas de eflujo dentro de la célula (Freiesleben y Jager, 2014; Sen et al., 2023).

Nucleo. Las chalconas afectan a nivel de nucleo interrumpiendo e inhibiendo la
sintesis de acidos nucleicos, activando la apoptosis. El carvacrol suprime la expresion
de genes que se relacionan con la sintesis del ADN, y el procesamiento y
modificaciones del ARN (Rao et al., 2010; Al Aboody et al., 2020).

ERO. Las catequinas estimulan la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) dentro de las células. En el caso de la quercetina, eleva los niveles de ERO y
disminuye los niveles redox intracelulares, provocando que el sistema antioxidante de
las mitocondrias se altere. De igual manera, el eugenol genera y eleva los niveles de
ERO en las membranas fangicas. El estragol afecta el contenido de ERO vy altera la
actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)
(Olea et al., 2019; Al Aboody et al., 2020; Nguyen y Bhattacharya, 2022; Liang et al.,
2023).

2.5. Verbesina Linneo (Asteraceae)

En México, la familia Asteraceae (=Compositae) es una de las mas extensa que
conforman la flora nacional, principalmente se caracteriza por presentar sus flores en
diferentes cantidades conformando un capitulo o cabezuela, siendo ésta la

inflorescencia. En el pais existen 3,113 especies, de las cuales 1988 son endémicas,
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siendo Michoacén el quinto estado con el mayor nimero de especies (837) (Villasefior,
2018).

El género Verbesina fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Species Plantarum
2:901-903 (1753) y es el segundo género mas grande de esta familia en México, con
164 especies nativas y 138 endémicas, aunque recientemente se ha descrito que el
género comprende 340 especies (Ahmed et al., 2024). De acuerdo con Rzedowski y
Carrillo (2011), las plantas de este género se identifican por ser herbaceas, arbustivas
0 a veces arborescentes; presentan tallos con frecuencia alados, signo caracteristico
de este género; sus hojas son opuestas o alternadas, enteras o lobadas; sus flores
pueden ser liguladas o tubulares (fértiles o infértiles) dependiendo de la especie y
dispuestas en cabezuelas; sus corolas son amarillas, anaranjadas o a veces blancas;
las flores del disco son hermafroditas y tubulares. Los frutos (aquenios) se encuentran
fuertemente comprimidos y por lo general alados en los margenes. En el estado de
Michoacan, las especies mas abundantes son V. encelioides, V. fastigiata, V. grayii, V.

klattii, V. mexiae y V. sphaerocephala, por mencionar algunas (Villasefior, 2016, 2018).

Existen investigaciones en diversas especies del género Verbesina donde se ha
evaluado su actividad antioxidante y antifingica. Divya-Ramakrishnan et al. (2017),
reportaron que la especie V. encelioides posee efecto antioxidante y antifiingico contra
hongos como R. solani, Aspergillus flavus y Sclerottium rolfsii, asi como una alta
actividad antioxidante. Asimismo, Garcia-Bores et al. (2020), mencionan que
fracciones hexanicas de extractos metandlicos de la especie V. crocata posee
actividad antioxidante significativa y promueve la cicatrizacién de heridas en un modelo

murino.

Ramseyer et al. (2017) evaluaron la actividad antifangica del extracto de acetato de
etilo de inflorescencias de V. lanata contra el hongo fitopatégeno Plasmopara viticola,
seflalando que los compuestos sesquiterpenos  66-cinamoiloxi-43,96,15-
trinidroxieudesmano y 68-cinamoiloxi-18,15-dihidroxieudesm-4-en-3-ona presentes en
este extracto, son los responsables de la actividad antifingica. De igual manera, Ruiz-

Jiménez (2015), realizé un estudio fitoquimico en extractos hexanicos, metandlicos y
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de acetato de etilo de hojas e inflorescencias de V. parviflora, encontrando una mezcla
de esterato de a y B-amirina, epoxido de B-cariofileno, eudesmenol, espatulenol,
axillarina, quercetagetina 3-metil éter, entre otros. También se determin6 en este
estudio su capacidad antioxidante con el método de DPPH, reportando que la axillarina
mostro la mayor actividad antioxidante (CEso: 3.96 pg/mL).

2.5.1. Verbesina sphaerocephala A. Gray

Verbesina sphaerocephala A. Gray es una planta comun en las zonas del Estado de
Michoacan de Ocampo, abunda principalmente en terracerias o zonas no perturbadas
por el humano. Es considerada nativa para México, ya que se distribuye en los Estados
del centro, noreste y suroeste de México, como Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Guanajuato, Estado de México, Morelos, Guerrero y Michoacéan, entre otros (Figura 6).
Se usa como planta medicinal por diversas comunidades de las regiones. También se
le da usos como planta melifera en la apicultura para la produccién de miel (Villasefior
y Ortiz, 2012).

sl

Figura 6. Distribucion de Verbesina sphaerocephala en México (WCVP, 2023).

Es una planta arbustiva que puede llegar a medir desde 0.6 hasta los 3 metros de
altura. Presenta tallos pilosos, alados y erectos de tonalidades verdosas y amarillas;

sus hojas pueden ser opuestas o0 alternadas, con forma lanceolada. Sus
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inflorescencias constan de flores liguladas y corolas tubulares organizadas en
cabezuelas en tonalidades amarillas; sus frutos (aquenios) son de forma obovada y
aplanada. Su clasificacion taxonomica se describe de acuerdo a WCVP (2023)
(Cuadro 5), y fue publicada por primera vez en Proc. Amer. Acad. Arts (22: 428. 1887).
Tiene un periodo de floracién que va desde julio a diciembre (Rzedowski y Catrrillo,
2011) (Figura 7).

Cuadro 5. Clasificacion taxonémica de Verbesina sphaerocephala A. Gray (WCVP,
2023).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales Link
Familia: Asteraceae Giseke

Género: Verbesina L.

Especie: Verbesina sphaerocephala A. Gray

Figura7.  Verbesina sphaerocephala: Planta arbustiva en época de floracién (a);
Inflorescencias (b); tallos (c); hoja (d); raices (e). Fotografias propias.
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Existen pocas investigaciones en la especie V. sphaerocephala relacionadas a su uso,
asi como a su composicion quimica. En diversos estudios de etnomedicina, esta planta
es empleada para el tratamiento de afecciones de la piel, diabetes, Ulceras, varices,
heridas, por sus propiedades antiinflamatorias y antidiarreicas (Velasco-Ramirez et al.,
2019). También ha sido evaluada la actividad nematicida (Naccobus aberrans) de
extractos etanolicos del follaje de V. sphaerocephala, reportando que estan
constituidos con flavonoides y otros fenoles y son considerados como los mas activos
(Vazquez-Sanchez et al., 2018).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion se determiné el contenido fendlico
total, la actividad antioxidante y antibacteriana de extractos metandlicos de hojas y
flores de V. sphaerocephala, reportando la presencia de flavonoides y taninos, los que
presentaron alta actividad antioxidante. De igual manera, los extractos mostraron
actividad antibacteriana significativa (90% y 95%) sobre las bacterias Staphylococcus

aureus y Escherichia coli (Rodriguez-Valdovinos et al., 2021).
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3. JUSTIFICACION

Verbesina sphaerocephala es una planta endémica del Estado de Michoacan y es
empleada en la medicina tradicional, ademas es una planta melifera importante para
los apicultores. Los resultados de las pocas investigaciones de esta especie
demuestran que contiene compuestos bioactivos con alta actividad antioxidante,
aunque se desconocen sus principales compuestos, asi como su actividad inhibitoria

sobre hongos fitopatdgenos.

Resulta de interés el realizar investigaciones sobre diversos extractos de esta planta
para contribuir al conocimiento de su actividad antifingica, la identificacion de los
principales compuestos activos, su contenido y la determinacion de la actividad
antioxidante, asi como el posible mecanismo de la inhibicion del crecimiento de hongos

fitopatégenos.
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4. HIPOTESIS

El contenido de compuestos activos (fendlicos y terpénicos) de los extractos de
Verbesina sphaerocephala presenta una relacion directa con la actividad antifingica y

antioxidante.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos y terpénicos, la
actividad antifungica y antioxidante de diferentes extractos de V. sphaerocephala.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antifungica y antioxidante in vitro de diferentes extractos de V.
sphaerocephala sobre tres hongos fitopatdgenos.

2. Determinar el contenido total de compuestos fendlicos, flavonoides y terpenos, de
diferentes extractos de V. sphaerocephala.

3. Establecer la ICso y IC100 del extracto y de la fracciobn con mayor actividad
antifiingica sobre tres hongos fitopatdégenos.

4. Identificar y cuantificar los principales compuestos activos (fendlicos y terpénicos)
del extracto y de las fracciones con mayor actividad antifingica.

5. Analizar la actividad antioxidante in vivo del extracto y de la fraccion con mayor
actividad antifungica.
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OBJETIVOS 2Y 3 OBIJETIVO 1

OQOBJETIVO 4

OBJETIVO 5

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CAPITULO 1

CAPITULO 2

CAPiTULO 3

CAFPITULO 4

Recolecta de planias:
Flores, Tallos, Hojas y Raices

¥

Cbiencidn de exiractos por maceracidn;

Acuoso, Mefanol, Acetato de Etilo y Cloreformo

Obtencion de fres fracciones (liquido-liquido) del
axkracto de mayor aclividad antfingica:

Metanol, Acetato de efilo y Hexano

Determinacion de acfividad anlifingica sobre:
Bokrytis cinerea
Collefofrichum gloeosporicides y Fusarivm
oxysporum

Seleccion de extractos con mayor acfividad
biclégica

!

Determinaclin de aclividad antioxidanie:
DPPH, ABTS, FRF y TAC

i

Qbtencién del contenido total de compuestos
fendlicos, !quonqides y lerpénicos

|

Determinacién de la ICq y ICyy

y

Seleccién de exiractos y fracciones con mayor
act. biolbgica

k 4

idenlificacién y Cueniilicacion de los principales
compuestos activos del exiraclo y fraccionas con
mayor acfividad anfilingica
(HPLC-EM, fendlicos; CG-EM, ferpénicos)

l

Determinacion de la actividad antioxidante in vivo del exiracto y de la fraccién con mayor

aclividad antifinglca:
Madelo biologica: Culfive de esporas de B. cinerea

Medicion de: Produccién de especies reactivas de oxigeno y nirégeno, acividad de
catafasa y superéxido dismutasa, contenido de glutatién fotal (GSHY), viabllidad celular (Azul

de fripano}
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7. MATERIAL BIOLOGICO Y METODOS DE EXTRACCION

7.1. Colecta de plantas de V. sphaerocephala

Se realiz6 la colecta de los tejidos de V. sphaerocephala (hojas, inflorescencias, tallos
y raices) en el cerro La Estrella del municipio de Pajacuaran, Michoacan (N:
20°05’54.8”, 0: 102°33’19.2”) en el mes de octubre del afio 2020. Se llevo un ejemplar
al Herbario de la Facultad de Biologia de la UMSNH para su identificacion botanica
(Figura 8), realizada por la Biol. Rosa Isabel Fuentes Chavez. Los tejidos se llevaron
a sequedad a temperatura ambiente (20 =+ 2 °C) en ausencia de luz para
posteriormente ser molidos y almacenados en oscuridad para la realizacion de los

extractos (Figura 9).
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Figura9. Tejidos de V. sphaerocephala en fresco y procesados. Hojas (a);
inflorescencias (b); tallos (c) y raices (d). Fotografias propias.

7.2. Aislamientos y cultivo de hongos

Los ensayos antifungicos se realizaron con aislados de los siguientes hongos: Botrytis
cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium oxysporum, que pertenecen al
cepario del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
Quimico-Biolbgicas de la UMSNH, que se cultivan por resiembra de micelio en medio
papa-dextrosa-agar (PDA) a 25° C. B. cinerea y F. oxysporum fueron aislados de hojas

y raices de zarzamora, respectivamente; C. gloeosporioides de frutos de aguacate.

Los hongos aislados se identificaron mediante el analisis del crecimiento y las
caracteristicas macroscopicas de las colonias, como la coloracién, la forma, la
elevacion, el aspecto, la superficie, el margen o el borde. Se observaron las
caracteristicas microscopicas de los hongos para analizar la forma de las esporas, las
hifas y las estructuras reproductivas. Para determinar el género de cada aislado, se
analizaron las caracteristicas morfolégicas con claves taxondmicas vy literatura de
identificacion de hongos filamentosos (Watanabe, 2002). Cada hongo aislado se
subcultiv, se mantuvo en medio PDA y se incub6 a 25 °C (B. cinerea) y a 28 °C (C.
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gloeosporioides y F. oxysporum) para obtener los indculos para los ensayos (Figura
10).

Figura 10. Cepas fungicas: Botrytis cinerea (a); Colletotrichum gloeosporioides (b);
Fusarium oxysporum (c). Fotografias propias.

7.3. Obtencion de los extractos y de las fracciones

Cada extracto se obtuvo por maceracion en frio en una proporcion de 100 g de tejido
seco molido (hojas, inflorescencias, tallos y raices) por 500 mL de cada disolvente
(agua a 90°C, metanol, acetato de etilo y cloroformo) al 100% (v/v), en ausencia de luz
por cinco dias, con una agitacién vigorosa cada 24 h a una temperatura de 4°C
(Harborne, 1998). Los extractos se llevaron a filtracibn a temperatura ambiente,
utilizando un embudo Buchner y papel filtro Whatman No. 1. Se llevaron a sequedad
por evaporacion en un rotavapor al vacio y una temperatura de 50° C. Finalmente, los
extractos fueron resuspendidos en sus respectivos disolventes a una concentracion de
100 mg/mL. Los extractos se almacenaron en frascos &mbar a -4°C para su posterior
uso, para asegurar su actividad (Figura 11).

Para la obtencion de las fracciones con las actividades antifingicas y antioxidantes se
selecciono el extracto con mayor efecto y se realizé el fraccionamiento liquido-liquido
para la separacion de compuestos, de acuerdo con el método modificado de Umar et
al. (2015). Para ello, se afadieron tres disolventes de diferente polaridad por separado

(hexano, acetato de etilo y metanol) (v:v) y se recuperaron las fracciones. Se llevaron
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a sequedad en un rotavapor a 50°C y se resuspendieron a una concentracion de 100

mg/mL en metanol. Las fracciones se almacenaron a -4°C (Figura 11).

Tanto el extracto acuoso y su fraccion de acetato de etilo se obtuvieron en un solo lote

y mantuvieron su actividad antifiUngica durante toda la experimentacion.
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Figura 11. Proceso de obtencidn de extractos y fracciones de V. sphaerocephala.
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8. RESULTADOS

8.1. Capitulo 1. Actividad antifungicay tamizaje fitoquimico de inflorescencias,
hojas, tallos y extractos de raices de Verbesina sphaerocephala
(Asteraceae) sobre tres hongos fitopatégenos.

Antifungal activity and phytochemical screening of
inflorescences, leaves, stems, and roots extracts of Verbesina
sphaerocephala (Asteraceae) against three phytopathogenic
fungi.

8.1.1. Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo analizar la actividad antifangica y realizar un
tamizaje fitoquimico de extractos de Verbesina sphaerocephala obtenidos con agua,
metanol, acetato de etilo y de cloroformo, a partir de las inflorescencias, hojas, tallos y
raices. La actividad antifungica se evalu6 mediante el método de difusion en pozos
contra tres hongos fitopatdégenos: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y
Fusarium oxysporum. El analisis fitoquimico se realiz6 para la determinacion de
compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas y terpenos. El
extracto acuoso de tallo exhibié la mayor actividad antifingica, lo que resulté en una
reduccion del 100% en el crecimiento micelial de los tres hongos a 10 mg/mL. Este
estudio revel6 que el extracto acuoso de tallo suprimio el crecimiento de B. cinerea a
una concentraciéon de 1 mg/mL y su actividad se relacioné con la presencia de
compuestos fendlicos, cumarinas, quinonas, flavonoides y terpenos. Con esta
investigacion se demostré que el extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala

contiene compuestos fitoquimicos con propiedades fungicidas.

Palabras clave: actividad antifingica; tamizaje fitoquimico, hongos fitopatégenos;
polifenoles; terpenos.
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8.1.2. Articulo 1. Antifungal activity and phytochemical screening of
inflorescences, leaves, stems, and roots extracts of Verbesina
sphaerocephala (Asteraceae) against three phytopathogenic fungi.
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Antifungal activity and phytochemical screening of inflorescences, leaves, stems, and
roots extracts of Verbesina sphaerocephala (Asteraceae) against three phytopathogenic
fungi

The present study aimed to analyse the antifungal activity and perform a phytochemical
screening of aqueous, methanol, ethyl acetate, and chloroform extracts of the
inflorescences, leaves, stems, and roots of Verbesina sphaerocephala. Antifungal
activity was evaluated using the well diffusion method against three phytopathogenic
fungi: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, and Fusarium oxysporum.
Phytochemical screening was performed for phenolic compounds, flavonoids,
coumarins, quinones, saponins, and terpenes. Aqueous stem extract exhibited the highest
antifungal activity, resulting in a 100% reduction in the mycelial growth of the three
fungi at 10 mg/mL. This study revealed that aqueous stem extract suppressed the growth
of B. cinerea at a concentration of 1 mg/mL and that this extract contains a high content
(++) of phenolics, coumarins and quinones, with and flavonoids and terpenes slightly
present (+). Our study showed that the aqueous stem extract of V. sphaerocephala

contains phytochemical compounds with fungicidal properties.

Keywords: antifungal activity; phytochemical screening; phytopathogenic fungi;

polyphenols; terpenes.

1. Introduction

Species of the genus Verbesina belonging to the Asteraceae family, such as V. macrophylla, V.
lanata, V. encelioides and V. persicifolia, have antifungal activities (Divya-Ramakrishnan et
al., 2017; Ramseyer et al., 2017; de Veras et al., 2021). Verbesina represents the second
largest genus of the Asteraceae family in Mexico, with 164 native and 138 endemic species
(Villasefior, 2004), several of which are used in traditional Mexican medicine because of their
antioxidant, antifungal, antibacterial, and antitumor properties (Jain et al., 2008; Sindhu et al.,
2011).

Verbesina sphaerocephala A. Gray is a common plant in Michoacan, Mexico, and is
abundant mainly on dirt roads or undisturbed areas. Various communities in these regions use
it as a medicinal plant. V. sphaerocephala is also used as a melliferous plant in honey
production (Villasefior and Ortiz, 2012). Although there have been few phytochemical and
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biological activity studies on this species, it has recently been reported that this plant contains
sesquiterpenes (e.g., cadinene) and flavonoids, among other phenolic compounds (e.g., rutin)
that are related to antifungal activity (Arciniegas et al., 2020; Rodriguez-Valdovinos et al.,
2021). Rodriguez-Valdovinos et al. (2021) demonstrated the antibacterial activity of
methanolic extracts against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. However, their
antifungal properties and the identification of their main terpene and phenolic compounds are
unknown.

Terpenes and phenolic compounds are among the most abundantly produced by plants,
and due to their broad biological activities, such as antifungal properties, they are considered
metabolites with a high potential to inhibit the growth of phytopathogenic fungi that cause
various diseases, such as grey mould caused by Botrytis cinerea in berries, anthracnose by
Colletotrichum gloeosporioides in avocado, and root or stem rot by Fusarium oxysporum in
various plants. Owing to these characteristics, studying plants that produce these types of
metabolites is important for searching alternatives for new antifungals to reduce the use of
chemically synthesized fungicides (Mahlo et al., 2010).

Among polyphenols, phenolic acids and flavonoids exhibit antifungal activities; some
can inhibit the germination of fungal spores, whereas others cause cell deformation and lysis
(Pusztahelyi et al., 2015). Flavonoids (e.g., quercetin) and phenolic acids (e.g., ferulic acid)
have shown antifungal activity against phytopathogens, including Alternaria alternata,
Rhizoctonia solani, F. oxysporum, and B. cinerea (Wianowska et al., 2016). Similarly, various
terpene compounds, such as monoterpenes, diterpenes, triterpenes, and sesquiterpenes, exhibit
antifungal activity. These metabolites are major components of essential oils from various
plants, such as those of the Asteraceae family, containing both terpenes and phenolics
compounds that are responsible for antifungal activity (Gavrilovi¢ et al., 2016).

This study aimed to evaluate the antifungal activity of extracts of different polarities
from inflorescences, leaves, stems, and roots of V. sphaerocephala against the phytopathogenic
fungi B. cinerea, C. gloeosporioides, and F. oxysporum and determine the presence of

polyphenols and terpenes in the extract with the highest antifungal activity.

2. Results and discussion
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Yields of the plant extracts

The yields of crude extracts from 100 g of dried plant material extracted from V.
sphaerocephala are shown in Table 1. The results showed that the chloroformic inflorescence
and aqueous stem extracts produced the highest amount of crude extract, with 5.54 g/100 g dry
weight (dw) and 5.49 g/100 g dw, respectively. The lowest yields were obtained from the root
and ethyl acetate extracts.

Various factors have been reported to affect the extract yield, particularly
Plant materials, extraction time, temperature, and solvent polarity (Zhang et al., 2018; Truong
et al., 2019). The current results indicated that a highly polar solvent (aqueous) and a nonpolar
solvent (chloroform) resulted in a high extraction yield. Although the extract yields have been
reported to be higher in polar solvents than in nonpolar solvents (Nawaz et al., 2020), a
chloroform solvent (medium polarity) has produced high yields in Achillea species (A.
lingulata and A. abrotanoides) (Kaczorova et al., 2021). Although this solvent has been used to
isolate a wide range of compounds from plant materials and is commonly used for non-
targeted isolation and analysis of natural products, owing to its toxicity, chloroform is not a
suitable solvent for use in food and pharmaceutical preparations (Altemimi et al., 2017,
Kaczorova et al., 2021). Furthermore, aqueous extracts of V. sphaerocephala stems have a
relatively high yield, and their application has advantages such as low cost, non-toxicity, food

safety, and recycling (Choi and Verpoorte, 2019; Awad et al., 2021).

Antifungal activity of the plant extracts

The antifungal activities of different parts of V. sphaerocephala crude extracts (aqueous,
methanol, ethyl acetate, and chloroform) at a concentration of 10 mg/mL against the growth of
B. cinerea, C. gloeosporioides and F. oxysporum were determined using the agar well
diffusion method. All extracts used in this study exhibited varying degrees of antifungal
activity against the three fungi (Table 1). However, the aqueous extract of V. sphaerocephala
stems was the most effective among the extracts tested. In fact, this extract resulted in a 100%
inhibition percentage against the three fungi assayed compared to the positive control,

Benomyl 50 (10 mg/mL). The other extracts did not have the ability to inhibit fungal growth
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above 33% and root extracts had the lowest antifungal activity (Table 1). The effects of the
extracts were compared with those of the respective solvents (water, methanol, ethyl acetate,
or chloroform) as negative controls, which did not show any antifungal activity.

A few studies have confirmed the antifungal activity of Verbesina species against
phytopathogenic fungi. An ethyl acetate extract from the inflorescences of V. lanata showed
significant inhibitory activity in vitro against grapevine downy mildew (Plasmopara viticola)
(Ramseyer et al., 2017) and an acetone bark extract of V. turbacensis inhibited the
opportunistic fungal pathogen Cryptococcus neoformans (Powers et al., 2022). One of the
most studied species is V. encelioides that presents antifungal activity, and stem and leaf
powders in silver nanoparticles have shown activity against Aspergillus niger and A. flavus
(Kushwaha and Malik, 2013), hydroalcoholic extracts of the aerial branches, roots, and
flowers were effective against Aspergillus fumigatus (Albalawi et al., 2015), and a protein
extract showed biological activity against A. flavus and Fusarium oxysporum (Divya-
Ramakrishnan et al., 2017). The antifungal effect of the aqueous extract of V. sphaerocephala
stems is consistent with that reported for the polar extracts of V. encelioides (Albalawi et al.,
2015).

To determine the lower inhibitory concentrations of the aqueous stem extract of V.
sphaerocephala against the three fungi, seven days after culture, the effects of three
concentrations (1, 5, and 10 mg/mL) were observed, using water as a negative control and
Benomyl 50 as a positive control (10 mg/mL) (Table 2). The mycelial growth of the three
fungi was 100% inhibited at concentrations of 5 and 10 mg/mL; however, the concentration of
1 mg/mL was effective in a 100% only against B. cinerea and very low against C.
gloeosporioides and F. oxysporum. The treatment with water did not show any inhibition, and
with Benomyl 50, 100% inhibition was obtained in the three fungi (Table 2). These results
demonstrate that the aqueous stem extract of V. sphaerocephala contains compounds with

high antifungal activity against B. cinerea at the lowest concentration tested (1 mg/mL).

Aqueous extracts of different plants have been shown to inhibit phytopathogen fungi
(Sayago et al., 2012; Ngegba et al., 2018), noting that antifungal activity is concentration
dependent. Alotibi et al. (2020) studied the antifungal activity of the aqueous extracts of

Rumex vesicarius stems, observing that at a concentration of 50 mg/mL, obtained about 50%
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inhibition of Helminthosporium rostratum and Fusarium oxysporum; the aqueous extract of
Moringa oleifora leaves was effective against A. niger, A. flavus, A. fumigatus and Rhizopus
oryzae at values ranged from 31.25 to 62.5 mg/mL (Oniha et al., 2021); aqueous extracts from
Arum cyreniacum tubers, leaves and flowers shown a low inhibition against F. oxysporum
with only 5.8, 10.5 and 47% of inhibition with 200 mg/mL, respectively (Abdulrraziq et al.,
2021); whereas against F. solani, the aqueous extract from Annona squamosa leaves exhibited
intermediate effect with percentage inhibition of 33.33% at 1 mg/mL and 64.58% at 2 mg/mL
(Kalidindi et al., 2015).

The aqueous extract of stems of V. sphaerocephala showed an antifungal activity of
100% on the three fungi assayed at concentration of 5 mg/mL. B. cinerea was the pathogenic
strain with greater susceptibility to mycelial growth inhibition at 1 mg/mL, an inhibitory
concentration considered optimal because the antifungal effect of this extract was 10 times
more active than that of the commercial fungicide Benomyl 50 (10 mg/mL), which was used

as the positive control.

Phytochemical screening

The present study revealed that aqueous stem extract form V. sphaerocephala shown
the presence of phytochemical constituents, such as phenolics, flavonoids, coumarins,
quinones, and terpenes. In this extract, the phenolic, coumarin, and quinone contents were
higher than those of the flavonoids and terpenes, and saponins were not detected (Table 3). In
particular, the hydroalcoholic extracts of Tagetes patula and Juniperus communis have
antifungal activity because of their polyphenol and terpene (Politi et al., 2016; Fierascu et al.,
2018).

These groups of compounds that constitute the aqueous extract of the stems of V.
sphaerocephala can be attributed to the antifungal activity of the three fungi under study,
mainly against B. cinerea, as they can act alone or in synergy, as demonstrated in other studies
(Pusztahelyi et al., 2015; Salhi et al., 2017; Aboody and Mickymaray, 2020).

Polyphenols have different antifungal mechanisms because of their potential to damage

membrane structural integrity in a non-specific manner, inhibit certain electron transport
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enzymes, induce mitochondrial malfunction, and reduce cell wall construction, as well as the
efflux-mediated pumping system (Aboody and Mickymaray, 2020). Coumarins act by inhibiting
conidial germination and mycelial growth, causing cell content leakage due to the formation of
pores in the wall, as well as stimulating apoptosis by altering the mitochondrial level through
ROS accumulation, preventing lipid-oxidation, and damaging peroxisomes. In contrast,
quinones act at the mitochondrial level, affecting efflux pumps, altering the membrane potential,
intervening in nucleic acids, and disrupting protein synthesis and mRNA transfer (Sarmento-
Guerra et al., 2015; Shang et al., 2019; He et al., 2021). Finally, terpenes cause lesions in fungal
membranes, reduce ergosterol synthesis, and inhibit ATPases that promote cell death (Zaker,
2016; Kuete, 2017). In order to investigate the antifungal compounds of the aqueous stem extract
of V. sphaerocephala, the perspective of this work, is to realize Gas Chromatography-Mass
Spectrometry and Ultra-High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry analysis.

3. Conclusions

Three phytopathogenic fungi (B. cinerea, C. gloeosporioides and F. oxysporum) were
inhibited in vitro by an aqueous stem extract from V. sphaerocephala and they had a greater
capacity to inhibit the radial growth of the mycelium of B. cinerea at a concentration of 1
mg/mL. The biological activity was attributed to the polyphenols and terpenes found in the

phytochemical screening.

Acknowledgements

We thank the Coordinacién de la Investigacidn Cientifica/Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (CIC/UMSNH) (RSG/2020-2022) and the Consejo Nacional de Ciencia 'y
Tecnologia (CONACYT) (775428).

Disclosure statement

No potential conflict of interest was reported by the authors.

40



Funding
The authors (s) report no funding associated with the work featured in this article.

Orcid

K.Y. Rodriguez-Valdovinos https://orcid.org/0000-0003-3518-3276
J.R. Medina-Medrano https://orcid.org/0000-0002-4903-4936

A. Hernandez-Garcia https://orcid.org/0000-0001-8353-0266

A. Saavedra-Molina https://orcid.org/0000-0002-0811-2950

J.E. L6pez-Meza https://orcid.org/0000-0002-3269-9202

R.E.N. del Rio-Torres https://orcid.org/0000-0001-8932-552X

R. Salgado-Garciglia https://orcid.org/0000-0001-5920-6562

Experimental section

Chemicals

All the solvents used for the preparation of the extracts are analytical grade of Meyer®
(Mexico). Potato Dextrose Agar (PDA) was used for the culture and bioassays with
phytopathogenic fungi (Bioxon®, Mexico). The following reagents were used for
phytochemical screening: acetic anhydride, hydrochloric acid, chloroform (JT Baker, Mexico),
ammonium hydroxide, sulfuric acid (Meyer, Mexico), mercuric chloride (Fermont, Mexico),
potassium iodide (Monterrey Chemical Products, Mexico), lead acetate (Sigma Aldrich,
Germany), and sodium hydroxide (Jalmeck, Mexico). The standards gallic acid, naringenin,
stigmasterol, linalool, and methoxycoumarin were purchased from Sigma Aldrich (Germany);
digitonin, from Fluka (Switzerland); and coenzyme Q10, from Qunol (USA).

Plant material

The complete plants specimens of V. sphaerocephala were collected in Pajacuaran, Michoacan,
México (20°05°54.8°” N Latitude and 102°33°19.2>> W Longitude) on October 2020. The plant
samples were authenticated and deposited in the Biology Faculty Herbarium (EBUM) of

Michoacan University of San Nicolas of Hidalgo (UMSNH) (Accession:31383). All plant parts
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(inflorescences, leaves, stems, and roots) were separated and dried at room temperature.
Subsequently, the samples were crushed and stored separately in the dark for extract preparation.

Fungal strains

The fungi Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea and Colletotrichum gloeosporioides were
strains from the Plant Biotechnology Laboratory of the Chemical Biological Research Institute
(UMSNH), isolated from diseased blackberries and avocados, respectively. The isolated fungi
were identified by analysing the growth and macroscopic characteristics of the colonies such as
coloration, shape, elevation, appearance, surface, margin or edge. The microscopic
characteristics of the fungi were observed to analyse the shape of the spores, hyphae and
reproductive structures. To determine the genus of the specimen collected, the morphological
characteristics were analysed with taxonomic keys and identification literature of filamentous
fungi (Watanabe, 2002). Each isolated fungi were subculture and maintained on PDA medium
and incubated at 25 °C (B. cinerea) and 28 °C (C. gloeosporioides and F. oxysporum) to obtain

inocula for testing.

Crude extract preparation

All extracts were prepared by cold maceration (4 °C). The dry-milled materials (100 g dry
weight each) were extracted with 500 mL of each solvent (water at 90 °C, methanol, ethyl
acetate, and chloroform) and maintained for 5 days with constant stirring (150 rpm) in the dark.
They were then filtered at room temperature using a funnel with Whatman paper No 1
(Whatman Ltd., England), and the solvents containing the extracted materials, concentrated until
dryness in a rotary evaporator Buchi® under reduced pressure and 50 °C. The total solid test
was used to determine the extract yield, which was expressed as milligrams of dry solids
concentrated at 100 mg/mL. Finally, the total extract was stored in an amber flask at 4 °C until

further use.

Antifungal activity assay
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Antifungal activity was determined using the well diffusion method (Magaldi et al., 2004), using
Petri dishes with PDA medium, in the center of the plate a 5 mm hole was made with the upper
end of a sterile Pasteur pipette. Each well was filled with either 100 uL of the extracts (10
mg/mL); Benomyl 50 (Benomyl 50% WP®, Taicang Pesticide Factory, China) (10 mg/mL),
used as a positive control; each solvent (water, methanol, ethyl acetate and chloroform) used as
a negative control, allowing its volatilization to stand on the bench for 30 min. Subsequently, 5
mm discs of mycelia from each fungus were inserted into the wells. All the plates were incubated
for 7 days, at 25 °C for B. cinerea, and at 28 °C for C. gloeosporioides and F. oxysporum. The
zone of inhibition was measured using a set of Vernier calipers and recorded in millimeters. The
assay was repeated twice for confirmation. The percentage inhibition of mycelial growth was
calculated using Equation 1.

Ri —R,

1

Inhibition (%) = ( ) x 100 (1D

Where:
R1 = the average diameter (mm) of mycelial growth in control plate

R2 = the average diameter (mm) of mycelial growth in treatment plate

Three concentrations (1, 5, and 10 mg/mL) of the extract with the highest antifungal
activity were assayed using the well-diffusion method, following the methodology described

above.
Phytochemical screening

After the bioassay tests, the extract with the highest antifungal activity was selected for the
qualitative determination of polyphenols (phenolics, flavonoids, coumarins, and quinones),
saponins, and terpenes using established procedures (Ortega-Medrano et al. 2022) with
modifications. For these tests, extracts were prepared at a concentration of 5 mg/mL. The
criterion reported in the work of Garcia-Granados et al., (2019) was used to evaluate the
qualitative presence of the various compounds in the extracts of V. sphaerocephala: (+++)
indicates abundant presence, (++) indicates notable presence, (+) indicates minimal presence

and (-) indicates absence.
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Tests for phenolics

Lead acetate test: 500 pL of 10% lead acetate solution was added into 500 pL extract in a glass
test tube. The presence of phenolics was indicated by a white precipitate. Gallic acid was used
as the standard.

Test for flavonoids

Ammonium hydroxide test: 400 pL of 5% ammonium hydroxide was added into 400 pL extract.
The presence of flavonoids was indicated by yellow coloration using naringenin as the standard.
Test for coumarins

Sodium hydroxide test: 400 pL of 10% sodium hydroxide was added to 400 pL extract. The
presence of flavonoids was indicated by yellow coloration, using methoxycoumarin as the
standard.

Test for quinones

Sulfuric acid test:400 pL of sulfuric acid was added into 400 pL extract. The presence of
quinones was indicated by a soft red coloration using ubiquinone as the standard.

Test for saponins

Froth formation test: A total of 500 pL of plant extract was thoroughly mixed with 1.5 mL
distilled water in a test tube, for a 5 min. The presence of saponins was confirmed by the
formation of a stable and persistent froth.

Test for terpenes

Salkowski test: A total of 500 pL of plant extract was mixed with chloroform (1.5 mL) in a test
tube, and 500 pL of sulfuric acid was added. The formation of the red phase denotes the presence

of terpenes, using linalool as the standard.
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Table 1. Extract yield and antifungal activity of Verbesina sphaerocephala crude extracts against

Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, and Fusarium oxysporum using well diffusion

method.
Crude Extract Inhibition (%)
extract yield ()
[10 mg/mL]
B. cinerea C. gloeosporioides  F. oxysporum
Aqueous
Inflorescences 2 1.11 +1.92¢ 11.67 + 2.89¢ 25.56 + 1.92°
Leaves 1.39 0+0d 26.67 + 2.89° 5.56 + 1.929
Stems 5.49 100 + 02 100 + 02 100 + 02
Roots 3.64 0+ 0 6.67 + 2.89 1.11 + 1.92"
Methanolic
Inflorescences 3.59 0+0d 3.33+2.85 28.89 + 3.85P
Leaves 3.26 0+ 0 28.33 +2.89° 30 +3.33°
Stems 1.52 32.22 +1.92° 0+ 09 11.11 +1.92¢
Roots 0.74 0+ 0d 13.33 + 2.89¢ 12.22 +1.92¢
Ethyl acetate
Inflorescences 3.81 0+0d 1.67 £ 2.899 20 + 3.33°¢
Leaves 2.17 494 +1.92° 26.67 + 2.89° 31.11 +£1.92°
Stems 0.71 0+ 0 0+ 09 7.78 +1.92f
Roots 0.41 0+ 0 1.67 +2.899 00
Chloroformic
Inflorescences 5.54 1.11 £ 1.92°¢ 16.67 + 2.89° 7.78 £ 1.92f
Leaves 4.21 0+0d 10 + 5¢ 20 + 3.33¢
Stems 1.03 3.33+£3.33¢ 1.67 + 2.899 17.78 + 1.92¢
Roots 0.43 2.22 +1.92¢ 13.33 + 2.89¢ 2.22 +1.92"
Benomyl 50 - 100 + 02 100 + 02 100 + 02

Mean + SD in a column superscripted with different lowercase letters are significantly
different (p<0.05).
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Table 2. Inhibition of mycelium growth of B. cinerea, C. gloeosporioides, and F. oxysporum

with different concentrations of the aqueous stem extract from V. sphaerocephala (7 days of

culture).

Treatment (mg/mL)

Inhibition (%)

B. cinerea C. gloeosporioides  F. oxysporum
Stem aqueous extract
Water 0+0° 0x0° 0£0°
1 100+0° 12.67 + 1.45° 10.42 +1.82°
S 100+ 0? 100 + 02 100 + 02
10 100 +0° 100 + 0 100 + 0?
Benomyl 50
10 100 +0? 100 £ 0? 100 £ 0?

Mean = SD in a column superscripted with different lowercase letters are significantly

different (p<0.05).
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Table 3. Phytochemical screening of aqueous extract from Verbesina sphaerocephala stems.

Chemical group Test Response
Phenolic Lead acetate ++
Flavonoid Ammonium hydroxide +
Coumarin Sodium hydroxide ++
Quinone Sulfuric acid ++
Saponin Froth -
Terpene Salkowski +

- Absence, + slightly present, and ++ present.
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8.2. Capitulo 2. Actividad antioxidante y antifungica, y caracterizacion de
compuestos fendlicos usando Cromatografia de Liquidos de
Ultra Alta Resolucion Acoplada y Espectrometria de Masas
(UPLC-MS) del extracto acuoso de tallo y fracciones de
Verbesina sphaerocephala

8.2.1. Resumen

El género Verbesina representa el segundo grupo mas diverso de la familia Asteraceae
en México, siendo Verbesina sphaerocephala una de las especies mas distribuidas a
lo largo del territorio mexicano. Esta especie ha sido poco estudiada, reportandose la
presencia de algunos compuestos bioactivos con actividad antioxidante vy
antibacteriana. En este estudio se determind el contenido y composicion fendlica y
flavonoide, asi como la actividad antioxidante y antifiingica de extractos acuosos de
tallo de V. sphaerocephala y sus fracciones. Los resultados mostraron que la mayor
actividad antifungica contra Botrytis cinerea fue mostrada por el extracto acuoso (ICso:
0,10 mg/mL) y la fraccion de acetato de etilo (ICso: 14,8 mg/mL). Ademas, el extracto
acuoso Y la fraccion de acetato de etilo mostraron los mayores contenidos fendlicos
(21,40 y 21,26 mg de equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco,
respectivamente) y flavonoides (11,53 y 3,71 mg de equivalentes de rutina,
respectivamente) y una elevada actividad antioxidante determinada por la capacidad
antioxidante total (20. 62 y 40,21 mg de equivalentes de &cido ascérbico por gramo de
extracto seco, respectivamente), poder reductor férrico (74,76 y 129,57 mg de
equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco, respectivamente), DPPH
(ICs0: 12,38 y 7,36 mg/mL, respectivamente) y ABTS (ICso: 5,60 y 7,76 mg/mL,
respectivamente). Se detectaron 12 compuestos fendlicos en el extracto acuoso
mediante analisis UPLC-MS, de los cuales los principales fueron los &cidos
protocatecuico, vanillinico e hidroxibenzoico, mientras que en la fraccion de acetato de
etilo se identifico la presencia de 18 compuestos fendlicos, de los cuales los principales
fueron la vanillina, la rutina y el acido hidroxibenzoico. Los resultados de esta
investigacion demuestran que el extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala posee
compuestos fendlicos con actividad antifingica y antioxidante.

Palabras clave: Actividad antifungica; actividad antioxidante, Botrytis cinerea;
fendlicos; Verbesina sphaerocephala.
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Abstract: The Verbesina gender represents the second most diverse group from the
Asteraceae family in Mexico; Verbesina sphaerocephala is one of the most distributed
species along the Mexican territory. This species has been poorly studied,
reporting the presence of some bioactive compounds with antioxidant and
antibacterial activity. In this study, phenolic and flavonoid contents and
composition, antioxidant and antifungal activities of aqueous extracts of the stem
of V. sphaerocephala and its fractions were determined. The results showed that the
highest antifungal activity against Botrytis cinerea was shown by the aqueous
extract (ICso: 0.10 mg/mL) and the ethyl acetate fraction (ICso: 14.8 mg/mL). In
addition, the aqueous extract and the ethyl acetate fraction exhibited the highest
phenolic (21.40 and 21.26 mg gallic acid equivalents per gram of dry extract,
respectively) and flavonoid contents (11.53 and 3.71 mg rutin equivalents,
respectively) and high antioxidant activity determined by the Total Antioxidant
Capacity (20.62 and 40.21 mg ascorbic acid equivalents per gram of dry extract,
respectively), Ferric Reducing Power (74.76 and 129.57 mg gallic acid equivalents
per gram of dry extract, respectively), DPPH (ICso: 12.38 and 7.36 mg/mL,
respectively), and ABTS (ICs0: 5.60 and 7.76 mg/mL, respectively) methods. Twelve
phenolic compounds were detected in the aqueous extract using UPLC-MS
analysis, of which the major ones were protocatechuic, vanillinic, and
hydroxybenzoic acid, while in the ethyl acetate fraction, the presence of 18
phenolic compounds were identified, of which the majority were vanillin, rutin,
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and hydroxybenzoic acid. The results of this research demonstrate that the aqueous extract of V. sphaerocephala stems
has phenolic compounds with antifungal and antioxidant activity.

Keywords: antifungal activity; antioxidant activity; Botrytis cinerea; phenolics;
Verbesina sphaerocephala

1. Introduction

Fungi are one of the phytopathogens that mostly attack plants and cause diseases, both in the pre- and
post-harvest stages [1]. It is reported that there are more than 19,000 fungi that cause disease in plants in
the world [2]. Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that causes serious economic and agronomic losses
worldwide [3]. This fungus affects nearly 500 crops worldwide, the main ones being grapes, berries
(strawberries, blackberries, blueberries, raspberries), Solanaceae (tomatoes, potatoes), and pumpkins,
among others [4]. The fight against B. cinerea and other phytopathogenic fungi has driven research into
new control strategies, with a growing focus on the use of natural compounds as sustainable alternatives
to conventional chemical treatments.

Phenolic compounds, known for their antioxidant and antimicrobial properties, have a high potential to
be used in the inhibition of the growth of phytopathogenic fungi. In addition, they are considered low
toxicity since they have a short persistence in the environment. These plant metabolites are potentially
considered to be integrated as one of the alternative methods for the control of phytopathogenic fungi
[5-7].

Verbesina sphaerocephala is an endemic plant species of Mexico [8], belonging to the Asteraceae family,
known for its medicinal properties and its wide distribution in tropical and subtropical regions. In recent
years, this plant has attracted the attention of researchers due to its therapeutic potential, particularly
with regard to its antioxidant, antibacterial, and antifungal properties and its phenolic composition. The
antioxidant activity of V. sphaerocephala has been documented in several studies, which highlight its
ability to neutralize free radicals and reduce oxidative stress. This property is attributed in part to its rich
phenolic composition, which includes compounds such as flavonoids, phenols, and phenolic acids,
known for their ability to protect cells against oxidative damage and premature aging [9-11]. In addition
to its antioxidant activity, V. sphaerocephala has shown promising antibacterial properties. Recent
research has shown its effectiveness against pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus and
Escherichia coli, suggesting its potential use in the treatment of bacterial infections [11]. Regarding its
antifungal activity, the plant has been shown to be effective against various pathogenic fungi, including
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, and Botrytis cinerea species, which opens the
possibility of its use in the treatment of fungal infections [12]. These findings underline the importance
of V. sphaerocephala as a potential source of bioactive compounds that can be used in the development of
new agents for the management of B. cinerea.

Therefore, the aim of the present study was to determine the phenolic and flavonoid contents, phenolic
composition, and in vitro antioxidant and antifungal activities against B. cinerea of aqueous extracts and
its fractions from V. sphaerocephala stem.

2. Results and Discussion
2.1. Total Phenolic and Flavonoid Content

In this research, the phenolic and total flavonoid content of the aqueous extract and its fractions from
the stem tissue of V. sphaerocephala were evaluated. Table 1 shows these results. The range of phenolic
content was from 21.40 to 13.54 milligrams equivalent of gallic acid per gram of dry extract (mg GAE/g
DE), with the aqueous extract having the highest content (Table 1). In previous research on this plant, a
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total phenolic content of 10.50 mg GAE per gram of dry tissue (DT) was reported in methanolic extracts
of the leaf tissue [11], two times lower than what was obtained in this study.

Table 1. Total phenolic and flavonoid contents, free radical scavenging activity, total antioxidant capacity, ferric
reducing power of aqueous extract, and fractions from the stem of Verbesina sphaerocephala.

TPC TFC DPPH ABTS TAC FRP

Extract (g GAE/g DE) (mg RE/g DE) ICs (mg/mL) ICs (mg/mL) (mg AAE/g DE) (mg GAE/g DE)

Aqueousstem 1 100360 11530070 1236£0.07¢ 560+011c 20.62+0.09¢ 7476+ 148"

extract
Ethyl af:etate 21.26 +0.38 2 3.71+0.03° 736+0.012 7.76+0.09> 4021 +0.41= 129.57 +2.08 2
fraction
Methanolic
fraction 13.54 +0.43 7P 2.12+0.07 ¢ 8.48+0.02% 10.26+0.04c 31.46+0.6"P 61.48 +1.04 <
1

Abbreviations: TPC, total phenolic content; TFC, total flavonoid content; GAE, gallic acid equivalents; RE, rutin
equivalents; DE, dry extract; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ICs,, median inhibitory concentration; FRP,
ferric reducing power. Values are expressed as mean + standard deviation of three repetitions. Values with different
letters indicate significant differences (Tukey, p <0.05).

In the case of the aqueous extract fractions obtained by liquid-liquid phase separation, the ethyl acetate
fraction was the one that showed the highest content (21.26 mg GAE/g DE), while the methanolic fraction
obtained the lowest content (13.54 mg GAE/g DE), as can be seen in Table 1. There are no previous studies
on the fractionation of extracts in this plant, so it is proposed to carry out more work in this area.

On the other hand, in the total flavonoid content of the extracts and fractions, a similar behavior to that
of the phenolic content results was observed since the highest flavonoid content was presented in the
aqueous extract with 11.53 milligrams of rutin equivalents per gram of dry extract (mg RE/g DE). The
flavonoid content of the aqueous extract analyzed in this study was higher compared to that obtained in
the hydro-methanolic extract of leaves of this plant previously reported [11], which was 9.85 mg
equivalents of catechin per gram of dry tissue (mg CE/g DT), being 1.17 times higher than that obtained
in the aqueous extract of stems reported here. Meanwhile, the ethyl acetate fraction of the aqueous
extract showed the highest flavonoid content with 3.71 mg RE/g DE, while the methanolic fraction
showed a content of 2.12 mg RE/g DE, which was the lowest flavonoid content.

2.2. Identification and Quantification of Total Phenolic Compounds by Ultra-High-Performance Liquid
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (UPLC-MS)

According to the UPLC-MS analysis carried out on the aqueous stem extract from V. sphaerocephala and
its fractions (ethyl acetate and methanol), the presence of 12 phenolic compounds was found in the
aqueous extract, 18 compounds in the ethyl acetate fraction and 13 compounds in the methanolic fraction
(Table 2). In the aqueous extract, 84.61% of these compounds correspond to the group of phenolic acids,
while the remaining (15.38%) were flavonoids. The major compounds in this extract were protocatechuic
acid (96.06 ug/g DE), vanillinic acid (66.86 ug/g DE), and hydroxybenzoic acid (65.59 ug/g DE).

On the other hand, in the case of the ethyl acetate fraction, the proportion of its phenolic compounds
was the following: phenolic acids (63.15%), flavonoids (26.31%), coumarins (5.26%) and lignans (5.26%).
Vanillin (289.27 ug/g DE), rutin (250.52 ug/g DE), and protocatechuic acid (250.54 pg/g DE) were the
compounds with the greatest presence. The presence of phenolic compounds with high antioxidant
activity, such as isoquercitrin (quercetin-3-O-glucoside) [13], astragaline (kaempferol 3-O-glucoside)
[14], secoisolariciresinol [15] and kaempferol [16] were detected by chromatographic analysis only in the
ethyl acetate fraction.

Similarly, in the methanolic fraction, 76.92% of the identified phenolics are phenolic acids, and 23.07%
are flavonoids. In this fraction, the majority of compounds were chlorogenic acid (64.05 pg/g DE),
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protocatechuic acid (16.14 ug/g DE), and rutin (10.28 upg/g DE). Rodriguez-Valdovinos et al. [11]
previously detected the compound rutin in V. sphaerocephala leaf tissue (13.97 mg/g DT) using High—
Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC), suggesting that this compound is stored in greater
quantities in the leaves and flowers of this plant. Nevertheless, in Verbesina encelioides, the presence of p-
coumaric acid, vanillinic acid, gallic acid, caffeic acid, ferulic acid, and chlorogenic acid has been
reported [17], which makes them compounds in common between these two species of the genus.

Table 2. Phenolic compounds identified by Ultra-High-Performance Liquid Chromatography Coupled to Mass
Spectrometry (UPLC-MS) in aqueous extract and fractions from the stem of Verbesina sphaerocephala.

R Compound ng/s DE
(min) Aqueous Extract Ethyl Acetate Fraction Methanolic Fraction
14  Gallic acid ND ND 498 +0.04 2
2.5  Protocatechuic acid 93.06 £2.56 250.54 £1.04 = 16.14+0.45 <
3.76  Hydroxybenzoic acid 65.69 +1.14 " 135.61 +0.89 2 3.82+£0.12¢
5.12  Vanillinic acid 66.86+0.13 ® 246.94 +3.46 2 5.99+0.26
5.34 Chlorogenic acid 22.51+0.34 ¢ 114.66 £3.16 64.05+1.17"
5.38 Caffeic acid ND 18.36£1.16 2 4.86+0.11°
6.52  Vanillin 10.09 + 0.06 ® 289.27 £2.92 4 0.75+0.09
721 p-coumaric acid 21.13+£045% 139.72+2.71 2 3.51+£0.10°¢
8.4  Scopoletin ND 3.03+0.342 ND
8.6  Ferulic acid 2.99+0.15° 26.05+0.31 0.17+0.04
9.15 Salicylic acid 1097 £0.25° 40.19+0.35 1.38£0.06¢
9.16  Sinapic acid 1.37+0.21"% 5.74+0.692 1.23+0.07 "
10.35 Rutin 20.56 £0.73 250.52 +£8.21 2 10.28 +0.18 ®
10.57 Isoquercitrin (quercetin-3-O-glucoside) ND 69.16+2.192 ND
11.91 Astragaline (kaempferol 3-O-glucoside) ND 41.61+151= ND
13.02 Secoisolariciresinol ND 47.79£1.09 2 ND
14.08 Trans cinnamic acid 11.46 +0.06 ® 59.45+£1.43 2 ND
15.18 Quercetin ND 21.25+0.492 6.45+0.10°
15.28 Luteolin 1.07+0.122 ND ND
17.81 Kaempferol ND 6.94+0.09 2 ND

Abbreviations: Ry, retention time; DE, dry extract; ND, not determined. Values are expressed as mean * standard
deviation of three repetitions. Values with different letters indicate significant differences (Tukey, p < 0.05).

2.3. Antioxidant Activity
2.3.1. DPPH Antioxidant Assay

Table 1 shows the antioxidant activity presented by the aqueous extract and its fractions from the stem
tissue of V. sphaerocephala. As can be seen in Table 1, the ethyl acetate fraction of the aqueous stem extract
was the one that presented the highest scavenging activity of the DPPH radical since a concentration of
7.36 mg/mL of extract was required to inhibit the radical, followed by the methanolic fraction and the
aqueous stem extract, with ICso values of 8.48 and 12.36 mg/mL, respectively. In previous studies, it has
been reported that the methanolic extract of V. sphaerocephala leaves showed an ICso value of 5.83 mg/mL
[11].

Based on correlation analysis, no clear relationship was observed between the total phenolic and
flavonoid contents of the extracts and the scavenging activity of radical DPPH since the extract and
fractions that showed the highest total phenolic and flavonoid contents did not obtain the highest DPPH
radical scavenging effect.

56



2.3.2. ABTS Antioxidant Assay

Regarding the scavenging activity of the ABTS radical, the aqueous extract showed the strongest ABTS
radical scavenging effect with an ICso value of 5.60 mg/mL. Both the ethyl acetate fraction and the
methanolic fraction showed lower scavenging activity of radical ABTS (ICso=7.76 and 10.26 mg/mL,
respectively). These values, however, are lower than those previously reported for methanolic leaf
extracts of V. sphaerocephala [11].

Based on Pearson’s correlation coefficient, a clear relationship was observed between the ABTS
scavenging activity and the phenolic and flavonoid contents (R = - 0.891, p <0.01 and R =-0.918, p <
0.01, respectively) of the V. sphaerocephala extracts and fractions, which indicates that by increasing the
content of phenolics in the extracts and fractions, the scavenging activity increased.

2.3.3. Total Antioxidant Capacity

According to the results of the Total Antioxidant Capacity (TAC) in which the capacity of the extracts to
reduce molybdenum (VI) to molybdenum (V) was evaluated, the antioxidant capacity ranged from 20.62
to 40.21 mg AAE/g DE. Similarly, as with the DPPH radical, the ethyl acetate fraction exhibited the
highest antioxidant capacity, while the aqueous extract obtained the lowest antioxidant capacity (Table
1). These values are lower than those obtained in methanolic extracts of V. sphaerocephala leaves (51.05 +
0.36 mg AAE/g DT) [11].

2.3.4. Ferric Reducing Power (FRP)

The ferric-reducing power analysis determines the ability of metabolites to reduce the ferric ion (Fe*?) to
ferrous (Fe*?) due to the donation of an electron by measuring the antioxidant activity in equivalents of
gallic acid per gram of dry extract. In this work, the ethyl acetate fraction exhibited the highest value of
antioxidant activity to reduce ferric ions (129.57 mg GAE/g DE), while the methanolic fraction obtained
the lowest value (61.48 mg GAE/g DE). To the best of our knowledge, no reports of this assay have been
found for this plant species.

The antioxidant activity of the extract and the fractions showed significant differences (Table 1), as did
their phenolic composition (Table 2). Something important to highlight is the increase in the antioxidant
activity of the ethyl acetate fraction in all the tests evaluated (DPPH, ABTS, TAC, and FRP) compared to
the results with the aqueous stem extract, as shown in Table 1. This event could be due to behavior that
occurs in the fractions since the active compounds present in the fractions are less linked to other
compounds compared to the extract, in which an antagonism phenomenon could exist, which is why its
antioxidant effect could be compromised [18]. A more detailed analysis between the individual phenolic
compounds and the DPPH radical scavenging activity showed that chlorogenic acid, which was
identified in the aqueous extract and both fractions (Table 2), was one of the compounds that contributed
most to the scavenging activity of DPPH radical (R =-0.933, p < 0.01). In the specific case of quercetin,
which was identified only in the ethyl acetate and methanol fractions (Table 2), it could have been
responsible for the DPPH radical scavenging activity observed, according to Pearson’s correlation
coefficient (R = —0.861, p < 0.01). The above could explain that both fractions showed higher scavenging
activity than the aqueous extract, as can be seen in Table 1. Luteolin, a compound present in the aqueous
extract and absent in the fractions (Table 2), may have contributed to the ABTS radical scavenging
activity, according to the correlation analysis (R = -0.839, p < 0.01). Likewise, a positive correlation was
observed between 17 of the compounds identified in this research with the ferric reducing power, with
trans-cinnamic acid (R = 0.999, p < 0.01), salicylic acid (R = 0.998, p < 0.01), vanillinic acid (R =0.997, p <
0.01), p-coumaric acid (R =0.996, p <0.01), ferulic acid (R =0.995, p <0.01), protocatechuic acid (R =0.989,
p <0.01), rutin (R = 0.987, p < 0.01), vanillin (R = 0.986, p <0.01), having the highest correlation values.
With these results in the four antioxidant tests evaluated, we can determine that the aqueous stem extract
of V. sphaerocephala and its ethyl acetate fraction have a potential antioxidant effect, so it is necessary to
carry out more research to explore new biological properties.
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2.4. Antifungal Activity

Figure 1 shows the results of antifungal activity as the median inhibitory concentration (ICso), which
represents the concentration of aqueous extract or fraction needed to reduce by 50% (ICso) the mycelial
growth of B. cinerea. Interestingly, the methanolic fraction did not show inhibition against B. cinerea. The
aqueous stem extract showed the highest antifungal activity compared to its ethyl acetate fraction, as
their ICso and lethal inhibitory concentration (ICi0) values were 0.10 + 0.00 and 0.24 + 0.00 mg/mL (10
and 24 pg/mL), respectively (Figure 1A). In the case of the ethyl acetate fraction, its antifungal activity
was low, showing ICso and ICi00 values of 14.51 + 0.06 and 21.49 + 0.09 mg/mL, respectively (Figure 1B).
Interestingly, both the aqueous stem extract and its ethyl acetate fraction showed a fungicidal effect, as
there was no mycelial growth after the five days of the assay evaluation.
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Figure 1. Antifungal activity of stem aqueous extract and ethyl acetate fraction from Verbesina sphaerocephala against
Botrytis cinerea. (A) Percentage of inhibition of mycelial growth of aqueous stem extract at different
concentrations; (B) Percentage of inhibition of mycelial growth of ethyl acetate fraction at different
concentrations. Abbreviations: Control (+), Benomyl 10 mg/mL. Values are expressed as mean + standard
deviation of three repetitions. Values with different letters indicate significant differences (Tukey, p <0.05).

In a previous study by our working group, we reported the antifungal activity of hydrolates of leaves
and stems from V. sphaerocephala against the fungi C. gloeosporioides, F. oxysporum, and B. cinerea [12]. In
that work, B. cinerea was determined to be more sensitive against stem hydrolate with ICso and ICi0
values of 1.3 and 2.7 mg/mL (130 and 270 ug/mL), respectively. It should be noted that the hydrolates
were not as effective as the aqueous extract reported here since up to 13 times more hydrosol was
required to inhibit the growth of the fungi B. cinerea by 50%.

On the other hand, other species of the genus Verbesina have reported antifungal activity against other
phytopathogenic fungi, such as the case of Verbesina lanata, whose ethyl acetate extract showed an ICso
value of 35 pg/mL against the fungus Plasmopara viticola [19]. Similarly, other authors report the
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antifungal activity of V. encelioides extracts against Sclerotium rolfsii, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
and Rhizoctonia solani [20].

As previously indicated, the phenolic composition of the stem extract and fractions of V. sphaerocephala
varied significantly (Table 2). Different antifungal modes of action have been reported for some of the
phenolic compounds identified in both the aqueous extract and its fractions (ethyl acetate and
methanolic) of V. sphaerocephala stems. Protocatechuic acid acts by affecting membrane permeability as
well as cell wall degradation in B. cinerea [21]. Likewise, vanillinic acid decreases membrane permeability
[22] as well as inhibits ergosterol synthesis [23]. Vanillin has different antifungal modes of action, such
as increased membrane permeability, leakage of intracellular contents, and inhibition of cell wall
enzymes such as polygalacturonase, pectin lyase, and endo-1,4-3-D-glucanase [24]. p-coumaric acid
alters oxidative phosphorylation, causing uncoupling in mitochondria [25]. Scopoletin acts by inhibiting
conidial germination, affecting the high osmolarity glycerol pathway, as well as altering the cell
membrane and cell wall [26]. Ferulic acid promotes destabilization of the internal fungal cell structure
as well as cell surface morphology, induces leakage of intracellular contents, and inhibition of spore
germination [27]. Salicylic acid causes leakage of protein content from the cell interior, intracellular
disorganization, and lipid damage [28]. Rutin intervenes by affecting the enzymes sterol 14-a
demethylase, a key enzyme in the biosynthesis of various sterols, and nucleoside diphosphate kinase,
essential in the phosphorylation process of nucleoside triphosphate and diphosphate (NTP and NDP,
respectively) [29]. Trans-cinnamic acid promotes damage to plasma membrane integrity and also
stimulates the increase in intracellular reactive oxygen species, and activities of peroxidase and
polyphenol oxidase enzymes [30]. Quercetin has demonstrated a synergistic effect in conjunction with
other phenolics, altering the composition of the cell membrane through the induction of oxidative stress
[31]. Kaempferol alters the synthesis of nucleic acids and proteins and decreases the function of
mitochondria as well as causing disruption of the cell membrane [32].

There are many modes of action through which the phenolic compounds present in the aqueous extract
of V. sphaerocephala and its fractions could be acting on the phytopathogen B. cinerea; however, the
authors recommend carrying out a subsequent targeted study to determine their specific mechanisms of
action.

It is possible that the antifungal activity observed in this research is due to a synergistic effect of the
phenolic compounds present in both the aqueous extract and its ethyl acetate fraction from the stem of
V. sphaerocephala since no clear relationship was observed between the antifungal activity and the
phenolic and flavonoid contents or between the antifungal activity and the individual phenolic
compounds identified by UPLC-MS analysis in the aqueous extract and its ethyl acetate fraction.

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals and Reagents

Sodium carbonate (Na2COs) (99%, J.T. Baker® Mexico), aluminum chloride (AICls) (99%, Meyer®,
Mexico) potassium persulfate (K25:0s) (99.8%, ].T. Baker®, Phillipsburg, NJ, USA), phosphate dibasic
sodium (99.9%, Fermont®, Mexico), ammonium molybdate (99%, Merck® Mexico), 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid (ABTS) (99%, Roche®, Germany), potassium ferrocyanide
(KsFe(CN)s), trichloroacetic acid (C2HCI302), ferric chloride (FeCls) were used. Folin—Ciocalteu reagent
(99%) and standard gallic acid (299%), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ascorbic acid (299%), and
rutin hydrate (295%) (HPLC grade) were provided by Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

Potato dextrose agar (PDA) medium (provided by Bioxon® Mexico) and Benomyl® 50 WP (Taicang
Pesticide Factory, China) were used. Water, acetonitrile, and formic acid (LC-MS grade) were purchased
from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). The reference standards used in the UPLC analysis were as
follows: shikimic acid, gallic acid, L-phenylalanine, protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid, gentisic
acid, 4-hydroxyphenylacetic acid, (-)-epigallocatechin, (+)-catechin, vanillic acid, scopolin, chlorogenic
acid, caffeic acid, malvin, kuromanin, procyanidin B2, vanillin, keracyanin, (-)-epicatechin, 4-coumaric
acid, mangiferin, umbelliferone, (-)-gallocatechin gallate, scopoletin, ferulic acid, quercetin 3,4-di-O-
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glucoside, 3-coumaric acid, salicylic acid, sinapic acid, epicatechin gallate, ellagic acid, myricitrin,
pelargonidin, quercetin 3-D-galactoside, rutin, p-anisic acid, quercetin 3-glucoside, luteolin 7-O-
glucoside, malvidin, 2,4-dimethoxy-6-methylbenzoic acid, penta-O-galloyl-B-D-glucose, kaemperol 3-
O-glucoside, quercitrin, naringin, myricetin, hesperidin, trans-resveratrol, rosmarinic acid,
secoisolariciresinol, phloridzin, trans-cinnamic acid, psoralen, quercetin, luteolin, angelicin, naringenin,
apigenin, matairesinol, = kaempferol,  hesperetin, podophyllotoxin, methyl cinnamate,
nordihydroguaiaretic acid, chrysin, kaempferide, emodin, chrysophanol.

3.2. Fungal Strain

The fungi B. cinerea was previously isolated and identified by Robles-Yerena et al., 2021 [33]. Briefly, B.
cinerea was isolated from decaying strawberry fruits and was molecularly identified for confirmation of
genus and species (accession number: MW698862). This strain belonged to the strain collection of the
Molecular Biology Laboratory of the Universidad de La Ciénega del Estado de Michoacan de Ocampo
and was donated by Dr. Pedro Damian Loeza-Lara.

3.3. Plant Material

V. sphaerocephala specimens were collected in October 2020 at Pajacuaran (20°05'54.8" N, 102°33'19.2" W)
in the Mexican state of Michoacan. The specimens were authenticated by Biol. Rosa Isabel Fuentes
Chavez. Voucher herbarium specimens were deposited at the herbarium of the Faculty of Biology of the
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, with herbarium number 31383.

3.4. Drying Process

V. sphaerocephala plants were dried at room temperature (20 °C) for 5 days in the absence of light. Stems
were removed from the plants, and afterward, the tissues were ground in a blender to obtain a fine
powder. Milled tissues were stored in dark conditions at room temperature until they were used.

3.5. Preparation of the Extracts

The extract was obtained by maceration in a proportion of 100 g of ground dry tissue (stem) per 500 mL
of water at 90 °C, with vigorous shaking every 24 h, in the absence of light for five days [34]. The extract
was filtered at room temperature using a Buchner funnel and Whatman No. 1 filter paper (Whatman
International Ltd., Maidstone, UK). Then, the extract was evaporated to dryness using a vacuum rotary
evaporator (Biichi Waterbath B-480, Switzerland) at 50 °C with a rotational speed of 120 rpm for 25 h.
Finally, dry extract was suspended in methanol to obtain a final concentration of 100 mg/mL. The extract
was stored in amber bottles at 4 °C for later use.

3.6. Liquid-Liquid Phase Separation

A liquid-liquid phase separation was carried out on the extract to obtain the fractions [35]. The phases
were separated using a separatory funnel, placing 150 mL of extract and 150 mL of solvent (ethyl acetate
or methanol). The funnel was shaken well, and phase separation was allowed to occur. The upper
organic layer was collected in a beaker. The procedure was repeated two more times. Subsequently,
fractions were dried in a rotary evaporator (Biichi Waterbath B-480, Switzerland) at 50 °C with a
rotational speed of 120 rpm for 8 min and suspended in methanol at a concentration of 100 mg/mL. The
fractions were stored at —4 °C.

3.7. Determination of Total Phenolic and Flavonoid Content
3.7.1. Total Phenolic Content

Total phenolic content was determined using the Folin—Ciocalteu method, according to Singleton et al.
[36], with modifications. Next, 50 uL of each extract and fraction solution was taken, and 500 pL of
deionized water was added and mixed. Subsequently, 25 puL of 1 N Folin—Ciocalteu reagent was added
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and shaken for 5 min. Finally, 75 uL of a 20% (w/v) Na2COs solution was added and left to rest in the
absence of light for 2 h at room temperature. The absorbances of the samples were read in a Multiskan
FC microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 760 nm. To determine the
phenolic compounds in the aqueous extract and fractions of V. sphaerocephala, 200 uL of the sample was
taken and evaluated using a gallic acid standard curve (A7o=0.0017 [gallic acid] — 0.0246, r = 0.9908),
obtained using 10 known concentrations (30-300 pg/mL) of the compound. The total phenolic content
was expressed in milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry extract (mg GAE/g DE).

3.7.2. Total Flavonoid Content

To determine the total flavonoid content, the technique described by Lamaison and Carnart [37] was
used. To achieve this, 250 uL of aqueous extracts and fractions were added with 250 mL of 5% aluminum
chloride (w/v) solution. The absorbance value was evaluated after 10 min at a wavelength of 430 nm in a
Multiskan FC microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The total flavonoid
content was determined using a rutin curve (A40=0.005 [rutin]-0.0062, r = 0.9983) obtained using ten
concentrations of rutin (0.01-0.1 mg/mL). Total flavonoids were expressed in milligrams of rutin
equivalents per gram of dry extract (mg RE/g DE).

3.8. Identification and Quantification of Total Phenolic Compounds by Ultra-High-Performance Liquid
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry

The identification and quantification of phenolic compounds was carried out by the method previously
reported [38,39]. The extracts were prepared with the solvent methanol with 0.1% formic acid (v/v) at 50
mg/mL, then filtered with 0.2 um polytetrafluoroethylene (PTFE) membranes and finally placed in 2 mL
UPLC vials. All samples were analyzed on a 1290 Infinity Agilent ultra-high resolution liquid
chromatograph coupled to a 6460 Agilent triple quadrupole-mass spectrometer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Chromatography was performed on an Agilent Eclipse Plus C18 column (1.8 pm,
2.1 x 50 mm) with a column temperature of 40 °C. The mobile phase consisted of (A) water (MS grade)
and (B) acetonitrile (MS grade), both with 0.1% formic acid (v/v). The gradient conditions of the mobile
phases were 0-30 min a linear gradient 1-50% B, 30-35 min a linear gradient 50-99% B, 35-39 min an
isocratic step at 99% B, 39-40 min linear gradient 99-1% B, 40-45 min an isocratic step at 1% B. The flow
rate was 0.3 mL/min, and 2 pL of extract was injected. The mass spectrometric analysis was performed
with an electrospray ionization source in negative and positive mode with a capillary and nozzle
voltages of 3500 and 500 V, respectively. The gas and sheath gas temperatures were 300 and 250 °C,
respectively. The gas and sheath gas flows were 5 and 11 L/min, respectively, and the nebulizer pressure
was 45 Psi. Data were acquired and processed with the MassHunter workstation software, version
B.06.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). For identification and quantification, 67 authentic
standards were purchased or in-house purified, including two phenolic precursors (shikimic acid and
phenylalanine) and 65 phenolic compounds belonging to several subcategories (Supplementary Table
S1). The identification of each compound was performed by a dynamic multiple-reaction monitoring
method (see detailed information in Supplementary Table S1). The compound quantification was carried
out by constructing calibration curves with 12 concentration points from 0.25 to 19 uM, obtaining
determination coefficient values higher than 0.96 (Supplementary Table S1). The concentration of each
phenolic compound was expressed as micrograms per gram of dry extract (ug/g DE).

3.9. Analysis of Antioxidant Activity
3.9.1. DPPH Antioxidant Assay

The DPPH technique was used to determine the antioxidant activity [40]. A DPPH solution was prepared
(98 pg/mL in methanol). Then, 900 puL of DPPH reagent was taken to mix with 100 pL of extracts and
fractions (5-50 mg/mL), and they were incubated at room temperature for 10 min. The absorbance was
read at 523 nm in a Multiskan FC microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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Methanol was used as a blank. The scavenging effect of DPPH was measured using the following
formula:

DPPH Scavenging effect (%) = [Acontrol - Asample /Acontrol] x 100 (1)

where Acontrol is the absorbance of the control (DPPH solution), and Asample is the absorbance of the sample
(DPPH plus 100 uL of extract). The median inhibitory concentration (ICs) was determined using linear
regression. The scavenging activity was expressed as the ICso that represents the V. sphaerocephala
aqueous extract or fractions concentration (mg/mL) needed to reduce by 50% the initial DPPH
absorbance.

3.9.2. ABTS Antioxidant Assay

The ABTS technique was performed using the procedure described by [41]. The ABTS radical was
obtained through the oxidation reaction using 1 mL of the ABTS reagent at a concentration of 7 mmol/L
and 17.6 pL of potassium persulfate solution (140 mmol/L). The solution was placed in the absence of
light for a period of 12 h at room temperature. The ABTS solution was diluted with water to have an
absorbance value of 0.700 + 0.01 at a wavelength of 734 nm in a Multiskan FC microplate reader (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Once the radical was formed, a mixture was made by taking 250
uL of the extracts with 250 puL. of ABTS solution. The absorbance value was measured at 734 nm after 6
min. The test was performed with 10 concentrations of extract and fractions (1-50 mg/mL). The blank
was prepared under the conditions described above, replacing the aqueous extract with methanol and a
fraction with ethyl acetate or methanol as applicable. The percentage of scavenging effect was measured
using the following formula:

ABTS scavenging effect (%) = [ Asiank — Asampie/ Acontrol ] x 100 (2)

where Avlank represents the absorbance of the blank (ABTS solution plus methanol), Asample means the
absorbance of the test sample (ABTS solution plus extract), and Acontrol is the absorbance of the control
(ABTS solution). The median inhibitory concentration (ICs) was determined using linear regression by
making a graph with the percentage of inhibition against the concentration of the extract. The scavenging
activity was expressed as the ICso that represents the aqueous extract or fractions concentration (mg/mL)
needed to reduce by 50% the initial ABTS absorbance.

3.9.3. Total Antioxidant Capacity

The total antioxidant capacity was carried out according to the reported by [42]. The working solution
was prepared with 0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate.
Then, 50 puL of each V. sphaerocephala extract and fraction was combined with 500 puL of a working
solution. Subsequently, samples were incubated in a dry bath/block heater from Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) at a temperature of 95 °C for 90 min. The samples were then placed at room
temperature, and the absorbance was measured at 695 nm in a Multiskan FC microplate reader (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A standard curve of ascorbic acid was generated (Asos=0.0014
[ascorbic acid] + 0.0368, r = 0.9981, with ten concentrations of ascorbic acid (0.04-0.4 mg/mL). The total
values of antioxidant capacity were expressed in milligrams of equivalents of ascorbic acid per gram of
dry extract (mg AAE/g DE).

3.9.4. Ferric Reducing Potential

To determine the ferric-reducing power of V. sphaerocephala extracts and fractions, the methodology
proposed by [43] was used with some modifications. To achieve this, 100 uL of extracts and fractions of
V. sphaerocephala were mixed with 100 uL of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 100 uL of 1% potassium
ferrocyanide (w/v). The mixture was incubated at 50 °C for 20 min in a digital dry bath/block heater
(Thermo Scientific brand, Massachusetts, USA). Then, 100 pL of 10% trichloroacetic acid (w/v) and 200
UL of deionized water were added. Finally, 40 uL of 0.1% ferric chloride (w/v) was placed, and the
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absorbance at 700 nm was recorded in a Multiskan FC microplate reader (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). The ferric reducing power was calculated from the following calibration curve Az = 0.00006
[gallic acid] + 0.00008, r = 0.9962, constructed with six concentrations of gallic acid (0.45-2.7 mg/mL). The
results were expressed in mg equivalents of gallic acid per gram of dry extract (mg GAE/g ES).

3.10. Antifungal Assay

Antifungal activity was determined with the well diffusion method [44], using Petri dishes with 3.9%
PDA medium (w/v) in which 2.5 mm perforations were made. In each well, 100 uL of the extract at six
different concentrations (0.01-0.25 mg/mL) or 100 pL of the fraction at eight different concentrations (5-
20 mg/mL) were poured. Subsequently, a fragment of B. cinerea mycelium was inoculated into each well
and incubated for 5 days at 25 + 2 °C. The commercial fungicide Benomyl® (10 mg/mL) was used as a
positive control and methanol as a negative control. The percentage of inhibition (%) was calculated with
the formula outlined by Rutiaga [45]:

Inhibition (%) = [Growthcontrol = Growthsample/ Growthcontrot] x 100 (3)

where Growtheontrol represents the average diameter of fungal growth of the control (fungi), Growthsampte
means the average diameter of fungal growth of the test sample (fungi plus extract or fraction). The
median inhibitory concentration (ICs0) and the lethal inhibitory concentration (ICi0) were determined
using linear regression by making a graph with the percentage of fungi inhibition against the
concentration of the extract or fraction. Antifungal activity was expressed as the ICso that represents the
aqueous extract or fractions concentration (mg/mL) needed to reduce by 50% the fungal growth, and as
the lethal inhibitory concentration (ICin), which represents the concentration of aqueous extract or
fractions (mg/mL) needed to completely inhibit fungal growth.

3.11. Statistical Analysis

Results were reported as mean + standard deviation of three independent replicates. An analysis of
variance (ANOVA) was used to assess statistical significance. Differences between values with a p <0.05
were considered statistically significant. Tukey’s test was performed for the comparison of means for the
corresponding results. Relationships between all determinations were tested using Pearson’s correlation.
These analyses were performed with the SPSS software version 29.0 (IBM, Armonk, NY, USA).

4. Conclusions

In the present study, the phenolic composition, antioxidant and antifungal activities of the aqueous stem
extract, and its fractions (ethyl acetate and methanol) of V. sphaerocephala were analyzed. In this study,
new phenolic compounds were identified for this species, contributing to its knowledge of
phytochemical composition. Our results indicate that the antioxidant activity shown by the aqueous
extract and its fractions could be attributed to the phenolic compounds present in them. Also, the
antifungal activity exhibited by the aqueous extract of V. sphaerocephala stem and its ethyl acetate fraction
was highly dependent on the phenolic composition. The results of this research support the idea that the
aqueous extract of V. sphaerocephala stems possess great potential for B. cinerea management. The modes
of action are yet to be elucidated. Therefore, future investigations into the specific mechanisms of action
of the phenolics detected in the extracts of the fungus B. cinerea are recommended.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: www.mdpi.com/xxx/s1,
Figure S1. Representative chromatograms of standards, aqueous extract, ethyl acetate and methanolic fractions from
stem of Verbesina sphaerocephala compounds identified by Ultra-High Performance Liquid Chromatography
Coupled to Mass Spectrometry (UPLC-MS); Table S1. Conditions for identification and quantification of phenolic
compounds by UPLC-MS.
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8.2.3. Resultados complementarios. Determinacion de la concentracién
inhibitoria media (ICso) y total (ICi00) del extracto acuoso de tallo de V.
sphaerocephala sobre Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium
oxysporum

En el cuadro 6 se muestran los resultados de las ICso e IC100 del extracto acuoso de
tallo de V. sphaerocephala determinadas sobre el crecimiento de C. gloeosporioides y
F. oxysporum. El extracto acuoso inhibié el crecimiento de dichos hongos con
concentraciones menores a 5 mg/mL, siendo C. gloeosporioides mas susceptible (ICso:
1.53 mg/mL; IC100: 2.36 mg/mL). Estos valores fueron mayores a los obtenidos sobre
B. cinerea, indicativo de la mayor susceptibilidad de este hongo al extracto acuoso de

los tallos de V. sphaerocephala (Rodriguez-Valdovinos et al., 2024).

Cuadro 6. Concentracion inhibitoria media y total (ICso e 1C100) del extracto acuoso
de tallos de V. sphaerocephala.

Extracto
Hongo ICso IC100
mg/mL mg/mL
CoIIetotrlgh.um 153 2.36
gloeosporioides
Fusarium 237 4.81
oxysporum

8.2.4. Resultados complementarios. Determinacién del contenido de
compuestos fendlicos totales, terpenos totales y actividad antioxidante de
diferentes extractos de tallos de V. sphaerocephala

En el cuadro 7 se reportan los resultados del contenido de acidos fendlicos y
flavonoides totales, de terpenos totales y la actividad antioxidante de diferentes
extractos de tallos (metandlico, cloroférmico y de acetato de etilo) de V.
sphaerocephala. El extracto metanolico mostro los valores mas altos de contenido de

acidos fendlicos totales (16.50 mg EAG/g ES) y de terpenos totales (32.73 mg EL/g
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ES), asi como la mayor actividad antioxidante por las cuatro técnicas evaluadas (TAC;
DPPH, ABTS y FRP). Por otro lado, el extracto de acetato de etilo mostré el mayor

contenido de flavonoides (8.44 mg ER/g ES).

El contenido de acidos fendlicos totales fue mas alto tanto en el extracto acuoso como
en la fraccion de acetato de etilo de los tallos de V. sphaerocephala (21.40 y 21.26
mg de EAG/g ES, respectivamente), asi como en el contenido de flavonoides totales
(11.53 y 3.71 mg de ER/g ES, respectivamente). El contenido de terpenos totales
fue mayor en el extracto metandlico (32.73 mg EL/g ES), aunque sin diferencias
significativas con el obtenido en el extracto acuoso de tallo (29.8 mg EL/g ES)
(Capitulo 8.4).

Cuadro 7. Contenido de fenoles, flavonoides, terpenos totales y actividad
antioxidante de diferentes extractos de tallos de V. sphaerocephala.

Fendlicos Flavonoides 1€rpenos TAC DPPH' ABTS™ FRP
Extracto  (mgEAGlg (mgERlg (MIELQ9  (mgEAA/g ICs0 ICs0 (mg EAG/g
ES) ES) ES) ES) (mg/mL)  (mg/mL) ES)
Metanol 16.50+0.18°  6.65+0.07¢ 32.7320.072  34.64+0.092 20.98+0.02°  13.10+0.01>  69.82+1.54b
Cloroférmico  1.010.03°  2.1240.02¢ 1o 4q,003¢ 5.15%0.03¢ 45.21£0.02¢  33.79:0.11°  23.55:0.57¢
Ac. de etilo 15.60+0.12¢ 8.44+0.03° 29.07+0.02¢ 12.20+0.03¢ 29.91+0.03¢ 37.21+0.20d 28.61+0.77¢

Abreviaturas: EAG, equivalentes de acido galico; EAA, equivalentes de acido ascorbico; ES:
Extracto seco; DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo; ABTS, acido 2,2-azino-bis[3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico]; FRP: Potencial reductor férrico; TAC: Actividad antioxidante total
ICs0, concentracién inhibitoria media. Los valores representan la media + desviacién estandar de
tres repeticiones. ANOVA, post hoc Tukey (p<0.05).

La actividad antioxidante obtenida con los métodos TAC (34.64 mg EAA/g ES) y
FRP (69.82 mg EAG/g ES), indica una mayor actividad del extracto metandlico, el
cual también presento las ICso mas bajas con los métodos DPPH (20.98 mg/mL) y
ABTS (13.1 mg/mL). El extracto acuoso de tallo mostré una actividad TAC menor

gue el extracto metandlico (20.62 mg EAA/g ES) pero mayor que los extractos
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cloroférmico y de acetato de etilo, mientras que la fraccion de acetato de etilo del
extracto de tallo presentd una actividad mas alta. Con el método FRP, el extracto
acuoso Yy la fraccion, presentaron una actividad antioxidante mayor que los demas
extractos con valores de 74.76 y 129.57 mg EAG/g ES, respectivamente. La
actividad antioxidante determinada con los métodos DPPH y ABTS, demostraron
gue el extracto acuoso mostré la mayor actividad con valores mas bajos de la ICso
(ICs0: 12.38 mg/mL) y ABTS (ICs0: 5.60 mg/mL, respectivamente). Es importante
destacar que con la fraccion de acetato de etilo de este extracto, las ICso fueron
aun menores (DPPH, 1Cs0:7.36 mg/mL; ABTS, ICso: 7.76 mg/mL) (Rodriguez-
Valdovinos et al., 2024).
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8.3. Capitulo 3. Anélisis de compuestos volatiles por cromatografia de gases-
espectrometria de masas del extracto acuoso de tallo y
fracciones de Verbesina sphaerocephala

Volatile compounds analysis by gas chromatography-mass
spectrometry of extract agueous and fractions of Verbesina
sphaerocephala stems

8.3.1. Resumen

El extracto crudo acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala y la fraccion de acetato
de etilo obtenida presentaron la mayor actividad antifingica sobre Botrytis cinerea y
una alta actividad antioxidante por TAC, DPPH y ABTS (Capitulo 2). En esta
investigacion se identificaron y cuantificaron los principales compuestos volatiles de
este extracto y de tres fracciones obtenidas por extraccion liquido-liquido con el
siguiente orden de disolventes, hexano, acetato de etilo y metanol. El andlisis se
realizd por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM),
identificando en el extracto acuoso 26 compuestos volatiles cuantificados en mg/g de
extracto seco (ES), que corresponden al 88.6% de sesquiterpenos como el elemol
(0.245 mg/g ES), nerolidol (0.346 mg/g ES), isoledeno (0.531 mg/g ES), a-santalol
(0.212 mg/g ES) y a-bisabolol (0.285 mg/g ES). En la fraccién de acetato de etilo, la
de mayor actividad bioldgica, se identificaron 15 compuestos, de los cuales el 93.4%
corresponden también a sesquiterpenos, cuatro de ellos presentes en el extracto, pero
en una mayor concentracion en esta fraccion (elemol, 0.356 mg/g ES; nerolidol, 0.407
mg/g ES; isoledeno, 0.583 mg/g ES; y a-bisabolol, 0.525 mg/g ES). En la fraccién
metandlica fueron identificados solamente 7 compuestos volatiles, de los cuales el
28.6% son fenilpropanoides (gj., p-vinilguaiacol, 0.028 mg/g ES; metileugenol, 0.041
mg/g ES) y el 71.4% son sesquiterpenos (ej., elemol, 0.061 mg/g ES; cariofileno, 0.112
mg/g ES; y, a-bisabolol, 0.058 mg/g ES), estos ultimos en concentraciones mas bajas
que el extracto acuoso y la fraccion de acetato de etilo. En la fraccibn hexanica se
identificaron 13 compuestos, todos de naturaleza sesquiterpénica, presentando solo al
isoledeno (0.121 mg/g ES) presente en el extracto, al a-santalol (0.164 mg/g ES) y a
la ambrosina (0.109 mg/g ES), como mayoritarios. Con este analisis se sugiere que la
mezcla de los sesquiterpenos elemol, nerolidol, isoledeno, a-santalol y a-bisabolol, son
los responsables de la actividad bioldgica y antioxidante, por estar presentes tanto en
el extracto como en la fraccion de acetato de etilo, y en un mayor contenido.

Palabras clave: CG-EM, compuestos volatiles, terpenos, fenilpropanoides,
sesquiterpenos.

8.3.2. Abstract

The aqueous stem extract and the ethyl acetate fraction of Verbesina sphaerocephala
have shown the highest antifungal activity on Botrytis cinerea and high antioxidant
activity by TAC, DPPH, and ABTS (Chapter 2), so in this research, the main volatile
compounds of this crude extract and three fractions were identified and quantified. The

70



fractions were obtained by liquid-liquid extraction using the following solvents: hexane,
ethyl acetate, and methanol. The analysis was performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS), identifying in the aqueous extract 26 volatile
compounds quantified in mg/g of dry extract (DE), which correspond to 88.6 % of
sesquiterpenes such as elemol (0.245 mg/g DE), nerolidol (0.346 mg/g DE), isoledene
(0.531 mg/g DE), a-santalol (0.212 mg/g DE) y a-bisabolol (0.285 mg/g DE). In the ethyl
acetate fraction, the fraction with the highest biological activity, 15 compounds were
identified, of which 93.4% correspond to sesquiterpenes, four of them present in the
extract, but in a higher concentration in this fraction (elemol, 0.356 mg/g DE; nerolidol,
0.407 mg/g DE; isoledene, 0.583 mg/g DE; y a-bisabolol, 0.525 mg/g DE). In the
methanolic fraction, only 7 volatile compounds were identified, of which 28.6% are
phenylpropanoids (e.g., p-vinylguaiacol, 0.028 mg/g DE; metyleugenol, 0.041 mg/g
DE) and 71.4% are sesquiterpenes (e.g., elemol, 0.061 mg/g DE; caryophyllene, 0.112
mg/g DE; and, a-bisabolol, 0.058 mg/g DE), the latter compounds were at lower
concentrations than the aqueous extract and the ethyl acetate fraction. In the hexane
fraction, 13 compounds were identified, all of them of a sesquiterpene nature,
presenting only isoledene (0.121 mg/g DS) present in the extract, a-santalol (0.164
mg/g DE) and ambrosin (0.109 mg/g DES) as the major compounds. This analysis
suggests that the mixture of the sesquiterpenes elemol, nerolidol, isoledene, a-santalol,
and a-bisabolol are responsible for biological and antioxidant activity, as they are
present in both the extract and the ethyl acetate fraction, and in higher content.

Keywords: GC-MS, volatile compounds, terpenes, phenylpropanoids, sesquiterpenes.

8.3.3. Introduccioén

Las plantas sintetizan una amplia gama de compuestos con un gran potencial
biotecnolégico. Los terpenos son uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
abundantes en la naturaleza, derivados por una o mas unidades de isopreno,
clasificados de acuerdo al numero de unidades de isopreno que conforman su
estructura (hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y politerpenos) (Perveen, 2018; Mabou y Youssa, 2021).
Estos compuestos se sintetizan en las plantas mediante dos diferentes rutas
metabdlicas: la ruta del metil eritrol-4-fosfato (MEP) ubicada en los plastidos que se
enfoca en la sintesis de monoterpenos, diterpenos y derivados, y la ruta del acido
mevalonico (MVA), la cual se encuentra en el citoplasma y produce sesquiterpenos,
entre otros (Li et al., 2023).
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Més de 80,000 terpenos o derivados de estos (terpenoides) han sido identificados en
plantas, considerados como el grupo mas extenso de metabolitos especializados y
estudiados en el ambito de la quimica, ya que exhiben una amplia gama de
propiedades de interés ecologico y biotecnolégico, como la antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena, antialérgica y antimicrobiana (bactericida y
fungicida), las cuales dependen del tipo de terpeno. Son indispensables para la
defensa de las plantas contra patdgenos y herbivoros, asi como para la atraccién de
organismos benéficos como polinizadores y otros que puedan otorgarles un beneficio
simbidtico (micorriza). Por otro lado, los terpenos han sido empleados en diversas
industrias para la fabricacion de productos cosméticos, fragancias, saborizantes
alimentarios, medicamentos, insecticidas, combustibles, materias primas, entre otros
(Ninkuu et al., 2021; Kanwal et al., 2022; Masyta et al., 2022; Li et al., 2023).

Los aceites esenciales de plantas estdn mayormente constituidos por compuestos
volatiles de tipo terpénico y fendlicos (fenilpropanos), sobre todo en especies de las
familias Apiaceae (Umbelliferae), Myrtaceae, Asteraceae (Compositae), Lamiaceae
(Labiatae), Zingiberaceae, Cupressaceae, Lauraceae, Pinaceae, Piperaceae Yy
Rutaceae (Vigan, 2010; Gladikosti¢ et al., 2023). El perfil quimico, el contenido y la
actividad biolégica de estos varia debido a varios factores, como al nUmero y tipo de
moléculas, estereoquimica de los constituyentes y al método empleado de extraccion;
asi mismo, las condiciones ambientales como el clima, el tiempo de cosecha, el tejido
u 6rgano vegetal, la intensidad de la luz, edad o fenologia de la planta, composicion
del suelo, son determinantes en la cantidad, calidad y composicion de los compuestos
extraidos (Fornari et al., 2012).

Una gran cantidad de especies de la familia Asteraceae se han estudiado debido a la
variedad y cantidad de compuestos bioactivos que sintetizan, entre los que destacan
los terpenos y los fendlicos, de los que se ha demostrado diversas actividades
bioldgicas (Sulsen et al., 2017). Diversas especies de los géneros como Pittocaulon

(Marin Loaiza et al., 2008), Tagetes (Barajas-Pérez et al., 2011) y Senecio (Arancibia
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et al., 2013; Galvez et al., 2018) poseen actividad antifangica debido al contenido de
compuestos volatiles. En cuanto a las especies del género Verbesina, también
perteneciente a la familia Asteraceae, son pocas las que han sido estudiantes por sus
propiedades antifingicas, como Verbesina encelioides con actividad antifangica sobre
Sclerotium rolfsii, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Rhizoctonia solani (Divya-
Ramakrishnan et al., 2017), V. lanata con inhibicibn sobre Plasmopara viticola
(Ramseyer et al.,, 2017), V. turbacensis que inhibe a Cryptococcus neoformans
(Powers et al., 2022) y V. macrophylla contra Candida albicans y Aspergillus niger
(Deir6 et al.,, 2023). Recientemente en nuestro grupo de trabajo, la especie V.
sphaerocephala ha sido estudiada y se ha demostrado que extractos de la parte aérea
presentan actividad antioxidante y antimicrobiana (Rodriguez-Valdovinos et al., 2021),
pero principalmente el extracto acuoso de tallos mostré actividad antifangica sobre
Botrytis cinerea, Fusarium solani y Colletotrichum gloeosporioides, debido a la

presencia de compuestos fendlicos y terpenos (Rodriguez-Valdovinos et al., 2024).

En cuanto a la composicion terpénica de Verbesina sphaerocephala, existen pocos
estudios: Salmon et al. (1985) aislaron el sesquiterpeno amorfano verocephol del tejido
de hojas, mientras que Arciniegas et al. (2020) reportaron la presencia de cadinenos y

lactonas sesquiterpénicas en partes aéreas de esta planta.

El objetivo de esta etapa de la presente investigacion fue determinar el contenido de
terpenos totales, e identificar y cuantificar el perfil de compuestos volatiles tanto del
extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala como de tres facciones obtenidas de
este.

8.3.4. Materiales y métodos

La recolecta de los tejidos de tallos de V. sphaerocephala y el método de extraccion

se describen en el capitulo 7 (material biolégico y métodos de extraccion).
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Determinacion del contenido de terpenos totales

La determinacion de terpenos totales en el extracto acuoso y sus fracciones se llevo a
cabo siguiendo la metodologia de Ghorai et al., (2012). Se tomaron 100 pL de muestra
y se les afiadio 1 mL de cloroformo, dejando en reposo en hielo durante 15 min.
Posteriormente a cada tubo se les afiadio 100 pL de acido sulfdrico concentrado y se
dejaron en incubacién en una cama de hielo en oscuridad durante 90 minutos. Una
vez finalizado el tiempo de incubacion, se recupero la fase rojiza de los tubos en tubos
nuevos y se les afiadié 450 uL de metanol y se mezclé. La absorbancia se midié a 538
nm en un espectrofotdmetro de UV-visible. ElI contenido de terpenos totales se
cuantificé empleando una curva de calibracion del estandar linalool obtenida a partir
de siete concentraciones (1-30 mg/mL) ([Asss = 0.041 [Linalool] — 0.0408, r =0.966]).
Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de linalool por gramo de

extracto seco (mg EL/g ES).

Identificacién y cuantificacién de compuestos volatiles por CG-EM

Para la cuantificacion e identificacidon de compuestos volatiles del extracto acuoso de
tallo de V. sphaerocephala y sus fracciones, se realiz6 el analisis por CG-EM siguiendo
la metodologia descrita por Torres-Martinez et al. (2014), realizada en el Laboratorio
de Ecologia Quimica del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad
de la UNAM, campus Morelia. Se inyectd 1 pL del extracto y fracciones, disuelto en
metanol, en un cromatografo de gases (Agilent Technologies 7890A) acoplado a un
detector de masas (Agilent 5975C), utilizando helio como gas portador, con un flujo de
1 mL/min, con una inyeccion dividida (50:1) a una temperatura de 250 °C en columna
capilar no polar HP 5MS (30 m x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 uym), en las
siguientes condiciones: temperatura inicial de 50°C, seguida de una rampa de 5 °C/min
para alcanzar una temperatura de 280°C durante 1 min; y de otra rampa de 25°C/min
para elevar la temperatura a 380°C, durante hasta 3 min. El tiempo de ejecucion fue

de 50 min, con una velocidad de flujo de 1 mL/min, con un voltaje de ionizacion de 70
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eV, a una temperatura de interfaz de 250°C, en modo SCAN, y a un intervalo de masa
de 50-500 m/z.

El porcentaje de los componentes de los compuestos volatiles se determiné mediante
la integracion de las areas de pico, los valores mostrados corresponden al valor
promedio de tres inyecciones. Los compuestos se identificaron mediante la
comparacion de sus indices de retencion, en relacion con los de los n-alcanos C8-C20,
y por comparacion con una biblioteca de espectros de masas con la biblioteca de
espectros de masas NISTO02 (por sus siglas en inglés, National Institute of Standards
and Technology), asi como por la comparacién de sus indices de retencion con los

descritos por Adams (2017).

La concentracién de cada compuesto se cuantificé con el método de estandar interno
usando una solucién de tetradecano de concentracion conocida (0.125 mg/mL). Esta

concentracion fue referida al peso seco de tejido presente en cada una de las muestras.

Concentracion = AREA pico X 0.125 mg tetradecano
AREA tetradecano

Las concentraciones relativas se reportaron en el porcentaje del contenido (%) de la

muestra.

Andlisis estadistico

Los valores obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
(p<0.05), una prueba de comparacion de medias con la prueba de Tukey (p<0.05)

empleando el software estadistico SPSS IBM version 26.

8.3.5. Resultados y discusion

Contenido de terpenos totales en el extracto acuoso de tallo y sus fracciones
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En este etapa de la investigacion se realiz6 la determinacion del contenido total de
terpenos en el extracto acuoso de tallo y las fracciones de V. sphaerocephala. Los
resultados se muestran en la figura 12. La fraccion hexénica no pudo ser analizada

debido a que presentd un bajo rendimiento.
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Figura 12. Contenido de terpenos totales del extracto acuoso de tallo y tres
fracciones de V. sphaerocephala. Letras diferentes significan diferencia
significativa. ANOVA, post hoc Tukey (p<0.05, n=3).

El rango de concentracién de terpenos fue 29.8 a 56.63 mg EL/g ES, obteniendo el
mayor contenido en la fraccién de acetato de etilo, con valores similares tanto el
extracto acuoso (29.8 mg EL/g ES) como en la fraccion metandlica (31.27 mg EL/g
ES), sin diferencias significativa entre estos dos. En investigaciones recientes con V.
sphaerocephala, Aguilar-Mejia (2023) reporté que en el hidrolato de tallos se obtuvo
1.13+1.24 mg EL/g ES, 26.37 veces inferior al contenido del extracto acuoso de tallos.
Asimismo, se reporta que la fraccién de acetato de etilo del hidrolato de tallos de V.
sphaerocephala contiene 7.8 mg EL/g ES, 7.26 veces menor a lo cuantificado en la

fraccion de acetato de etilo del extracto acuoso de tallo.
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Uno de los factores que influye en la extraccion de los compuestos de naturaleza
terpénica es la temperatura del disolvente. Truong et al. (2021) reportaron un contenido
de terpenos més alto al emplear el disolvente de extraccion (hexano:acetona) a una
temperatura de 66°C (815.52 mg EL/g) en comparacion del mismo disolvente a una
temperatura de 6°C (453.70 mg EL/g), sugiriendo que la temperatura alta favorece la

extraccion de compuestos terpénicos de los diferentes tejidos vegetales.

Debido a que los terpenos solo contienen carbono e hidrégeno en su estructura,
pueden recuperarse con la extraccion con disolventes menos polares, mientras que
los terpenoides, que tienen grupos funcionales polares (hidroxilo, carboxilo e incluso
amino) o incluso pueden ser glicosilados (saponinas), se extraen con solventes de
polaridad intermedia a alta; por ejemplo, el cloroformo, metanol y agua (Aziz et al.,
2018).

Otras variables que intervienen son el tiempo de colecta de la planta, tipo de suelo en
la cual ésta se encuentre, factores bibticos y abioticos, disolvente a emplear, método
y tiempo de extraccion, por mencionar algunos (Gonzalez-Hernandez et al., 2021). Con
el método de maceracién, usando agua a 90 °C, se obtienen compuestos polares,
mayormente fendlicos, con una mezcla de menos polares como algunos tipos de

terpenos, como lo reporta Patel et al. (2021).

En esta investigacidon, este tipo de extraccibn mayormente extrajo compuestos
fendlicos (Capitulo 8.3), pero se identific6 la presencia de terpenos, siendo los

sesquiterpenos los que mas abundan.

Identificacibn de compuestos terpénicos en el extracto acuoso de V.
sphaerocephalay sus fracciones

De acuerdo con el andlisis de CG-EM (Cuadro 8), en el extracto acuoso se identificaron
un total de 26 compuestos, de los cuales el 88.46% corresponde al grupo de los
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sesquiterpenos mientras que el 7.69% a los fenilpropanoides y el 3.84% restante son

monoterpenos. Los compuestos mayoritarios en el extracto acuoso son el isoledeno
(0.531 mg/g ES), nerolidol (0.346 mg/g ES), a-bisabolol (0.285 mg/g ES) y el elemol
(0.245 mg/g ES). En la figura 13 se muestra un cromatograma del extracto acuoso de

tallo de V. sphaerocephala, como ejemplo de lo obtenido por el analisis de CG-EM.
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Figura 13.

Cromatograma del extracto acuoso de tallo de Verbesina

sphaerocephala, obtenido por CG-EM.
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Cuadro 8.

Identificacion y cuantificacion de compuestos terpénicos en el extracto

acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala y sus fracciones.

Extracto Fracciones

Tiempo de

Retencion Metandlica Acetato de etilo Hexanica
(min) Compuesto %  mg/gES

% mgl/g ES % mg/g ES % mg/g ES
18.16 p-Vinilguaiacol 1.13 0.029 1.09 0.028 - - - -
20.66 Metileugenol 1.17 0.030 1.56 0.041 1.12 0.029 - -
22.87 Isopiperitona 1.08 0.028 - - - - - -
23.18 Cadineno 1.02 0.026 - - - - - -
23.72 Timol 1.38 0.035 - - - - - -
24.00 Copaeno 1.00 0.026 - - - - - -
2457 Elemol 9.44 0.245 2.34 0.061 13.72 0.356 - -
24.87 Nerolidol 13.34 0.346 - - 15.68  0.407 - -
2513 Cariofileno 6xido 1.33 0.034 - - 1.48 0.038 1.26 0.032
25.29 Muuroleno 1.13 0.029 - - - - - -
25.36 Cariofileno 1.78 0.046 4.34 0.112 3.68 0.095 - -
25.51 Cedrendiol 1.13 0.029 2.28 0.059 2.46 0.063 - -
26.01 Cubenol 1.98 0.051 3.22 0.083 2.67 0.069 - -
26.13 Thujopseno 1.38 0.035 - - 1.12 0.029 - -
26.45 -Guaieno 1.47 0.038 - - 4.45 0.115 2.56 0.066
26.69 Cadinol 1.1 0.028 - - 3.24 0.084 1.12 0.029
26.90 Isoledeno 20.45 0.531 - - 2245 0.583 4.68 0.121
27.21 Ledol 3.22 0.083 - - 4.34 0.112 2.56 0.066
27.53 a-Santalol 8.18 0.212 - - - - 6.34 0.164
27.88 a-Bisabolol 10.97 0.285 224 0.05824 20.22 052572 3.22 0.083
28.11 Drimenol 1.04 0.027 - - - - 2.22 0.057
28.62 Espatulenol 1.12 0.029 - - 121 0.03146 1.18 0.030
28.85 Ambrosina 1.06 0.027 - - - - 4.22 0.109
Isoaromadendreno

28.94 epoxido 1.43 0.037 - - - - 1.18 0.030
29.09 B-Cedrenol 1.77 0.046 - - 1.28 0.03328 1.12 0.029
30.16 Santonina 1.08 0.028 - - - - 1.1 0.028
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En las fracciones se observo una variacion en cuanto a la presencia y contenido de
compuestos terpénicos, observandose una separacion de acuerdo con la polaridad de
los disolventes de fraccionamiento. En la fraccion de metanol se identificaron 7
compuestos, siendo el 71.43% sesquiterpenos y el resto (28.57%) fenilpropanoides.
En esta fraccion los compuestos mayoritarios fueron el cariofileno (0.112 mg/g ES),
cubenol (0.083 mg/g ES), elemol (0.061 mg/g ES) y el cedrendiol (0.059 mg/g ES). En
la fraccion de acetato de etilo se detectaron 15 compuestos de los cuales el 93.33%
pertenece al grupo de los sesquiterpenos y el 6.67% restante corresponde a los
fenilpropanoides. Al igual que en el extracto acuoso, los compuestos mayoritarios son
el isoledeno (0.583 mg/g ES), a-bisabolol (0.525 mg/g ES), nerolidol (0.407 mg/g ES)
y elemol (0.356 mg/g ES). Finalmente, en la fraccién de hexano, se encontraron 13
compuestos, siendo todos del grupo de los sesquiterpenos. Los compuestos
mayoritarios en esta fraccion son el a-santalol (0.164 mg/g ES), isoledeno (0.121 mg/g
ES), ambrosina (0.109 mg/g ES) y el a-bisabolol (0.083 mg/g ES).

Aguilar-Mejia (2023) realizé la identificacion de compuestos terpénicos empleando
CG-EM, reportando en el hidrolato de tallos de V. sphaerocephala ambrosina,
metileugenol, cariofileno, B-cedrenol, cedrendiol y santonina, mismos que se
encuentran presentes en el extracto acuoso de tallos. En este mismo estudio, en la
fraccion de acetato de etilo del hidrolato de tallos se identific6 la presencia de
isoledeno, nerolidol y a-bisabolol, compuestos que también se reportaron en la fraccion

de acetato de etilo del extracto acuoso, variando el contenido.

Por otro lado, Arciniegas et al. (2020) identificaron cadinenos y lactonas
sesquiterpénicas en partes aéreas de V. sphaerocephala; sin embargo, no es posible
saber con certeza en qué tejido se encuentran dichos compuestos debido a la
naturaleza del extracto del estudio. Por lo que se resalta que los compuestos

identificados en este estudio se encuentran en los tejidos de tallos de esta planta.

Un aspecto importante para destacar en esta investigacion es la concentracion de

compuestos terpénicos en la fraccion de acetato de etilo en comparacion con el
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extracto acuoso, la cual fue mayor en sus compuestos mayoritarios. Ismail y Chua
(2020) mencionan que el usar el método de biparticion liquido-liquido es empleado
para recuperar compuestos terpénicos de un extracto crudo, utilizando diferentes
disolventes con polaridad variable dependiendo del tipo de terpenos a obtener.
Asimismo, Gonzalez-Hernandez et al. (2024) destacan que este método (biparticion
liquido-liquido) es excelente para concentrar y enriguecer compuestos terpénicos,
principalmente a aquellos que tengan en sus estructuras grupos funcionales carboxilo

0 amino con cualidades acido-base.

Con los resultados presentados en esta investigacion (Capitulos 8.1. y 8.2), el extracto
acuoso de tallo y la fraccion de acetato de etilo, mostraron una alta actividad
antioxidante y antifangica contra Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides
y Botrytis cinerea, sugiriendo que los compuestos terpénicos volatiles pueden ser los
responsables de dichas actividades en sinergia con otros compuestos presentes en

los tratamientos, como los compuestos fendlicos (Capitulo 8.2).

8.3.6. Conclusiones

Se determind el contenido de terpenos totales, asi como la identificacion y
cuantificacion de compuestos voléatiles en el extracto acuoso de tallo y las fracciones
(metanol, acetato de etilo y hexano) de V. sphaerocephala. Se identificaron nuevos
compuestos terpénicos en el tejido de tallo, perteneciendo en su mayoria al grupo de
los sesquiterpenos, sugiriendo que este grupo de terpenos es predominante en la
especie V. sphaerocephala.

Con el enriquecimiento de compuestos volatiles en la fraccion de acetato de etilo, se
sugiere que los mayoritarios como elemol, nerolidol, isoledeno, a-santalol y a-
bisabolol, son los responsables tanto de la actividad antifungica como de la actividad

antioxidante, reportada en los capitulos 8.1y 8.2.
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8.4. Capitulo 4. Analisis del efecto prooxidante del extracto acuoso de tallo de
Verbesina sphaerocephala y la fraccion de acetato de etilo en
esporas de Botrytis cinerea

8.4.1. Resumen

El extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala y su fraccion de acetato de etilo
presentan una alta concentracion de compuestos fendlicos y terpénicos, asi como una
alta actividad antioxidante y antifingica, especificamente sobre B. cinerea. No
obstante, se desconoce el mecanismo de accion del efecto antifungico tanto del
extracto como la fraccion. Con el analisis de la produccidén de especies reactivas de
oxigeno, se observé que la fraccion de acetato de etilo mostré los valores mas altos
(3.27+0.03 UAF) en comparacion con el extracto acuoso (0.34+0.03 UAF). En el caso
de la actividad de la enzima catalasa, tanto el extracto acuoso como la fraccion de
acetato de etilo disminuyeron la actividad de la enzima fangica en el modelo de
esporas, siendo la fraccién de acetato de etilo la que mostré el efecto mas marcado
(0.17 U/mg proteina). En glutation total, la fraccion de acetato de etilo obtuvo los
valores mas bajos (0.0115 pmol glut/mg proteina), mientras que el extracto acuoso
obtuvo valores de 0.0366 pmol glut/mg proteina. En la prueba SOD, la fraccion de
acetato de etilo inhibi6 la actividad de la enzima en un 93.32%, por otro lado, el extracto
acuoso mostré porcentajes de inhibicion de 46.39%. Finalmente, en la prueba
viabilidad celular, la fraccion de acetato de etilo afect6 significativamente la viabilidad
de las esporas de B. cinerea, obteniendo un 100% de mortalidad en comparacion del
extracto acuoso, el cual obtuvo valores de mortalidad de 24% en el modelo de esporas.
Con estos resultados, se concluye que la fraccion de acetato de etilo genera estrés
oxidante en esporas de B. cinerea, sugiriendo este es el mecanismo de accion
antifangico de los compuestos presentes en esta fraccion.

Palabras clave: Botrytis cinerea, Especies reactivas de oxigeno, extracto vegetal,
fracciones, Verbesina sphaerocephala.

8.4.2. Abstract

The aqueous stem extract of V. sphaerocephala and its ethyl acetate fraction show a
high concentration of phenolic and terpenic compounds, as well as high antioxidant
and antifungal activity, specifically on B. cinerea. However, the mechanism of action of
the antifungal effect of both the extract and the fraction is unknown. With the analysis
of reactive oxygen species production, it was observed that the ethyl acetate fraction
showed the highest values (3.27+0.03 UAF) compared to the aqueous extract
(0.34£0.03 UAF). In the case of catalase enzyme activity, both the aqueous extract and
the ethyl acetate fraction decreased fungal enzyme activity in the spore model, with the
ethyl acetate fraction showing the most marked effect (0.17 U/mg protein). In total
glutathione, the ethyl acetate fraction obtained the lowest values (0.0115 pmol glut/mg
protein), while the aqueous extract obtained values of 0.0366 pmol glut/mg protein. In
the SOD test, the ethyl acetate fraction inhibited the enzyme activity by 93.32%; on the
other hand, the aqueous extract showed inhibition percentages of 46.39%. Finally, in
the cell viability test, the ethyl acetate fraction significantly affected the viability of B.
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cinerea spores, obtaining 100% mortality compared to the aqueous extract, which
obtained mortality values of 24% in the spore model. With these results, it is concluded
that the ethyl acetate fraction generates oxidative stress in B. cinerea spores,
suggesting this is the mechanism of antifungal action of the compounds present in this
fraction.

Keywords: Botrytis cinerea, reactive oxygen species, plant extract, fractions,
Verbesina sphaerocephala.

8.4.3. Introduccioén

Las enfermedades causadas por hongos son una de las afecciones que mas afectan
a la agricultura a nivel mundial. De acuerdo con Nazarov et al. (2020) los hongos
fitopatdgenos son los organismos mas agresivos que perjudican a los cultivos en todas
sus etapas de produccion, siendo mas de 20,000 especies identificadas en
investigaciones recientes, las que son causantes de diversas enfermedades (Ray et
al., 2017). Una de las enfermedades mas devastadoras en la produccién agricola es
la podredumbre gris o “moho gris”, ocasionada por el hongo necrotréfico Botrytis
cinerea, la cual se presenta en mas de 1,400 especies vegetales cada afo,
presentandose los dafios en partes aéreas de las plantas (tallos, hojas, inflorescencias
y frutos) tanto en etapa de pre- y poscosecha, como ocurre en los cultivos de frutillas
(fresas, zarzamora, frambuesa, arandanos), tomate, tabaco, pepino, manzana,

lechuga, entre otros (Wang et al., 2018; Gupta et al., 2023).

Esta enfermedad es de gran importancia econémica a nivel mundial debido a la
versatilidad del hongo para adaptarse al ambiente, a los factores de ataque y supresion
de defensas por parte de las plantas, asi como a la resistencia adquirida a una gran
diversidad de fungicidas quimico-sintéticos usados para su control (Sun et al., 2021;
Hajji-Hedfi et al., 2023). Debido a lo anterior, surge la necesidad de buscar alternativas
gue sean mas amigables con el medio ambiente, que no presenten toxicidad a los
humanos u otras especies benéficas, de bajo costo y con multiples mecanismos de

accion.
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Los metabolitos secundarios de plantas son una de las alternativas para el control de
este tipo de hongo, por sus propiedades antifungicas reportadas en diversas
investigaciones, destacando principalmente los compuestos fendlicos y los terpénicos,
que también son excelentes compuestos antioxidantes. Sus mecanismos de accion
son diversos en la célula fungica. Uno de estos mecanismos es mediante la generacion
de estrés oxidante, debido a que dichos compuestos en altas concentraciones ejercen
un efecto prooxidante, afectando el sistema antioxidante enddgeno de los hongos
fitopatdgenos, por la inhibicion de las enzimas catalasa, superdxido dismutasa, entre
otros mecanismos que involucran la actividad antioxidante de las células fungicas, lo
gue lleva a un desequilibrio al aumentar los niveles de especies reactivas de oxigeno
intracelulares (ERO), provocando dafios a nivel de ADN, proteinas, peroxidacion de
lipidos, entre otros, desencadenando la muerte celular (OuYang et al., 2018;
Valenzuela-Cota et al., 2019; Ho et al., 2020).

En la literatura se han reportado el efecto prooxidante de compuestos terpénicos y
fendlicos de diferentes extractos/fracciones en hongos. Khan et al. (2011) reportaron
el efecto prooxidante de tres fenilpropanoides (metileugenol, eugenol y estragol) en
Candida albicans. Asimismo, se ha demostrado que el citral promueve un efecto
prooxidante en Penicillium digitatum, al igual que diversos compuestos volatiles de
Jacquinia macrocarpa en Fusarium verticillium (OuYang et al., 2018; Valenzuela-Cota
et al., 2019). En el caso de los compuestos fendlicos, los acidos galico, vanillinico,
protocatecuico y siringico, asi como la quercetina y el kaemferol identificados en
fracciones de Vitis vinifera, han sido sefialados como los responsables de la actividad
prooxidante en Botritys cinerea, al provocar acumulacion excesiva de ERO en hifas
(Cotoras et al., 2014).

Anteriormente, se ha mencionado que extractos de especies del género Verbesina han
mostrado tanto actividad antioxidante como antifungica (Divya-Ramakrishnan et al.,
2017; Ramseyer et al.,, 2017; Verma et al., 2019; de Veras et al.,, 2021) En esta
investigacion, en capitulos anteriores, se ha reportado que tanto el extracto acuoso del

tejido de tallos como la fraccion de acetato de etilo de V. sphaerocephala, poseen
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actividad antioxidante significativa mediante diversos métodos (DPPH, ABTS, TAC y
FRP), asi como actividad antifingica contra hongos fitopatdgenos como Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y Botrytis cinerea, teniendo un mayor
efecto antifingico en este ultimo al inhibir su crecimiento micelial con valores de ICso
de 0.10 mg/mL y 14.3 mg/mL, respectivamente. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos por el cual, el extracto y la fraccion inhiben el crecimiento de B. cinerea,
y surge el interés de determinar si puede deberse a un efecto prooxidante. Por esto, el
objetivo de esta parte de la investigacién, fue analizar el efecto prooxidante del extracto
acuoso de tallo de V. sphaerocephala y la fraccion de acetato de etilo en un modelo
de esporas de B.cinerea, determinando el resultado del estrés oxidante generado
sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno, la actividad de catalasa y
superoxido dismutasa, asi como el contenido de glutation total y la viabilidad celular.

8.4.4. Materiales y métodos

La recolecta de los tejidos de tallos de V. sphaerocephala, el método de extracciéon u
obtencion de la fraccién de acetato de etilo, se describen en el capitulo 7 (material

bioldgico y métodos de extraccion).

Preparaciéon de esporas de B. cinerea

Las esporas de B. cinerea se colectaron de micelio de este hongo en cajas Petri en
medio PDA con agua estéril en tubos Falcon de 15 mL. Se hizo el conteo en la cAmara
de Neubauer para ajustar la concentracion de las esporas para los ensayos requeridos.
Las esporas fueron expuestas al extracto acuoso de tallo y a la fraccion de acetato de
etilo en las concentraciones inhibitorias medias (ICso, 0.10 mg/mL y 14.8 mg/mL,
respectivamente). Como controles positivos se utilizaron menadiona y peroxido de
hidrégeno (5 mM), y como control negativo se usaron esporas sin ningun tratamiento,
mantenidas en agua estéril a 25 £2 °C. Se us6 el metanol como blanco. Se incubaron
las esporas durante 6 h a los tratamientos y posteriormente fueron usadas para las

pruebas de estrés oxidante.

89



Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Para la determinacion de las especies reactivas de oxigeno se realiz6 la metodologia
de Ortiz-Avila et al. (2013) con modificaciones. En tubos de ensayo se afiadieron 500
uL de solucién de esporas a una concentracion de 1x103 esporas/mL expuestas a los
tratamientos. Las esporas se resuspendieron en buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM,
3 mM MgClz y KH2PO4 3 mM, pH 7.4) y se incubaron a temperatura ambiente durante
6 horas. Posteriormente a cada tubo se le afiadié 5 pL de la sonda diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina H2DCFDA 5 uM durante 15 min en un bafio de hielo bajo agitacion
constante. Posteriormente, se realiz6 la lectura de la absorbancia a longitudes de onda
de excitacién/emision de 485/520 nm en un espectrofluorofotémetro Shimadzu RFRF-
5301PC. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia
(UAF).

Determinacion de la actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de la CAT se evalu6 empleando la metodologia de Jeulin et al. (1989) con
modificaciones, evaluando la concentracion de oxigeno disuelto, empleando un
oximetro con electrodo tipo Clark, después de la adicion de H202 como lo describi6
Jeulin et al. (1989), con ligeras modificaciones. En tubos de ensayo se afiadieron 500
uL de la soluciéon de esporas a una concentracion de 4.6x10° esporas/mL. Los
tratamientos se resuspendieron en buffer de fosfatos (K2HPO4, KH2PO4 0.1 M) con
EDTA 5 mM (pH 7.6) y se incubaron durante 6 h. Posteriormente, se llevaron a una
camara de un oximetro con electrodo tipo Clark y se agregaron 20 uL de H202 5 mM
recién preparado, registrandose la conversion de H202 en oxigeno durante 150
segundos. Los resultados se expresaron como la cantidad de enzima catalasa
necesaria para catalizar la neutralizacion de 1 puMol de H202 por minuto (U) por mg de
proteina.

Determinacion del contenido de glutation total (GSHt)
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El contenido de glutation total se determiné mediante la metodologia propuesta por
Griffith (1980) con modificaciones. En tubos de ensayo se afiadieron 100 uL de
solucién de esporas a una concentracion de 9.3x10° esporas/mL. A cada tubo se le
agrego 1 mL de solucién PBS con tritdbn-X100 al 5%. Las muestras fueron sometidas
en bafo ultrasénico a 60° C durante 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente. Se
llevaron a ciclos de congelacion y descongelacion durante 20 minutos. Las muestras
se centrifugaron a 8000 g por 10 minutos y se recuperd el sobrenadante de cada
muestra para transferir a tubos nuevos. En celdas de 1 mL, por separado, se colocaron
700 pL de buffer de fosfatos (K2HPOa4, KH2PO4 0.1 M) con EDTA 5 mM (pH 7.6)
atemperado y se afiadieron 100 pL de cada muestra (sobrenadante). Posteriormente
se agregaron 120 pL de una mezcla de &cido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) [DTNB] y
enzima glutation reductasa (GR) (v/v), incubando los tubos durante 30 segundos.
Finalmente se afiadieron 60 pL de solucion de Nicotinamida-adenina-dinucleotido-
fosfato (NADPH) y se mezclaron. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS a 412 nm durante 5 minutos. Los resultados se

expresan como pMol de glutation por miligramo de proteina.

Determinacion de la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)

La evaluacion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa se determiné
mediante un kit de analisis comercial (Sigma-Aldrich, USA). Para la liberacion de
enzimas, se realizé el mismo procedimiento que en el ensayo de contenido de
glutatiéon. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18
UV-visible a 450 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién de
la enzima SOD (%).

Determinacion de la viabilidad celular y germinacion de esporas

La viabilidad celular y la germinacion de las esporas de B. cinerea se determind

mediante el método de exclusion con azul de tripano, siguiendo la metodologia
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propuesta por Strober (2001) y Lima de Sousa et al. (2013). En tubos Eppendorf
estériles, se agregaron 500 pL de caldo nutritivo estéril. Posteriormente se agregaron
esporas de B. cinerea en una concentracion de 1x10°2 esporas/mL y se afiadieron 100
pL de cada tratamiento (ICso del extracto acuoso de tallo y de la fraccion de acetato de
etilo, 0.10 mg/mL y 14.8 mg/mL, respectivamente), al control positivo (Benomyl50®, 10

mg/mL) y al control negativo (metanol).

Las esporas se incubaron durante 72 h y se tomaron 10 pL de cada tratamiento para
colocarlos en un portaobjetos, para determinar la viabilidad celular. Se afiadieron 10
uL de colorante azul de tripano (0.1%) y se contaron 50 esporas por cada tratamiento.
Se tomaron imagenes de las esporas en un microscopio Nikon® Eclipse E200. Los
resultados se expresaron como porcentaje de mortalidad de las esporas (%).

Analisis estadistico

Los valores obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
(p<0.05), una prueba de comparacion de medias con la prueba de Tukey y Dunnett

(p=<0.05) empleando el software estadistico SPSS IBM version 26.

8.4.5. Resultados y discusion

Utilizando el modelo de esporas de B. cinerea, se realizé la determinacion de especies
reactivas de oxigeno, asi como el contenido de glutatién total, la actividad de las
enzimas catalasa (CAT) y superéxido dismutasa, asi como la viabilidad de estas.

Efecto sobre la produccidon de especies reactivas de oxigeno

En el cuadro 9 se muestran los resultados del efecto tanto del extracto acuoso como
de la fraccién de acetato de etilo de tallos de V. sphaerocephala, sobre la produccién
de ERO en esporas de B. cinerea. Con la fraccion de acetato de etilo se obtuvo un

incremento de la produccion de ERO, obteniendo valores de 3.27 UAF/mg de proteina,
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siendo iguales a los obtenidos en el tratamiento con menadiona, de acuerdo con la
prueba de Dunnett (Cuadro 9). No obstante, con la adicion del extracto acuoso de
tallos, se obtuvieron valores menores de ERO (0.31 UAF/mg de proteina), similares a
los observados con metanol (blanco) y en las esporas no tratadas (control negativo),
aunque menor que con H202, aunque esto se explica por la concentracion elevada
utilizada de este (Ransy et al., 2020). El uso de H20:2 es un procedimiento para causar
estrés oxidante en modelos celulares. La reaccion de Fenton entre H202 y iones Fe?*
genera el radical OH altamente reactivo y se cree que es el principal mecanismo para
causar dicho dafio oxidativo (Ward et al., 1987), por lo que es utilizado en el modelo
de esporas de B. cinerea para determinar su efecto prooxidante. Los valores de ERO
en las esporas sin tratamiento (0.21 UAF/mg de proteina) no mostraron diferencia
significativa a lo observado al adicionar metanol (0.23 UAF/mg de proteina), pero la
produccion de ERO inducida por la fraccion de acetato de etilo fue de 15.6 veces mas

gue lo obtenido en este control y 12.1 veces mas que el extracto (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), glutation total y
actividad de enzimas CAT y SOD en esporas de Botrytis cinerea tratadas
con el extracto acuoso y la fraccion de acetato de etilo de Verbesina

sphaerocephala.
ERO CAT GLUTATION SOD
Muestra UAF Ulmg prot TOTAL (GSH) o1 hhibicion)
gp HMol/mg prot
Extracto 0.31+0.03 6.21+0.78 0.04 + 0.002 46.39 +0.61
acuoso
Fraccion de X . X X
acetato de 3.27 £ 0.03 4.25+0.29 0.01 + 0.001 93.32+0.52
etilo
Menadiona 3.75+0.41 451 +0.15" 0.12 + 0.002 25.64 + 0.68"
H20: 22.41+0.19 5.70 + 0.59 0.012 + 0.001 63.19 + 0.26"
Metanol 0.23+0.03 16.24 +1.93 0.04 + 0.002 0+0
Esporas NT 0.21 +0.03 16.68 £ 0.03 0.04 + 0.001 0x0

Los valores representan la media + D.E. (desviacion estandar), n=6. (*) indica diferencias estadisticas significativas
comparado con el grupo control (Esporas sin tratamientos) de acuerdo con la prueba de Dunnett (p<0.05). UAF:
Unidades Arbitrarias de Fluorescencia. U: Cantidad de enzima para catalizar la neutralizacion de 1 pMol de H202 x
min. NT: Esporas No Tratadas
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En otros trabajos se reporta que tanto los extractos o fracciones obtenidas de estos
presentan actividad antifungica al inducir el incremento de ERO. Cotoras et al. (2014)
evaluaron el efecto prooxidante de fracciones de acetato de etilo y cloroformo,
provenientes de extractos de Vitis vinifera, y observaron que dichas fracciones
indujeron la produccion excesiva de ERO intracelulares en B. cinerea, debido al alto

contenido de compuestos fendlicos presentes en las fracciones.

Por otro lado, Valenzuela-Cota et al. (2019) estudiaron la produccion de ERO en un
modelo con esporas de Fusarium verticillioides expuestas a una fraccién butandlica
del extracto metandlico de Jacquinia macrocarpa, demostrando que, a
concentraciones elevadas de la fraccion, se incrementa el contenido de ERO en las
esporas de F. verticillioides, atribuyéndole el efecto a los compuestos volatiles

presentes en la fraccidén butandlica y que se relacion6 con su efecto antifungico.

Efecto sobre la actividad de la enzima catalasa (CAT)

La catalasa es una enzima antioxidante que pertenece al grupo de enzimas
oxirreductasas, llevando a cabo la reaccion con el perdxido de hidrogeno (H202) para
generar oxigeno molecular (O2) y agua (H20), ayudando a mantener un equilibrio de
las especies reactivas de oxigeno generadas por el metabolismo celular (Valdez-
Solana et al. 2021). En el caso de la actividad de la enzima catalasa en esporas de B.
cinerea, se observo que esta actividad fue inhibida por el extracto acuoso y la fracciéon
de acetato de etilo. Al igual que en el ensayo anterior (determinacién de ERO), con la
fraccion de acetato de etilo de obtuvo el mayor efecto, al disminuir la actividad de la
enzima (4.25 U/mg de proteina) en comparacion con el control de esporas sin
tratamiento (16.68 U/mg de proteina) y observandose resultados similares de
disminucién de la enzima en los tratamientos con menadiona (4.51 U/mg de proteina),
con H202 (5.70 U/mg de proteina) y con el extracto acuoso (6.21 U/mg de proteina)
(Cuadro 9).
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Valenzuela-Cota et al. (2019) reportaron que la fraccion butandlica de J. macrocarpa
disminuyo la actividad de esta enzima (8 U/mg de proteina) en esporas del hongo
Fusarium verticillioides, indicando que los compuestos volatiles presentes en esta
fraccion fueron los responsables del efecto. Asimismo, de acuerdo con Garcia et al.
(2021), el extracto acuoso de canela (Cinnamomun zeylanicum) inhibid la actividad de
la enzima catalasa en Plasmopara viticola después de 6 h de exposicidon al extracto,
efecto similar a lo observado en este estudio con el extracto acuoso de tallo y su
fraccion de acetato de etilo. De igual manera, el extracto de acetato de etilo de
Artemisia argyi mostrd efecto en la enzima catalasa del hongo Verticillium dahliae, al
incrementar las unidades de esta en respuesta al aumento de radicales libres por la

exposicion al extracto (Wang et al., 2021).

Efecto sobre el contenido de glutatiéon total (GSH)

El glutation es un tripéptido antioxidante que se constituye de los aminoacidos cisteina,
acido glutamico y glicina. Tiene mdltiples funciones dentro de la célula, entre las cuales
se destaca la disminucion de ERO (Bonola-Gallardo et al., 2014). En el cuadro 9 se
muestran los resultados para la determinacion del contenido de glutation total en B.
cinerea. Se observan valores de contenido bajos, debido a la baja actividad metabdlica
en el modelo experimental empleado (esporas). Siguiendo la tendencia que se observo
en las dos pruebas anteriores, la fraccion de acetato de etilo mostré un efecto notable
en el contenido de glutatidn total al disminuir su contenido en las esporas de B. cinerea
(0.012 umol de glut/mg de proteina), igual que lo producido por menadiona (0.012 pumol
de glut/mg de proteina). No obstante, el extracto acuoso no afecté el contenido de
glutatién total (0.04 umol de glut/mg de proteina) al mostrar contenidos similares a los
de los controles negativos, esporas no tratadas y tratadas con metanol (0.04 y 0.04
umol de glut/mg de proteina, respectivamente). El mecanismo de accion de este
compuesto es generar estrés oxidante dentro de las células, activando poros de
transicion y aumentando las ERO mediante un mecanismo de ciclo redox, derivando

en apoptosis (Criddle et al. 2006; Loor et al. 2010). Se sugiere que el contenido de
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glutation se incrementé en respuesta al aumento de ERO con el tratamiento de

menadiona.

En otros estudios se ha demostrado que diversos compuestos poseen efecto en el
contenido de glutation. Bertoti et al. (2016) evaluaron el efecto de los compuestos
volatiles del aceite esencial de hojas y raices de Armoracea rusticana en un modelo
de Candida albicans, indicando que los niveles de glutation total disminuyen a medida
que se aumenta la concentracion del aceite esencial. Por otro lado, terpenos como el
citral disminuyen el contenido de glutation total en el hongo Penicillum digitatum,
acentuandose el efecto a medida que aumenta el tiempo de exposicion al compuesto
(OuYang et al., 2018).

Efecto sobre la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)

La superdxido dismutasa (SOD) es una enzima que pertenece a la familia de las
metaloenzimas, con actividad antioxidante significativa, ya que participa en la
regulacion de ERO intracelulares, producidas por los procesos metabdlicos en la
célula. Esta enzima cataliza la reaccion para dismutar el anion superéxido (O2") en

perdxido de hidrégeno (H202) y oxigeno (Oz) (Wang et al. 2017).

En este estudio se evalué la actividad de SOD en esporas de B. cinerea expuestas a
diferentes tratamientos (Cuadro 9). Observandose la misma tendencia que en las
pruebas anteriores, la fraccion de acetato de etilo demostro tener el mayor efecto en
esta enzima, al inhibir su actividad en un 93.32%. No obstante, el extracto acuoso de
tallo obtuvo valores de inhibicion de 46.39% 2.01 veces menor a lo observado con la
fraccion. Con los controles de menadiona y H202, se inhibio la actividad de SOD en un
25.64% y 63.19%, respectivamente, valores menores a lo observado con la fraccion

de acetato de etilo.

En otros trabajos se ha evaluado el efecto tanto de extractos como de fracciones en la

actividad de SOD. Valenzuela-Cota et al. (2019) reportaron que la fraccién butandlica
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de J. macrocarpa inhibe la actividad de SOD en concentraciones inferiores a 1 mg/mL,
atribuyéndosele este efecto a la mezcla variada de compuestos volatiles en la fraccion.
Por otro lado, el compuesto 7-(5-hidroxi-3,7-dimetilocta-2,6-dieniloxi)-cromen-2-ona
(5'-hidroxi-aurapteno) aislado de Lotus lalambensis modula la actividad de SOD en
Aspergillus flavus, por regulacién del estrés oxidante (Ali et al., 2021). De igual manera,
Yang et al. (2020) investigaron la actividad antifangica de cembratrien-dioles
(diterpenos) de Nicotiana tabacum en el hongo B. cinerea, reportando que estos
compuestos poseen una alta actividad antifingica, lo que se relacioné directamente
con la inhibicién de la actividad de SOD en este hongo, provocando un efecto de estrés

oxidante.

Efecto sobre la viabilidad y la germinacién celular

El principio de la tincion de azul de tripano se basa en que las células que son viables
presentan membranas celulares que estan integras, limitando la penetracion de ciertas
sustancias, como el azul de tripano entre otras. No obstante, si hay dafio en la
membrana celular, el colorante ingresa al interior de la célula, obteniendo células
tefiidas de azul (Strober, 2015). En el cuadro 10 se presentan los resultados del efecto
del extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala y de la fraccién de acetilo, con este
ensayo de viabilidad en las esporas de B. cinerea, asi como a sus respectivos

controles.

El tratamiento con la fraccion de acetato de etilo fue el mas efectivo al mostrar valores
de mortalidad del 100% de las esporas de B. cinerea. Asimismo, se inhibi6 la
germinacion de las esporas cuando estas fueron cultivadas en medio PDA (Figura 14).
En el tratamiento con el extracto acuoso, se obtuvo una viabilidad mayor (24% de
mortalidad) en las esporas, visualizandose en el microscopio esporas sin tincion y
presentando tubos germinativos, coincidiendo con lo observado al cultivarse en medio

PDA, en las cuales hubo crecimiento de micelio.
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Con estos resultados, se sugiere que en esporas de B. cinerea, la fraccion de acetato
de etilo posee actividad fungicida y el extracto acuoso de tallo presenta un efecto
fungistéatico (Figura 14). Estos resultados coinciden con los obtenidos con la fraccion
de acetato de etilo al determinar su efecto sobre la induccion de ERO en el modelo in
vivo de esporas de B. cinerea, en los que el extracto presentd una menor induccion en
la produccion de ERO y un efecto menor sobre la actividad de SOD y en el contenido
de glutatién (Cuadro 10).

Cuadro 10. Viabilidad celular (%) de esporas de B. cinerea tratadas con el extracto
acuoso Y la fraccion de etilo de tallos de Verbesina sphaerocephala.

Muestra Mortalidad (%)
Extracto 24£2°
Fraccion 1002
Benomyl50® 1002
Metanol 0°
Esporas 0°

Los valores representan lamedia + D.E. (desviacidn estandar) del porcentaje de mortalidad, n=3.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas comparado con el grupo control
(esporas sin tratamientos). ANOVA, post hoc Tukey (p<0.05).

Una de las posibles causas de la pérdida de viabilidad de las esporas de B. cinerea
expuestas a la fraccidén de acetato de etilo del extracto acuoso de V. sphaerocephala
es por dafios a la membrana y pared celulares fangicas, ya que dicha fraccion es rica
en compuestos fendlicos y terpénicos. Ambos tipos de compuestos han sido
identificados tanto en el extracto acuoso como en la fraccion (Capitulos 2 y 3), de los
que se reportan algunos compuestos fendlicos que afectan la integridad de la
membrana celular lo que lleva a la pérdida del contenido intracelular (Li y Zhu, 2021).
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Figura 14. Viabilidad y germinacion de esporas de B. cinerea expuestas a diferentes
tratamientos. (a) Esporas no tratadas; (b) Esporas tratadas con metanol;
(c) Esporas tratadas con Benomyl50®; (d) Esporas tratadas con el
extracto acuoso de tallo; y (e) Esporas tratadas con la fraccion de acetato
de etilo.

En el caso de los terpenos, también se han reportado que ocasionan una serie de
dafos que van desde la distorsion y malformaciones en hifas, destruccion de la pared
celular, asi como desestabilizacion de organulos en citoplasma (Kim et al., 2016; Chan
et al., 2016). Otros inducen apoptosis por modulaciébn de especies reactivas de
oxigeno (Asif et al. 2016) o afectan la biosintesis de ergosterol (Fonseca Bezerra et al.
2020; Eddin et al. 2022).

8.4.6. Conclusiones

Tanto el extracto acuoso como la fraccion de acetato de etilo de tallos de V.
sphaerocephala generan estrés oxidante en esporas de B. cinerea. Con la fraccion de
acetato de etilo se obtuvo el mayor efecto, inhibiendo la actividad de catalasa y

superéxido dismutasa, asi como disminuyendo el contenido de glutation total, lo que
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se relaciono con la produccion de especies reactivas de oxigeno. Debido a que con la
fraccion de acetato de etilo se obtuvo un 100% de mortalidad, se sugiere que esta
actividad antifingica es resultado de un efecto prooxidante, debido al sinergismo entre
los compuestos fendlicos y terpénicos, identificados en esta fraccion y en un mayor

contenido que el extracto acuoso.
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9. DISCUSION GENERAL

9.1. Efecto antifungico in vitro y perfil quimico de diferentes extractos de V.
sphaerocephala sobre tres hongos fitopatdogenos

Con la evaluacién de la actividad antifangica y el perfil quimico de los extractos de
diferentes polaridades de inflorescencias, hojas, tallos y raices de V. sphaerocephala
frente a los hongos fitopatdogenos B. cinerea, C. gloeosporioides y F. oxysporum, se
determind que el extracto acuoso de tallo inhibié el crecimiento de B. cinerea (1
mg/mL), lo cual se relacion6 con los compuestos presentes en el extracto como
fendlicos, cumarinas, quinonas, flavonoides y terpenos. Este extracto fue de los que
tuvieron un mayor rendimiento (Capitulo 1), y aunque son varios los factores que
afectan este resultado, como la parte vegetal, el tipo y tiempo de extraccion, la
temperatura y la polaridad del disolvente (Zhang et al., 2018; Truong et al., 2019), la
alta polaridad el extracto acuoso se ha reportado con una mayor eficiencia para la
obtencion de extractos con un mayor rendimiento (Nawaz et al., 2020). Una ventaja
del uso de extractos acuosos, como el extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala,
ademas del alto rendimiento, es su obtencion a bajo costo, la no toxicidad y su

seguridad alimentaria (Choi y Verpoorte, 2019; Awad et al., 2021).

En esta investigacion se comprobé el efecto antifingico de los diferentes extractos de
V. sphaerocephala sobre los tres hongos bajo estudio, lo cual no habia sido reportado,
gue concuerda con lo descrito para V. encelioides, una especie de las mas estudiadas
de Verbesina, con actividad antifangica sobre Aspergillus niger, A. flavus (Kushwaha
y Malik, 2013), A. fumigatus (Albalawi et al., 2015) y Fusarium oxysporum (Divya-
Ramakrishnan et al., 2017). El efecto antifungico del extracto acuoso de tallos de V.
sphaerocephala es similar a lo reportado con los extractos polares de V. encelioides
(Albalawi et al., 2015), aunque con la aplicacion de una concentracion menor (1
mg/mL) a lo reportado para otras plantas como Rumex vesicarius (tallos), con un 50%
de inhibicion de Helminthosporium rostratum y Fusarium oxysporum a una
concentracion de 50 mg/mL; Moringa oleifora (hojas) contra A. niger, A. flavus, A.
fumigatus y Rhizopus oryzae (31.25 a 62.5 mg/mL) (Oniha et al., 2021); y de hojas de
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Annona squamosa con una inhibicién del 33.33% con 1 mg/mL y del 64.58% con 2
mg/mL (Kalidindi et al., 2015). Esta concentraciéon (1 mg/mL) inhibié el 100% del
crecimiento micelial de B. cinerea y es considerada éptima, ya que la concentracion
fue 10 veces menor que lo requerida con el fungicida comercial (Benomyl®50, 10

mg/mL), que fue utilizado como control positivo.

En este extracto acuoso se determind la presencia de compuestos fendlicos,
cumarinas, quinonas, flavonoides y terpenos. Los &cidos fendlicos, flavonoides,
polifenoles y terpenos han mostrado diversos mecanismos antifungicos, que
generalmente dafian la integridad estructural de las membranas celulares, inhibiendo
ciertas enzimas del transporte de electrones, induciendo también dafio mitocondrial,
reduciendo la sintesis de la pared celular y modificando los sistemas de bombas de
eflujo (Zaker, 2016; Kuete, 2017; Al Aboody y Mickymaray, 2020). Por lo anterior, se
sugiere que sean los responsables de la actividad antifingica, lo cual debera
demostrarse en estudios posteriores. Ademas, se debera analizar si estos actlan solos
0 en sinergia, lo que ha sido demostrado en diversos estudios (Pusztahelyi et al., 2015;
Salhi et al., 2017; Aboody y Mickymaray, 2020). Asimismo, estos grupos de
compuestos pueden inhibir la germinacion y el crecimiento micelial, o provocar
apoptosis por un incremento y acumulacién de ERO (Sarmento-Guerra et al., 2015;
Shang et al., 2019; He et al., 2021). Sin embargo, se requieren otras aproximaciones

experimentales para ver si esta es su mecanismo antifungico.

9.2. Contenido de acidos fendlicos y flavonoides totales, actividad
antioxidante y antifingica, y caracterizaciéon de compuestos fendlicos
usando Cromatografia de Liquidos de Ultra Alta Resolucién vy
Espectrometria de Masas (UPLC-MS) del extracto acuoso de tallo y
fracciones de Verbesina sphaerocephala

Compuestos fendlicos y flavonoides totales

Con la determinacion del contenido de fenoles totales (acidos fendlicos y flavonoides)
del extracto acuoso y de las fracciones de tallos de V. sphaerocephala, se observé que

no hubo variacidon en cuanto al contenido de acidos fendlicos tanto en el extracto
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acuoso como en su fraccién de acetato de etilo, con un valor menor en la fraccién
metandlica; sin embargo, el extracto acuoso presentd el mayor contenido de
flavonoides. En una investigacion previa (Rodriguez-Valdovinos et al., 2021) se
reportaron un alto contenido de acidos fendlicos y flavonoides (10.5 mg EAG/g ES y
9.85 mg EC/g ES, respectivamente) en un extracto metandlico de hojas de esta
especie. No obstante, el contenido total tanto de fendlicos totales fue mayor en el
extracto acuoso y en la fraccion de acetato de etilo, y el de flavonoides solo en el
extracto acuoso. Un contenido similar de acidos fendlicos totales (21.01 mg EAG/g ES)
y uno mayor de flavonoides (68.11 mg EQ/ ES) fue reportado para un extracto
metandlico de partes aéreas de V. enceliodes, una proporcion observada para los
extractos acuosos de los tallos de V. sphaerocephala, con un mayor contenido de
flavonoides totales que acidos fendlicos (Singh y Dahiya, 2017). En ambas
investigaciones (Singh y Dahiya, 2017; Rodriguez-Valdovinos et al., 2021) se relacion6
la presencia de los compuestos fendlicos con la actividad antimicrobiana, reportando
un efecto bactericida con los extractos de V. enceliodes y de V. sphaerocepala. No hay
reportes sobre el contenido de este tipo de compuestos en especies del género

Verbesina.

Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos por UPLC-EM

Con el analisis por UPLC—EM del extracto acuoso y las fracciones (acetato de etilo y
metanol) de tallos de V. sphaerocephala, se identificaron 12 compuestos fendlicos en
el extracto acuoso, 18 en la fraccidén de acetato de etilo y 13 en la fraccién metandlica.
Los compuestos mayoritarios en el extracto fueron el acido protocatecuico (96.06 ug/g
ES), el acido vanillinico (66.86 ug/g ES) y el acido hidrobenzoico (65.59 ug/g ES); en
la fraccion metandlica, la vanillina (289.27 ug/g ES), la rutina (250.52 ug/g ES) vy el
acido protocatecuico (250.54 ug/g ES) fueron los de mayor presencia; y, en la fraccion
metandlica, el acido clorogénico (64.05 pg/g ES), el acido protocatecuico (16.14 ug/g
ES) y la rutina (10.28 ug/g ES), fueron los de mayor concentracién. En esta especie,
Rodriguez-Valdovinos et al. (2021), reportaron la presencia del flavonoide rutina

principalmente en hojas y flores. En otras especies de Verbesina, como V. enceliodes,
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se identificaron acidos fendlicos como el acido p-coumarico, acido vanillinico, acido
galico, acido cafeico, acido ferulico y acido clorogénico (Mehal et al., 2023), lo que

indica que son compuestos comunes entre estas dos especies del mismo género.

Con el fracionamiento del extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala,
principalmente en la fraccidon de acetato de etilo, la mayoria del contenido de los
compuestos fendlicos identificados en el extracto acuoso, fueron mas altos, hasta 2.7
veces como en el acido protocatecuico, 3.7 veces mas en acido vainillinico, 28.7 veces
mas en vainillina y 12.2 veces mas en rutina, por lo que este método favorecié una
concentracion mayor de estos. Asi mismo, debido a esta propiedad, se identificaron
compuestos que no fueron detectados en el extracto acuoso como el acido cafeico,
escopoletina, isoquercitrina (quercetina-3-O-glucésido), astragalina (kaempferol 3-O-
glucdsido), secoisolariciresinol, quercetina y kaempferol. Por lo tanto, en la fraccion de
acetato de etilo, los compuestos mayoritarios estan en una mayor concentracion y se
pudieron identificar otros, no detectados en el extracto acuoso. Pérez-Larran et al.
(2019) mencionan que este efecto se debe a que el acetato de etilo solubiliza
flavonoides y otros compuestos fendlicos, concentrandolos en comparacion con el
extracto crudo del cual se obtuvo dicha fraccién, destacando que este suceso se da
en extractos acuosos o metandlicos de los cuales se obtienen fracciones con acetato
de etilo. Los autores sugieren que se implementen mas investigacion en este campo

para explicar este fendmeno de concentracion.

Actividad antioxidante y antifungica

Con la determinacién de la actividad antioxidante, la fraccion de acetato de etilo mostrd
la mayor actividad, en relacion a otros extractos y al extracto acuoso de tallo, con las
concentraciones mas bajas para inhibir el radical DPPH, con una alta inhibicion con el
método TAC y con el analisis por FRP; aunque el extracto acuoso de tallo mostrd una
mayor capacidad atrapadora del radical ABTS, la fraccion de acetato de etilo presentd
solamente 1.4 veces menos. Esta mayor actividad observada en la fraccion puede
deberse a que los compuestos activos presentes estan menos ligados a otros
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compuestos en comparacion con el extracto, en el que podria existir un fenébmeno de
antagonismo, por lo que su efecto antioxidante podria verse comprometido (Cardona-
Galeano et al., 2013). Se sugiere que el acido clorogénico, identificado tanto en el
extracto acuoso como en la fraccion, sea uno de los compuestos fendlicos que mas
contribuya a la actividad mostrada por DPPH. Asi mismo, la quercetina, que se
identifico solo en las fracciones de acetato de etilo y metanol, puede ser la responsable
de esta actividad determinada por DPPH. Estos resultados pueden explicar por qué
ambas fracciones mostraron una mayor actividad captadora de radicales en
comparacion con el extracto acuoso. Por otro lado, la luteolina, un compuesto presente
en el extracto acuoso y ausente en las fracciones, puede haber contribuido a la
actividad de eliminacion de radicales ABTS. Asimismo, se observo una correlacion
positiva entre 17 de los compuestos identificados en esta investigacién con poder
reductor férrico, siendo el acido trans-cinamico, el acido salicilico, el acido vainillinico,
el acido p-cumarico, el acido ferulico, el acido protocatecuico, la rutina y la vainillina
los que presentaron los valores mas altos de correlacion. Con estos resultados, se
determind que, con las cuatro pruebas antioxidantes evaluadas, el extracto acuoso de
tallo de V. sphaerocephala y su fraccion de acetato de etilo, tienen un potencial efecto
antioxidante, por lo que es necesario realizar mas investigaciones para explorar

nuevas propiedades bioldgicas.

El extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala mostro el mayor efecto antifingico
sobre B. cinerea con valores de ICso e IC100 de 100 y 240 ug/mL, respectivamente, que
al compararse con el efecto sobre este hongo con hidrolatos de tallos, éstos fueron
menos efectivos, resultados mostrados en otra investigacion por nuestro grupo de
trabajo, destacando que el extracto acuoso fue 13 veces mas efectivo que el hidrolato

para inhibir el crecimiento del hongo B. cinerea en un 50%.

El efecto antifUngico de otras especies de Verbesina se ha reportado contra otros
hongos fitopatdogenos, como el caso de V. lanata, cuyo extracto de acetato de etilo
mostré un valor de ICso de 35 ug/mL contra el hongo Plasmopara viticola (Ramseyer

et al., 2017). De manera similar, otros autores reportan la actividad antifangica de los
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extractos de V. encelioides contra Sclerotium rolfsii, Aspergillus flavus, Aspergillus

niger y Rhizoctonia solani (Divya-Ramakrishnan et al., 2017).

Aunque existié variacion en el contenido y la composicién de compuestos fendlicos en
el extracto acuoso de tallo y las fracciones de V. sphaerocephala, algunos de los
compuestos identificados (ej. Vainillina, rutina, acido vanillinico, entre otros) estan
presentes tanto en el extracto como en la fraccion de acetato de etilo, lo que sugiere
que estan relacionados con su actividad antioxidante y antifingica observada en esta
investigacion. Esto coincide con reportes previos, en las que sugieren a estos
compuestos presentes tanto en el extracto acuoso como en su fraccion de acetato de
etilo como responsables de esta actividad biolégica y de las posibles vias de accion.
El acido protocatecuico actia afectando la permeabilidad de la membrana o la
degradacion de la pared celular en B. cinerea (Nguyen et al., 2015); el acido vanillinico
disminuye la permeabilidad de la membrana (Alnuaimi et al., 2013) e inhibe la sintesis
de ergosterol (Raut et al., 2013). La vanillina tiene diferentes modos de accion,
principalmente incrementa la permeabilidad de membrana, induce la fuga de contenido
intracelular e inhibe la actividad de las enzimas poligalacturonasa, pectin liasa y la
endo-1,4-B-D-glucanasa, que estan en pared celular (Yang et al., 2021). El &cido p-
coumérico altera la fosforilacién oxidativa, provocando el desacoplamiento de las
mitocondrias (Morales et al., 2017). Otros compuestos fendlicos como la escopoletina
y el acido ferdlico, inhiben la germinacion de conidias (Yan et al., 2023; Yuan et al.,
2024). La disrupcién de membranas es causada por el acido salicilico (da Rocha Neto
et al., 2015) y el kaemferol, la quercetina, la rutina y el acido trans-cinamico promueven
el daflo de membranas por inducir un incremento intracelular de especies reactivas de
oxigeno (Zhang et al., 2015; Abody et al., 2020; Aghababaei et al., 2023).

Se sugiere que la actividad antifangica observada en esta investigacion se debe a un
al sinergismo de los compuestos fendlicos identificados en el extracto acuoso y en la
fraccion etandlico de tallos de V. sphaerocephala, ya que no se observo una relacion
clara entre la actividad antifingica y el contenido de los compuestos fendlicos

identificados por el analisis UPLC-MS, tanto en el extracto acuoso como en la fraccion
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de acetato de etilo. Debido a esto se sugiere realizar pruebas con compuestos aislados
y purificados, solos o0 en mezcla, para determinar el efecto antifungico al o los

compuestos en cuestion.

9.3 Efecto del extracto acuoso y la fraccidén de acetato de etilo sobre el estrés
oxidante en esporas de B. cinerea

En los capitulos 2 y 3 se reporta que, aunque tanto el extracto acuoso y la fraccion de
acetato de etilo de tallos de V. sphaerocephala presentan tanto compuestos fenélicos
como terpénicos, es en la fraccion donde se obtuvo un mayor contenido de este tipo
de compuestos. Principalmente se identificé al &cido protocatecuico, a la vainillina y al
isoledeno, los cuales han sido reportados que presentan actividad antifungica por
medio de un mecanismo de accién implicado con la generacion de ERO (Asif et al.,
2016; Liy Zhu, 2021; Yang et al., 2021; Yuan et al., 2024).

En el caso de los fendlicos, la vainillina afecta la integridad de la membrana celular,
aumentando la permeabilidad de esta y, por ello, facilitando el ingreso de sustancias
exogenas, asi como la pérdida de contenido intracelular. En la pared, este fendlico
inhibe enzimas involucradas en su sintesis como la poligalacturonasa, la pectina liasa
y la endo-1,4-B-D-glucanasa (Li y Zhu, 2021). Otros, generan alteraciones tanto en la
pared como en la membrana celular, ademas de inducir estrés oxidante por
peroxidacién de lipidos de membranas (Nguyen et al., 2014; Yuan et al., 2024),
provoca malformaciones en la morfologia fangica e inducen a un estrés oxidante
celular (Folami et al., 2020; Yousaf et al., 2023).

En otras investigaciones se reporta también la existencia de mecanismos que
involucran el aumento en el estrés oxidante como parte de la actividad antifangica,
indicando que el acido protocatecuico afecta los lipidos de la membrana celular por
estrés oxidante y provoca la desestabilizacion de esta, conllevando a la muerte celular
en B. cinerea. La vainillina induce a la acumulacion de ERO intracelular al estimular la
peroxidacién de lipidos en Aspergillus flavus, y, el isoledeno también actla provocando
el incremento de ERO, generando estrés oxidativo. No obstante, no hay reportes sobre

su mecanismo de accion antifiungico por lo que se sugiere que, en este estudio, el
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isoledeno presento efecto antifiUngico en B. cinerea mediante la generacion de estrés
oxidativo (Nguyen et al., 2014; Yuan et al., 2024).

De los compuestos fendlicos y terpénicos identificados tanto en el extracto acuoso
como en su fraccion de acetato de etilo de tallos de V. sphaerocephala, algunos
presentan efecto significativo en la enzima catalasa, como la vainillina que disminuyo
la actividad de esta enzima, de manera dosis dependiente, en el hongo A. flavus. De
igual manera, el &cido vanillinico mostré efecto en dicha enzima, reduciendo su

actividad en el hongo Sclerotium rolfsii (Li et al., 2022; Yousaff et al., 2023).

Asimismo, el 4cido protocatecuico genera alteraciones tanto en la pared alteraciones
tanto en la pared como en la membrana celular, ademas de inducir estrés oxidante por
peroxidacion de lipidos de membranas (Nguyen et al., 2014; Yuan et al., 2024) Por
otro lado, el acido vanillinico provoca malformaciones en la morfologia fungica,
especificamente en micelio y esclerocios, al igual que altera enzimas como catalasa,
fenilalanina amonio liasa, peroxidasa, entre otras, induciendo a un estrés oxidante
celular (Folami et al., 2020; Yousaf et al., 2023). La rutina, flavonoide también
identificado en el extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala, interviene afectando
a las enzimas esterol 14-a desmetilasa, una enzima clave en la biosintesis de diversos
esteroles, y nucledsido difosfato cinasa, esencial en el proceso de fosforilacién del

nucledsido trifosfato y difosfato (NTP y NDP), respectivamente (Khanzada et al., 2021).

En el caso de los terpenos, el elemol, también constituyente del extracto, ocasiona una
serie de dafios que van desde la distorsion y malformaciones en hifas, destruccion de
la pared celular, asi como desestabilizacion de organulos en citoplasma, ya que el
elemol se almacena en vacuolas y se fija en pared celular, principalmente (Kim et al.,
2016). De manera similar, el nerolidol, otro de los componentes volatiles de la fraccion
de acetato de etilo del extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala, altera la
morfologia en hifas, también inhibe la produccion de esporas y altera la permeabilidad

de membranas (Chan et al., 2016).
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El isoledeno induce a apoptosis por modulacién de especies reactivas de oxigeno, no
obstante, esto sucede en células HCT 116 por lo que se sugiere que una respuesta
similar esté ocurriendo en este modelo de esporas (Asif et al., 2016). Finalmente, el a-
bisabolol provoca apoptosis por alteraciones en las membranas mitocondrial y celular,
al afectar la biosintesis de ergosterol, al igual que altera la actividad de la enzima
catalasa provocando estrés oxidativo (Fonseca Bezerra et al., 2020; Eddin et al.,
2022).

Debido a los resultados observados con la fraccion de acetato de etilo en las diferentes
pruebas de esta investigacion (produccion de ERO y regula el contenido de glutation,
asi como la actividad de CAT y SOD), esta fraccion presento el mayor efecto oxidante
en el modelo de esporas de B. cinerea. Por lo que, se sugiere que el posible
mecanismo de accion de la fraccion de acetato de etilo es por generacion de estrés
oxidante al afectar el sistema antioxidante endégeno de las esporas, provocando un
incremento de las ERO, derivando en la peroxidacién de lipidos de membranas y

provocando el colapso de las esporas, llevando a la muerte del hongo (Figura 15).

Muerte celular

[

==
Fraccion de acetato de etilo del
extracto acuoso de tallos de

V. sphaerocephala
& @
idacié Destruccion
\ *—' P idica de MCy PC
4 Ppermeabilidad
1§ l Integridad T
Sintesis
ergosterol

Figura 15. Mecanismo de accion propuesto de la fraccion de acetato de etilo del
extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala en esporas de B. cinerea. ERO:
Especies Reactivas de Oxigeno. SOD: Superoxido Dismutasa; CAT: Catalasa; GSH:
Glutatién total. MC: Membrana celular; PC: Pared celular. Imagen propia.
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10. CONCLUSIONES

El extracto acuoso de tallo posee la mayor actividad antioxidante y antifungica sobre
los tres hongos evaluados (B. cinerea, C. gloeosporioides y F. oxysporum), siendo B.
cinerea el hongo mas susceptible de acuerdo con sus valores de ICso e I1C100. La
actividad biolégica observada con este extracto se relacioné directamente con el mayor

contenido de fenoles y terpenos totales.

Con el fraccionamiento del extracto, se determiné que la fraccion de acetato etilo fue
la que mostré también una relacién directa de ambas actividades biolégicas con el
contenido de compuestos terpénicos y fendlicos. Los compuestos isoledeno, a-
bisabolol, vainillina y rutina identificados en la fraccion de acetato de etilo se sugiere

sean los responsables tanto de la actividad antifiungica como antioxidante.

Con los estudios preliminares de estrés oxidante in vivo, se sugiere que los
compuestos presentes en la fraccion de acetato de etilo provocan estrés oxidativo en
esporas de B. cinerea. Con el andlisis del perfil guimico de ambos tipos de compuestos
(fendlicos y terpénicos) tanto del extracto acuoso de tallo como de su fraccion de
acetato de etilo, no es posible definir hasta ahora, cuales son los responsables de la
actividad biolégica ya que se identificaron sesquiterpenos, acidos fendlicos y
flavonoides como mayoritarios, que en sinergia pudieran ser los responsables de dicha

respuesta.
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