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RESUMEN

20 de campo que consistio en recolectar plantas de cultivos afectados por enlermedades fingicas, identilicando in
T0s presentes que posteriormente se aislaron, purificaron e identificaron en laboratorio, logrando identificarse tres
dos. de las cinco cepas utilizadas tres fueron aisladas y dos son cepas proporcionadas por el Departamento de
Fzcultad de Ciencias Quimicas v Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Una vez establecidos los
znos disponibles se procedio a obtener los extractos acuoso y etanolico de 1a planta Xanthosoma robustin. Del etandlico
fquido-liguido. con hexano. clorolormo y acetato de etilo. Posteriormente se realizé un tamizaje [itoquimico a los
tandlico; obteniéndose los siguientes resultados: en el extracto etandlico se detectd la presencia de alecaloides,
nas. antraquinonas, taninos, saponinas. principios amargos. cn el extracto acuoso la presencia de lus mismas familias

: : l6gicas se logrd determinar que si existe un efecto antiliingico de amplio espectro para todos Tos exlractos en
w2 o==s gue van desde 0.5 a 0.125 mg/mL, pero a partir de .05 mg/mL solo el extracto etandlico inhibid el crecimiento de

INTRODUCCION Dada la importancia que representa para la ciencia y para
los agricultores el uso de esle extraclo, se propone la
- funzicidas sintéticos son ampliamente utilizados para investigacidn del perfil fitoquimico y la validacion de su
==-=1 de hongos fitopatdgenos. sin embargo, el uso actividad antifingica de X. robusrum, para la cual, segin la
3 do de estos productos ha originando diversos base de datos NAPRALERT no existe informacidn etnomédica,
s como toxicidad a los nsuarios y dafios al medio actividad biolégica repertada del extracto. ni identificacion de
== ==z por lo gue se deben extremar las precauciones al sus metabolitos secundarios (3-8).
—=- o= A pesar de esto, los fungicidas sintéticos son de uso
=z:=0 2n Guatemala (1). Por 1o tanto, cs indispensable comprobar la actividad,
identificar el extracto que presenta la actividad asi como la familia
“oiz esta situacion, una alternativa prometedora es cl uso de metabolitos secundarios presentes en dicho extracto por
- ——-<uctos naturales derivados de las plantas para ¢l control métodos de tamizaje fitoquimice. restringiendo el estudio
- =-=zos fitopatdgenos. Existe informacidn de cerca de 400 tnicamente a la determinacion de la actividad antifiingica.
= —=c 2= de plantas con propiedad fungicida y se estima que esta
— - =dad se presenta frecuentemente en algunas familias de Aislamiento, purificacidn e identificacién de hongos
S 1os sccundarios, Por ejemplo, en plantas con actividad fitopatogenos

a. se han sugerido que algunos compuestos bioactivos
s en los extractos o aceites esenciales, como responsables

= : Esterilizacion completa de todo el material a utilizar.
2 actividad (2-3).

Preparacion de soluciones para tratar la superficic del tejido
infectado, con el fin de eliminar o reducir notablemente los
ontaminantes de superficie: solucién de hipoclorito de sodio al
J75%, Tos tejidos deben secarse con un trozo de papel estéril
cuando sean tratados con las dos primeras solucioncs y pasarse
por tres cambios de agua estéril (9),

Actualmente en el interior del pais. los agricultores utilizan &
racto acueso del tubéreulo de Xanthesoma robustun como 5
ida de amplio espectro (presentando caracteristicas
cidas, nematicidas y fungicidas) al rociarlo en plantaciones
2= culiivos de café, tomate, chile. maiz, etc. (4],
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Preparacién de medios de cultivo en el que se desarrollan
los hongos y bacterias patégenos. Agar Papa Dextrosa y
Sabouraud.

Aislamiento del patogeno de las hojas

El método para aislar a los patégenos de las hojas inlectadas
consisle cn seleccionar varios corles pequefios de 5 a 10 mm® a
partir del borde de la lesidn infectada, a fin de que contenga tejidos
enfermos y tejidos al parecer sanos. Esos cortes se colocan en
una de las soluciones esterilizantes de superficie, a fin de que
cada uno de ellos se esterilice (a nivel de superficie) a difercntes
tiempos. Algunos de los cortes depositados en el esterilizante de
superficie durante periodos intermedios permitivin que solo el
patdgeno se desarrolle y forme colonias puras en el cultivo. ya
que sc¢ ha permitido que el esterilizante actué el tiempo suficiente
para destruir a todos los contaminantes de superficie. pero no cl
tiempo necesario para destruir al patdgeno. Y para terminar de
purificar la cepa s¢ cambia de caja hasta lograrlo (10).

Obtencion del material vegetal a analizar

Tubéreulo de X, robustum (Quequesque), proporcionado por
FUNDEBASE en fresco y clasificado por el Ing. Mario Veliz del
Herbario BIGU de la Facultad de CCQQ vy Farmacia (11-14).

Obtencion del extracto acuoso

Se procede a pelar ¥ picar ¢l tubérculo en pequefas
porciones, se pesa una cantidad conocida y sc deja en un recipiente
cerrado con una cantidad de agua determinada, durante cuatro a
cinco dias para una extraccidn efectiva {maceracién). Lo anterior
coincide con el método empirico utilizado por los agricultores en
el campo.

Obtencion del extracto madre

El material vegetal seco y molido se coloca en un percolador
de vidrio v se le agrcgan disolventes cn orden decrcciente de
polaridad (hexano. cloroformo y etanol al 80%). Cada uno de
los disolventes se agrega en tres porciones sucesivas de 1L cada
una (pueden scr hasta cinco, dependiendo de la intensidad del
color de las [racciones exiraidas), Entre cada porcién se deja
reposar ¢l disolvente por una noche, luego se recolecta v se
unifican todas las fracciones.

Concentracion del extracto madre
Sc obtienen como minimo 3L de cxtracto madre, los cuales

se concentran en rotavapor & una temperatura no mayor de 55'C
hasta llegar a una consistencia pastosa.
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Cromatografia en capa fina

Todas las fracciones obtenidas se analizan por cromatografia
en capa lina utilizando dos dilerentes fases moviles:
butanol:agua:dcido acético (60:25:15) v clorolormo:metanol:agua
(80:18:2) para determinar cuales son las que pueden unirse.

Realizacion de bioensayos

Las fracciones obtenidas de los extractos se concentran
nuevamentec en rotavapor y se llevan a una consistencia pastosa,
se anota el peso de cada una y se prueba su actividad antifiingica
contra las especies de hongos aislados e identificados. En esta
parte se determinard cual de los extractos obtenidas presenta
mayor actividad, es decir contra todas o el mayor nimero de
especies de hongos en estudio.

Medio de cultivo para hongos [(lamentosos,

Preparar tubos con 13.5 mL de agar Sabouraud, esterilizar,
dejar enfriar a 50"C y agregar 1.5 mL del extracto de la planta a
probar (dilucién 1:100). Agitar. La concentracidn final que se
tienc es de 1 mg/mL. Verter en cajas de petri estériles, dejar
solidificar e incubar a 36°C durante 24 horas para chequear
esterilidad. Guardar en refrigeracién hasta el momento de su
uso.

Preparacidn del inoculo fingico

Preparar medio de Takashio (Sabouraud modificado para
produccién de esporas) con 0.6 g de dextrosa, 0.3 g de NSO, 0.3
g de KH,PO,, 0.3 g de Peptona y 0.6 g de agar-agar, Agregarlo a
300 mL de agua, disolver. verter 10 mL en tubos con tapén de rosca.
esterilizar en autoclave v dejar solidificar con el mayor declive
posible. Incubar 48 horas a 25°C para descartar contaminacion.
Sembrar en este medio los hongos a ensayar e incubar a 27°C durante
21 dias hasta obtener un crecimiento homogéneo. Agregar a cada
tubo 2 mL de agua destilada estéril y desprender el hongo con ayuda
de una varilla. Trasvasar el material obtenido a viales con tapa de
rosca, Agitar un minute en vortex y hacer un conteo de esporas en
cdmara de Neubauer. Llevarla suspension a 100 esporas/ml = 1x 10
esp/mL (aproximadamente 10 esporas/cuadrante) y almacenar en
viales cstériles en refrigeracion.

Inoculacion de hongos lilamentosos

Se abren cuatro agujeros en las cajas con agar-planta, con
campanillas de Durham de 5 mm de didmetro en [orma
cquidistante. Tomar 30 mL de la suspension de csporas y
depositar en los agujeros. Incubar a 27C"C por 14 dias. Hacer
cuatro repeticiones en la misma forma, usar una caja con agar

Sabouraud como control negativo.
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Lectura ¢ interpretacidn de resultados

Medir el didmetro de la colonia del hongo en mm. Caleularel
porcentaje de inhibicién, comparando el didgmetro contra el de las
colonias en las cajas control. Tomar como positivos los exiractos
que reducen el didmetro de la colonia en un 75%. (Figura 1).

Figura 1: Tamizaje antifingico,

Tamizaje fitoquimico

Para la determinacidn de metabolitos secundarios presentes
en los extractos etandlico y acuoso, se utilizé cromatografia en
capa lina.

RESULTADOS
Aislamiento de hongos fitopatogenos

Cultivos infectados de los cuales se aislaron los hongos
fitopatégenos: café, tomate, chile, maiz. Los cultives fucron
seleccionados al azar, v se encuentran en la aldea Tzalpetei, San
Antonio Palopd, Solold, Guatemnala, 1800 msnm. Sc lograron
aislar 37 diferentes microorganismos.

Purificacién de hongos fitopatégenos

En ¢l proceso de purificacion sc trabajaron Gnicamente 20
cepas. Sc descartaron las cepas que presentaban impurezas como
otros hongos, bacterias, dcaros, eic.

Identificacion de hongos fitopatogenos

Se realizd una identificacion de campo in sitie a los hongos
que se encontraban afectando las plantas que se colectaron, los
cuales fueron: Fumagina, Cercospora, Cenicilla,
Helmintosporium, Tizén, Phytophtora, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Phoma, Antracnosis. (13)

Los anteriores fueron identificados por el Ing. Agrénomo
Edil Rodriguez de 1a Faculiad de Agronomia de 1a Universidad
de San Carlos de Guatemala. De las 20 cepas de hongos
fitopatdgenos aisladas se lograron identificar las cepas de
Fusarium sp. Aspergillus*, Coletotricum, Mucor sp, Penicillium®,

* Cepas “estandar” incluidas para los biocnsayos {proporcionadas
por ¢l Departamento de Microbiologia). Todas las cepas se
someticron a cultive en placa para identificacidn.

Preparacidn de soluciones de esporas

Se sembraron los hongos cn un medio pobre en nutrientes
(Takashio) para inducir esporulacidn. Se prepararon soluciones
de esporas de cada una de las cepas hasta una concentracion de
100 esporas/uL.

Obtencion de extractos
Extracto acnoso

Se pesaron 2,200 g de material vegetal crudo, en 3.7 L de
agua, después del proceso de percolacidn v filtrado se sometié el
extracto a liofilizacién del cual se obluvieron 31.18 g de extracto
4cuoso,

Extracto etandlico

Se pesaron 400 g de material vegetal seco, en 2.5 L de elanol,
después del proceso de percolacién y [iltrado se somelio el
extracto a reconcentracion en rotavapor, del cual se obtuvieron
30.2 g de exiracto ctandlico seco.

Particidn por disolventes

A partir del extracto etandlico. se realizaron las extracciones
liguido-l1fquido con los siguientes disolventes: hexano,
cloroformo y acctato de ctilo. Se eliminaron los disolventes y
los extractos se dejaron en una desecadora para eliminar la mayor
cantidad de disolvente.

Tamizaje fitoquimico

Se determind presencia o auscncia de metabolitos
secundarios por cromatografia en capa fina a los extractos acuoso
v etandlico, segiin fuentes de bases de datos consultadas no existia

informacion al respecto, para el X. robustum.

Tabla 1: Tamizaje fitoquimico

Metabolito Extracto Extracto
Secundario Acuoso Etandlico
Alcaloides + +
Flavonoides - +
Cumarinas + +
Antraquinonas + +
Taninos + +
Saponinas + +
Principios amargos - +

+ Presencia de metabolito secundario
- ausencia de metabolito secundario
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Una porcidn de material vegetal seco se sometid a andlisis
de determinacidon de aceites esenciales, por el método de
hidrodestilacion Neoclevenger, obteniendo como resultado
presencia de aceite esencial pero en una cantidad minima (no
cuantificable). No se logrd cuantificar azufre y glicésidos
Clanogénicos.

Tabla 2. Extracto acuoso

Concentraciones utilizadas de los
extractos®

Control 0.5 0.25 0.125 0.05 0.025
Fusarium - + + - - -
Aspergilius - + + + - -
Coletotricum - + + + - -
Mucor - + + + + -
Penicillium - + + - - -

{+) Inhube: Se observa un electo de reduccidn del didmetro en un 735
comparando con el control. # Concentracidn en mg/mL

Tabla 3. Extracto etandlico

Concentraciones utilizadas de los

extractos®
Control 0.5 0.25 0.125 0.05 0.025
Fusarium - + + i + =
Aspergiliuy - + 1 k1 + )
Coletotricum = + + + _ -
Mucor - + + + + -
Penicillium s + + + + -

(+) Inhibe: Se observa un efecto de reduccidn del didmetro en un 73%
comparado con el control.
* Concentracién en mg/mlL

Tabla 4. Extracto hexanico

Concentraciones utilizadas de los

extractos®
Control 0.5 0.25  0.125 0.05 0.025
Aspergillus = e + + 5 £
Coletotricum - + - + - o
Mucor - + + + . -
Penicillium - + + z _ s

(+) Inhibe: Se observa un efecto de reduceion del didmetro en un 75%
comparado con el control.
* Concentracion en mg/mL
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Tabla 5. Extracto cloroformico

Concentraciones utilizadas de los
extractos™
Control 0.5 0.25 0.125 0.05 0.025

Fusarium = % + & = =
Aspergillus = + ¥ + + =
Coletotricum 5 4 g i " .
Miucor . + s rd - _
Penicillivm ~ + i 4 _ _

{+) Inhibe: Se observa un electo de Ieduccion del diAmetro en un /3%
comparado con el control
# Concentracidn en mg/mlL

Tabla 6. Extracto acetato de etilo

Concentraciones utilizadas de los
extractos™
Control 0.5 0.25 0.125 0.05 0.025

Fusarium - + + Y = _
Aspergilius - + + + + ;
Coletotricum - + + i - _
Mucor - + + + = =
Penicillivm - + + - = 2

(+} Inhibe: Se observa un efecto de reduccidn del didmetroen un 75%
comparado con el control.
* Concentracion en mg/mL

CONCLUSIONES

Las cepas de hongos aisladas, purificadas e identificadas son
Mucor sp., Fusarium sp., v Coletotricum.

Se determind la presencia de los sigujentes familias de
metabolitos secundarios en el extracto etandlico alcaloides,
flavoncides. cumarinas, antraquinonas, taninos, saponinas,
principios amargos, log mismos se determinaron en el extracto
acuoso con excepeion de flavonoides v principios amargos.

Las familias de metabolitos secundarios presentes en X,
robustum que segin la literatura tienen potencial de actividad
fungicida son las antraquinonas vy los flavonoides.

Todos los extractos presentan inhibicion en el crecimiento de
hongos fitopatdgenos hasta una concentracién de 0.125 mg/mlL.
por debajo de 1a cual ya no hay actividad fungicida,

El extracto ctandlico fue el que presentd mayor porcentaje de
inhibicidn v amplio espectro contra hongos a una menor

S

concentracion (0.05 ma/mL).

Por ¢l método de hidrodestilacidn Neoclevenger se
determiné que el tubéreulo de X. robustum posee aceile esencial
pero en cantidades no cuantificables.
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