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I.RESUMEN GENERAL (EN ESPANOL)

Los hongos fitopatdgenos constituyen una de las principales causas de pérdidas
agricolas, destacando Fusarium oxysporum por su amplia distribucién y capacidad
infectiva. El uso intensivo de fungicidas sintéticos ha generado resistencia y efectos
adversos en el ambiente y la salud, lo que hace necesaria la busqueda de

alternativas naturales.

El presente estudio tuvo como obijetivo evaluar la actividad antifungica de extractos
de hojas de Styrax ramirezii y caracterizar su perfil fitoquimico mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). El material
vegetal fue sometido a maceracion con hexano y acetato de etilo, y los extractos
obtenidos se evaluaron a distintas concentraciones mediante el método de medio

envenenado frente a Fusarium oxysporum.

Ambos extractos mostraron un efecto inhibitorio dependiente de la concentracién,
alcanzando hasta un 100 % de inhibiciéon del crecimiento micelial. El extracto de
acetato de etilo presenté mayor eficacia al lograr inhibicion a concentraciones mas
bajas en comparacion con el extracto hexanico. Asimismo, se determind la
concentracion efectiva media (ECs,), confirmando la potencia antifungica y el efecto

dosis—respuesta.

El analisis por GC/MS permitié identificar acidos grasos, compuestos fendlicos,
terpenos y estructuras tipo benzofurano, asociados con actividad antimicrobiana.
Ademas, se detectd una lactona no reportada previamente en otras especies del
género Styrax, lo que aporta un elemento de novedad al perfil fitoquimico de S.

ramirezii.

Se concluye que los extractos de hoja de Styrax ramirezii presentan actividad
antifungica prometedora contra Fusarium oxysporum, con potencial aplicacién en
el manejo de fitopatdgenos agricolas. No obstante, se requieren estudios
adicionales para aislar y evaluar los compuestos responsables de la bioactividad

observada.

Palabras clave (espanol): Fusarium oxysporum; Styrax ramirezii; Actividad
antifungica; Perfil fitoquimico; Cromatografia de gases—espectrometria de masas
(GC/MS).



Il. RESUMEN GENERAL (EN INGLES, SUMMARY)

Phytopathogenic fungi represent one of the leading causes of agricultural losses
worldwide, with Fusarium oxysporum standing out due to its wide distribution and
high infective capacity. The intensive use of synthetic fungicides has led to the
development of resistance and adverse environmental and health effects,

highlighting the need for natural alternatives.

The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of leaf extracts from
Styrax ramirezii and to characterize their phytochemical profile by gas
chromatography—mass spectrometry (GC/MS). Plant material was subjected to
maceration using hexane and ethyl acetate, and the resulting extracts were tested
at different concentrations using the poisoned medium technique against Fusarium

oxysporum.

Both extracts exhibited concentration-dependent inhibitory effects, achieving up to
100% inhibition of mycelial growth. The ethyl acetate extract showed greater
efficacy, reaching high inhibition levels at lower concentrations compared to the
hexane extract. Additionally, the half maximal effective concentration (ECs,) was

determined, confirming the antifungal potency and dose—response relationship.

GC/MS analysis revealed the presence of fatty acids, phenolic compounds,
terpenes, and benzofuran-type structures associated with antimicrobial activity.
Furthermore, a lactone not previously reported in other species of the genus Styrax
was detected, contributing a novel element to the phytochemical profile of S.

ramirezii.

In conclusion, leaf extracts of Styrax ramirezii exhibit promising antifungal activity
against Fusarium oxysporum, suggesting their potential application in the
management of agricultural phytopathogens. However, further studies are required
to isolate and evaluate the compounds responsible for the observed bioactivity.
Keywords (English): Fusarium oxysporum; Styrax ramirezii; Antifungal activity;

Phytochemical profile; Gas chromatography—mass spectrometry (GC/MS).



IILINTRODUCCION GENERAL

3.1 Hongos fitopatégenos

Las enfermedades causadas por patdgenos fungicos han aumentado en
varias regiones agricolas del pais, representando el grupo mas amplio de agentes
que afectan cultivos agricolas, causando pérdidas significativas en la produccion.
(Degani 2025).

Estos patégenos afectan tanto la cantidad como la calidad de los cultivos, lo que
genera pérdidas  econdmicas  significatvas 'y pone  enriesgo la
seguridad alimentaria a nivel nacional e internacional.

Estudios estiman que estas amenazas afectan la produccién agricola
(Savary et al.,, 2019), ya que cada afo se pierde hasta el 40 por ciento de la
produccion  mundial de cultivos debidoa plagas y enfermedades,
pérdidas que superan los 220 mil millones de délares en la economia global (FAO,
2022).

Entre los hongos que causan grandes pérdidas econdmicas en cultivos importantes
se incluyen géneros como Botrytis, Puccinia, Rhizoctonia, Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Mycosphaerella, Hemileia, Tilletia, Ceratocystis,
Cochliobolus, Sclerotium, Sclerotinia, Erysiphe, Sphaerotheca, Phytophthora,
Plasmopara, Peronospora, Colletotrichum, Pestalotia y Fusarium ( El-Baky &
Amara, 2021).

3.1.1 Los hongos fitopatogenos y la seguridad alimentaria

Los hongos que enferman las plantas representan una amenaza creciente para la
seguridad alimentaria global, su impacto no solo afecta la produccion de
cultivos, sino que también reduce la calidad de los alimentos al
generar micotoxinas, que persisten durantre el almacenamiento. En este sentido,
Ekwomadu y Mwanza (2023) destacan que patégenos como Fusarium y otros
hongos fitopatogenos no solo causan pérdida en el
cultivo, sino que también representan un riesgo para la seguridad alimentaria

mundial y la salud de los consumidores.



3.1.2 Fusarium oxysporum

Es un hongo patogénico del suelo perteneciente al grupo de los ascomicetos,
conocido por causar el sindrome vascular letal y afectar a una amplia variedad de
plantas mediante marchitamiento (Gordon, 2017). Esta especie comprende mas de
100 formas especiales (f. sp.), las cuales corresponden a cepas patogénicas
altamente especializadas que infectan hospedantes especificos a nivel mundial.
Algunas de estas formas especiales afectan cultivos comerciales, como las
zarzamoras, mientras que otras persisten de manera asintomatica en el suelo o en

reservorios naturales (Pastrana et al., 2020).

La marchitez por Fusarium es considerada una de las enfermedades mas letales,
ya que el hongo puede sobrevivir en el suelo durante mas de veinte afos sin control
efectivo, diseminandose en diversos continentes y causando pérdidas econdmicas
significativas (Martinez-Solérzano et al., 2020). Ademas, el hongo puede
mantenerse viable incluso en ausencia de hospedantes, desarrollandose como
sapréfito sobre restos de plantas no hospedantes y formando clamidosporas,
estructuras que le permiten adaptarse y sobrevivir en condiciones ambientales

extremas (Ploetz et al., 2015).

Fusarium oxysporum representa una amenaza critica para la produccién agricola
mundial, infectando mas de 150 especies de cultivos esenciales, y causando
enfermedades vasculares graves (Bertoldo et al., 2014). Su presencia creciente en
los ecosistemas agricolas sugiere que podria consolidarse como uno de los

patdgenos fungicos mas significativos en el futuro (Cai et al., 2022).

En general, los patdogenos de suelo, como Fusarium spp., constituyen un riesgo
importante para cultivos de alto valor econémico, provocando reducciones de
rendimiento de hasta 50-75% en productos como trigo, maiz, algodén, frutas y
hortalizas (Mihajlovic et al., 2017). Entre estos, Fusarium oxysporum destaca por
su severidad y capacidad de comprometer seriamente la produccion agricola.

El impacto es enorme en escala global: la Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que decenas de miles de

4



hectareas podrian quedar afectadas, con pérdidas millonarias en el comercio
internacional de banano. Hasta ahora, las estrategias mas efectivas se centran en
la prevencion, la cuarentena y el manejo fitosanitario riguroso, pues los fungicidas
tradicionales o métodos de erradicacion no han mostrado eficacia suficiente (FAO
& IPPC, 2025).

3.2 Uso de pesticidas sintéticos y sus limitaciones

En las ultimas décadas, el uso intensivo de fungicidas sintéticos ha proporcionado
soluciones inmediatas para el control de enfermedades en los cultivos; sin
embargo, su aplicaciéon prolongada ha generado importantes desafios para la
sostenibilidad agricola. Aunque estos compuestos han demostrado ser eficaces y
de facil acceso, su empleo continuo ha provocado alteraciones en la biodiversidad,
los ciclos ecoldgicos vy la fertilidad del suelo, ademas de contribuir al desequilibrio
de los agroecosistemas (Gan & Wickings, 2017; Youssef et al., 2019; Mandal et al.,
2020).

La proteccion de los cultivos frente a patégenos fungicos sigue siendo fundamental
para garantizar la seguridad alimentaria; sin embargo, la dependencia exclusiva de
fungicidas quimicos enfrenta limitaciones cada vez mas evidentes. El uso repetido
de estos productos ha promovido la aparicion de resistencia en poblaciones de
hongos fitopatdgenos, junto con mayores restricciones regulatorias y
preocupaciones ambientales, o que pone en evidencia la necesidad de desarrollar
estrategias alternativas y complementarias para el manejo fitosanitario (Lucas et
al., 2025).

En este contexto, la reciente prohibicion de diversas moléculas quimicas en México,
establecida en el Decreto por el que se da a conocer el listado de plaguicidas que
se determinan como prohibidos en territorio nacional (publicado en el Diario Oficial
de la Federacion el 4 de septiembre de 2025), refleja un esfuerzo regulatorio para
eliminar plaguicidas altamente peligrosos por sus efectos nocivos para la salud y el

medio ambiente.

3.2.1 Impacto ambiental y en la salud humana



Ademas de los problemas asociados con la resistencia, la exposicién a fungicidas
sintéticos representa un riesgo significativo para la salud humana, particularmente
para trabajadores agricolas y comunidades cercanas a las zonas de cultivo.
Diversos estudios han vinculado compuestos como la vinclozolina y el mancozeb
con efectos adversos, incluyendo infertilidad y malformaciones congénitas
(Quinteros et al., 2017).

De manera paralela, el impacto ambiental de estos agroquimicos incluye la
contaminacion del suelo y del agua, asi como efectos negativos sobre organismos
no objetivo. Las crecientes preocupaciones sobre los efectos de los pesticidas en
la salud humana y el medio ambiente, junto con una mayor conciencia por parte de
los consumidores y el impulso de politicas orientadas a la sostenibilidad, han
llevado a la eliminacidén progresiva de varios fungicidas del mercado (Burandt et al.,
2024). Como consecuencia, la presion sobre la produccion agricola y la estabilidad
del suministro alimentario se ha intensificado, subrayando la necesidad urgente de

desarrollar estrategias de control mas seguras, sostenibles y eficaces.
3.2.2 Resistencia a fungicidas en Fusarium

El uso continuo de fungicidas ha favorecido la seleccion de cepas resistentes en
diversos hongos fitopatdgenos. Estudios recientes, como los realizados en cultivos
ornamentales en Michigan, han reportado altos niveles de resistencia e incluso
resistencia multiple a fungicidas especificos, evidenciando la pérdida progresiva de

eficacia de estos compuestos (Zhao et al., 2023).

Este fendmeno resulta particularmente preocupante en el caso del género
Fusarium, el cual incluye especies responsables de enfermedades devastadoras
en una amplia gama de cultivos agricolas. Diversas especies de Fusarium han
desarrollado resistencia a multiples grupos de fungicidas quimicos, lo que ha
limitado seriamente la eficacia del control convencional (Naqvi et al., 2025). La
reduccion del arsenal quimico disponible, sumada a la alta capacidad adaptativa de
estos patdgenos, incrementa el riesgo de pérdidas econdmicas, disminucion del

rendimiento agricola y una mayor propagaciéon de enfermedades fungicas.

3.3 Alternativas sostenibles para el control de fitopatégenos



La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
explica que el manejo integrado de plagas combina diferentes practicas para
producir cultivos sanos con menor uso de plaguicidas, reduciendo asi riesgos para

la salud humana y el medio ambiente (FAO, 2025).

La resistencia a los fungicidas ha emergido como uno de los mayores retos en la
agricultura moderna, comprometiendo la efectividad de los tratamientos y
exponiendo a los cultivos a mayores riesgos de infecciones masivas (Zhuo et al.,
2023). En este contexto, el uso de alternativas sostenibles de origen natural, como
los extractos vegetales, ha cobrado creciente interés por su potencial antifungico y

su menor impacto ambiental.

3.3.1 Extractos vegetales como alternativa de control

Los extractos vegetales se han consolidado como una estrategia efectiva para el
control de enfermedades en plantas, al reducir significativamente la dependencia
de pesticidas quimicos y promover un enfoque mas sostenible en la agricultura. En
los ultimos afos, el interés por soluciones basadas en compuestos naturales ha
crecido de manera considerable, abarcando desde bioestimulantes hasta
biofungicidas, los cuales han demostrado su eficacia en el manejo de fitopatégenos
(Isman, 2020).

Estos extractos presentan propiedades antimicrobianas que les permiten prevenir
o inhibir el crecimiento de bacterias y hongos en plantas, y en algunos casos, en

animales y humanos (Burt, 2004).

De manera mas reciente, los metabolitos secundarios de plantas han surgido como
alternativas prometedoras para el control de patégenos. Por ejemplo, Albarracin-
Gomez et al. (2023) demostraron que el aceite esencial de Lippia graveolens, rico
en compuestos como timol y carvacrol, logra inhibir al 100 % a Fusarium oxysporum
a concentraciones de 0.20 y 0.25 pl/ml. De manera similar, Nguyen et al. (2021)
identificaron en Styrax tonkinensis lignanos y triterpenoides con actividad
antimicrobiana, evidenciando el potencial de las especies vegetales como fuentes

de nuevos biofungicidas.



En este contexto, la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA)
ha enfatizado la importancia de los productos naturales como herramientas clave
para el desarrollo de nuevas estrategias de proteccion agricola. Cada vez se
reconoce con mayor énfasis el potencial de las especies vegetales y de sus
derivados incluidos extractos, aceites esenciales, y metabolitos secundarios como
alternativas sostenibles dentro del Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades
(MIPE), favoreciendo practicas agricolas mas seguras y con menor impacto
ambiental (Sparks et al., 2017).

3.3.2 Dainos morfolégicos inducidos por extractos vegetales

En los ultimos anos, diversos estudios han mostrado que los extractos vegetales
no solo inhiben el crecimiento de hongos fitopatdgenos, sino que también pueden
causar dafos en su estructura celular. Por ejemplo, en una investigacion reciente
se observd que los extractos de Saussurea lappa, aplicados sobre los hongos
Macrophoma phaseoloni y Fusarium solani, provocaron alteraciones morfologicas
importantes. A través de microscopia electronica de barrido, se evidencio que estos
extractos, causaron engrosamiento, distorsion y ruptura del micelio, asi como
pérdida de conidios y dafos en la superficie celular. Incluso se observaron sefiales
de estrés celular como vesiculacién o descamacion de la pared fungica, lo que
sugiere que los compuestos presentes en los extractos afectan directamente la
integridad del hongo (Paparella et al., 2024). Estos hallazgos respaldan la idea de
que los extractos vegetales no solo actuan como inhibidores del crecimiento
fungico, sino que su eficacia puede atribuirse a la presencia de metabolitos
secundarios con actividad biologica. Por ello, resulta fundamental identificar y
caracterizar los compuestos presentes en los extractos, ya que su estructura
quimica y naturaleza funcional pueden explicar los efectos observados y aportar

evidencia sobre su potencial como agentes antifungicos.

3.4 Metabolitos secundarios

Las plantas producen metabolitos secundarios con potente actividad antimicrobiana
como estrategia de defensa frente a patégenos y otros factores de estrés ambiental.

Estos compuestos no solo protegen a la planta, sino que también pueden ser



aprovechados para desarrollar nuevas defensas antimicrobianas en otros

organismos, incluso mediante la induccion de resistencia (Yang et al. 2024).

Se trata de moléculas que, aunque no participan directamente en los procesos
esenciales de la vida, son fundamentales para la supervivencia vegetal, ya que
facilitan su interaccion con el entorno. Los metabolitos secundarios se acumulan en
diferentes 6rganos de la planta hojas, raices, flores, frutos, semillas o corteza y en
etapas especificas del desarrollo, como la germinacién, el crecimiento vegetativo,
la fase reproductiva y la madurez, modulados por las condiciones ambientales

(Garcia-Morales & Ledn-Morales, 2023).

Otro papel importante de estos compuestos es su participacion en la sefalizacion
entre las plantas y los enemigos naturales de sus herbivoros. Este mecanismo,
conocido como "defensa inducida", permite que la planta aumente la produccion de
metabolitos especificos en respuesta a una amenaza, atrayendo a depredadores
de los herbivoros y contribuyendo al equilibrio del ecosistema (Devi et al., 2023).
Entre los principales metabolitos implicados se encuentran alcaloides, compuestos

fendlicos y terpenos, reconocidos por sus propiedades defensivas y bioactivas

3.4.1 Clasificacion de los metabolitos secundarios

3.4.1.1 Alcaloides

Inicialmente, los alcaloides fueron definidos como compuestos nitrogenados
basicos de origen vegetal con actividad farmacolégica. Aunque esta definicion ha
evolucionado con el tiempo, sigue siendo aplicable en muchos casos. Muchos
alcaloides descubiertos no muestran actividad farmacolégica en mamiferos y
algunos son neutros a pesar de contener atomos de nitrégeno en su estructura (Kim
et al.,, 2016).

Desde el descubrimiento de la morfina (Figura 1), se han aislado mas de 20,000
alcaloides de diversos organismos. Se estima que mas del 9% de los géneros de
plantas contienen especies que acumulan alcaloides, siendo estas especialmente

comunes en géneros de angiospermas (plantas con flores) (Ncube & Staden, 2015).



N

Fig. 1. Estructura quimica de la nicotina. Tomado de PubChem (2023).

3.4.1.2 Fenoles

Los compuestos fendlicos presentes en las plantas varian considerablemente en
tamano y estructura (Figura 2), pero todos comparten la caracteristica de contener
(o derivarse de) un anillo aromatico de benceno (fenilo) con al menos un grupo
hidroxilo unido (Caretto et al.,, 2015). El grupo hidroxilo en estos compuestos
fendlicos es particularmente acido debido a su ubicacion en el anillo de benceno, lo
que facilita la estabilizacién de un sustituyente de oxigeno desprotonado. Esta
propiedad hace que los compuestos fendlicos sean altamente reactivos y
fundamentales en la sintesis de polimeros como ligninas y suberinas, asi como en
la formacién de una amplia gama de compuestos que desempenan roles esenciales

en multiples aspectos de la biologia vegetal (Ncube & Staden, 2015).

HO
HO CO
HO

Fig. 2. Estructura quimica de un fenol. Tomado de PubChem (2023).
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3.4.1.3 Terpenos

Los terpenos, también conocidos como isoprenoides, son los principales
componentes de los aceites vegetales y son responsables de los aromas y sabores
caracteristicos de las plantas. Estos compuestos se derivan del isopreno, una
unidad de cinco atomos de carbono. Los terpenos pueden estar formados por una
a ocho o0 mas unidades de isopreno, organizadas de manera lineal o ciclica, como

en el caso del escualeno y el limoneno (Figura 3).

Fig. 3. Estructura quimica general de los monoterpenos. Tomado de PubChem
(2023).

Presentes en casi todas las formas de vida, los terpenos son extremadamente
diversos en las plantas, donde cumplen diversas funciones debido a sus estructuras
variadas (Shrader & Bohlman, 2015). Por ejemplo, el sesquiterpeno (E)- cariofileno,
que se encuentra en aromas florales, actia como senal de defensa contra
patdogenos (Huang et al.,, 2012). Estos metabolitos secundarios protegen a las
plantas contra herbivoros y enfermedades, inhiben el crecimiento de plantas
competidoras, y atraen animales que dispersan semillas y polen (Buchanan, 2015).

3.4.2 Obtencién de metabolitos secundarios
3.4.2.1 Solventes para obtenciéon de metabolitos secundarios

Sharma, Bishnoi y Mathur (2021) demostraron que la polaridad del solvente es un

factor clave en la eficiencia de extraccidn de compuestos bioactivos vegetales, ya
11



que los solventes mas polares como etanol y acetato de etilo lograron un mayor
rendimiento de metabolitos antioxidantes y antimicrobianos en comparacién con
solventes menos polares. Esta perspectiva permite no solo optimizar el rendimiento,
sino también garantizar una mejor caracterizacion de los metabolitos presentes en

los extractos vegetales (Abubakar & Haque, 2020).

3.4.2.2 Técnicas de extraccion de metabolitos secundarios

Omeroglu, Ingle y Manousi (2019) describen que las técnicas clasicas de extraccion
sélido-liquido, como la maceracion, la extraccion por Soxhlet y la destilacion, se han
utilizado tradicionalmente para obtener metabolitos secundarios de plantas debido

a su simplicidad y efectividad.

e Extraccion por soxhlet

El aparato soxhlet, inventado por Franz von Soxhlet en 1879, sigue siendo utilizado
hasta hoy en dia debido a su eficiencia (Heleno et al., 2015). Esta técnica de
extraccion ofrece rendimientos superiores a la maceracion y requiere menor
cantidad de disolvente (Palma et al., 2013). Es especialmente util para extraer
compuestos oleosos de extractos vegetales, utilizando frecuentemente hexano

como disolvente (DaPorto et al., 2016).

e Destilacién con agua y/o vapor

La destilacion por arrastre de vapor se destaca como la técnica mas adecuada para
la extraccion de compuestos volatiles, como los aceites esenciales, debido a su
eficiencia en la captura de estos metabolitos sin descomponer sus componentes
activos. Este método es ampliamente utilizado en la industria para la obtencion de
aceites esenciales a partir de plantas, optimizando la recuperacion de compuestos
con alto valor comercial y terapéutico. La capacidad de esta técnica para preservar
la integridad de los compuestos volatiles la convierte en una herramienta
indispensable en la extraccidn industrial de metabolitos secundarios (Flor-Peregrin
et al., 2017). En este método de destilacion por arrastre de vapor, los compuestos
volatiles presentes en la matriz vegetal son sometidos a altas temperaturas,
permitiendo su vaporizacidn mediante la accion del vapor de agua. Estos

compuestos, al absorber el calor, se difunden en el vapor y se transportan hacia un
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condensador donde el vapor se enfria. Este proceso da lugar a la separacion de las
fases: el aceite esencial, que es inmiscible con el agua, se acumula en la parte
superior del decantador, mientras que el hidrosol, que contiene agua y algunos
compuestos hidrolizados, queda en la fase inferior. Esta separacion permite una
eficiente recuperacion de los aceites esenciales, manteniendo sus propiedades

volatiles intactas (Ciriminna et al., 2016).

e Extraccion por maceracién

La obtencidén de metabolitos secundarios a partir de plantas se realiza comunmente
mediante técnicas convencionales de extraccion solido-liquido. Estos métodos
consisten en poner en contacto el material vegetal seco y triturado con un solvente
adecuado, permitiendo que los compuestos bioactivos se disuelvan. Dependiendo
del procedimiento, la extraccién puede llevarse a cabo a temperatura ambiente,
como sucede en la maceracion, o mediante la aplicaciéon de calor, como en la
técnica Soxhlet. En ambos casos, el objetivo es lograr una extracciéon completa y
eficiente de los compuestos de interés presentes en la planta (Sarria-Villa et al.,
2017).

Este proceso generalmente se realiza a temperatura ambiente, aunque a veces se
aumenta la temperatura para mejorar la extraccion. Sin embargo, este aumento de
temperatura puede resultar en la degradacién de compuestos sensibles al calor
(Chen et al., 2016).

3.4.3 Identificacion de metabolitos

3.4.3.1 Cromatografia liquida de alto rendimiento o, HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una técnica analitica
ampliamente empleada para separar los componentes de una mezcla, facilitando
tanto su identificacion como su cuantificacién en una gran variedad de matrices
quimicas y bioquimicas. En esta técnica, una muestra liquida se inyecta en un flujo
de fase movil presurizada que pasa a través de una columna con fase estacionaria,
donde los analitos se separan segun sus interacciones fisicoquimicas con ambas
fases y son detectados por un detector adecuado para cuantificacion vy

confirmacion. Ademas, en los ultimos afos, la HPLC ha experimentado avances
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instrumentales significativos que han permitido su acoplamiento con diferentes
tipos de detectores (como UV-Vis, DAD, fluorescencia, -electroquimicos,
espectrometria de masas, entre otros), ampliando considerablemente su
versatilidad y su aplicacion en el analisis de compuestos complejos (Ali, 2022).La
HPLC es una herramienta multifuncional que permite la purificacion, identificaciéon
y cuantificacion de un analito especifico, lo que la convierte en un método valioso
tanto para analisis como para preparaciones. Su relevancia es considerable en
diversas industrias, tales como la farmacéutica, alimentaria, bioquimica, quimica y
de subproductos quimicos, ademas de ser fundamental en areas como la medicina

clinica y el analisis forense (Iriarte Perdigon, 2022).

3.4.3.2 Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es una
técnica analitica altamente versatil que se complementa eficazmente con otros
meétodos, ya que permite la identificacion y cuantificacion de metabolitos y
compuestos volatiles, tanto polares como no polares, presentes en diversas
matrices. La GC-MS de alta resolucion (HR) se distingue como una plataforma
avanzada capaz de proporcionar datos detallados sobre analitos que, por lo
general, no son accesibles mediante técnicas convencionales de cromatografia

liquida o espectrometria de masas (Misra, 2021).

En este contexto, la aplicacion de GC-MS resulta especialmente relevante, ya que
permite identificar con precisién los metabolitos secundarios responsables de la
actividad biologica observada. Diversas especies del género Styrax han
demostrado poseer compuestos de este tipo, tales como acidos grasos,
triterpenoides, lignanos y derivados fendlicos, los cuales han sido asociados con

efectos antifungicos, antibacterianos y antioxidantes.
3.5 Género Styrax

Las investigaciones dedicadas a las especies del género Styrax han permitido el
descubrimiento e identificacion de mas de 160 metabolitos secundarios con
relevancia bioquimica. Estos compuestos incluyen flavonoides, terpenoides,
cumarinas y, de manera predominante, lignanos, los cuales han despertado un

notable interés debido a su potencial farmacoldgico y bioldgico.
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Diversos estudios han demostrado que las especies del género Styrax constituyen
una fuente rica y diversa de metabolitos secundarios con actividad biolégica. En
particular, se ha documentado su actividad antimicrobiana significativa frente a
multiples cepas bacterianas y hongos fitopatdégenos, lo que resalta su potencial

para el desarrollo de antimicrobianos de origen natural (Gebbinck, 2002).

Los lignanos representan el grupo de compuestos mas caracteristico del género
Styrax e incluyen estructuras como benzofuranos, tetrahidrofuranos y furofuranos.
Estos metabolitos se localizan principalmente en el nucleo del tallo y han sido
reportados en distintas especies del género. El avance en la caracterizacion de
estos compuestos no solo ha ampliado el conocimiento sobre la quimica del género
Styrax, sino que también ha abierto nuevas perspectivas para su aprovechamiento

en aplicaciones biotecnoldgicas y agricolas (Pauletti et al., 2006; Ninh et al., 2021).
3.5.1 Principales especies del género Styrax

Diversas especies del género Styrax han sido objeto de estudio debido a su riqueza
en metabolitos secundarios con actividad biologica. Entre las mas investigadas se
encuentran Styrax perkinsiae, S. ferrugineus, S. macranthus, S. obassia, S.
camporum, S. japonica y S. officinalis L., en las cuales se ha documentado la
presencia de lignanos y otros compuestos con propiedades antimicrobianas

relevantes (Pauletti et al., 2006).

Estas especies han sido analizadas mediante diferentes enfoques fitoquimicos y
bioldgicos, permitiendo la identificacion de compuestos con potencial actividad
frente a microorganismos de interés agricola y médico. En la Figura 4 se muestran
algunas de las especies del género Styrax que han sido mas ampliamente
investigadas, mientras que en el Cuadro 1 se presentan los principales metabolitos
aislados de estas plantas, los cuales han demostrado propiedades antimicrobianas

significativas (Xia et al., 2023).
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Fig. 4. Principales especies del género Styrax reportadas en estudios fitoquimicos y de actividad biolégica. Tomado de Xia

et al. (2023).
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3.5.2 Actividad biolégica del género Styrax

Las especies del género Styrax han sido ampliamente estudiadas por su notable
actividad biologica, particularmente en relacién con sus propiedades citotoxicas y
antifungicas, atribuidas principalmente a la diversidad de metabolitos secundarios

presentes en sus diferentes 6rganos vegetales (Xia et al. 2023).

e Actividad citotoxica

Diversos estudios han revelado que varios compuestos aislados de especies del
género Styrax exhiben propiedades citotdxicas significativas frente a una amplia
gama de lineas celulares cancerosas. Estos metabolitos han demostrado una
marcada capacidad para inhibir el crecimiento y la proliferacion de células malignas,
posicionandose como candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos
agentes anticancerigenos. En este sentido, Wang et al. (2006) destacaron el
potencial terapéutico de compuestos derivados de Styrax, los cuales podrian
desempenar un papel relevante en el disefio de nuevas estrategias farmacoldgicas

para el tratamiento del cancer.

e Actividad antifungica

El género Styrax también ha demostrado un notable potencial como fuente de
compuestos naturales con actividad antifungica. Una revision reciente realizada por
Paparella et al. (2024) sefala que diversas especies, como S. officinalis, S.
ferrugineus y S. suberifolius, presentan una alta capacidad para inhibir el

crecimiento de distintos hongos patégenos.

Por ejemplo, el extracto metandlico de frutos de S. officinalis fue capaz de inhibir
completamente el crecimiento de Phytophthora infestans, mientras que su extracto
organico mostrdé una actividad significativa frente a Candida albicans, con una
concentracion inhibitoria minima de 12.5 mg/mL. Asimismo, se ha reportado que
extractos obtenidos de frutos de Styrax officinalis inhiben de manera significativa el
crecimiento micelial de Alternaria solani, un hongo fitopatégeno de importancia

agricola (Yanar et al., 2011).

De igual forma, Andrade et al. (2010) evaluaron extractos de diversas especies
vegetales, incluyendo Styrax pohlii, encontrando que esta especie presentd una
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notable inhibicién del crecimiento de Colletotrichum lindemuthianum, agente causal

de la antracnosis del frijol.

En conjunto, estos hallazgos reafirman la relevancia de las especies del género
Styrax como una alternativa prometedora en la busqueda de soluciones naturales

frente a patégenos fungicos.
3.5.3 Styrax ramirezzi Greenm

Es una especie arborea perenne endémica de México, cuya distribucién natural se
concentra principalmente en los bosques templados del estado de Michoacan. Este
arbol puede alcanzar alturas de entre 5 y 15 metros y se caracteriza por producir
frutos en forma de drupa elipsoide, considerados comestibles por pobladores
locales (Timmers etal. 2015), A pesar de su presencia en ecosistemas ricos en
biodiversidad, los estudios fitoquimicos sobre esta especie son escasos. Su
potencial como fuente de metabolitos secundarios con actividad biolégica sigue
siendo poco explorado, lo que resalta la importancia de investigaciones orientadas
a conocer su composicion quimica y evaluar sus posibles aplicaciones

farmacolégicas o agrobiotecnoldgicas.
3.6 Justificacion

La creciente resistencia de Fusarium oxysporum a fungicidas sintéticos y las
restricciones regulatorias actuales evidencian la necesidad urgente de desarrollar

alternativas mas seguras y sostenibles.

En este contexto, la evaluacion de extractos vegetales provenientes de especies
nativas como Styrax ramirezii no solo contribuye a la busqueda de nuevos
compuestos antifungicos, sino que también promueve el estudio y valorizacién de

la biodiversidad nacional.

El analisis fitoquimico mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC/MS) permite identificar metabolitos potencialmente responsables de
la actividad bioldgica, estableciendo bases cientificas para futuros estudios de

aislamiento, caracterizacién estructural y evaluacion funcional.
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3.7 Propésito y alcance del estudio

El propdsito de este trabajo fue evaluar la actividad antifungica de extractos de
hojas de Styrax ramirezii frente a Fusarium oxysporum, asi como caracterizar su

perfil fitoquimico mediante GC/MS.

El alcance del estudio comprende la determinacion del efecto inhibitorio a diferentes
concentraciones, el andlisis de la respuesta dosis—efecto y la identificacion de

metabolitos secundarios presentes en los extractos.

Los resultados obtenidos buscan aportar evidencia cientifica sobre el potencial
antifungico de esta especie vegetal y sentar las bases para investigaciones
posteriores orientadas al aislamiento de compuestos bioactivos y su posible

aplicacién en el manejo sostenible de fitopatégenos agricolas.
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IV.HIPOTESIS

Los extractos de hoja de Styrax ramirezii obtenidos con solventes de diferente
polaridad inhiben de manera dependiente de la concentracion el crecimiento de
Fusarium oxysporum, efecto asociado a la presencia de metabolitos secundarios
como compuestos fendlicos, terpenos, acidos grasos, los cuales contribuyen a

alteraciones en el desarrollo micelial y la formacion de conidios.
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V. OBJETIVOS
5.1-Objetivo general

Evaluar la actividad antifungica y caracterizar el perfil fitoquimico de extractos de
hoja de Styrax ramirezii frente a Fusarium oxysporum

5.2-Objetivos especificos

1. Generar un protocolo para la obtencién del extracto de hoja de Styrax

ramirezii.

2. Evaluar el potencial inhibitorio de los extractos sobre el crecimiento de

Fusarium oxysporum.

3. Generar un perfil fitoquimico del extracto de hoja de Styrax ramirezii
mediante analisis de GC/MS.
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VI. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se desarrollé en la Facultad Agrobiologia “Presidente Juarez”
en el Laboratorio de Bromatologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas

de Hidalgo.

6.1 Obtencion de extractos de Styrax ramirezii

¢ Recoleccién del material vegetal

La recoleccién se realizo en los bosques de San Miguel Charahuén, municipio de
Patzcuaro, Michoacan. Localizado a una Latitud de 19.46921° 0 19° 28' 9" norte y
una Longitud de -101.7005° o0 101° 42' 2" oeste, y una Altitud de 2,381 metros.

LAY
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- ? Aqnta'cale A
Zirahuén Cerro de
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Zona de
Restauracion
y Proteccion
Ambiental El
Cerro San Miguel

Fig. 5. Ubicacion de la colecta de material. Tomado de Google Maps (2024).

Las muestras seleccionadas fueron fisiolégica y sanitariamente adecuadas. La
localizacion de los ejemplares de Styrax ramirezii se realizara con base en
informacion de estudios previos desarrollados en el Laboratorio de Bromatologia, y
complementada con el conocimiento local de pobladores de la zona.

Las hojas fueron recolectadas manualmente. El material vegetal se coloco en cajas
de cartdon para su traslado al Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de
Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo, ubicado en Uruapan, Michoacan.
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e Maceracion de extractos crudos

El material vegetal (hojas) se procesé mediante maceracion con solventes organi-
cos (hexano y acetato de etilo) en una proporcion 1:5 (p/v), durante 15 dias a tem-
peratura ambiente y en ausencia de luz. Los frascos se agitaron diariamente du-

rante cinco minutos.

Este procedimiento concuerda con metodologias de maceracion reportadas en la
literatura para la obtencion de metabolitos bioactivos, donde se emplea la extrac-
cion a temperatura ambiente, en oscuridad y con agitacion periddica, independien-
temente del solvente utilizado (Hernandez-Reyes et al., 2024). y se concentraron a

presién reducida mediante rotavapor (Heidolph, 2000).

¢ Filtraciéon y concentracion

Trasnscurrido el tiempo de maceracion se filtraron los extractos utilizando papel
filtro Whatman No. 4. La fase recuperada (extracto crudo), se concentré utilizando

un rotavapor (modelo Heidolph, afio 2000).

¢ Almacenamiento de los extractos

Los extractos crudos fueron almacenados en frascos de vidrio sellados.

En condiciones de refrigeracion a 4 °C.

e Prueba de rendimiento

Para la evaluacion del rendimiento del extracto, se utiliz6 un matraz Erlenmeyer
previamente llevado a peso constante. En este matraz se colocé 500 mL del
extracto crudo, volumen que corresponde a la totalidad del liquido obtenido a partir
de la materia vegetal extraida (P,). Posteriormente, el matraz con el extracto se
sometid a la eliminacion del solvente mediante un rotavapor, siguiendo la
metodologia descrita por Harwood y Moody (1989). Una vez eliminado
completamente el solvente, el extracto se llevd a sequedad y se obtuvo el peso
final. Este valor se registr6 como el peso del matraz con el extracto seco. El

rendimiento del extracto se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula:

Peso del extracto seco (g)

o 0L —
Rendimiento (%) Peso del material vegetal seco (g) x 100
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Formula empleada ampliamente en estudios de extraccion de metabolitos
secundarios en plantas medicinales, tal como se describe en metodologias

fitoquimicas estandarizadas (Harborne, 1998; Azwanida, 2015).

6.2. Pruebas biolégicas

e Material fangico

Se utilizd la cepa de hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum donada por el
Laboratorio de biotecnologia vegetal del Instituto de Investigaciones Quimico

Bioldgicas.

¢ Reactivacion de la cepa

La cepa de Fusarium oxysporum se reactivd mediante siembra en medio PDA
(Papa Dextrosa Agar). Se colocdé un fragmento de micelio conservado en
refrigeracion sobre el centro de una caja Petri con PDA estéril y se incubo a 28 °C

durante 5 a 7 dias hasta que se observo un crecimiento micelial abundante.

e Evaluacion de la actividad antifungica mediante el método de medio
envenenado

La evaluacion de la actividad antifungica se realizé mediante el método de medio
envenenado, siguiendo el procedimiento descrito por Ramesh et al. (2018), El ex-
tracto se mezclé con PDA antes de la solidificacion para obtener las concentracio-

nes deseadas.

% e _,-5-"/ 4 \H{_ /f*/
PDA Medio envenenado

Fig. 6. Prueba de sensibilidad contra el patogeno.
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e Obtencion del extracto vegetal
El extracto vegetal se obtuvo de la especie Styrax ramirezii Greenm.y se evalud a

diferentes concentraciones.

e Preparaciéon del medio de cultivo
Se utilizara agar papa dextrosa (PDA) como medio de cultivo para el hongo fitopa-
tégeno Fusarium oxysporum W.C. Snyder & H.N. Hansen (Hypocreales: Nectria-
ceae). El medio se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos para ase-
gurar la eliminacion de contaminantes. Una vez esterilizado, en estado liquido, se
anadioé el extracto vegetal a la concentracion correspondiente. La mezcla se agito
suavemente para asegurar una distribucion homogénea del extracto y evitar la for-
macioén de burbujas. Posteriormente, el medio con el extracto se filtré con una je-
ringa a través de un microfiltro estéril y vertié en cajas Petri estériles, permitiendo

su solidificacién a temperatura ambiente.

e Preparacioén de los extractos para bioensayos

Con la finalidad de evaluar la actividad biolégica de los extractos obtenidos, estos
fueron resuspendidos en una mezcla de hexano y etanol (80:20, v/v), lo que
permitié obtener soluciones homogéneas adecuadas para su posterior aplicacion

en los bioensayos.

¢ Inoculacion y evaluacién del crecimiento fungico
Después de la solidificacion del medio, se colocé un disco de micelio activo de F.
oxysporum en el centro de cada caja Petri. El experimento se realizé con seis re-
peticiones por concentracion. Las cajas se incubaran a temperatura ambiente, y se
registré el crecimiento micelial del hongo cada 24 horas durante seis dias o hasta
que el testigo alcanzé su crecimiento maximo. El crecimiento radial se midié en
milimetros con un calibrador digital Vernier (Vinca, DCLAO805). A partir de los datos
obtenidos, se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial en compa-
racion con el testigo, determinando asi la eficacia antifungica de los extractos de

hoja de S. ramirezii.
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6.3 Diseno experimental y analisis estadistico

o Diseino experimental

El experimento se establecio bajo un disefio completamente al azar (DCA), con
seis repeticiones por tratamiento. Se evaluaron diferentes concentraciones de
extractos de hojas de Styrax ramirezii, obtenidos con distintos solventes, asi

como tres tipos de controles: negativo, de solvente y positivo.

El control negativo consistio de medio de cultivo PDA sin la adicion de extracto.
El control fue conformado por PDA adicionado con la misma cantidad de solvente
(hexano—alcohol) utilizada para la resuspension de los extractos, con el fin de
descartar posibles efectos atribuibles al solvente. El control positivo consistié de
un fungicida comercial Tecto® 60 (Tiabendazol), aplicado a la dosis recomen-

dada por el fabricante.

Cada unidad experimental consistié en una caja Petri, y la evaluacion antifungica

se realizé mediante el método de medio envenenado.

Cuadro 1. Tratamientos y concentraciones evaluadas en las pruebas

Tipo Tratamiento Solvente / Medio

Control nega- Medio de cultivo PDA

tivo PDA
Control de sol- Solvente sin extracto Hexano—-alcohol
i vente

Control positivo Fungicida comercial —

. Tecto® 60
. Tratamiento Extracto de hojas de Hexano
experimental Styrax ramirezii
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e Analisis estadistico

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial se analizaron mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido a que los datos no cumplieron
los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Una vez encontradas las dife-
rencias significativas entre tratamientos (p < 0.05), se efectu6 comparaciones

multiples con ajuste Bonferroni.
Todos los analisis se realizaron en el software R version 4.5.1
» La concentracién efectiva media (ECs)

Se estimo mediante un modelo de dosis—respuesta ajustada con el modelo log-
logistico de cuatro parametros (LL.3) en R (v.4.5.1) usando el paquete drc. El

modelo se describe como:

y=c+ -0/ + exp[b(log(x) — log(e))])

donde y es el porcentaje de inhibicion, x la concentraciéon del extracto (mg/mL),
c y d los limites inferior y superior, b la pendiente y e el parametro correspon-

diente a la ECs,.

El ajuste se realiz6 con los valores promedio de inhibicion por concentracion. La

ECso y su intervalo de confianza al 95 %.

6.4 Cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS)

El analisis quimico de los extractos de Styrax ramirezii se realizé mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Las muestras fueron analizadas en un sistema de cromatografia de gases Agilent
7890A (Agilent Technologies, EE. UU.), equipado con una columna capilar HP-5MS
(5 % fenil-metilsiloxano, 60 m x 0.25 mm x 0.25 ym; Agilent Technologies, EE.
UU.), acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo con ionizacién por
impacto electrénico Hewlett Packard 5975C (Hewlett Packard, EE. UU.).

La temperatura inicial del horno se programé a 60 °C durante 1 min, posteriormente

se increment6 hasta 280 °C a una tasa de 8 °C min™". La temperatura del inyector
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y de la fuente de ionizacion se mantuvo a 230 °C, mientras que la temperatura del

cuadrupolo se fijé en 150 °C.

Se utilizd helio como gas portador a un flujo constante de 1 mL min™. EI
espectrometro operé en modo de ionizacidn por impacto electronico (El) a 70 eV,
con un rango de deteccion de masa—carga (m/z) de 50-500 y un voltaje de —-1737
V.

Los cromatogramas de iones totales (TIC) fueron procesados mediante el software
MSChem (Agilent Technologies, EE. UU.). La identificacion de los compuestos se
realizd comparando los espectros de masas obtenidos con las bases de datos Wiley
275 y la biblioteca del National Institute of Standards and Technology (NIST),

version 2.0.

La cuantificacion relativa de los compuestos se estimdé mediante una curva de
calibracion estandar empleando 1,8-cineol como compuesto de referencia, en un

intervalo de concentracion de 0.2—1.0 mg mL™.
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VII. RESULTADOS
7.1 Obtencion de los extractos de hojas de Styrax ramirezii

Durante el proceso de obtencion de los extractos de hoja de Styrax ramirezii, se
observaron diferencias visuales entre los extractos obtenidos con hexano y acetato

de etilo.

El extracto hexanico presenté una coloracion mas clara y menor viscosidad,
mientras que el extracto obtenido con acetato de etilo mostré una coloracién mas
intensa y mayor consistencia. La Fig. 7 muestra el proceso de maceracion y las

caracteristicas visuales finales de ambos extractos.

Fig. 7. Maceracion de hojas de Styrax ramirezii con diferentes solventes. (A)

Hexano. (B) Acetato de etilo.

7.1.1 Caracteristicas generales de los extractos

Tras la evaporacion del solvente, se obtuvieron extractos crudos con caracteristicas
fisicas diferenciadas segun el solvente empleado. El extracto obtenido con acetato
de etilo presentd una mayor cantidad de residuo soélido y una coloracion mas
intensa en comparacion con el extracto hexanico, el cual mostré menor masa final

y una consistencia mas oleosa.

7.1.2. Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos crudos de hojas de Styrax ramirezii varié segun el
solvente empleado.
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El extracto obtenido con acetato de etilo presenté un rendimiento de 7.5 %, mientras
que el extracto hexanico mostré un rendimiento de 1.2 %. La Figura. 8 muestra el
rendimiento porcentual de ambos extractos tras la evaporacion del solvente.

hexano y (B) acetato de etilo tras la evaporacién del solvente.

7.2. Evaluaciéon de la actividad antifingica mediante el método de medio

envenenado

La actividad antifungica de los extractos hexanico y de acetato de etilo obtenidos
de hojas de Styrax ramirezii fue evaluada frente a Fusarium oxysporum mediante

el método de medio envenenado.

La Figura. 9 muestra la cepa de Fusarium oxysporum utilizada en las pruebas

bioldgicas.

Fig. 9. Cepa de Fusarium oxysporum empleada en las pruebas de actividad

antifungica.
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7.2.1 Actividad antifungica del extracto hexanico de hojas
7.2.1.1 Inhibicién del crecimiento micelial

El extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii redujo el crecimiento micelial de

Fusarium oxysporum de manera dependiente de la concentracion evaluada.

En las placas de cultivo se observd disminucion progresiva del crecimiento en
comparacion con el control negativo (PDA) y el control de solvente (hexano—
alcohol), mientras que el control positivo (Tecto® 60) inhibié6 completamente el

crecimiento del patégeno (Fig. 10).
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Fig. 10. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto hexanico de hoja frente a Fusarium

oxysporum mediante el método de medio envenenado.
(A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente (hexano—alcohol), (C) control positivo (Tecto® 60). (D-L) Extracto hexanico a
concentraciones de 10-50 mg/mL.
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El porcentaje de inhibicidbn mostro diferencias significativas entre tratamientos (Fig.

11). El extracto alcanzé una inhibicién del 100 % a la concentracién de 50 mg/mL.
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Fig. 11. Efecto del extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii sobre la inhibicion
del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum. A-H corresponde al control con
solventes (alcohol y hexano), mientras que T60 corresponde al fungicida comercial
Tecto® 60 (principio activo: Tiabendazol). Las concentraciones (10-50 mg/mL)
corresponden al extracto evaluado. Los valores representan la media + DE. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de
Dunn (p < 0.05).
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7.2.1.2 Analisis dosis-respuesta y EC;,

La relacion dosis—respuesta presentd un comportamiento sigmoideo (Fig. 12). Los

datos se ajustaron a un modelo logistico de tres parametros.

La concentracion efectiva media (ECs,) estimada fue de 30.13 mg/mL.
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Fig. 12. Curva dosis—respuesta del extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii
sobre la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum. Los puntos
representan la media de la inhibicidon observada y la linea continua corresponde al
ajuste mediante un modelo logistico de tres parametros (L3). La linea horizontal

indica el 50 % de inhibicion, a partir del cual se estimé la ECs, (30.13 mg/mL).
7.2.1.3 Dainos morfolégicos en micelio y conidios

El analisis microscopico evidencio alteraciones estructurales en el micelio de

Fusarium oxysporum tratado con el extracto hexanico (Fig. 13).

Las hifas presentaron deformaciones, engrosamientos irregulares y pérdida de
uniformidad estructural, efectos que fueron mas notorios a mayores
concentraciones. En los conidios se observo disminucion en su cantidad, asi como

cambios en tamafo y morfologia (Fig. 14).
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Fig. 13. Danos morfoldgicos en el micelio de Fusarium oxysporum observados mediante microscopia éptica tras el tratamiento con
extracto hexanico de hoja. (A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente (hexano—alcohol), (C) control positivg (Tecto® 60). (D—
L) Micelio tratado con extracto hexanico de hoja a concentraciones de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 mg/mL, donde se observan

alteraciones estructurales dependientes de la concentracion.
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Fig. 14. Alteraciones en conidios de Fusarium oxysporum observadas por microscopia optica (100x) tras el tratamiento con extracto
hexanico de hoja. (A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente (hexano—alcohol), (C) control positivo (Tecto® 60). (D—L)

Tratamientos a 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 mg/mL, respectivamente, donde se observa disminucion en la cantidad de conidios

y conidios de mayor tamafio y deformados
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7.2.2 Actividad antifungica del extracto de acetato de etilo de hojas
7.2.2.1 Inhibicion del crecimiento micelial

El extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax ramirezii redujo el crecimiento
micelial de Fusarium oxysporum de manera dependiente de la concentracion

evaluada.

En las placas de cultivo se observé una disminucion progresiva del crecimiento en
comparacion con el control negativo (PDA) y el control de solvente. A la
concentracion de 8 mg/mL se registré una inhibicion del 100 % del crecimiento
micelial, efecto comparable al observado en el control positivo (Tecto® 60) (Fig.
15).
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Fig. 15. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto de acetato de etilo mediante el método de medio envenenado frente a
Fusarium oxysporum. (A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente, (C) control positivo (Tectc|>® 60). (D-I) Tratamientos con
extracto de acetato de etilo a concentraciones de 1, 2, 3, 4, 6 y 8 mg/mL, respectivamente, mostrando la inhibicion del crecimiento

micelial en funcién del aumento de la concentracion.
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El porcentaje de inhibicidbn mostro diferencias significativas entre tratamientos (Fig.
16), evidenciando un incremento de la actividad antifungica conforme aumenté la

concentracion.
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Fig. 16. Efecto del extracto de hojas de Styrax ramirezii obtenido con acetato de
etilo sobre la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum. A-H
corresponde al control con solventes (alcohol y hexano), mientras que T60
corresponde al fungicida comercial Tecto® 60 (principio activo: Tiabendazol). Las
concentraciones (1-8 mg/mL) corresponden al extracto evaluado. Los valores
representan la media + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos segun la prueba de Dunn (p < 0.05).
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7.2.2.2 Analisis dosis-respuesta y EC;,

La relacion dosis—respuesta presentd un comportamiento sigmoideo (Fig. 17),
indicando un incremento progresivo de la inhibicion del crecimiento micelial

conforme aumento la concentracion.

La concentracion efectiva media (ECs,) estimada fue de 3.26 mg/mL.
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Fig. 17. Curva dosis—-respuesta del extracto de hojas de Styrax ramirezii obtenido
con acetato de etilo sobre la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum a los 6 dias. La concentracion efectiva media (CEs, = 3.26 mg/mL) fue
estimada mediante interpolacién lineal entre los puntos experimentales. La linea

horizontal indica el 50 % de inhibicién y la linea vertical la CEs, correspondiente.
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7.2.2.3 Dainos morfologicos en micelio y conidios

El analisis microscépico evidencio alteraciones estructurales en el micelio de

Fusarium oxysporum tratado con el extracto de acetato de etilo (Fig. 18).

Las hifas presentaron deformacion, adelgazamiento y colapso estructural conforme
aumentd la concentracion. En los conidios se observé disminucién en su cantidad

y cambios morfolégicos evidentes (Fig. 19).
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Fig. 18. Danos morfologicos en el micelio de Fusarium oxysporum observados mediante microscopia Optica tras el tratamiento con
extracto de acetato de etilo. (A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente, (C) control positivo (Tecto® 60). (D—J) Micelio tratado
con extracto de acetato de etilo a concentraciones de 1, 2, 3, 4, 6 y 8 mg/mL, respectivamente, mostrando deformacion,

adelgazamiento y colapso de hifas conforme aumenta la concentracion.
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Fig. 19. Alteraciones en la produccién y morfologia de los conidios de Fusarium oxysporum observadas mediante microscopia optica
(100x) tras el tratamiento con extracto de acetato de etilo. (A) Control negativo (PDA), (B) control de solvente, (C) control positivo

(Tecto® 60). (D-J) Tratamientos con extracto de acetato de etilo a concentraciones de 1, 2, 3, 4, 6 y 8 mg/mL, respectivamente,

donde se observa disminucion en la cantidad de conidios y conidios deformados conforme aumenta la concentracion.
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7.3 Perfil fitoquimico del extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii
7.3.1 Identificacién de metabolitos mediante GC/MS

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS) permitio identificar 17 compuestos en el extracto hexanico de hojas de

Styrax ramirezii (Fig. 20).

Los metabolitos identificados pertenecen principalmente a las clases de terpenos,
acidos grasos, fenoles, lactonas y n-alcanos, compuestos caracteristicos de

extractos obtenidos con solventes no polares.

Los compuestos mas abundantes fueron: nonacosano, acido hexadecanoico, acido

9,12-octadecadienoico y escualeno (Cuadro 2).
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Fig. 20. Cromatograma del extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii obtenido
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).
En total, se identificaron 17 compuestos (Cuadro 3), los cuales fueron clasificados
de acuerdo con su naturaleza quimica y relevancia bioldgica reportada en la

literatura.
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Cuadro 2. Compuestos totales obtenidos a partir del analisis gc/ms del extracto de

hexano de la hoja de Styrax ramirezii.

COMPUESTOS FORMULA
PK/ R.T. (MIN) % TOTAL % DE PROBABILIDAD .
TERPENOS QUIMICA
NO
DITERPENOS

H—-Nafto[2,1-b]pirano, 3-
eteni-dodecahidro-
37 _ 40.015 0.125% 74 C20H340
3,4a,7,7,10a-pentametil-,
[3R-(3a,4ap,6aa,10apB)]
SESQUITERPENO

OXIGENADO

2-Pentadecanona, 6,10,14-
26 36.105 0.782 a0 C18H360
trimetil

TRITERPENOS
62 Escualeno 54.378 6.415 48 C30H50
FENOLES ALQUILADOS

19 Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)- 28. 438 0.233 54 C14H220
FENOL OXIGENADO
2(4H)-Benzofuranona,
19  5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a- 28.666 0.386 52 C11H1602
trimetil-, (R)-

ACIDOS GRASOS

33 Acido hexadecanoico 38.377 8.855 85 C16H3202
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37

24

40

41

44

41

45

47

57

61

65

Ester glicerilico del acido

hexadecanoico

Acido tetradecanoico

Ester metilico del acido

9,12,15-octadecatrienoico

Acido 9,12-octadecadienoico
(Z,2)

Eter trimetilsililico del 1-

monolinoleoglicerol

acido estearico

OTROS COMPUESTOS

Eicoseno

4,8,12,16-

Tetrametilheptadecan-4-dlido

Heptacosano

Octacosano

Nonacosano

40.022

34.162

40.876

41.572

42.224

42.079

42.899

45.251

51.652

53.930

56.725

0.120

0.451

0.155

5.156

0.212

2.099

0.341

0.682

7.634

2.464

41.090

24

79

19

23

29

49

48

90

18

27

16

C35H6805

C14H2802

C19H3202

C18H3202

C27H5404Si2

C18H3602

C20H40

C21H4002

C27H56

C28H58

C29H60
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7.4 Perfil fitoquimico del extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax

ramirezii

7.4.1 ldentificacion de metabolitos mediante GC/MS

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS) del extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax ramirezii permitio

identificar 21 compuestos (Fig. 21).

Los metabolitos detectados pertenecen principalmente a las clases de terpenos
(monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos), compuestos fendlicos, acidos grasos
y compuestos nitrogenados, lo que refleja la capacidad del acetato de etilo para

extraer metabolitos de polaridad intermedia.

Entre los compuestos con mayor abundancia relativa se encontraron acido n-

hexadecanoico, fitol, 2-pentadecanona y diversos fenoles sustituidos (Cuadro 3).
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Fig. 21. Cromatograma del extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax ramirezii
obtenido mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS) total, se identificaron 24 compuestos (Cuadro 4), los cuales fueron
clasificados de acuerdo con su naturaleza quimica y relevancia biolégica reportada

en la literatura.
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Cuadro 3. Compuestos totales obtenidos a partir del analisis gc/ms del extracto de

acetato de etilo de la hoja de Styrax ramirezii.

. % DE FORMULA
PK/ NO COMPUESTOS R.T.(MIN) % AREA .
PROBABILIDAD QUIMICA
TERPENOS
MONOTERPENO
OXIGENADO

2,6-Octadien-1-ol, 3,7-

214 21.588 0.484 36 C10H180
dimetil-, (E)-

29 Nonanal 16.880 0.033 62 C9H180

194 Acido octadecanoico 42.079 1.992 77 C18H3602
DITERPENO

190 Fitol 41.369 4544 71 C20H400

SESQUITERPENO
OXIGENADO

2-Pentadecanona, 6,10,14-
154 36.116 0.713 91 C18H360
trimetil-

TRITERPENO
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261 Escualeno
FENOLES
42 Salicilato de metilo
56 2-Metoxi-4-vinilfenol
45 2,3-Dihidrobenzofurano
4-((1E)-3-hidroxiprop-1-
135 ((1E) prop
enil)-2-metoxifenol
99 Fenol, 2,2'-metilenbis[6-
(1,1-dimetiletil)-4-etil-]
67 Vanillin
COMPUESTOS
NITROGENADOS
1H-Pirrol-2,5-diona, 3-etil-
46
4-metil-
ACIDOS GRASOS
11 Acido hexanoico
13 Acido 3-hexenoico (E)
Acido ciclo-
30 . _
propanoacetico, 2-hexil-
142 Acido tetradecanoico
166 Acido n-hexadecanoico
194 Acido octadecanoico

OTROS COMPUESTOS

54.378

19.716

23.072

20.313

33.204

28.480

24.965

20.498

12.748

13.384

16.973

34.204

38.432

42.076

1.441

0.115

0.679

0.350

0.764

3.791

0.642

0.251

0.226

0.321

0.145

1.196

8.591

1.992

38

43

34

37

76

61

33

26

57

59

79

60

80

75

C30H50

C8H803

C9H1002

C8H80O

C10H1203

C25H3602

C8H80O3

C7HINO2

C6H1202

C6H1002

C11H2002

C14H2802

C16H3202

C18H3602
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206 1-Heptatriacontanol
8 Acido 2-metil-2-butenoico
160 7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro
[4,5]deca-6,9-dien-2,8-diona
246 Etil iso-allocholato

4,8,12,16-
212 Tetrametilheptadecan-4-

olido

44.383

10.977

37.102

51.262

45

0.511

3.791

0.781

0.689

0.989

37

69

95.5

46.8

87

C37H760

C5H802

C17H2403

C26H4405

C21H4002
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7.5 Comparacion de compuestos comunes entre extractos

Con el fin de identificar coincidencias en la composicién quimica de ambos extractos, se realizé una comparaciéon de los

metabolitos detectados mediante GC/MS en el extracto hexanico y en el extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax ramirezii.

El Cuadro 4 presenta los compuestos comunes identificados en ambos perfiles cromatograficos.

Cuadro 4. Comparacion de compuestos comunes en extractos de hojas de Styrax ramirezii.

Hexanico Hexanico Acetato  de | Acetato de etilo
etilo
Compuesto Porcentaje en el | abundancia en | Porcentaje en | abundancia en
extracto mg/100 g de | el extracto mg/100 g de
material vegetal material vegetal
Escualeno 6.415 64.15 mg 1.441 100.87 mg
Acido hexadecanoico (acido palmitico) 8.855 88.55 8.591 601.37
Acido octadecanoico (acido estearico) 5.156 51.56 1.992 139.44 mg
Acido tetradecanoico (miristico 0 .451 4.51 mg 0 .642 44.94 mg
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2-Pentadecanone, 6,10,14- 0.78 7.82 mg 0.713 49.91 mg
trimethyl-

4,8,12,16- 0.682 6.82 mg 0.989 69.23 mg
Tetrametilheptadecan-
4-6lido
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VIIl. DISCUSION GENERAL
8.1 Rendimiento y caracteristicas de los extractos

Las diferencias visuales observadas entre los extractos obtenidos con hexano y
acetato de etilo podrian estar asociadas con la distinta polaridad de los solventes
utilizados. ElI hexano, al ser un solvente no polar, favorece la extraccion de
compuestos lipofilicos como acidos grasos y algunos terpenos, mientras que el
acetato de etilo, de polaridad intermedia, puede extraer compuestos fendlicos y

terpenoides de mayor polaridad.

La mayor intensidad de color y consistencia observadas en el extracto de acetato
de etilo podrian estar relacionadas con la presencia de metabolitos secundarios con

estructuras mas complejas y grupos funcionales oxigenados.
8.1.1 Influencia del solvente en la extraccion

Las diferencias observadas entre los extractos podrian estar relacionadas con la
distinta polaridad de los solventes empleados, lo cual influye en la afinidad y

solubilidad de los metabolitos presentes en las hojas de Styrax ramirezii.
8.1.2 Influencia del solvente en el rendimiento de extraccion

El mayor rendimiento obtenido con acetato de etilo en comparacion con hexano
podria estar relacionado con la polaridad intermedia de este solvente, la cual
favorece la extraccion de metabolitos secundarios de naturaleza semipolar.
Diversos estudios han reportado que solventes de polaridad intermedia presentan
mayor eficiencia en la recuperacion de compuestos bioactivos (Do et al., 2014;
Altemimi et al., 2017).

Resultados similares han sido documentados en otras especies vegetales. Por
ejemplo, Jiménez-Arellanes et al. (2011) reportaron un rendimiento de 1.6 % en
extractos hexanicos de Aristolochia taliscana, mientras que Taborda et al. (2019)
obtuvieron rendimientos de 1.9 % y 2.0 % en fracciones hexanicas y de acetato de

etilo a partir de semillas de quinoa.

La diferencia observada en los rendimientos sugiere que los metabolitos
mayoritariamente presentes en las hojas de Styrax ramirezii podrian presentar

mayor afinidad por solventes semipolares. Entre estos compuestos podrian
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encontrarse flavonoides, cumarinas o terpenoides oxigenados, metabolitos

previamente reportados en especies del género Styrax (Ibrahim et al., 2018).
8.2 Discusioén de la actividad antifungica del extracto hexanico

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el extracto
hexanico de hojas de Styrax ramirezii presenta una actividad antifungica dosis—
dependiente frente a Fusarium oxysporum, evidenciada tanto por la inhibicion del
crecimiento micelial como por la presencia de dafios morfoldgicos severos en hifas
y conidios. La reduccién progresiva del crecimiento conforme aumentd la
concentracion del extracto indica una relaciéon directa entre la cantidad de
compuestos bioactivos presentes y la magnitud del efecto antifungico observado,
patron que ha sido ampliamente documentado en estudios in vitro con extractos

vegetales.

La inhibicion total (100 %) del crecimiento micelial alcanzada a una concentracion
de 50 mg/mL adquiere especial relevancia considerando que se trata de un extracto
crudo no fraccionado. Este comportamiento es comparable con lo reportado por
Acedo-Zegarra et al. (2020), quienes evaluaron extractos de Syzygium aromaticum
frente a F. oxysporum y observaron que unicamente la concentracion mas alta del
extracto (5 %, equivalente a aproximadamente 50 mg/mL) logré una inhibicién
completa del crecimiento micelial, mientras que concentraciones menores
produjeron efectos parciales. En este sentido, los resultados del presente estudio
se encuentran dentro del mismo rango de respuesta biolégica, confirmando que F.
oxysporum requiere concentraciones relativamente elevadas de extractos
vegetales para lograr un control efectivo de su crecimiento micelial en condiciones

in vitro.

El andlisis dosis—respuesta permitio estimar una concentracion efectiva media
(ECs0) de 30.13 mg/mL para el extracto hexanico de S. ramirezii, lo que indica una
actividad antifungica moderada. No obstante, al comparar este valor con reportes
previos, se observa que el desempefo del extracto evaluado es superior al de otras
especies vegetales estudiadas bajo condiciones experimentales similares.
Hernandez-Soto et al. (2025) reportaron una ECs, de 34.274 mg/mL para extractos
hexanicos de Argemone mexicana frente a F. oxysporum, lo que sugiere que el

extracto de S. ramirezii presenta una mayor potencia biologica, al requerir una
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menor concentracion para inhibir el 50 % del crecimiento micelial. Esta comparacion
resulta particularmente relevante dado que ambos estudios evaluaron extractos
crudos obtenidos con solventes no polares, o que permite una interpretacion

directa desde un enfoque aplicado de control biologico.

La actividad antifungica observada puede estar estrechamente relacionada con la
naturaleza quimica del extracto hexanico. El analisis GC/MS reveld la presencia
predominante de compuestos lipofilicos, como acidos grasos (acido palmitico,
estearico y linoleico), escualeno, cetonas alifaticas y lactonas macrociclicas, varios
de los cuales han sido previamente asociados con efectos antifungicos. Estos
compuestos pueden ejercer su accion mediante la interaccion con la membrana
celular del hongo, alterando su permeabilidad, interfiriendo en la biosintesis de
ergosterol y promoviendo la fuga de componentes citoplasmaticos, asi como la
generacion de estrés oxidativo, mecanismos descritos para extractos obtenidos con

solventes no polares (Burt, 2004; Kaur et al., 2020).

Los danos morfologicos observados mediante microscopia 6ptica refuerzan esta
interpretacion, ya que las hifas tratadas con el extracto hexanico presentaron
deformaciones, engrosamientos irregulares y desorganizacién estructural, mientras
que los conidios mostraron disminucidn en su numero, deformaciones vy
alteraciones en el tamafo. Este tipo de afectaciones estructurales ha sido reportado
previamente en Fusarium spp. tratados con extractos vegetales, donde se ha
asociado con una pérdida de viabilidad y capacidad reproductiva del patégeno
(Cruz-Cerino et al., 2020). La severidad de los dafos observados en el presente
estudio sugiere que el extracto hexanico no solo inhibe el crecimiento micelial, sino
que compromete procesos celulares clave para la supervivencia y diseminacion del

hongo.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que el extracto hexanico de hojas
de Styrax ramirezii posee un potencial antifungico relevante frente a Fusarium
oxysporum, caracterizado por una inhibicion dosis—dependiente, una EC;,
competitiva y alteraciones morfolégicas severas. Estos hallazgos respaldan la
importancia de evaluar rangos amplios de concentracion al estudiar extractos

vegetales y posicionan a S. ramirezii como una fuente prometedora de compuestos
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naturales con posible aplicacion como alternativa sostenible a los fungicidas

sintéticos en el manejo de hongos fitopatdgenos.
8.3 Discusién de la actividad antifungica del extracto de acetato de etilo

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el extracto de
acetato de etilo de hojas de Styrax ramirezii presenta una actividad antifungica
elevada frente a Fusarium oxysporum, caracterizada por una inhibicién claramente
dependiente de la dosis, inhibiciones completas del crecimiento micelial a
concentraciones relativamente bajas y dafios morfolégicos severos tanto en micelio
como en conidios. En comparacion con el extracto hexanico, el extracto de acetato
de etilo mostré una mayor eficacia bioldgica, lo que sugiere que los metabolitos
responsables de la actividad antifungica se concentran preferentemente en

fracciones de polaridad intermedia.

La inhibicién total (100 %) del crecimiento micelial observada a una concentracion
de 8 mg/mL resulta particularmente relevante, ya que evidencia una alta potencia
antifungica aun tratdndose de un extracto crudo no fraccionado. Ademas, la
ausencia de crecimiento fungico tras la transferencia de discos miceliales tratados
a medio PDA fresco sugiere un comportamiento fungicida a esta concentracion, lo
cual refuerza el potencial del extracto para un control efectivo del patégeno. Este
nivel de eficacia adquiere mayor importancia al compararse con estudios previos,
como el de Chacén et al. (2021), quienes reportaron inhibiciones del 40-60 %
utilizando extractos de Piper auritum a concentraciones cercanas a 8.4 mg/mL, vy el
de Miramontes et al. (2024), quienes lograron una inhibicion completa con extractos
de Lippia graveolens unicamente a concentraciones de 16 mg/mL, el doble de la
requerida en el presente estudio. Estas comparaciones confirman que el extracto
de S. ramirezii presenta una eficacia antifungica superior a concentraciones

equivalentes o incluso menores.

El analisis dosis—respuesta corrobord este comportamiento, al mostrar una curva
sigmoidea tipica y una concentracion efectiva media (ECs,) de 3.26 mg/mL, valor
considerablemente bajo en comparacion con otros extractos vegetales evaluados
frente a F. oxysporum. Chacoén et al. (2021) reportaron una ECs, aproximada de 6
mg/mL para extractos de Piper auritum, mientras que Carmona-Hernandez et al.

(2018) informaron una EC;, de 26.32 mg/mL para extractos de Piper lapathifolium.
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Estas diferencias indican que el extracto de acetato de etilo de S. ramirezii presenta
una mayor potencia biolégica, al requerir concentraciones significativamente

menores para inhibir el 50 % del crecimiento micelial del patogeno.

La elevada actividad antifungica observada puede atribuirse a la composicion
quimica del extracto de acetato de etilo, el cual concentra metabolitos de polaridad
intermedia con reconocida actividad biolégica. Entre estos compuestos destacan
terpenos oxigenados, compuestos fendlicos, aldehidos aromaticos y derivados
benzofuranicos, asi como fitol, metil salicilato, vanillina, escualeno y acidos grasos
de cadena larga, todos ellos previamente asociados con efectos fungistaticos o
fungicidas. La presencia simultanea de estos metabolitos sugiere un posible efecto
sinérgico, en el cual la accion combinada de distintos mecanismos contribuye a una

mayor eficacia antifungica a concentraciones mas bajas.

Los danos morfologicos observados mediante microscopia 6ptica refuerzan esta
interpretacion. El micelio tratado con el extracto de acetato de etilo presentd
deformaciones severas, adelgazamiento, colapso y pérdida de continuidad
estructural, mientras que los conidios mostraron una disminucion significativa en su
numero Yy alteraciones morfologicas evidentes. Este tipo de afectaciones
estructurales sugiere una interferencia directa en la integridad celular, asi como en
los procesos reproductivos del hongo, comprometiendo su viabilidad y capacidad
de diseminacion. Resultados similares han sido reportados por Daradka et al.
(2021) y Teixeira et al. (2023), quienes documentaron que extractos vegetales ricos
en metabolitos semipolares ejercen su efecto antifungico mediante la alteracién de

multiples blancos celulares, incluyendo la membrana plasmatica y la pared celular.

Este modo de accion multisitio resulta particularmente relevante desde un enfoque
aplicado, ya que podria reducir la probabilidad de desarrollo de resistencia fungica,
a diferencia de fungicidas sintéticos con un unico sitio de accion. En este contexto,
el extracto de acetato de etilo de Styrax ramirezii se posiciona como una alternativa
biorracional prometedora para el manejo de Fusarium oxysporum, especialmente
en escenarios donde el uso intensivo de fungicidas convencionales representa

riesgos para la salud humana y el medio ambiente.
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8.4 Metabolitos del extracto hexanico asociados con actividad antimicrobiana

reportada

A partir del perfil quimico obtenido, se seleccionaron aquellos compuestos que
destacaron por su abundancia relativa y/o por haber sido previamente asociados
con actividades antimicrobianas, particularmente antifungicas, con el fin de
establecer una relacion entre la composicién quimica del extracto y la actividad

observada frente a Fusarium oxysporum.

e Escualeno (triterpeno)

El escualeno fue uno de los metabolitos mas abundantes identificados en los
extractos de hexano y de acetato de etilo (=41 %), lo que lo posiciona como un
componente clave dentro del perfil fitoquimico de Styrax ramirezii. Este triterpeno
es un intermediario esencial en la biosintesis de esteroles, particularmente del
ergosterol en hongos, un componente fundamental de la membrana plasmatica
fungica. Desde el punto de vista biologico, la acumulacién de escualeno o la
interferencia en su conversion a ergosterol provoca disfuncién de la membrana
celular, alterando su integridad y permeabilidad. Este mecanismo es consistente
con la accién de antifUngicos convencionales como los azoles y la terbinafina, lo
que sugiere que la alta abundancia de escualeno podria estar directamente
relacionada con la inhibicion del crecimiento micelial observada en Fusarium

oxysporum (Micera et al., 2020; Bhat et al., 2023).

e Acidos grasos de cadena larga (acido palmitico, estearico, linoleico y

miristico)

En los extractos de S. ramirezii se identificaron diversos acidos grasos saturados y
poliinsaturados, entre ellos acido hexadecanoico (palmitico), acido octadecanoico
(estearico), acido 9,12-octadecadienoico (linoleico) y &cido tetradecanoico
(miristico). Estos compuestos son caracteristicos de extractos lipofilicos y han sido

ampliamente asociados con actividad antimicrobiana en plantas.

Los acidos grasos ejercen su efecto principalmente mediante la alteracion de la
fluidez y estabilidad de la membrana fungica, la interferencia en la biosintesis de
esteroles, la induccion de estrés oxidativo y la inhibicién de la germinacion de
conidios y el desarrollo de hifas. En conjunto, estos mecanismos conducen a la
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pérdida de integridad celular y a la muerte del patégeno, contribuyendo de manera
directa al efecto antifungico observado frente a F. oxysporum (Prasath et al., 2019;
Prasath et al., 2020; Guimaraes et al., 2022).

e 2-Pentadecanona (6,10,14-trimetil-) (cetona alifatica)

La 2-pentadecanona (6,10,14-trimetil-) fue detectada en el extracto hexanico como
uno de los compuestos volatiles de interés. Esta cetona lipofilica ha sido
previamente reportada en aceites esenciales y extractos vegetales con actividad

antimicrobiana, particularmente frente a bacterias y hongos.

Su mecanismo de accion se ha asociado con la capacidad de interactuar con
biomembranas y afectar procesos metabdlicos esenciales, incluyendo la
respiracion celular y la integridad estructural. La presencia de esta cetona en S.
ramirezii sugiere una contribucién adicional a la actividad antifungica,
especialmente como parte de una mezcla compleja de metabolitos con accion
sinérgica (Qudah et al., 2013; Zhao et al., 2018).

e 4.812,16-Tetramethylheptadecan-4-olide (lactona macrociclica)

En el extracto hexanico se identific la lactona 4,8,12,16-tetrametilneptadecan-4-
olido, un compuesto alifatico macrociclico cuya presencia resulta particularmente
relevante. Las lactonas de este tipo han sido reportadas en aceites esenciales con

actividad antimicrobiana significativa.

Diversos estudios indican que las lactonas macrociclicas pueden desestabilizar
membranas lipidicas, alterar el transporte idnico e interferir en rutas metabdlicas
esenciales, provocando la inhibicion del crecimiento microbiano. Cabe destacar que
no existen reportes previos de este compuesto en especies del género Styrax, lo
que sugiere un posible hallazgo novedoso con implicaciones en la actividad

antifungica observada contra F. oxysporum (Chen et al., 2011; Liu et al., 2020).
e Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)- (fenol alquilado)

El fenol 2,4-bis(1,1-dimetiletil)- fue identificado tanto en el extracto hexanico como
en el de acetato de etilo. Este compuesto pertenece al grupo de los fenoles

alquilados, conocidos por su amplia actividad antimicrobiana.
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Su modo de accion incluye la alteracion de la integridad de la membrana celular, la
desnaturalizacion de proteinas y la interferencia en la sintesis de ATP mitocondrial,
afectando el metabolismo energético del hongo. Estos efectos explican su
contribucion a la inhibicion del crecimiento micelial y refuerzan su papel dentro del

perfil bioactivo de S. ramirezii (Devi et al., 2021).
¢ n-Alcanos de cadena larga (heptacosano, octacosano y nonacosano)

En el perfil GC-MS del extracto hexanico se detectaron los n-alcanos heptacosano,
octacosano y nonacosano, compuestos comunes en extractos lipofilicos de plantas
con actividad biologica. Aunque estos hidrocarburos no suelen actuar como

antimicrobianos directos, su presencia es recurrente en mezclas bioactivas.

Estos alcanos pueden favorecer interacciones hidrofobicas con las membranas
celulares y potenciar la accion de otros metabolitos antifungicos presentes en el
extracto, contribuyendo a un efecto sinérgico global. De este modo, su deteccion
en S. ramirezii refuerza la idea de que la actividad antifungica observada es el
resultado de la accidén conjunta de multiples compuestos (Asong et al., 2019;

Narangerel et al., 2021).
e Derivado H-Nafto[2,1-b]pirano (compuesto aromatico heterociclico)

En el extracto hexanico se identificé un derivado del nucleo H-nafto[2,1-b]pirano,
una estructura poco reportada en extractos vegetales. Hasta el momento, no
existen estudios que describan esta molécula especifica como metabolito natural ni

que evaluen directamente su actividad antifungica.

No obstante, derivados sintéticos con el mismo esqueleto naftopiranico han
mostrado actividad antimicrobiana significativa frente a bacterias y hongos, lo que
sugiere que este tipo de arquitectura molecular posee propiedades bioactivas
intrinsecas. Su presencia en S. ramirezii podria representar un metabolito poco
comun y potencialmente relevante en la actividad antifungica observada contra F.

oxysporum (Bedair et al., 2002).

En conjunto, el perfil fitoquimico del extracto hexanico de hojas de Styrax ramirezii
se caracteriza por una alta proporcion de metabolitos lipofilicos, incluyendo
triterpenos, acidos grasos, cetonas, lactonas, fenoles y alcanos de cadena larga,
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los cuales han sido asociados con mecanismos antifungicos relacionados
principalmente con la alteracion de la integridad de la membrana celular, la
interferencia en la biosintesis de esteroles y la disrupcidn metabdlica. La accion
combinada y potencialmente sinérgica de estos compuestos proporciona una base
quimica que explica la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
observada en los bioensayos, respaldando el potencial antifungico del extracto

hexanico.

8.5 Metabolitos del extracto de acetato de etilo asociados con actividad

antimicrobiana reportada

A partir del analisis por GC-MS del extracto de hoja de Styrax ramirezii disuelto en
acetato de etilo, se identificaron diversos metabolitos secundarios con posibles
implicaciones biologicas. La seleccion de los compuestos descritos a continuacion
se baso tanto en su abundancia relativa dentro del perfil quimico obtenido como en
la existencia de antecedentes cientificos que reportan actividades antimicrobianas
o antifungicas. Esta informacién permite explorar el potencial bioactivo del extracto

y su relevancia frente a patégenos como Fusarium oxysporum.
¢ Fitol

Entre los terpenoides, destaca el fitol, un alcohol diterpénico capaz de inducir estrés
oxidativo, promover la peroxidacion lipidica y causar dafo directo en la membrana
celular fungica, lo que reduce la viabilidad tanto de hifas como de esporas (Lee et
al., 2016).

e Geraniol

De manera complementaria, el geraniol, aunque presente en baja proporcién,
posee una accion multifocal que incluye la alteracion de la membrana plasmatica,
la inhibiciéon de la biosintesis de ergosterol y la fuga de material intracelular,
comprometiendo procesos esenciales como la germinacién y el crecimiento micelial
(Leite et al., 2015).

e Escualeno
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Asimismo, la deteccidn de escualeno, precursor clave en la via de biosintesis de
esteroles, resulta relevante, ya que la interferencia en esta ruta metabdlica provoca
disfunciones estructurales en la membrana fungica, un blanco clasico de

antifungicos de uso comercial (Micera et al., 2020).
o El metil salicilato y la vanillina

Por otro lado, el extracto contiene compuestos aromaticos, heterociclicos y volatiles
que refuerzan su potencial bioactivo. El metil salicilato y la vanillina, junto con otros
metoxifenoles, afectan la permeabilidad de la membrana y el transporte idnico,
ademas de ejercer efectos antifungicos y antivirulencia, lo que contribuye a la

inhibicién del crecimiento micelial (Qiangia et al., 2024; Rios-Lopez et al., 2024).
e 2,3-dihidrobenzofurano

Los derivados benzofuranicos, como el 2,3-dihidrobenzofurano, son reconocidos
por su capacidad para interferir en rutas metabdlicas y dafar proteinas y

membranas esenciales (Koca et al., 2005).
e 2-pentadecanona (6,10,14-trimetil-) y nonanal

Finalmente, compuestos volatiles como la 2-pentadecanona (6,10,14-trimetil-) y el
nonanal pueden interactuar con biomembranas, alterar procesos respiratorios y
generar estrés oxidativo, potenciando el dafo celular fungico (Zhao et al., 2018; Li
et al., 2023).

e 4,.8.12,16-Tetramethylheptadecan-4-olide (lactona macrociclica)

Se identific6 la lactona 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido, un compuesto
alifatico macrociclico cuya presencia resulta particularmente relevante. Las
lactonas de este tipo han sido reportadas en aceites esenciales con actividad

antimicrobiana significativa.

Diversos estudios indican que las lactonas macrociclicas pueden desestabilizar
membranas lipidicas, alterar el transporte idnico e interferir en rutas metabdlicas
esenciales, provocando la inhibicién del crecimiento microbiano. Cabe destacar que
no existen reportes previos de este compuesto en especies del género Styrax, lo
que sugiere un posible hallazgo novedoso con implicaciones en la actividad

antifungica observada contra F. oxysporum (Chen et al., 2011; Liu et al., 2020).
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En sintesis, el perfil fitoquimico del extracto de acetato de etilo de hojas de Styrax
ramirezii revela la presencia de metabolitos con mecanismos de accion
complementarios, principalmente asociados a la alteracion de membranas, la
interferencia en la biosintesis de esteroles y la disrupcion metabdlica celular. Esta
composicién quimica proporciona una base que explica la actividad antifungica
observada frente a Fusarium oxysporum y respalda el potencial del extracto como
una alternativa natural para el manejo de patdgenos fitopatdgenos. En conjunto, los
resultados sugieren que el extracto de acetato de etilo presenta mayor potencia
antifungica en comparacion con el extracto de hexano, lo cual podria atribuirse a la
mayor presencia de compuestos fendlicos y terpenoides con reconocida actividad

antimicrobiana
8.7 Comparacion de perfiles fitoquimicos entre extractos

Los compuestos identificados de manera comun en los extractos hexanico y de
acetato de etilo obtenidos a partir de hojas de Styrax ramirezii incluyeron escualeno,
acidos grasos saturados (acido palmitico, estearico y miristico) y la cetona alifatica
2-pentadecanona, 6,10,14-trimetil-. El analisis por GC/MS revelé diferencias en la
abundancia relativa de estos metabolitos entre ambos extractos, observandose en

general porcentajes mas elevados en el extracto hexanico.

Sin embargo, al considerar el rendimiento de extraccién, se evidencido una
tendencia distinta. El extracto hexanico presenté un rendimiento bajo (1.2%),
mientras que el extracto de acetato de etilo alcanzé un rendimiento
considerablemente mayor (7.5%). Al integrar estos rendimientos en el calculo de la
abundancia expresada como mg por 100 g de material vegetal seco, se observo
que la cantidad absoluta de los compuestos fue superior en el extracto de acetato

de etilo.

Por ejemplo, aunque el escualeno y los acidos grasos mostraron mayores
porcentajes relativos en el extracto hexanico, su recuperacion total desde el
material vegetal fue mayor en el extracto de acetato de etilo. Este comportamiento
sugiere que el acetato de etilo, debido a su polaridad intermedia, permite una
extraccion mas eficiente de metabolitos lipofilicos y semipolares, favoreciendo una

mayor recuperacion global de compuestos bioactivos.
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Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de interpretar los datos de
GC/MS de manera integrada con el rendimiento de extraccion, ya que una mayor
abundancia relativa no necesariamente implica una mayor cantidad real del
compuesto presente en la planta. En este sentido, el extracto de acetato de etilo
representa una fraccion mas rica en términos absolutos, lo que podria explicar su

mayor potencial biolégico observado en los bioensayos.
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IX. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que los extractos de

hojas de Styrax ramirezii presentan actividad antifungica frente a Fusarium

oxysporum, asi como un perfil fitoquimico caracterizado por la presencia de

compuestos con potencial actividad bioldgica, tales como acidos grasos (acido

palmitico, acido linolénico), escualeno, compuestos fendlicos, benzofuranos y otros

metabolitos secundarios identificados mediante GC/MS.

Sin embargo, aunque se evidencio inhibicion del crecimiento micelial mediante el

método de medio envenenado, aun quedan diversas interrogantes que abren

nuevas lineas de investigacion.

Nuevas preguntas de investigacion

¢ Cual de los compuestos identificados son responsables directos de la

actividad antifungica observada?

¢ Existe un efecto sinérgico entre los metabolitos presentes en el extracto

crudo?

¢, Cual es el mecanismo de accion de los compuestos activos sobre la

estructura celular de Fusarium oxysporum?

¢ La actividad antifungica se mantiene en condiciones in vivo o en ensayos

en plantas?

¢ Existen variaciones estacionales en el perfil fitoquimico de Styrax ramirezii

que modifiquen su bioactividad?

Recomendaciones para trabajos posteriores

1.

Realizar fraccionamiento bio-dirigido del extracto para aislar y evaluar

compuestos individuales.

Analizar posibles alteraciones morfolégicas en el micelio mediante

microscopia optica o electronica.
Evaluar la actividad antifungica en sistemas in vivo o en ensayos de campo.
Estudiar posibles efectos fitotoxicos para valorar su aplicacién agricola.
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X. CONCLUSIONES

1. Se establecio un protocolo eficiente y reproducible para la obtencion de
extractos hexanico y de acetato de etilo a partir de hojas de Styrax
ramirezii, adecuados para su caracterizacion fitoquimica y evaluacion
biologica.

2. Los extractos evaluados presentaron actividad antifungica frente a
Fusarium oxysporum, confirmando su efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial mediante el método de medio envenenado.

3. El extracto de acetato de etilo mostré mayor potencia antifungica que el
extracto hexanico, alcanzando inhibicién total a menor concentracion (8
mg/mL) y un valor de EC5, de 3.2 mg/mL, en comparacién con el extracto
hexanico (50 mg/mL; ECs, = 28 mg/mL).

4. El andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS) permitié identificar metabolitos secundarios pertenecientes
a acidos grasos y derivados, terpenos, compuestos fendlicos,
benzofuranos y lactonas, asociados con actividad antifungica.

5. Se identifico la lactona 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido, compuesto
no reportado previamente para el género Styrax, lo que aporta informacion
novedosa sobre el perfil quimico de Styrax ramirezii.

6. La polaridad del solvente influy6 significativamente en la extracciéon de
compuestos bioactivos y en la actividad antifungica observada.

7. En conjunto, los resultados confirman que Styrax ramirezii constituye una
fuente potencial de compuestos naturales con actividad antifungica frente a
Fusarium oxysporum, con posible aplicacion en el manejo sostenible de

hongos fitopatogenos.
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inglés al espafiol, manteniendo el sentido cientifico
original.
Traduccién a otra lengua No No se utiliz6 para la traduccién a otros idiomas.
Revisién y correccion de estilo Si Revisién gramatical, ortogréfica y de estilo del
documento final.
No El analisis de datos se realizé mediante métodos

Analisis de datos 2 e i =
estadisticos y software especializado, sin intervencién

de inteligencia artificial.
Si Apoyo para identificar, organizar y estructurar
informacion bibliografica de caracter general.

Busqueda y organizacion de
informacién

Si Apoyo en la adecuacion del formato de referencias

Formateo de las referencias AL
conforme a normas académicas.

bibliograficas

Goneracibnide contenido No No je _util'izé intelige'nlcia artificial parala lgeperacién
ulfiniedia e imagenes, graficos o material audiovisual.
Otro No No se realizé otro tipo de uso de inteligencia artificial.
Datos del solicitante
Cristina Ayalg Mondragon

Nombre y firma

Vi \
29/01!50% Morelia Michoacan

Lugary fecha
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