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Resumen

El estudio consistié en evaluar in vitro la actividad antifingica del extracto de hoja
de Melia azederach L sobre aislados de hongos del género Colletotrichum sp,
causante de la enfermedad de la antracnosis en el cultivo del fiame en el
departamento de Sucre, Colombia. Fueron obtenidos extractos totales en etanol a
partir de hojas secas de M. azederach mediante el método de extraccion por
Soxhlet y a partir del extracto total, se prepararon fraccionamientos liquido-liquido
con éter de petréleo (E. petrol) y acetato de etilo (AcOEt). Del extracto total
etandlico y las dos fracciones se prepararon diferentes concentraciones (ppm) y
su actividad fue evaluada in vitro sobre 4 aislados de Colletotrichum sp. Los
aislados que mostraron mayor susceptibilidad a los extractos fueron C040 y C853
con respecto a C279 y C507 quienes presentaron resistencia a la actividad del
extracto. Se observd mayor actividad antifangica con el extracto total etandlico, y
la fraccion acetato de etilo a partir de 50 ppm. El screening fitoquimico realizado
en M. azederach, indic6 presencia de metabolitos secundarios tipo terpenos/
esteroles, alcaloides, saponinas, taninos y antocianinas. Este es el primer
preliminar que se tiene en Colombia sobre el efecto in vitro del extracto vegetal de
esta especie de planta sobre el crecimientos de aislados de hongos del genero
Colletotrichum sp causante de la enfermedad de antracnosis en el cultivo de
flame en regiones Caribefias de Colombia.
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Abstract

The study was to evaluate in vitro antifungal activity of leaf extract of Melia
azedarach L on fungi isolated from Colletotrichum sp, which causes anthracnose
disease of yam cultivation in the department of Sucre, Colombia. Total extracts
were obtained in ethanol from the dried leaves of M. azederach by Soxhlet
extraction method and from the extracts, were prepared with liquid-liquid splits light
petroleum (E. petrol) and ethyl acetate (AcOEt). Total ethanolic extract and two
fractions were prepared different concentrations (ppm) and its activity was
evaluated in vitro in 4 isolates of Colletotrichum sp. Isolates that showed increased
susceptibility to the extracts were C040 and C853 compared to C279 and C507
who were resistant to the activity of the extract. Greater antifungal activity was
observed in total ethanol extract and ethyl acetate fraction from 50 ppm. The
phytochemical screening performed in M, azederach, indicated the presence of
secondary metabolites such terpenes/sterols, alkaloids, saponins, tannins and
anthocyanins. This is the first draft you have in Colombia on the in vitro effect of
plant extract of this plant species on the growth of fungi isolated from the genus
Colletotrichum sp causing anthracnose disease of yam cultivation in the Colombian
Caribbean region.

Key words: extract, fungy, anthracnose, yam.
Introduccién

Aungue en los ultimos afios, son notables los adelantos cientificos respecto al
desarrollo de programas de prevencion y tratamiento de las enfermedades
fungicas en cultivos comerciales, estas siguen amenazando plantaciones en
diferentes regiones del mundo y disminuyendo la produccién de alimento sustento
de millones de personas a nivel mundial. El enfoque agricola basado en las
crecientes demandas de productos naturales esta directamente relacionado con la
dinAmica de crecimiento del comercio agropecuario internacional, elemento
determinante para el futuro de la agricultura en nuestro pais.

Dioscorea sp se encuentra dentro de las especies vegetales que se cultivan
tradicionalmente en Colombia, el fiame dejo de ser utilizado, solamente para el
abastecimiento del mercado local, pues constituye un alimento basico para la
economia campesina de la Costa Atlantica, para convertirse en un cultivo de
exportacion.En los afios de 1989 fueron sembradas aproximadamente 25.000
hectareas de fiame; sin embargo, la produccion se vio drasticamente afectada por
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una infeccion masiva del hongo Colletotrichum sp causante de la antracnosis
(Pérez et al., 2003), ocasionando la reduccién del &rea sembrada, que en 1990
llegd a mil hectareas. La alta incidencia de la antracnosis en la Costa Atlantica
colombiana ha afectado drasticamente la produccion llegando a ocasionar
pérdidas hasta en un 85% (GREEN et al., 2000; CERON et al., 2006).

El uso indiscriminado de sustancias desarrolladas sintéticamente para el control
de patdgenos ha ocasionado la induccion de resistencia de algunos
microorganismos, causando efectos importantes en muchos otros cultivos;
ademas, del efecto toxicolégico sobre animales, humanos y organismos en los
diferentes ecosistemas. Por otro lado, el alto costo de los plaguicidas y el
desarrollo de resistencias han obligado a los investigadores a buscar nuevos
ingredientes activos biodegradables, para la implementacion de medidas de
manejo con menor impacto ambiental y econémico, pero con un efecto similar o
mayor al utilizado en el control de plagas (QUINTERO et al., 2001). El
departamento de Sucre, Colombia, cuenta con una gran diversidad de especies
vegetales en diferentes nichos ecoldgicos, de las cuales se desconoce su
potencial farmacolégico. Muchas de estas especies son nativas y aun existe
escasa informacion sobre su posible potencial biolégico en la inhibicion de
fitopatdgenos, en especial, el hongo que causa la enfermedad de la antracnosis
en el cultivo del fiame. Tomando como referencia la problematica descrita, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar in vitro la actividad antifingica de
extractos de hojas de Melia azederach L. sobre aislados de hongos del género
Colletotrichum, causante de la antracnosis en el cultivo del fiame en el
departamento de Sucre, Colombia.

Materiales y métodos

Hojas frescas de Melia azederach L. fueron colectadas en el municipio de
Sincelejo departamento de Sucre, Colombia. Las muestras fueron divididas en
tres partes: Una para envio al herbario Nacional de Colombia para su respectiva
identificacion taxondmica, otra para determinacion de metabolitos secundarios y

la ultima para la obtencion del extracto total etandlico.

Para la obtenciébn del extracto vegetal, las hojas previamente secadas a
temperatura ambiente por 8 dias, fueron fraccionadas para iniciar el proceso de
extraccion. 1000 g de material vegetal se sometieron a una extraccion con etanol
al 97% en equipo Soxhlet a 60 °C-80 °C durante 6 horas, el cual se concentré en
un rotaevaporador a 60 °C al vacio hasta obtener el extracto seco (GUALTIERI et
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al., 2008). Después de obtener el extracto etandlico se realizdé un fraccionamiento
liquido-liquido con éter de petrdleo (E. petrol) y acetato de etilo (AcOEt),
obteniéndose asi las fracciones de E.petrol y AcOEt (AVILA et al., 2006). Para
evaluar la actividad antifangica, del extracto etandlico total seco y sus diferentes
fracciones fueron diluidas con dimetilsulfoxido para preparar concentraciones de 1

ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm y 100 ppm.

Aislados del hongo del género Colletotrichum de la coleccion del laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Sucre, fueron previamente activados y
purificados en medio PDA y utilizados para su evaluacion antifangica in vitro con
extractos de hojas de M. azederach L. Para la prueba de actividad inhibitoria se
utilizé el método de siembra directa con crecimiento puro de cada aislado. Se
realizaron siembras individuales, utilizando aproximadamente 5 mm x 5 mm de
area de crecimiento (PEREZ et al., 2010 en prensa), el cual fue inoculado sobre la

superficie del medio papa dextrosa agar (PDA), en ambiente aséptico.

A cada aislado purificado de los hongos en PDA, se les adicion6 50 pl del extracto
total etandlico y las dos fracciones (E.petrol y AcOEt) a diferentes concentraciones
(1, 25, 50, 75 y 100 ppm) por separado. Se utilizé un control positivo con nistatina
(4 mg/mL) y un testigo absoluto sin ningun tipo de tratamiento. Los ensayos fueron
incubados a 30°C por 7 dias. La actividad antifungica se evalu6 midiendo el
crecimiento radial de cada aislado. El resultado se interpreté como porcentaje de
indice de antifungico (indice de inhibicién) el cual se determind mediante la
siguiente formula: indice antifingico (%)=(1-D4/Dp) X 100 (ZHANYONG GUO et al.,
2007). Para determinar la eficiencia de cada extracto, se compard el indice
antifiingico del extracto total etandlico y el de las fracciones con el control positivo.
La comprobacién de los diferentes tipos metabolitos secundarios presentes en los
extracto de la especie vegetal, se realiz6 mediante pruebas de coloracion y
reacciones estandarizadas que indicaron la presencia de compuestos quimicos
especificos (CONTRERAS y CORTEZ, 2007).

Para correlacionar de la actividad antifungica (indice antifungico) del extracto de

hojas de M. azederach en funcién a las variables fraccién, concentracion y
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aislados, se realizé6 un ANOVA multifactorial. Se hicieron varias pruebas y graficas
para determinar qué factores tuvieron efectos estadisticamente significativos sobre
el indice de inhibicién. Fue evaluada la significancia de las interacciones entre los
factores, las cuales se evidenciaron a partir de los resultados de las pruebas-f
obtenida mediante ANOVA, lo que permitié identificar los factores de mayor
significancia. Los analisis fueron realizados mediante el programa estadistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).

Resultados

La especie vegetal utilizada en el presente estudio fue identificada como Melia
azederach L, de la familia Meliaceae (nUmero voucher 546006). En la Fig. 1, se
observa las caracteristicas culturales y microscopicas de los aislados de hongos

del género Colletotrichum sp en medio PDA, analizados en el presente estudio.

Figura 1. Caracteristicas culturales y microscépicas de los 4 aislados de hongos
del género Colletotrichum sp BVC: Laboratorio Biotecnologia vegetal aislado
Colletotrichum.

La Tabla 1, muestra el analisis multifactorial para la actividad antifingica (indice

de inhibicion en porcentaje) de M. azederach en funcién a las variables fracciones,
concentracion (ppm) y aislados. Los resultados indican que existe diferencias
significativas (p value=0.0000) entre la actividad inhibitoria del extracto de M.

azederach en funcion a las variables evaluadas.
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Para visualizar los resultados de significancia obtenido en la tabla 1, se realizaron
graficos de boxplot. La Fg. 2, muestra el resultado grafico entre indice antifungico
del extracto de hoja de M. azederach en funcion a extracto total etandlico y las
fracciones acetato de etilo y etanol. Se observa que el extracto total de etanol y
acetato de etilo mostraron la mayor actividad antifUngica en comparacion a la

fraccion de éter de petréleo.

Tabla 1. Resultados de ANOVA multifactorial del indice de antifiingico (%) de M.
azederach en funcién a fraccion, concentracion en ppm y aislados de hongos del género
Colletotrichum sp.

Fuente Suma de gl Cuadrado Medio Raz6n-F  Valor-P
Cuadrados

Efectos Principales

Fraccion 6214.32 2 3107.16 12.94 0.0000™
Concentracién en ppm 14314.8 4 3578.69 14.90 0.0000™
Aislados de C. sp 8389.73 3 2796.58 11.65 0.0000™"
Residuos 40818.0 170 240.106

Total (corregido) 69772.7 179

***. Altamente significativo al 95% del nivel de confianza
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Figura 2. Resultado grafico de boxplot entre indice antifungico (%) de las hoja de M.
azederach funcién al extracto total etandlico (etanol) y las fracciones acetato de etilo
(Acoet) y éter de petroleo (E.petrol).
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Los resultados del grafico de boxplot observados en la Fig. 3, muestran diferencias
altamente significativas (p value=0000) entre actividad antifingica del extracto de
hojas de M. azederach con respecto a la concentracion, observandose mayor

inhibicién a partir de la concentraciones de 50 ppm.
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Figura 3. Resultados de grafico de boxplot de indice de inhibicién en funcion a
concentracion en ppm del extracto de hoja de M. azederach.

En la Fig. 4, se muestran los resultados del grafico de boxplot del indice de
inhibicién de M. azederach sobre los diferentes aislados de hongos analizados. En
ella se aprecia mayor actividad antifingica para los aislados C040 y C853 con
relacion a C279 y C507 que tuvieron resistencia a la accion del extracto de esta

especie de vegetal.
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Figura 4. Resultados de grafico de bgxplo.de indice de inhibicion del extracto de hoja de
M. azederach en funcion de aislados de hongos del género Colletotrichum sp (40, 279,
507 y 853).
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Los resultados de la prueba de tukey (Fig. 5), no muestra diferencia significativa
a partir de la concentracion de 50 ppm para M. azederach en relacién al control
positivo con nistatina (4 mg/mL), es decir que con estas concentraciones el

extracto obtuvo una actividad antifungica igual al control quimico con nistatina.

Los ensayos de caracterizacion cualitativa o screening fitoquimico realizado al
extracto en etanol de las hojas frescas de M. azederach (Tabla 2) permitié
determinar la presencia de metabdlitos secundarios tipo alcaloide,
terpenos/esteroles, saponinas, taninos y antocianina; la deteccion de estos
compuestos coinciden con lo reportado dentro de la fitoquimica de las especies
(DE ARAUJO et al., 2009).

PRUEBA DE TUKEY

120%
100%
80%
60%

40%

% DE INHIBICION

20%

0% —— —
50 ppm 75 ppm 100 ppm Nistatina 4mg/ml

‘- M.azederach 100% 100% 100% 100%

Figura 5. Prueba de Tukey para la actividad antifingica de los extractos de hojas
de M. azederach a concentraciones de 50, 75 y 100 ppm con relacién al control

quimico con nistatina.
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Tabla 2. Resultados de screen fitoquimico de hojas de extracto total etandlico de
M. azederach.

Metabolitos secundario Reactivo/prueba M. azederach
Terpenos/ esteroles Liebermann-Burchard +
Quinonas Borntrager -
Flavonoides Shinoda -
Saponinas Agitacion vigorosa +
Taninos Gelatina-sal +
Antocianinas Rosenheim +
Erlyc -
Alcaloides Wagner +
Hager +
Dragendorff +

Discusién

Los mecanismos de accion de estos compuestos organicos producidos por las
plantas son variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles se atribuye a la
oxidacion de compuestos; los terpenos estan involucrados en el rompimiento de la
membrana a través de los compuestos lipofilicos; se ha postulado que los
alcaloides se intercalan en la doble cadena del ADN o pueden penetrar la
membrana plasméatica combinandola y precipitando las proteinas protoplasmaticas
y desnaturalizandolas (BORBOA-FLORES et al., 2010). Asi mismo las lectinas y
polipétidos pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana (BORBOA-
FLORES et al., 2010).

En relacion a la determinacion de metabdlitos secundarios en los extractos del
propéleos proveniente de 3 especies vegetal, se detectd la presencia de
compuestos flavonoides, alcaloides y taninos. La presencia de tales compuestos
en el propoleos utilizado en este estudio, podria explicar en parte la accion
antifngica que el extracto de estos mismos ejercio en el control de Colletotrichum
gloeosporioides, en cuanto a que el efecto antimicotico sobre el crecimiento de C.
lindemuthianum puede ser atribuido a la presencia de compuestos fendlicos

encontrados en los extractos usados en esa investigacion (OBASA et al., (2007).
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La nistatina, mostr6 ser un buen control positivo en todos los ensayos, sin
embargo al comparar estos resultados con los tratamientos evaluados, se puede
evidenciar que algunas de las concentraciones utilizadas (50, 75 y 100 ppm)
mostraron los mismos efectos de inhibicion sobre algunos aislados, lo cual
representa una alternativa eficaz para disminuir la infeccion del hongo
Colletotrichum. EI dimetilsulfoxido utilizado para preparar las concentraciones del
extracto etandlico total y las fracciones no presentd ningun tipo de interferencia en
los resultados obtenidos, puesto que no mostré actividad inhibitoria en los
ensayos, de tal manera que los efectos inhibitorios se le atribuyen directamente a

los extractos.

Aun sin existir estudios similares en Colombia de la actividad antifungica del
extracto de M. azederach sobre especies de hongos que causan la antracnosis en
el cultivo del fiame en la region Caribe, los resultados de este preliminar indican
que los posibles responsables del efecto antifangico del extracto y sus fracciones
puedan deberse a los metabolitos secundarios presentes en la planta tales como:
alcaloides, saponina, taninos y antocianinas. Compuestos como los limonoides
(azadiractina), pertenecientes al grupo de los tetranotriterpenos obtenidos a partir
de M. azederach han demostrado una amplia actividad insecticida, antitumorales,
bactericidas, antivirales y antifingicos, lo que sugiere su papel en la defensa de la
planta contra ciertos microorganismos (DE ARAUJO et al., 2009). Otros estudios
han planteado que el extracto etandlico obtenido de frutos maduros de M.
azederach, presentaron actividad fungistatica y fungicida para los hongos
patégenos Candida albicans, Aspergillus flavus y Microsporum canis (DE ARAUJO
et al., 2009).

Sin embargo se hace necesario continuar con estudios fitoquimico vy
espectroscopicos mas detallados que permitan determinar los principales
compuestos responsables de la actividad antifangica presente en las fracciones de
acetato de etilo y etandlica de las hojas secas de Melia azederach L. Ademas se
debe evaluar otras partes de la planta como los frutos y flores para determinar si

tienen actividad antifingica sobre estos hongos y otros causantes de
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enfermedades de interés agricola. Asi mismo se proyecta a mediano plazo realizar
estudios en campo para evaluar los efectos inhibitorios obtenidos de Melia
azederach L sobre las especies de Colletotrichum causante de la antracnosis en el

cultivo del fiame en condiciones del Caribe Colombiano.
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