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Resumen

El género Salvia, perteneciente a la familia Lamiaceae, ha sido utilizado desde la
antigtiedad, destacando sus propiedades medicinales gracias a la diversidad de metabolitos
secundarios que se encuentran en las especies de este género. Salvia sessei se encuentra en 10
estados del pais, en los cuales solo tiene un uso ornamental; en una de las areas de
distribucion, localizada en Valle de Bravo, Estado de México, la especie no presenta signos
de infecciones o herbivoria, como algunas de las plantas de su entorno, lo que sugeria su

capacidad de resistencia a estas presiones.

La busqueda de sustancias, como los extractos vegetales, para tratar infecciones en la
plantas por hongos fitopatogenos ha ido en aumento porque, actualmente, los fungicidas
tienen un impacto grave en el ambiente y en la salud de las personas. Es por ello que se
probaron, mediante la realizacion de un bioensayo en placas de medio PDA, los extractos
acetonicos de tallos, hojas y flores de S. sessei contra cuatro especies de fitopatogenos: dos
hongos, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum; y dos oomicetos, Phytophthora capsici y
Pythium aphanidermatum. Basado en los resultados del bioensayo, se buscaron, mediante
técnicas cromatograficas, los compuestos responsables de la actividad inhibitoria contra
los fitopatogenos del extracto de hojas, identificando a la sesseina como el principal

compuesto responsable de la inhibicion.

Con los resultados obtenidos, se concluy6 que el extracto de hojas de S. sessei y la sesseina
son una opcion viable para el tratamiento de infecciones causadas por estos fungoides,
presentando una mejor inhibicion contra P. aphanidermatum. Para los otros fitopatogenos,
los resultados son optimos y estan dentro del rango de los obtenidos en otros estudios
publicados. Finalmente, este trabajo es uno de los pocos reportes donde se prueba la

capacidad antifangica de una especie del género Salvia contra este tipo de patogenos.
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Capitulo 1. Introduccion

Desde la aparicion del ser humano, la plantas tienen una gran importancia vital, gracias a
éstas pueden satisfacer y completar distintas funciones en su desarrollo (Marquez et al.,
2013), destacando su utilidad como alimento, material para construir herramientas y

refugios, asi como el tratamiento y prevencion de enfermedades o parasitos.

Actualmente, solo alrededor de 1000 especies en el mundo son de importancia econdmica
(Marquez et al., 2013). Es por ello que en los tltimos afos se ha incrementado el estudio de
éstas y en general de la flora vascular, desde el punto de vista taxonomico, fisiologico, de

caracterizacion quimica y de sus propiedades, contribuyendo al conocimiento cientifico.

1.1. Familia Lamiaceae

México posee una gran riqueza floristica, la cual es considerada como una de las mas
variadas y complejas del planeta, siendo Lamiaceae una de las familias mas diversas e
importantes (Villasefior, 2016), en la cual se pueden encontrar una gran variedad de plantas
perennes y hierbas anuales, que han sido ampliamente utilizadas desde hace cientos de

anos, como condimentos, ornamentales y para la obtencion de aceites esenciales, atiles en



la industria cosmética y de perfumes. También tienen un gran interés farmacéutico, por su
amplia utilizacion en la medicina tradicional debido a sus propiedades antimicrobianas y

antifangicas (Waller et al, 2017).

La familia Lamiaceae esta posicionada en el octavo lugar de diversidad en el pais y posee un

endemismo del 65.82%; los géneros mejor representados son: Salvia, Scutellaria, Stachys e

Hyptis (Martinez et al., 2013).

1.2. Género Salvia

El género Salvia se encuentra distribuido en el Mediterraneo, el sur de Asia, Sudafrica,
América Central y Sudamérica (Topcu, 2006; Pool y Knapp, 2012), crece desde el nivel del
mar hasta una altura de 3,400 msnm y se encuentra adaptado a climas templados, aunque
algunas especies se han encontrado en habitats con temperaturas hasta de 38°C (Clebsch,
2008). La mayoria de las especies americanas pertenecen al subgénero Calosphace que es el
mas diverso del pais, representado con 306 especies, de las cuales 236 son endémicas

(Martinez et al., 2017).

Su nombre proviene del latin salvus cuyo significado es salvo, intacto o seguro (Martinez et
al, 2013) y de salvare que significa sanar (Clebsch, 2008). Ambos significados hacen alusion

al uso medicinal que se le ha dado a este género durante cientos de afos.



Este género ademas de su uso alimenticio y cosmético, tiene un amplio rango de actividades
biologicas, destacando como antibacterial (Bisio et al, 2015), antioxidante, antiviral,
citotoxica, antitumoral, antifingica y como tratamiento para enfermedades
cardiovasculares, cerebrales, artritis, diabetes (Medjahed et al, 2016), tuberculosis,

bronquitis y desordenes menstruales (Topgu, 2006).

Topcu (2006) reporta que los principales metabolitos secundarios del género son
terpenoides y flavonoides. En las partes aéreas, sobretodo hojas y flores, se encuentran
flavonoides, monoterpenos, diterpenos y triterpenos, los cuales también pueden ser

encontrados en las raices.

1.3. Salvia sessei

Comunmente conocida como Ocotillo, esta especie pertenece a la seccion Erythrostachys del
subgénero Calosphace, se caracteriza por ser un arbusto perenne con tallo lenoso y con

floracion anual entre verano y otonio (Clebsch, 2008) (Figura 1).

Basado en la descripcion de Epling (1939) y Ahlenslager (1984), posee un tamafio de 4 a 5
metros de altura con tallos recubiertos de tricomas. Las hojas son de color verde claro,
pubescentes, con forma ovada-acuminada, poseen un margen aserrado y tienen un tamano
de 4 a 13 cm de largo por 2 a 7 cm de ancho y. Las inflorescencias son paniculas, de 12.7 cm
de largo, compuestas de flores con un caliz de color rojo, de 1 a 2 cm de largo, por1a 1.7 cm

de ancho y presenta tricomas que son mas finos que los del tallo y de las hojas; la flor es



bilabiada, del mismo color que el caliz, y tiene un tamano de 3.9 a 8.2 cm, incluyendo el

tubo de la corola, el labio superior y el inferior.

Esta especie encuentra distribuida en Colima, Ciudad de México, Guerrero, Jalisco, Estado
de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla y Tamaulipas (Villasenor, 2016), también

se ha colectado en Guatemala (Ahlenslager, 1984). Crece desde los 200 hasta los 2100

msnm, en bosques de pino y mesofilo de montana (Clebsch, 2008; Lopez-Pérez et al., 2011).

Salvia sessei fue colectada por primera vez por Don Martin de Sessé en 1777, en la Real
Expedicion Botanica del Rey Carlos I1I de Espana y fue descrita por George Bentham en
Labiatarum Genera et Species 228, en el afio de 1833 (Clebsch, 2008). En la actualidad, ademas
del nombre de Ocotillo, en ciertas partes de Guerrero se le conoce como Sangre de Toro y en
algunas localidades de Michoacan como San Miguel (Ahlenslager, 1984). A pesar de esto,

solo se encuentra reportado su uso como planta ornamental.

Figura 1. Salvia sessei. (Izquierda) parte de la planta y (derecha) ampliacion de la flor (© Cornejo e Ibarra, 2011 ).

En cuanto al estudio fitoquimico de esta especie, se ha aislado la sesseina (C5,H2607), un

diterpeno de tipo abietano en forma de cristales amarillos, caracterizados por tener un



punto de fusion de 210°C y un peso molecular de 342 (Jiménez et al,, 1988). La molécula de
sesseina (Figura 2) esta conformada por tres anillos de carbono, donde el anillo A esta
sustituido por una lactona entre el carbono 4 y 10, el anillo B lo sustituye un grupo acetato
en el carbono 7, mientras que el anillo C es una benzoquinona sustituida en el carbono 12

por un grupo hidroxilo y en el carbono 13 por un grupo isopropilo.

Figura 2. Estructura de la sesseina.

1.4. Hongos fitopatégenos

Los hongos son organismos eucariontes, unicelulares o multicelulares, poseen una pared
celular que contiene quitina y glucanos, que esta embebida en una matriz de polisacaridos
y glicoproteinas; el cuerpo vegetativo es llamado micelio y por lo regular es filamentoso

(Figura 3), cada rama de éste se denomina hifa (Campbell y Reece, 2008).



Figura 3. Naranja (Citrus sp.) con micelio de un hongo del género Penicillium; en la ampliacion se aprecian las hifas (© 2008

Campbell, N. y Reece, J. en Biology 8 edition Pearson).

Su reproduccion esta a cargo de esporas, que consisten en una o algunas células, quepueden
formarse asexualmente o ser producto de reproduccion sexual. Las esporas son resistentes
a un amplio rango de temperatura aunque necesitan de las condiciones adecuadas para
germinar; algunas son llamadas zoosporas, ya que tienen un flagelo que les permite moverse

en el agua (Agrios, 2005).

Los hongos fitopatogenos son los principales agentes infecciosos de las plantas, causando
problemas durante distintas etapas de su desarrollo y, para el caso de los cultivos
comestibles, sobre las cosechas (frutos y semillas). Ademas afectan el aspecto, las
propiedades organolépticas y el contenido de nutrientes de los alimentos vegetales
(Dellavalle et al., 2011). Actualmente se conocen alrededor de 8 mil especies de hongos
fitopatogenos (Ellis et al., 2008), cada una de éstas puede infectar a mas de una especie de

planta y una especie de planta puede ser infectada por mas de una especie de hongo

(Rodriguez, 2001).

La mayoria de los hongos fitopatogenos pasan una parte de su vida en la planta y otra parte

en el suelo. Pueden ser: a) biotrofos, los cuales pasan toda su vida en la planta y solo las



esporas se depositan en el suelo. B) saprofitos facultativos que viven en el hospedero o en
sus restos, pero también pueden sobrevivir varios anos en ausencia de éste y generalmente
tienen un amplio rango de hospederos. C) parasitos facultativos, éstos sobreviven
perfectamente en el suelo como saprofitos; sin embargo, cuando estan en contacto con
alguna planta y bajo las condiciones adecuadas tienen la capacidad para parasitar y causar

enfermedades en las plantas (Agrios, 2005).

Estos hongos pueden causar una gran cantidad de enfermedades, como moho pulverulento
(oidio), tizon, roya, antracnosis y septoriosis (Mdee et al, 2009), en plantas de interés
economico como chile, frijol, aguacate, mango, entre otras (Rodriguez, 2001), y también
plantas silvestres y ornamentales, aunque los estudios sobre éstas son mas escasos. Entre
los sintomas mas comunes que causan estan las manchas en las hojas, picaduras, agallas,
marchitez, podredumbre y necrosis (Leonberger et al., 2016). En algunos casos, estos hongos
también pueden ser los causantes de enfermedades en el humano y otros animales, como
alergias o intoxicaciones, debido a las micotoxinas y alérgenos que producen, los cuales
cominmente se encuentran en productos contaminados (Dellavalle et al,, 2011) o presentes

en el ambiente.

Existe una diversidad de tratamientos para el control de este tipo de hongos, como el uso
de variedades de plantas resistentes a los organismos, el uso de semillas libres de
patogenos, la destruccion de plantas o partes infectadas de ellas, la aplicacion de fungicidas
en la planta, la semillas o en el suelo, y el control de insectos que puedan ser vectores de
infeccion (Agrios, 2005). A pesar de esto, la tasa de mutacion de los hongos es muy rapida

lo que requiere que se esté innovando en sus formas de control.



Correia et al. (2016) destacan a Alternaria, Botrytis, Fusarium, Geotrichum, Penicillium,
Rhizoctonia y Sclerotinia como los géneros mas importantes, causantes de enfermedades en

las plantas a, debido al impacto ecologico, economico y a la salud.

1.4.1. Alternaria alternata

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Loculoascomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae

Género: Alternaria

Figura 4. Alternaria alternata. (Izquierda) Micelio e (derecha)
infeccion en Capsicum annum (pimiento) (©Gerard Holmes).

Las especies del género Alternaria son causantes muy comunes de enfermedades en varios

tipos de plantas, afectando tallos, hojas, flores y frutos en plantas anuales y en algunos

arboles como manzanos y citricos (Agrios, 2005).

Alternaria alternata, es un fitopatogeno saprofito, de distribucion cosmopolita, caracterizado
por un micelio colorido que varia del gris al negro verdoso y tiene crecimiento rapido
(Figura 4); conocido como el principal causante del tizon tempranero de la papa
(Medjahed et al,, 2016), también afecta a cultivos de olivo, tomate, zanahoria, esparragos,

crisantemos, plantas maderables (Aristegui, 2002), por mencionar algunos. Su crecimiento



optimo se da en un intervalo de 22 a 28°C, pero se ha visto su crecimiento a -3°C con

concentraciones menores del 0.25% de oxigeno (Patriarca et al., 2014).

Este hongo también esta asociado con enfermedades respiratorias como asma, rinosinusitis
alérgica y neumonitis hipersensitiva, ademas de oculomicosis, onicomicosis, infecciones de
la piel (Gabriel et al, 2016) e infecciones invasoras sistémicas en pacientes con SIDA
(Aristegui, 2002) por su produccion de alérgenos y micotoxinas. Sus micotoxinas han sido
reportadas en muchos frutos como pimiento, melon, mango, frambuesas, peras, tomates,
manzanas, aceitunas, semillas de girasol, trigo, sorgo, en jugos y néctares de ciruela, uva y

arandano e incluso en vino tinto (Patriarca et al, 2014).

1.4.2. Fusarium oxysporum

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Pyrenomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae Figura 5. Fusarium oxysporum. (1zquierda) micelio (©Teresa Cutuli) y
Género: Fusarium (derecha) planta de Solanum lycopersicum (jitomate) infectada (©Florida
Division of Plant Industry).

Fusarium es un género donde se reconocen 90 especies de parasitos y saprofitos, son patogenos de
la mayoria de los cultivos agricolas y plantas silvestres; entre los sintomas que presentan las

plantas se encuentran marchitez y pudricion vascular y agallas (Rodriguez, 2001). En particular,



la especie F. oxysporum (Figura 5) ocasiona marchitez vascular donde el tejido se vuelve café,
mientras que la planta se va volviendo amarilla, pasando por la pérdida de hojas y finalmente la
muerte (Michielse y Rep, 2009; Lecomte et al., 2016). Esta especie es caracterizada por tener un
micelio que al principio es blanco y conforme crece puede adquirir una coloracion que va desde
rosa a morado oscuro, dependiendo de la cepa (Agrios, 2005); Ademas de ser cosmopolita, por su
condicion saprofita tiene la habilidad de sobrevivir por largos periodos en el suelo sin ningtin

hospedero (Sharma et al., 2017).

Fusarium oxysporum ocupa el quinto lugar de las 10 especies mas importantes de fitopatogenos,
basado en su importancia economica y cientifica (Medjahed et al., 2016), afecta a mas de 120
géneros de plantas como: crisantemo, gerbera, gladiola, clavel, tulipan, lirio, jitomate, melon,
frijol, garbanzo, algodon, platano, datilera, palma de aceite y Arabidopsis thaliana (Lecomte et al.,

2016; Michielse y Rep, 2009; Rodriguez, 2001), esta ultima de gran importancia, ya que es el
modelo utilizado para diversos estudios, sobretodo en el ambito molecular y de ingenieria

genética.

Ademas de su importancia en el ambito agricola, este hongo ha sido registrado por Dananjaya et
al. (2017) como un patdgeno oportunista de varios animales como anfibios, reptiles, aves, peces y

mamiferos, incluyendo al humano y al pez cebra, que es un modelo biologico ampliamente

utilizado para la comprension del desarrollo animal.
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1.5. Oomicetos fitopatogenos

A menudo los oomicetos se agrupan con los hongos verdaderos, es decir miembros del reino
Fungi. Sin embargo los oomicetos se encuentran dentro del reino Chromista (Stramenopila), el
cual comparten con las algas cafés, algas doradas, algas verde-amarillas y diatomeas. Los
oomicetos se clasifican en este reino por su similitud genomica, a pesar de que los demas
integrantes del reino son fotosintéticos y estos organismos son heterotroficos, lo cual sugiere que

los oomicetos perdieron esta capacidad (Tyler, 2007).

Estos organismos también tienen células llamadas hifas que se organizan en un micelio, la
principal diferencia con los hongos verdaderos es que su pared celular no contiene quitina, sino
que esta compuesta por glucanos y pequenas cantidades de celulosa, y el micelio no tienen una
separacion entre hifas (Agrios, 2005), es decir, se ve como una célula muy larga multinucleada. El
agua es esencial para su reproduccion, infeccion y dispersion de sus esporas, porque éstas son
motiles (zoosporas) y se desplazan por medio de sus dos flagelos. Las esporas también pueden
enquistarse permaneciendo en un estado de dormancia en el agua y en el suelo por varios anos

(Leonberger et al., 2016).

De acuerdo con Agrios (2005), las enfermedades causadas por los oomicetos pueden ser de dos

tipos: las primeras afectan solo a las partes de las plantas que estan en contacto con el suelo,
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como raices, tubérculos, semillas y frutos que caen al suelo; este tipo de afecciones son causadas
por organismos de los géneros Aphanomyces y Pythium y por algunas especies de Phytophthora. E1
segundo tipo afecta a las partes aéreas de la plantas, aunque la infeccion se dé desde el suelo; son
causadas por algunas especies de Phytophthora y del género Albugo. Las enfermedades mas
comunes causadas por oomicetos son el moho y el tizon tardio, entre los sintomas que se pueden
encontrar son manchas en las hojas, agallas, polvillo, pudricion de raiz y marchitez (Leonberger
et al,, 2016). El control y tratamiento es muy dificil porque no son afectados por la mayoria de los

fungicidas (Tyler, 2007) y por su modo de infeccion en algunos casos resulta muy complicada la

deteccion de la enfermedad.

Autores como Agrios (2005), Correia et al. (2016) y Rodriguez (2001) resaltan a los géneros
Phytophthora y Pythium por su importancia como fitopatogenos y sus implicaciones ecologicas y

economicas.

1.5.1. Phytophthora capsici

Clasificacion taxonomica

Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Familia: Pythiaceae Figura 6. Phytophthora capsici. (Izquierda) micelio (©Mohammad
Babadoost) y (derecha) fruto de Citrullus lanatus (sandia) infectado
Género: Phytophthora (©Jason Brock).
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Este género fue nombrado en 1876 por Anton de Bary, siendo el significado de Phytophthora “el
destructor de plantas” (Ellis et al, 2008). Esta representado por 40 especies, las cuales pueden
atacar en conjunto a un solo hospedante, como en el caso del cacao o del manzano (Rodriguez,
2001) y de otras plantas anuales y perennes. Causan pudricion de raices, frutos, tallos y agallas en
plantas con crecimiento herbaceo y aboreo, donde se pueden encontrar a hortalizas, plantas
ornamentales, gramineas, arboles frutales y forestales. Por ejemplo P. cinnamomi esta reportado
como la principal causa de mortalidad de robles en Europa, Chile, Argentina, algunos estados de

Estados Unidos y de tres especies nativas de Colima (Agrios, 2005; Rodriguez, 2001).

Phytophthora capsici (Figura 6) es caracterizado por un micelio color blanco esponjoso que crece en
un rango de temperatura entre 10° a 35°C y ha sido reportado en algunas fuentes de riego. Las
infecciones por P. capsici pueden ocurrir en areas de siembra donde se acumula el agua, haciendo
que la planta adquiera un color que va del café al negro conforme va marchitandose, cubriéndola
de micelio en un lapso de dos a tres dias (Hausbeck y Lamour, 2004). Tiene una distribucion
cosmopolita, en México se encuentra reportado en los estados de Aguascalientes, Chihuahua,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Estado de México y Zacatecas (Castro-Rocha et al, 2014). Este
oomiceto afecta a mas de 45 especies de plantas y semillas de importancia economica (Agrios,
2005), principalmente de la familias Cucurbitaceae, Solanaceae y Fabaceae. Es uno de los
causantes del tizon tardio de la papa y entre los frutos afectados se encuentran melon, pepino,
calabaza, calabacin, sandia, berenjena y frijol, ademas de sus principales hospederos que son el

tomate y el chile (Hausbeck y Lamour, 2004).
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English et al. (1999) reportaron que este fitopatogeno tiene la capacidad de formar hibridos
dentro de un hospedero con especies de su género, concretamente con P. infestans y P. nicotiande,
por medio de hibridacion somatica. Esto puede contribuir a la diversidad genética del género, la
resistencia a fungicidas (Castro-Rocha et al,, 2014) y la variacion en el grado de infeccion y en el
tipo de tratamiento. Muy pocos fungicidas son eficaces contra este fitopatogeno, ya que es
resistente al mefenozam, un compuesto activo utilizado en muchos fungicidas comerciales para
tratamientos contra especies de este género (Hu et al, 2008). Otros de los fungicidas utilizados
contienen compuestos cancerigenos o, debido al intervalo de aplicacion y a la germinacion
asincronica de las esporas, pueden quedar trazas de compuestos toxicos en los frutos (Hausbeck

y Lamour, 2004), lo cual arriesga la calidad y sanidad de estos.

1.5.2. Pythium aphanidermatum

Clasificacion taxonomica

Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae

Figura 7. Pythium aphanidermatum; (izquierda) micelio (©Samuel
Glucksman) y (derecha) fruto de Phaseolus sp. (frijol) infectado (©Brian
Género: Pythium Olson).
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El género Pythium cuenta con 80 especies, de las cuales algunas son saprofitas, que necesitan agua
como vector de infeccion y pueden infectar a un amplio rango de plantas, sobretodo en el estadio
de semilla y plantula, como hortalizas, frutales, gramineas, ornamentales y forestales, causando
marchitez y necrosis en raices y apices de raices (Agrios, 2005; Rodriguez, 2001). Las lesiones
ocasionadas por estos fitopatogenos también pueden ser un vector de entrada para otros

microorganismos (Martin y Loper, 1999), acelerando la muerte de los hospederos.

Pythium aphanidermatum (Figura 7) es cosmopolita; sin embargo, se desarrolla mejor en regiones
calidas, causando un mayor dafo a temperaturas superiores a 27° C; afecta a mas de 60 especies
(Martin y Loper, 1999; Rodriguez, 2001). Se caracteriza por tener un micelio que es color blanco y
tienen un crecimiento rapido. La capacidad de resistencia y supervivencia es muy alta, se puede
encontrar hasta cinco meses después en un suelo infectado y las oosporas pueden ser recuperadas
en el suelo después de 11 meses sin tener hospedero (Martin y Loper, 1999). Entre las plantas que
pueden ser infectadas se encuentran las pertenecientes a la familias Cucurbitaceae, Brassicaceae
y Fabaceae, como pepino, melon, papaya, tabaco, tomate, chile, lechuga, cana de azacar, maiz,
citricos, algodon, crisantemo, vinca, por mencionar algunos (Al-Sheikh, 2010). Del Castillo y

Swett (2017) también han reportado la infeccion en flor de nochebuena.

Aunque P. aphanidermatum solo habia sido reportado como fitopatogeno, Calvano et al. (2011)
publicaron el primer reporte de esta especie como un patogeno humano, siendo aislado en una
herida de un soldado. Este patogeno, al no poseer una membrana con ergosterol no puede ser

atacado con los tratamientos comunes, ya que estos acttian sobre este compuesto y por lo tanto el
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tnico tratamiento fue la remocion de los tejidos infectados. Ademas P. aphanidermatum no ha sido
encontrado como contaminante en laboratorios clinicos, con lo cual queda descartado que las

muestras en donde se encontrd pudieran haber estado comprometidas.

1.6. Productos naturales: Terpenos

Los productos naturales son cualquier sustancia generada por un ser vivo, dentro de estos se
encuentran a los metabolitos secundarios, que segan Croteau et al. (2000), son las sustancias
producidas por las plantas que, generalmente, no participan directamente en el crecimiento y
desarrollo de la planta. Los metabolitos secundarios ayudan a la planta a establecer ciertas
relaciones ecologicas en su ambiente (Bernards, 2010), entre éstas se encuentran su capacidad
atrayente, antibiotica, insecticida, herbicida, neurotoxica, alucindgena y proteccion contra rayos
UV (Bernards, 2010; Croteau et al., 2010); cumpliendo las funciones de defensa contra patogenos,
atrayente de polinizadores y establecimiento de simbiosis con otros organismos (Taiz et al.,, 2015).
Ademas en la industria son importantes porque son la base para la creacion de polimeros, fibras,

pegamentos, aceites, medicinas, saborizantes, esencias y colorantes (Croteau et al., 2010).

Estas sustancias se clasifican de acuerdo a su biosintesis en tres grupos: terpenoides, alcaloides y
compuestos fenolicos; Springob y Kutchan (2009) mencionan un cuarto grupo que son los

policétidos, los cuales separan del ultimo grupo. Los terpenos (también denominados
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isoprenoides) son el grupo mas grande de metabolitos secundarios, comprendiendo mas de 40
mil estructuras (Springob y Kutchan, 2009) con diferentes funciones. En general son insolubles
en agua y se forman por una unidad basica de 5 carbonos llamada pirofosfato de isopentilo (IPP)
(Taiz et al,, 2015) referida como unidad Cs. El namero de unidades que tienen éstos se utiliza para
clasificarlos en: hemiterpenos (una unidad Cs), monoterpenos (dos unidades Cs), sesquiterpenos
(tres unidades Cs), diterpenos (cuatro unidades Cs), triterpenos (seis unidades Cs),

tetraterpenos (ocho unidades) y politerpenoides (mas de 8 unidades Cs).

La sintesis de los terpenos se da por dos vias, la primera es denominada via del acido mevalonico
(MVA), que se da en el citosol y da origen a los sesquiterpenos y a los triterpenos. La otra ruta es
llamada metileritrol fosfato (MEP), que se desarrolla en los cloroplastos y plastidios (Taiz et dl,

2015) y da origen a monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos (Bernards, 2010).

1.7. Diterpenos

Los diterpenos son compuestos de 20 carbonos, cuya estructura basica es el difosfato de
geranilgeranilo (GGPP), su forma de anillacion y transposicion pueden dar origen a
diferentes estructuras (Springob y Kutchan, 2009), son muy diversos en las plantas y
también pueden ser encontrados en algunos animales (Wu et al,, 2012). En este grupo estan

las resinas de las coniferas y las giberelinas que son las reguladoras del crecimiento, asi
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como compuestos con actividad de defensa y de importancia farmacologica, por su

actividad anticancerigena y anticancerosa (Croteau et al., 2010; Springob y Kutchan, 2009).

Entre los diterpenos mas conocidos se encuentran el fitol que da lugar a la parte lipofilica de
la clorofila; el taxol obtenido de Taxus brevifolia, que es un importante agente
anticancerigeno que tiene un amplio espectro de actividad incluso en ciertos tipos de
cancer donde otros agentes no tienen respuesta, ademas es un compuesto que se sigue
obteniendo a partir de las plantas, ya que no ha podido ser sintetizado; el casbeno que fue
aislado en Riccinus communis y es un agente antiftingico; el estevidsido conocido por su
utilizacion como endulzante y obtenido de Stevia rebaudiana y la salvinorina, un alucinogeno

aislado de Salvia divinorum (Dewick, 2009).

1.8. Mecanismo de accidn de los extractos vegetales con actividad antifungica

Los mecanismos con los cuales los extractos y sus componentes acttan contra los
microrganismos patogenos todavia no son claramente conocidos (Lecomte et al,, 2016), de
manera general se deben a varias respuestas ocasionadas en el organismo blanco o en la

planta.

La actividad antifangica de los extractos no se basa en un solo mecanismo, sino que se han

reportado como los principales la inhibicion de la formacion de la pared celular, la ruptura
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de la pared y membrana celular, quelacion por metales, inhibicion de la division celular por
polimerizacion de microtabulos o impidiendo la formacion del huso mitotico, interaccion
con el DNA y la induccion de respuestas de defensa en las plantas (Lagrouh et al., 2017;

Lecomte et al., 2016), este ultimo solo es posible visualizarlo cuando se hace un estudio in

Vivo.

La induccion de respuestas de defensa ha sido recientemente investigada, donde un estudio
hecho por Ben-Jabeur et al. (2015) se observa que después de agregar aceite de tomillo en las
raices de tomate, hay una acumulacion de peroxidasa, la cual es conocida por ser parte de
los mecanismos de defensa en las plantas. Motjaba et al. (2011), concluyen en su estudio
sobre la actividad antiftngica y antibacterial de Salvia. multicaulis, que el mecanismo de
accion de los terpenos todavia no esta bien detallado, pero que estos pueden causar este

efecto por la ruptura de la membrana mediante reacciones lipofilicas.

Los dafos a la pared y a la membrana celular inducen cambios en la cadena de trasporte de
electrones, lo que a su vez conlleva a la formacion de radicales libres que oxidan y dafan los
lipidos, proteinas y el DNA del patégeno. También pueden afectar los canales i6nicos, como
el de Ca™, afectando el pH intracelular y comprometiendo la reserva de ATP; pueden
ocasionar la salida de los componentes del citoplasma, afectar la rigidez y estructura de la
pared celular, ocasionando asi el colapso del micelio y la muerte celular por apoptosis y

necrosis (Lecomte et al.,, 2016).
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Capitulo 2. Antecedentes

Después de la caracterizacion de la sesseina no se realizaron trabajos acerca de Salvia sessei,
ni de la actividad biologica del compuesto, exceptuando los listados floristicos. En cuanto
al género Salvia, hay mas publicaciones donde evalaan diferentes aplicaciones de los aceites
esenciales y los extractos; sin embargo, existen pocos estudios que evalten la actividad
antifangica de las especies. A continuacion se presentan algunos de los trabajos publicados
donde se describen las actividades de varias especies del género siendo la mayoria de los

metabolitos a los que se les atribuye la actividad terpenos.

En una revision de las plantas utilizadas en Uruguay, se menciona que las semillas de Salvia
sclarea son utilizadas como tratamiento antiséptico, sedativo, antidepresivo e hipotensivo.
Por su parte las hojas de Salvia. officinalis tienen propiedades antisépticas, antiinflamatorias
y facilitan la digestion (Dellavalle et al., 2011). Salvia mexicana es otra planta con propiedades

antiinflamatorias y antioxidantes (Topcu, 2006). De estas especies no se mencionan los
componentes activos, aunque en el altimo estudio se hace referencia a que los

responsables de la actividad son triterpenos y diterpenos.

Bisio et al. (2015), evaluaron el efecto del extracto de Salvia adenophora contra bacterias de

importancia clinica del género Staphylococcus y Streptococcus, de donde aislaron cinco
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diterpenos de tipo clerodano, ademas mencionan la capacidad antibacteriana y anti- biofilm
de las artes aéreas frescas de Salvia corrugata. Cordova et al. (2016) probaron el efecto
inhibitorio del extracto hexanico de Salvia apiana sobre Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis y Candida albicans, pero no determinaron algin compuesto responsable de esta

actividad.

Salvia texana es una de las plantas utilizadas en el norte de México para el tratamiento de
micosis pulmonarias por lo cual Alanis et al. (2007) usaron extractos de las partes aéreas
obtenidos con diferentes disolventes, demostrando su capacidad antifangica sobre
Aspergillus fumigatus, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum y C. albicans. Waller et al.
(2017) informan sobre la capacidad antifingica del extracto de metanol y del extracto de
agua de las hojas de Salvia plebeia contra C. albicans, y del aceite esencial de las partes aéreas
de Salvia. ringens contra especies de los géneros Aspergillus, Candida y Trichophtyon, todos ellos

de importancia médica.

Respecto a la inhibicion de fitopatogenos, Pansera et al. (2013) reportan la actividad del
aceite esencial y de los extractos de Salvia officinalis contra el fitopatogeno de la lechuga
Sclerotinia sclerotiorum y hace mencion de otro estudio donde se reporta la inhibicion del
hongo Colletotrichum gloesporioides. Salvia officinalis también es utilizada eficazmente por
Medjahed et al. (2016) sobre los hongos Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Botritys cinetea y
Rhizoctonia solani, mientras que en su estudio el aceite esencial de Salvia algeriensis mostro

actividad contra los dos primeros fitopatogenos y en su composicion se encontraban

monoterpenos y sesquiterpenos, entre otros metabolitos.
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Capitulo 3. Justificacion

Se estima que a escala mundial un 50% de las cosechas se pierden a causa de infecciones
fangicas y bacterianas (Leadbeater, 2014), por ello los fungicidas son ampliamente
utilizados para maximizar la produccion de los cultivos al protegerlos de infecciones,
siendo utilizados por mas de 200 afios y actualmente los componentes mas recurrentes son
el cobre y el azufre, generalmente considerados de bajo riesgo para el ambiente. Sin
embargo, los fungicidas convencionales tienen un potencial perjudicial para organismos
que no son su objetivo y debido a las practicas agricolas se pueden encontrar trazas de
éstos en el suelo o en los alimentos, incluso después de ser procesados (Regueiro et al.,

2015).

Los residuos de fungicidas en el suelo pueden ocasionar un desequilibrio en las
comunidades y la estructura de la microbiota y macrobiota, por ejemplo, Al-Assiuty et al.
(2014) trabajaron con oribatidos, un grupo de artropodos del suelo que se encargan de la
descomposicion de materia y que son seriamente afectados por los fungicidas, demostrando
que los biofungicidas tienen un menor efecto sobre estos animales. Ademas los principios
activos de los fungicidas comunes pueden ser los detonantes de diversos padecimientos,
por exposicion prolongada o consumo interfieren en procesos de metabolismo, causan dafio

hepatico, tienen potencial toéxico y venenoso, son responsables de trastornos
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reproductivos, endocrinos y en el desarrollo neuronal y tienen gran potencial carcinogeno

(Correia et al.,, 2016).

En los ultimos anos se ha incrementado la busqueda de sustancias de origen vegetal que
posean actividad antiftingica en estudios in vitro e in vivo, para su uso como biofungicidas,
porque éstas proveen una solucion contra las plagas, tienen un menor impacto en el
ambiente y al ser biodegradables, su degradacion es mas rapida, por lo cual no dejan

residuos en la comida (Leadbeater, 2014; Sharma et al., 2017).

Con las desventajas y riesgos que presentan los fungicidas sintéticos, aunado con la rapida
degeneracion de los ecosistemas, se necesita encontrar alternativas que tengan un menor
impacto en el medio ambiente y representen una solucion para un problema comtn en la
agricultura. Como resultado, existe un auge en el estudio de plantas por su potencial
antifangico, por ser una buena fuente de recursos y tener una mejor relacion costo-
beneficio. Por lo cual, el uso de extractos y aceites esenciales de plantas mexicanas, para
encontrar compuestos previamente elucidados o nuevos, que posean esta actividad
representa una nueva linea de conocimiento e investigacion, con un importante potencial
de desarrollo y crecimiento, sobre la utilizacion de los metabolitos secundarios. También
con este tipo de investigaciones se contribuye el conocimiento general sobre la flora nativa

de México.

Por la gran diversidad de la familia Lamiaceae y del género Salvia en el pais, estas plantas
pueden ser utilizadas como modelos en una gran variedad de estudios (Martinez et al.,

2017); ademas el tipo y la velocidad de crecimiento, asi como los metabolitos secundarios
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que pueden ser encontrados, hacen que las especies de este género, o de esta familia,

puedan ser utilizados en la investigacion de productos antifangicos.

Por su parte, en su area de distribucion, se puede observar que Salvia sessei crece de gran
tamano; ademas, en la poblacion no se ven marcas de mordeduras de insectos, ni algan
sintoma de infeccion bacteriana o fangica, por lo cual esta especie se convirtié en una

opcion viable y prometedora para la realizacion de este estudio.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antifangica de los extractos de Salvia sessei sobre cuatro fitopatogenos,

identificando el o los metabolitos secundarios responsables del efecto.

4.2. Objetivos particulares

e Seleccionar el extracto mas efectivo con respecto al porcentaje de inhibicion fangica
y a la cantidad de extracto obtenido.

e Determinar la principal sustancia activa del extracto mas eficaz.

e Determinar sobre cual grupo de fitopatogenos es mas eficiente el extracto
seleccionado.

e Sugerir con base en la literatura publicada un posible mecanismo de accion del

extracto sobre los fitopatogenos.
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Capitulo 5. Método

5.1. Colecta

La colecta de las partes aéreas de S. sessei se realizo el dia 23 de Septiembre del 2013, en las
coordenadas 19° 12’ 22.0” N; 100° 6’ 37.6” O localizadas entre Valle de Bravo y Amanalco
(Figura 8). La especie se localizaba en una barranca, dentro de una gran poblacion; el
material colectado se tom6 de un arbusto de una altura de 5 metros aproximadamente. Este

material se separ6 en tallos, hojas y flores, se puso a secar y se almaceno.

Figura 8. Sitio de colecta de S. sessei (© Google Earth).
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El ejemplar fue depositado en el herbario FCME de la Facultad de Ciencias de la UNAM
con un nuamero de registro 161422 (Figura 9) y fue determinado por la Dra. Martha

Martinez Gordillo.

Figura 9. Herborizado depositado en el herbario FCME.

5.2. Obtencion de los extractos
El material seco se peso, separandolo en hojas, tallos y flores en matraces Erlenmeyer de 4L

y se llenaron con acetona destilada. Se dejaron reposar cinco dias y se procedio a la

concentracion del extracto por medio de destilacion a presion reducida, a 45 °C.
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El extracto resultante fue almacenado en un matraz bola, mientras que la acetona
recuperada fue vertida nuevamente en los matraces para repetir el procedimiento anterior.
Este procedimiento se repitio tres veces, con un intervalo de cuatro dias de reposo. Los
extractos obtenidos después de la tercera destilacion, se pusieron a secar en una bomba de
vacio con una presion de 1.4 mm Hg para quitar las trazas de disolvente; luego se pesaron

para obtener la cantidad final de extracto de cada una de la partes aéreas.

Posteriormente, se tomo una pequena fraccion de los extractos (aproximadamente 2 mg),
que se diluyo con unas gotas de acetona, con lo cual se realiz6 una cromatografia en capa
delgada utilizando cromatofolios de silice, soportados en alimina, con una altura de 5 cm.
La placa cromatografica se eluy6 en una disolucion de hexano/acetato de etilo 2:1, revelada
con luz UV (longitud de onda 254-365 nm) y con sulfato cérico amoniacal. Ademas se
tomaron 3 mg de extracto, que se mandaron a analizar por la técnica de IR. Esto se hizo

para determinar el tipo de compuestos que conformaban el extracto.

5.3. Bioensayo uno. Utilizacion de los extractos

Para este bioensayo se emple6 medio PDA con agua en una disolucion 1:1 para un total de
80 mL, con el cual se llenaron 16 cajas de Petri (60x15 mm), correspondientes a uno de los
controles y tratamientos, los cuales eran:

e Control negativo: PDA.

e Control positivo: PDA+20 mg de Captan 50.

e Control negativo de disolvente: PDA+DMSO.
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e Tratamiento 1. Extracto de Tallos: PDA+ 20 mg de extracto.
e Tratamiento 2. Extracto de Hojas: PDA+ 20 mg de extracto.

e Tratamiento 3. Extracto de Flores: PDA+ 20 mg de extracto.

Se midi6 el volumen minimo de DMSO necesario para disolver 20 mg de cada extracto, con
la finalidad de tomar ese volumen como concentracion para el control de disolvente. Los 20
mg utilizados en el control positivo y en los tratamientos son la cantidad necesaria para

que hubiera una concentracion de 250 ppm.

Para cada fitopatogeno (A. alternata, F. oxysporum, P. capsici 'y P. aphanidermatum) se sembraron
4 cajas de cada uno de los controles y tratamientos, utilizando un inoculo circular obtenido
con un sacabocado (diametro 5 mm) proveniente de un cultivo del organismo que crecia en

medio PDA. Este inoculo se coloco en el centro de cada caja de Petri.

Las cajas sembradas, se sellaron con plastico adherente y se colocaron en una incubadora
con un fotoperiodo de fluorescencia/oscuridad 12h/12h a una temperatura de 28°C. Se
realiz6 la medicion de 2 diametros de crecimiento de las cepas, cuyo crecimiento era

circular, en cada caja a las 48 horas y 72 horas después de que éstas fueron sembradas.

Se hizo un promedio de los diametros medidos de cada tratamiento y cada control para
cada fitopatogeno, al haber 4 repeticiones fueron 8 diametros en total; con este promedio se
determin6 el porcentaje de crecimiento para cada caso, el porcentaje de inhibicion
calculado a partir del crecimiento de los controles negativos, que fueron tomados como el

100%. También se analizaron las diferencias significativas en el crecimiento entre los
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controles y los tratamientos mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) y con
prueba de contrastes de Tukey y un intervalo de confianza del 95% (P < 0.05), realizado en

el programa GraphPad Prism 6.01.

5.4. Obtencién de IC50 de los extractos

De acuerdo con los resultados obtenidos en el primer bioensayo, se disefio una curva de
crecimiento para determinar la IC50 de cada uno de los extractos utilizando las siguientes
concentraciones disueltas en 20 mL, para cada uno de los fitopatogenos:
e A.dlternata
o Tallos, hojas y flores: 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm y 1000 ppm.
e F.oxysporum
o Tallos y hojas: 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm y 1000 ppm.
o Flores: 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm y 750 ppm.
e D capsici
o Tallos: 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm y 1000 ppm.
o Hojas: 50 ppm, 75 ppm, 125 ppm y 250 ppm.
o Flores: 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm y 750 ppm.
e  P.aphanidermatum
o Tallos: 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm y 1000 ppm.

o Hojasy flores: 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm y 750 ppm.
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Los bioensayos se realizaron conforme al procedimiento del bioensayo 1 (seccion 5.3), pero
los diametros se midieron solo una vez a las 48 horas después de la siembra, con excepcion
de P. aphanidermatum, cuya medicion se realizo a las 24 horas por la velocidad de crecimiento

del oomiceto.

5.5. Cromatografia en columna del extracto de hojas

Con base en los resultados de los bioensayos anteriores, se hizo una CC de 53 cm de altura
por 4 cm de ancho, utilizando como fase estacionaria Sephadex, en la cual se colocaron 10 g
del extracto de hojas. Se utilizo como disolvente en la fase movil acetato de etilo. Las
fracciones fueron colectadas conforme al color y con un volumen de 250 mL a 300 mL.
Estas se concentraron en un rotavapor a una temperatura de 60 °C y se les realizé una CCD
para juntar las fracciones similares. Las fracciones resultantes se secaron en bomba de vacio

(Presion 1.4 mm Hg) vy se pesaron.

5.6. Bioensayo dos. Utilizacion de las fracciones de la cromatografia en columna.

Se seleccionaron las fracciones de la CC que iban a ser utilizadas para el bioensayo de
acuerdo a la cantidad de muestra que se tenia. Las fracciones se probaron conforme a la
IC50 obtenida para cada fitopatogeno y se utilizaron 20 mL de medio de cultivo por cada

prueba. El bioensayo se realizo conforme al procedimiento de la seccion 5.3, con una
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medicion a las 48 y 72 horas después de sembrados, excepto en P. aphanidermatum que solo

se midio a las 24 horas.

5.7. Cromatografia en columna flash de la fraccién 1 del extracto de hojas

Se tomo 1 g de la primera fraccion de la CC del extracto de hojas con el cual se realiz6 una
CCF de 35 cm de altura por 4 cm de ancho, con una fase estacionaria de silica gel 230-400;
La fase movil estuvo compuesta por una disolucion de hexano/acetona 9:1 mas 10 mL de
tolueno, y conforme se avanzo en la obtencion de fracciones se aument6 la polaridad a
acetona/hexano 2:1, acetona/hexano 10%, acetona /metanol 20%, acetona/metanol 2:1 y
acetona/metanol 1:1. Se tomaron fracciones de 50 mL y 125 mL. Se concentraron y se
juntaron las similares con base en la realizacion de una CCD de cada una y posteriormente

se secaron en una bomba de vacio (presion de 1.4 mmHg).

5.8. Obtencion y elucidacidn de sesseina

Se comparo6 una muestra de sesseina con algunas de las fracciones obtenidas en la CCF por
medio de CCD; éstas se eligieron por sus caracteristicas fisicas: color y textura. Las
fracciones similares se mandaron a analizar mediante IR (técnica ATR) y RMN. Se utilizo
cloroformo deuterado con el que se disolvio la muestra y se realizaron los experimentos de
RMN-'H, RMN-C y HSQC a una frecuencia de 500 MHz; los espectros resultantes de la

RMN se analizaron con el programa MestReNova version 8.1. Para la determinacion del
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peso molecular se hizo un analisis de masas utilizando la técnica FAB', cuyo resultado se

expresa en unidades de relacion masa/carga (m/z).

5.9. Bioensayo tres. Utilizacién de sesseina

Se realizo conforme al protocolo de la seccion 5.3, para probar la actividad del compuesto
aislado en la seccion 5.8, en el cual se utilizaron las concentraciones de la IC50 de cada
fitopatogeno para 20 mL de medio de cultivo. La medicion de los diametros de crecimiento,
se realizo a las 48 horas, excepto para P. aphanidermatum cuya medicion se hizo en las 24
horas; la segunda medicion se realizo una vez que las cajas de los controles negativos

estuvieron llenas.
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Capitulo 6. Analisis de resultados

6.1. Obtencion y cromatografia en capa delgada de los extractos

La cantidad de extracto obtenida de cada parte aérea vario conforme a la cantidad de

material vegetal seco inicial (Tabla 1); excepto en el caso del extracto de tallos, el cual

se obtuvo una cantidad proporcionalmente pequena comparada con la cantidad de

material que se utilizo en la extraccion. Los extractos fueron solidos, polvosos, de

color verde para el caso de las hojas, café el de tallos y un polvo mas fino color naranja

en el caso de las flores (Figura 10).

Tabla 1. Cantidad de extracto obtenida por peso inicial de la planta.

Parte aérea Peso inicial (g)

Tallos 635
Hojas 535
Flores 65

Peso del extracto (g)

183

379

91

Figura 10. Extractos de S. sessei; a) tallos, b)

hojas y ¢) flores.

Se escogi6 acetona como disolvente para la extraccion, debido a que es volatil y

miscible con otros disolventes, no provoca cambios a los compuestos de los extractos

y se puede obtener una gran cantidad de extracto (Mahlo et al., 2010; Mdee et al., 2009).
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La CCD de los extractos mostro seis bandas en el extracto de tallos, para el extracto
de hojas se visualizaron cinco bandas y para el extracto de flores se observaron cinco;
cada una de estas bandas se correlaciona con alguno de los componentes que tiene el

extracto.

Para el analisis de los espectros de IR, se utilizaron las tablas de Prestch et al. (2009)
donde se busco la relacion de la bandas con los grupos funcionales. En el espectro del
extracto de tallos (Anexo A. 1) se observa una banda en 3356.13 cm™, que pertenece a
un grupo hidroxilo y dos bandas en 2919.27 cm” y 285107 cm’ que indican la
presencia carbonos saturados; la banda en 1690.38 cm™ de un grupo carbonilo, ademas

las bandas en 1456.93 cm ™ y 1370.73 cm ™ corresponden a grupos metilenos y metilos.

De igual manera, en el espectro de IR del extracto de hojas (Anexo A.2) se puede
observar una banda en 3363.64 cm’ y dos en 292157 cm’ y 2852.76 cm’, que
confirman la presencia de un grupo hidroxilo y carbonos saturados, respectivamente.
Fn 1729.89 cm™', 1689.15 cm™ y 1642.01 cm™' se ven bandas de grupos carbonilos. Las

bandas en 1454.82 cm™ y 1369.31 cm ' representan a los grupos metilenos y metilos.

El espectro de IR del extracto de flores (Anexo A.3) muestra bandas similares a los dos
espectros anteriores, en 3350.47 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo, 2920.63 cm™
y 2852.33 cm” de los carbonos saturados, 1712.83 cm™ de acido carboxilico, 1639.17 cm !
y 1610.46 cm™ de carbonilos y en 1449.15 cm™ y 1369.68 cm™ los grupos metilenos y

metilos.
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La CCDy el IR permiten dar una nocion del tipo de compuestos y de la complejidad
de la composicion de cada extracto. Los extractos estan conformados por una mezcla
de triterpenos, diterpenos y flavonas, aunque con los resultados anteriores no se
pueden asegurar los compuestos exactos, ni la abundancia en la que se encuentran.
También, se observa que la composicion de los extractos de hojas y de flores es mas

parecida y posee una menor cantidad de compuestos.

Wu et al. (2012), mencionan que dentro los metabolitos secundarios mas comunes
hallados en el género Salvia se encuentran los terpenos (sesquiterpenos, diterpenos y

triterpenos), compuestos esteroideos y polifenoles (flavonoides y acidos fenolicos),

concordando con el tipo de compuestos que se considera que los extractos tienen.

6.2. Bioensayo uno. Utilizacion de los extractos

Los extractos, al no ser solubles en agua, se disolvieron en 60 uL de DMSO, que fue el
mismo volumen que se utilizo en el control de disolvente. Rekha et al. (2006),
reportaron el DMSO como el disolvente organico mas adecuado para la realizacion de
bioensayos, utilizando organismos fangicos, debido a que presenta una toxicidad
menor en comparacion con otros. De cualquier manera, se analiz6 el crecimiento en los
controles y se determind que no habia diferencia significativa entre ambos, por lo cual

se demostro que este disolvente no interfiere con el crecimiento.
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El porcentaje de crecimiento y de inhibicion para cada fitopatogeno y por cada
extracto se muestra en la Tabla 2. Como se puede apreciar en una concentracion de
250 ppm, el extracto de hojas y el extracto de flores resulta ser mas efectivo en la

inhibicion de los cuatro fitopatogenos.

Para A. alternata, a las 48 horas, se present6 una inhibicion por debajo del 50%, que se
mantuvo e incluso se increment6 a las 72 horas (Grafica 1), excepto en el control
positivo realizado con Captan 50, donde el fitopatogeno crecié un 31.37%. En los
controles negativos se puede apreciar que el micelio del centro crece en un tono
verdoso, mientras que morfologicamente el micelio en los tres tratamientos y el

control positivo tienen una coloracion blanca (Figura 11).

Los resultados obtenidos para F. oxysporum mostraron que es el hongo donde se
presenta una mayor inhibicion. A las 48 horas el extracto de flor casi alcanza el 50% de
inhibicion; sin embargo, este baja hasta el 33.53% a las 72 horas. El extracto de hojas

aumenta su nivel de inhibicion a las 72 horas, estando cerca del 50% (Grafica 2).

El extracto de tallos no presenta una gran actividad, aunque el crecimiento en este
tratamiento es significativamente diferente al de los controles. En cuanto a las
caracteristicas morfologicas de los hongos anteriores, no existieron diferencias

morfologicas del micelio en los controles y en los tratamientos (Figura 12).
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Tabla 2. Resultado del bioensayo uno. Porcentajes de crecimiento e inhibicion de cada fitopatégeno en cada
tratamiento. El diametro promedio del control negativo de disolvente fue tomado como el 100% de crecimiento y

con base en ese dato se obtuvieron los porcentajes de los tratamientos.

Tratamiento Crecimiento Inhibicion (%)  Crecimiento Inhibicion (%)
(%) 48h 48h (%) 72h 72h

Alternaria alternata

Captan 0 100 3137 68.63

Tallos 70.66 2934 65.31 34.60

Hojas 66.10 33.90 5941 40.59

Flores 61.54 38.46 54.98 45.02
Fusarium oxysporum

Captan 0 100 0 100

Tallos 7527 24.73 85.13 14.87

Hojas 65.23 34.77 66.47 3353

Flores 50.18 49.82 5248 47.52
Phytophthora capsici

Captan 0 100 0 100

Tallos 89.23 10.77 118.05 /

Hojas 0 100 69.17 30.83

Flores 56.41 43.59 55.64 44.36

Pythium aphanidermatum

Captan 0 100 0 100

Tallos 82.46 17.54 87.76 12.24

Hojas 46.64 53.36 40.05 59.95

Flores 36.06 63.94 4592 54.08
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(Izquierda) Figura 11. Crecimiento de A. alternata a las 48 horas en: a) control negativo, b) control negativo de
disolvente, c) control positivo, d) extracto de tallo, ¢) extracto de hoja y f) extracto de flor. (Derecha) Grafica 1.

Comparacion del porcentaje de inhibicion de cada extracto a las 48 y 72 horas para A. alternata.
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(Izquierda) Figura 12. Crecimiento de F. oxysporum a las 48horas en: a) control negativo, b) control negativo de
disolvente, ¢) control positivo, d) extracto de tallo, e) extracto de hoja y f) extracto de flor. (Derecha) Grafica 2.

Comparacion del porcentaje de inhibicion de cada extracto a las 48 y 72 horas para F. oxysporum.

La inhibicion de los oomicetos fue mas efectiva con los extractos de hoja y flor,
obteniendo valores mas altos en comparacion con los ascomicetos. Solamente el
extracto de tallo mostro valores muy bajos a las 48 horas, que disminuyeron a las 72
horas y para el caso de P. capsici, en la segunda medicion, registré un crecimiento mas

alto que en los controles negativos (Tabla 2).
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La accion del extracto de hojas sobre P. capsici, a las 48 horas fue muy eficaz, ya que no
permitio el crecimiento del micelio; a las 72 horas el efecto disminuyo y hubo una
inhibicion menor al 50%. El extracto de flores mantuvo un porcentaje de inhibicion
similar a las 48 y 72 horas. En la Grafica 3, se puede observar la comparacion el

porcentaje de inhibicion de cada extracto.

En los controles y tratamientos de P. capsici no hubo diferencias en las caracteristicas
del micelio (Figura 13); comparando con la descripcion de este fitopatogeno hecha por
Babadoost (2005), se vio que el micelio no tenia una apariencia esponjosa, con lo cual

se puede inferir que la cepa utilizada podria ser mas sensible y no desarrollarse

correctamente en el medio.

P. capsici
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(Izquierda) Figura 13. Crecimiento de P. capsici a las 48 horas en: a) control negativo, b) control negativo de
disolvente, ¢) control positivo, d) extracto de tallo, e) extracto de hoja y f) extracto de flor. (Derecha) Grafica 3.
Comparacion del porcentaje de inhibicion de cada extracto a las 48 y 72 horas para P. capsici; para el caso del

extracto de tallos a las 72 horas hubo un crecimiento mayor al 100% por lo cual el la grafica no se reporta.

Para P. aphanidermatum, los extractos de hojas y flores tuvieron un porcentaje de

inhibicion superior al 50% en ambas mediciones (Grafica 4). En este caso, tampoco
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hubo diferencia en la apariencia del micelio entre tratamientos y controles negativos

(Figura 14).

P. aphanidermatum
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(Izquierda) Figura 14. Crecimiento de P. aphanidermatum a las 48 horas en: a) control negativo, b) control negativo
de disolvente, ¢) control positivo, d) extracto de tallo, e) extracto de hoja y f) extracto de flor. (Derecha) Grafica 4.

Comparacion del porcentaje de inhibicion de cada extracto a las 48 y 72 horas para P. aphanidermatum.

6.3. Obtencion de IC50 de los extractos

Los resultados de la curva disenada para obtener la IC50 se presentan por
fitopatogeno para poder comparar las concentraciones utilizadas de los extractos
(seccion 5.4) y su porcentaje de inhibicion. Se analizo si habia diferencia significativa
en el crecimiento de los controles negativos y al no encontrarla, se utilizo el
crecimiento del control negativo de disolvente como el 100% de crecimiento del

bioensayo (Figura 15).
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Figura 15. Controles negativos de A. alternata (a-PDA y b-DMSO), F. oxysporum (c-PDA y d-DMSO), P. capsici (e-PDA

y £-DMSO) y P. aphanidermatum (g-PDA y h-DMSO).

Para A. alternata (Tabla 3; Figura 16) se utilizaron las mismas concentraciones para
cada extracto; sin embargo el extracto de tallos tuvo una inhibicién menor al 50% por
lo cual para este no se obtuvo la IC50, ya que era mayor a 1000 ppm. El extracto de
hojas y flores tienen un comportamiento parecido (Grafica 5), pero en el extracto de

hojas la IC50 es inferior a las 250 ppm.

Fusarium oxysporum (Tabla 4; Figura 17) es el fitopatogeno que presenta la IC50 mas
alta para cada extracto, acercandose a 500 ppm para el caso de hojas y flores y
superando las 1000 ppm para tallos. La curva de inhibicion es parecida para hojas y

flores, pero el primero es ligeramente mas activo (Grafica 6).
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(Izquierda). Figura 16. Crecimiento de A. alternata a diferentes concentraciones de los tres extractos. Tallos: a) 125
ppm, b) 250 ppm, ¢) 500 ppm y d) 1000 ppm; hojas: €) 125 ppm, f) 250 ppm, g) 500 ppm y h) 1000 ppm; flores: i)
125 ppm, j) 250 ppm, k) 500 ppm y 1) 1000 ppm. (Derecha) Grafica 5. Curva de inhibicion de los tres extractos

sobre A. alternata.

Tabla 3. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de A. alternata por extracto, concentraciones utilizadas e IC50.

Concentracién (ppm)  Crecimiento (%) Inhibicién (%) IC50 (ppm)
Tallos
1000 5876 41.24
750 7062 2938 21000
500 7910 20.90
250 82.49 17.51
Hojas
1000 37.29 62.71
500 4463 55.37 2399
250 4915 50.85
125 66.10 33.90
Flores
1000 37.85 6215
500 3959 60.41 2655
250 52.54 47.46

125 65.54 34.46




F. oxysporum
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(Izquierda) Figura 17. Crecimiento de F. oxysporum a diferentes concentraciones de los tres extractos. Tallos: a) 125
ppm, b) 250 ppm, ¢) 500 ppm y d) 1000 ppm; hojas: €) 125 ppm, f) 250 ppm, g) 500 ppm y h) 1000 ppm; flores: i)
125 ppm, j) 250 ppm, k) 500 ppm y 1) 750 ppm. (Derecha) Grafica 6. Curva de inhibicion de los tres extractos sobre

F. oxysporum.

Tabla 4. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de F. oxysporum por extracto, concentraciones utilizadas e IC50.

Concentracion (ppm)  Crecimiento (%) Inhibicién (%) IC50 (ppm)
Tallos
1000 75 25
500 75 25 1000
250 90 10
125 90 10
Hojas
1000 45 35
500 495 50.5 el
250 57.5 425
125 60 40
Flores
750 475 525
500 48 52 394.9
250 525 47.5
125 60.5 395
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P. capsici
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(Izquierda) Figura 18. Crecimiento de P. capsici a diferentes concentraciones de los tres extractos. Tallos: a) 250

ppm, b) 500 ppm, ¢) 750 ppm y d) 1000 ppm; hojas: €) 50 ppm, f) 75 ppm, g) 125 ppm y h) 250 ppm; flores: i) 125

ppm, j) 250 ppm, k) 500 ppm y 1) 750 ppm. (Derecha) Grafica 7. Curva de inhibicion de los tres extractos sobre P.

capsici.

Tabla 5. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de P. capsici por extracto, concentraciones utilizadas e IC50.

Concentracion (ppm) Crecimiento (%) Inhibicién (%) 1C50
Tallos
1000 8118 18.82
750 o118 8.82 1000
500 90 10
250 05.88 4.12
Hojas
250 0 100
125 70.59 29.41 1432
7 81.76 18.24
50 86.47 13.53
Flores
750 0 100
500 11.76 88.24 26015
250 5353 46.47
125 7412 25.88

45



Con P. capsici (Tabla 5; Figura 18), se utilizaron concentraciones menores que en las
pruebas de los hongos verdaderos. Para el extracto de tallos, la tinica concentracion
que fue significativamente diferente al control, fue 1000 ppm con lo cual la IC50 es
mayor a esta cantidad. La IC50 del extracto de hojas fue mucho menor al extracto de
flores, ya que el primero alcanzo el 100% de inhibicion en 250 ppm, por lo cual la curva
de inhibicion de ambos extractos es diferente a comparacion del resto de los

fitopatogenos (Grafica 7).

Por ultimo, para P. aphanidermatum (Tabla 6; Grafica 8; Figura 19), el extracto de tallos
tuvo una IC50 de 701 ppm, la cual es la mas alta del total de concentraciones
inhibitorias obtenidas; en 250 ppm no existe diferencia significativa con el control
negativo. El extracto de flores tiene un mayor porcentaje de inhibicion, llegando al

100% en 500 ppm y el extracto de hojas alcanza el 100% de inhibicion a 750 ppm.

No se encontr6 publicada una estandarizacion para la concentracion de extracto que
debe ser utilizada en la realizacion de los bioensayos. Por ello, se utiliz6 como maxima
concentracion 1000 ppm, que equivale al 0.1% de la solucion, lo cual, equivaldria a
ocupar una gran cantidad de extracto si se quisiera utilizar como fungicida a gran

escala.
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(Izquierda) Figura 19. Crecimiento de P. aphanidermatum a diferentes concentraciones de los tres extractos. Tallos:
a) 250 ppm, b) 500 ppm, ¢) 750 ppm y d) 1000 ppm; hojas: €) 125 ppm, f) 250 ppm, g) 500 ppm y h) 750 ppm; flores:
i) 125 ppm, j) 250 ppm, k) 500 ppm y 1) 750 ppm. (Derecha) Grafica 8. Curva de inhibicion de los tres extractos

sobre P. aphanidermatum.

Tabla 6. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de P. aphanidermatum por extracto, concentraciones utilizadas e

IC50.
Concentracion (ppm) Crecimiento (%) Inhibicion (%) IC50

Tallos

1000 48.62 51.38

750 4831 51.69 7015

500 62 38.46

250 84.92 15.08
Hojas

750 0 100

500 923 90.77 1364

250 3231 67.69

125 51.08 48.92
Flores

750 0 100

500 0 100 1055

250 3046 69.54

125 4154 58.46
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La concentracion de metabolitos secundarios varia segtin la planta porque depende de
muchos factores abidticos, como la temperatura, salinidad o la cantidad de luz
percibida (Akula y Ravishankar, 2011), y de factores bioticos que tienen que ver con
sus interacciones ecologicas; por ejemplo, en algunos casos se tienden a acumular
ciertos metabolitos en hojas y flores como proteccion de los érganos productores y
reproductivos, contra insectos, microorganismos y herbivoros (Achakzai et al., 2009).

Por otra parte la presencia de lignina, un polimero muy duro que esta presente en la
pared celular, para conferir soporte y resistencia estructural a los tallos (Campbell y
Reece, 2008), hace que se vuelvan mas dificiles de consumir por parte de los
depredadores ya que solo ciertas bacterias y hongos pueden degradar este compuesto

(Bugg et al., 2011), volviéndolos menos vulnerables.

Con los resultados de las secciones anteriores, se decidio encontrar el o los
metabolitos secundarios responsables de la actividad en el extracto de hojas, debido a
que éste present6 resultados optimos en las diferentes pruebas realizadas. Su efecto
inhibidor aumenta a las 72 horas, excepto en P. capsici, pero en este oomiceto presenta
el 100% de inhibicion a las 48 horas. Este extracto se eligio sobre el de flores que
también tenia valores muy similares, porque de manera practica se obtuvo una mayor
cantidad el extracto de hojas y éstas pueden encontrarse facilmente al ser una planta

perenne, pues el periodo de floracion de S. sessei es anual.
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6.4. Cromatografia en columna del extracto de hojas

Se obtuvieron 38 fracciones primarias que se juntaron por su similitud, con lo cual se
obtuvieron ocho fracciones finales cuyo peso dependio del ntmero de fracciones
primarias que las integraron (Tabla 7). Se determin6 que las fracciones 1, 2, 3y 8 se
utilizarian para el bioensayo dos porque se tenia una mayor cantidad de éstas, lo que

permitia que se pudiera continuar el estudio.

Tabla 7. Peso de las fracciones de la cromatografia de columna del extracto de hoja. Se resaltan las fracciones que

fueron utilizadas para el bioensayo dos.

Fraccion Peso (g) Fraccion Peso (g)
1 211 5 0.10
2 133 6 0.07
3 0.36 7 0.08
4 0.13 8 125

6.5. Bioensayo dos. Utilizacion de las fracciones de la cromatografia en columna

Aunque se tuvo un valor de IC50 particular para cada uno de los fitopatogenos, se
decidi6 ocupar un valor redondeado, que fuera superior, para poder tener un
comparacion precisa entre fracciones debido a las discordancias que hubo entre los
dos primeros bioensayos. Los valores redondeados para la IC50 fueron: 250 ppm para

A. alternata, 500 ppm para F. oxysporum y 150 ppm para P. capsici y P. aphanidermatum. E1
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100% de crecimiento para cada fitopatogeno se volvio a tomar a partir del control de
DMSO, ya que nuevamente no mostro diferencias significativas con respecto al control

de PDA.

La inhibicion de A. alternata fue mayor en la fraccion 1y 2 (Tabla 8; Grafica 9); a las 72
horas el efecto disminuy6 en la fraccion dos, mientras que en la fraccion uno se
mantuvo. La fraccion ocho es la que presentd un menor porcentaje de inhibicion y
aunque el analisis lo diferencio significativamente del control, éste valor sigue siendo
muy bajo. Se observo un cambio en la coloracion del micelio, ya que en las primeras
dos fracciones la coloracion fue blanca comparado con el color verde de los controles

(Figura 20) y el micelio empez6 a crecer primero sobre el inoculo antes de expandirse

por la placa de PDA.

A. alternata
100

u48h
1 72h
20
0 I s

Fraccion 1Fraccion 2Fraccion 3Fraceion 8

[=.) ==
=) =]
L

Inhibicion (%)
=

(Izquierda) Figura 20. Crecimiento de A. alternata a las 48 horas en: a) control negativo, b) control negativo de
disolvente, f1) fraccion uno, f2) fraccion dos, £3) fraccion tres y £8) fraccion ocho de la cromatografia en columna del
extracto de hojas. (Derecha) Grafica 9. Porcentaje de inhibicion para A. alternata con las cuatro fracciones

utilizadas a las 48 y 72 horas.
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Tabla 8. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de los fitopatogenos con las fracciones utilizadas. En las columnas
se presenta por fraccion para que puedan ser comparados facilmente los porcentajes de inhibicion que estan
resaltados, ya que en general se demostro que la fraccion uno es la mas efectiva en las dos mediciones mientras que

la fraccion ocho es la menos efectiva. (*) P. aphanidermatum solo fue medido a las 24 horas.

Fraccion 1 2 3 8
Medicion 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
A alternata
Crecimiento (%)~ 34.03 2822 3622 3763 64.86 6L67 9331 91.99
Inhibicion (%) 6595 7178 03.78 6237 3514 38.33 0.49 8.01
F oxysporum
Crecimiento (%)~ 40.26 3175 4286 4378 03.64 5760 72.08 7189
Inhibicion (%) 59.74 68.25 5714 56.22 36.36 4240 2792 2.1
P. capsici
Crecimiento (%) 0 5.38 0 1395 67.69 7748 97.96 917
Inhibicion (%) 100 94.42 100 80.05 3231 25 204 0.83

P. aphanidermatum*

Crecimiento (%) 8039 9191 100 100

Inhibicion (%) 1961 8.09 0 0
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La inhibicion de F. oxysporum es similar a la de A. alternata; con la fraccion ocho
aumento la capacidad de inhibicion, aunque todavia esta por debajo del 50% (Tabla 8;
Grafica 10). En cuanto a la morfologia, también se observa el mismo efecto que con A.

alternata, donde la coloracion del micelio que crece en las tres primeras fracciones es

mas palida (Figura 21).

F. oxysporum

: llllﬂ

Fraccion 1Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 8

—
[=2) <] (=]
< < (=]

Inhibicién (%)
&

(Izquierda) Figura 21. Crecimiento de F. oxysporum en a) control negativo, b) control negativo de disolvente, fI)
fraccion uno, f2) fraccion dos, f3) fraccion tres y {8) fraccion ocho de la cromatografia en columna del extracto de
hojas. (Derecha) Grafica 10. Porcentaje de inhibicion para F. oxysporum con las cuatro fracciones utilizadas a las 48

y 72 horas.

En la evaluacion de P. capsici, se alcanzo6 el 100% de inhibicion con las dos primeras
fracciones a las 48 horas y disminuyo6 a las 72 horas (Tabla 8; Grafica 11), aunque esta
disminucion es mucho menor a la que se present6 en los dos bioensayos anteriores. El
crecimiento del micelio en la fraccion ocho no fue significativamente diferente al del
control en ninguna de las dos mediciones. Al contrario de los ascomicetos, en este caso

la morfologia en controles y tratamientos es similar (Figura 22).
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(Izquierda) Figura 22. Crecimiento de P. capsici en a) control negativo, b) control negativo de disolvente, fl)
fraccion uno, f2) fraccion dos, £3) fraccion tres y {8) fraccion ocho de la cromatografia en columna del extracto de
hojas. (Derecha) Grafica 11. Porcentaje de inhibicion para P. capsici con las cuatro fracciones utilizadas a las 48 y 72

horas.

En P. aphanidermatum, se puede ver que aunque se us6 la IC50, la inhibicion estuvo muy
por debajo de ese nivel y solo se presento en las primeras dos fracciones (Tabla §;
Grafica 12; Figura 23). Podemos atribuir este comportamiento inesperado al acelerado
crecimiento de la cepa, ya que se ha visto que este fitopatogeno puede crecer en 24
horas, llenando una caja de Petri (Agrios, 2005); lo que permitio que después de la

inhibicion hubiera crecimiento del fitopatogeno.
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(Izquierda) Figura 23. Crecimiento de P. aphanidermatum en a) control negativo, b) control negativo de disolvente,
f1) fraccion uno, £2) fraccion dos, £3) fraccion tres y £8) fraccion ocho de la cromatografia en columna del extracto
de hojas. (Derecha) Grafica 12. Porcentaje de inhibicion para P. aphanidermatum con la fraccion uno y dos a las 24

horas; la fraccion tres y ocho no estan representadas debido a que no presentaron inhibicion.
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Con los resultados anteriores se determin6 seguir trabajando con la fraccion uno del
extracto, ya que presentd una mejor inhibicion, habiendo una mayor probabilidad de
que se encontrara un compuesto responsable de la actividad. Por otra parte, se tenia
una mayor cantidad de esta fraccion y se podia obtener una mayor cantidad de

compuesto activo lo cual no afectaria la viabilidad del estudio.

6.6. Cromatografia en columna flash de la fraccién uno del extracto de hojas

Se obtuvieron 133 fracciones, que por su similitud se juntaron en 18 fracciones finales,
de las cuales tres (Tabla 9) fueron tomadas para realizar la comparacion con la
sesseina. Las fracciones elegidas se denominaron como uno, dos y tres. El resto de las
fracciones no se analizaron debido a la poca cantidad de muestra que se tenia, lo que
significaba que no se pudieran probar en un bioensayo, y a la diferencia a simple vista

que tenian con la sesseina.

Tabla 9. Peso de las fracciones utilizadas para la comparacion con la sesseina.

Fraccion  Peso (mg)
1 72.7
2 4673
3 37
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6.7. Obtencion y elucidacion de la sesseina

La sesseina que se aislo pertenecia a la fraccion dos de la CCF, una parte se cristalizo
en forma acicular, mientras que el resto tuvo una textura polvosa (Figura 24).

Present6 un color amarillo, un m/z de 342 y un punto de fusion de 158°C a 160°C.

Figura 24. Sesseina obtenida en polvo y cristales.

En el espectro de ATR (Anexo A.4) se puede observar una banda que aparece en
3253.64 cm’, que pertenece al grupo hidroxilo de la sesseina, las bandas observadas
en 2970.91 cm™, 293834 cm™', 2875.50 cm” pertenecen a los carbonos saturados que
junto con las bandas en 1464.59 cm” y 1399.79 cm” confirman la presencia de
metilenos y metilos; en 1733.23 cm ™ aparece la banda correspondiente a la lactona de la
sesseina, mientras que en 1634.09 cm’! y 1648.92 cm’, se observan los carbonilos de la

quinona.
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Los espectros de RMN fueron interpretados y asignados con la ayuda del M. en C.
Baldomero Esquivel Rodriguez; en estos, se pueden observar las senales
correspondientes a cada uno de los hidrogenos y carbonos de la molécula de sesseina,
con lo cual se confirma que el compuesto aislado se trata de este diteperno. En la tabla
10 y 11 se presentan las asignaciones los carbonos e hidrogenos que estan ilustrados en
los Anexos 5 y 6. El espectro de RMN del experimento de HSQC (Anexo A7)

comprueba la correspondencia entre los carbonos y los hidrogenos.

Las asignaciones de los espectros de RMN de la sesseina aislada son concordantes con
las publicadas por Jiménez et al. (1988), existe una variacion en el desplazamiento que
se debe, basicamente, a que el equipo utilizado en dicho estudio tenia una menor

resolucion que el que se utilizo en este trabajo.

(Izquierda) Tabla 10. Asignaciones de los carbonos de la sesseina aislada. (Derecha) Tabla 11. Asignaciones de los

hidrogenos de la sesseina aislada.

Carbono Asignacion  Carbono Asignacion Hidrégeno Asignacién (dy ppm)
(8cppm) (8- ppm) H-1 1.555s; 2.19s
cl 26.00 cn 150.99 H-2 1.53 m; 1.45 m
c2 2116 cB 142.87 £ RSP
H-5 1.87d
c3 3555 C-14 183.56 J=2.4
C-4 4205 cl5 24.46 H-6 1.99 m; 1.58 m
H-7 6.00 dd
C5 4274 C-16 19.73 J=3.8,1.9
cé6 4026 c17 1992 H-15 3.18 sep
J=7.0
C7 6218 C18 2323 H-16 1.20's
c8 126.10 C19 174.79 H-17 1.18s
- ) H-18 1.23d
C9 14051 C20 7353 1-1.08
C10 37.75 c21 169.20 H-20 4.84 dd; 4.23 dd

J=12.3,2.1; J=12.3,0.8
c1 184.66 c2 2099 H-22 2.06 s



6.8. Bioensayo tres. Utilizacion de la sesseina

En el ultimo bioensayo se obtuvieron resultados superiores a la IC50 del extracto,
teniendo una mejor inhibicion en los oomicetos que en los ascomicetos, porque en los
primeros se alcanzo el 100% de inhibicion y para el caso de P. aphanidermatum ésta se
mantuvo (Tabla 12; Grafica 13). En cuanto a la morfologia de los fitopatogenos, los dos
ascomicetos tuvieron un color blanco, diferente a los controles y el micelio crecia

sobre el inoculo (Figura 25).

En el caso de los ascomicetos, la coloracion varia segtin el medio donde se desarrollan
y su estadio (Agrios, 2005); para el caso de F. oxysporum, dependiendo de la cantidad de
luz recibida se expresaran, en mayor o menor proporcion, los genes encargados de la
sintesis de los carotenoides responsables de sus color (Avalos y Estrada, 2010). Debido
a que los controles y tratamientos estuvieron bajo las mismas condiciones, la
coloracion palida de A. alternata y F. oxysporum se atribuye a que el micelio no lleg6 a
desarrollarse idoneamente y por lo tanto no poseia la coloracion caracteristica.
Ademas, con base en la informacion anterior, se sugiere que tanto el extracto como la
sesseina podrian llegar impedir la correcta expresion genética, en cualquiera de sus
etapas, de F. oxysporum y por lo tanto esto se ve reflejado en la coloracion de los

hongos.
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Tabla 12. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de los fitopatogenos en el medio adicionado con sesseina. (*) Para

P. aphanidermatum las columnas de 48 h presentan la medicion del micelio a las 24 horas.

Crecimiento (%) Inhibicién (%) Crecimiento (%) Inhibicion (%)
48h 48h Controllleno Controllleno

Alternaria alternata

3253 67.47 45.88 54.12
Fusarium oxysporum
39.07 60.93 50.39 49.61
Phytophthora capsici
0 100 745 92.55
Pythium aphanidermatum*
0 100 0 100

Inhibicion de los fitopatogenos causa por
la sesseina

100 +

90
80 -
70 -
0 w48 h*
50 -
40 -
30 |
20 -
10 -
o |

alternata F oxysporum P. capsiciD. aphamdermatum

Inhibicion (%)

Grafica 13. Comparacion del porcentaje de inhibicion de los fitopatogenos a las 48 horas y una vez que los controles

negativos estuvieron llenos. (*) Para P. aphanidermatum la primera medicion se realizo a las 24 horas.
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Figura 25. Crecimiento de los fitopatogenos en los controles y el medio con sesseina. A. alternata: a) control
negativo, b) control negativo de disolvente y c) sesseina; F. oxysporum: d) control negativo, ¢) control negativo de
disolvente y f) sesseina; P. capsici: g) control negativo, h) control negativo de disolvente y i) sesseina; P.

aphanidermatum: j) control negativo, k) control negativo de disolvente y I) sesseina.

Para el caso de P. capsici, como se observo en los otros tres bioensayos, al principio no

hay crecimiento micelial; sin embargo, éste comienza a crecer posterior a las 48 horas
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de sembrado, lo cual indicaria que tanto la sesseina como el extracto tienen un efecto
fungistatico, ya que solo retrasan el crecimiento. El efecto fungistatico es la inhibicion
del crecimiento micelial, que puede ser causado por ciertas sustancias, donde se ha
observado que hay un ligero crecimiento retardado y posteriormente hay un
incremento considerable del micelio (Kirk et al, 2001). El crecimiento de este oomiceto
fue mayor en los bioensayos con el extracto (mayor al 50%) que en el bioensayo de la
sesseina (menor al 10%); para ambos casos un aumento en la concentracion podria
cambiar el efecto de fungistatico a fungicida, tal como se ha visto en otros casos

(Gamboa-Alvarado et al., 2003; Garcia-Camarillo, 2006).

La utilizacion de la sesseina, como un compuesto puro tiene grandes ventajas, como el
aumento del efecto inhibitorio, por ejemplo en P. aphanidermatum donde resulta tener
una eficiencia del 100%. También es mas facil realizar pruebas de toxicidad para cierto
tipo de organismos con un solo compuesto que con una mezcla, donde se tenga que
discernir cual compuesto es toxico, si tal prueba resultara positiva, y se facilitaria
hallar el mecanismo de accion que permita comprender como actia sobre los

0rganismos.

El porcentaje de inhibicion en A. alternata, F. oxysporum y P. capsici disminuye cuando el
control esta lleno. En el caso de los ascomicetos, puede ser resultado de la degradacion
de la sesseina, junto con la resistencia del micelio que ocasiono que éste pudiera crecer
nuevamente. La resistencia fingica se da como una respuesta adaptativa, debido a que
son organismos con tiempos generacionales cortos. Puede darse porque hay

variaciones genéticas o epigenéticas, que hacen posibles diferencias bioquimicas,
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fisiologicas o fenotipicas; o simplemente por un aumento de la sensibilidad del
fitopatogeno al compuesto pesticida, dando como respuesta una reduccion a la
exposicion al antifingico y el crecimiento micelial, en lugares donde no esté presente

(R4P Network, 2016).

En los ascomicetos, la presencia de los septos que son paredes transversales que
dividen a las hifas (Campbell y Reece, 2008), les confiere un mayor resistencia porque
si la pared celular es afectada en algtin punto, el material citoplasmatico solo se
perdera en la parte danada. En cambio los oomicetos no presentan estas estructuras, lo
cual provoca que si existe un dafio en la pared y membrana celulares, todo el material

citoplasmatico se pierde.

La habilidad de los hongos para producir ciertos compuestos también desempena un
rol importante en la resistencia, porque minimizan el dafio y les dan la oportunidad de
tener diversas respuestas, por ejemplo, la produccion de metabolitos secundarios en
especies de Fusarium y su rapida sucesion hace que sean mas dificil de erradicar
(Moretti y Sarocco, 2016). Por otra parte, los mecanismos de accion mas conocidos de
los fungicidas, y en particular de los extractos vegetales, involucran un dafio en pared
y membrana celulares, causando como una consecuancia la formacion de radicales
libres, que dafan los organelos y el DNA. Por ello, algunos hongos como F. oxysporum y
A. alternata producen catalasas para la transformacion de los radicales y asi anular el

dano producido por ellos (Beltran et al,, 2006).
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Un aumento en la sensibilidad y la diversidad de mecanismos de resistencia de los
ascomicetos pudo permitir que los hongos sobrevivieran sobre el inoculo que no
estaba tratado. Lo anterior explicaria por qué hay una menor inhibicion en estos
organismos y por qué se utiliza una mayor cantidad de extracto y sesseina, comparado

con los valores obtenidos para los oomicetos.

Otra posibilidad que puede actuar en conjunto con la resistencia fangica, para que
haya un decaimiento de la inhibicion a las 72 horas, en el medio adicionado con
sesseina que no se observa en el extracto, es que existen Otros compuestos
minoritarios en el extracto que actGan en conjunto para que la inhibicion se mantenga.
Se ha reportado que los principales causantes de la actividad fungicida son los
monoterpenos y sesquiterpenos como eugenol, linalol, viridiflorol, globulol, a-
cadineno y bergamotol (Medjahed et al,, 2011; Motjaba et al., 2011; Waller et al., 2017),
pero éstos han sido obtenidos solamente de los aceites esenciales porque han sido mas
estudiados. Sin embargo, segtin Cabral et al. (2013), los extractos estan conformados
por una gran variedad de metabolitos secundarios. lo que hace dificil relacionar un
solo compuesto con la actividad, por lo cual comtnmente actividad resulta un efecto

sinérgico de todos los componentes.

La interaccion entre distintos compuestos promueve que haya diferentes mecanismos
de accion para atacar a los fitopatogenos, cada uno con diferentes blancos de accion
que desencadenan distintas senales, decreciendo el riesgo de que haya una resistencia
por parte de ellos y aumentando la probabilidad de supervivencia de las plantas

(Cabral et al, 2013; Osbourn y Lanzotti, 2009). Generalmente este tipo de
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interacciones se estudian utilizando dos 0 mas extractos de plantas, pero haciendo un
recuento de los compuestos que se encuentran responsables de la actividad
antifangica en estos estudios, se encuentran mezclas de diterpenos y triterpenos con
compuestos fenolicos, que por lo regular se tratan de flavonoides y en algunos casos

taninos, acidos fenolicos, cumarinas y saponinas (Céspedes et al, 2014; Lagrouh et al,,

2017; Liu et al., 2017; Ncube et al,, 2012; Williamson, 2001).

La sinergia es el efecto de una combinacion de sustancias que tiende a ser mayor al
efecto esperado de esas sustancias por separado (Williamson, 2001), lo cual es
contrario a la inhibicion causada por la sesseina, ya que es mayor que la provocada por
el extracto de hojas. A pesar de esto, y como se explico anteriormente, se cree que el
extracto posee una mezcla de diterpenos con triterpenos y flavonoides. Ademas en las
fracciones probadas del extracto, también hubo una actividad inhibitoria,
demostrando que hay un efecto sinérgico de los diferentes compuestos del extracto

que promueve la manutencion de la inhibicion del crecimiento.

Por otro lado, la purificacion de los compuestos aumenta el costo de un posible
producto final y se necesitan mas equipos y disolventes, por lo cual es mas prometedor
y rentable utilizar el extracto de la planta (Cabral et al, 2013). Con la informacion

anterior se pueden resaltar las ventajas y el gran potencial que tiene el uso del extracto

de hojas.

Las técnicas para la realizacion de bioensayos in vitro, para probar la actividad

biologica de los extractos y compuestos son muy variadas, haciendo que la
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comparacion de resultados de los estudios sea dificil porque se ven influenciados por
factores como el origen de la planta, el método utilizado para la extraccion, la
composicion y cantidad de los componentes de los extractos que determinan el alto o
bajo potencial del extracto (Waller et al., 2017). Otro factor importante es el tipo de
disolvente utilizado, pues influye en la composicion del extracto y por lo tanto en su
actividad en un organismo determinado. Martins et al. (2015) reportaron para Candida
spp., que los extractos obtenidos con metanol e hidroalcoholicos presentan
concentraciones inhibitorias mas bajas que las obtenidas con extractos acetonicos, de
diclorometano y etanol. Jasso et al. (2011), obtuvieron mejores resultados utilizando
extractos etandlicos de plantas mexicanas para tres de los cuatro de los hongos que

probaron y para el restante se obtuvo una mejor inhibicion con su extracto hexanico.

Comparando los estudios donde se utilizaron extractos de salvias, los resultados
tienden a ser variados. Se reporto que la minima concentracion inhibitoria (MIC) del
extracto de acido acético de S. sclarea y de S. officinalis es de 125 ppm, ambos extractos
fueron probados con especies de Alternaria (Dellavalle et al,, 2011). Motjaba et al. (2011)
probaron el extracto de etér y acetato de etilo de S. multicaulis contra Candida albicans y
Saccharomyces  cerevisiae obteniendo una MIC de 1067 ppm y 2987 ppm,
respectivamente. Los extractos hexanico, hidroalcoholico, de acetato de etilo y de
butanol de S. texana se probaron contra cuatro hongos patogenos obteniendo una MIC

de 60 ppm a 500 ppm dependiendo del extracto y del hongo que se utilizo6 siendo el

mas efectivo el extracto de acetato de etilo y el extracto hidroalcoholico presento

valores mas altos (Alanis et al., 2007).
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La minima concentracion inhibitoria es la concentracion mas baja de extracto que se
utiliza en el tratamiento y donde no hay crecimiento aparente, la IC50 es la
concentracion donde no hay un 50% de inhibicion del crecimiento total. Aunque se
trata de dos medidas diferentes, la IC50 obtenida para cada uno de los fitopatogenos
probados (250 ppm para A. alternata, 500 ppm para F. oxysporum, 150 ppm para P. capsici
y 150 ppm para P. aphanidermatum; seccion 6.3 y 6.5), demuestra que el extracto tiene
una eficacia promedio comparada con otros estudios; pues ya que los valores se
encuentran dentro del rango de las concentraciones reportadas y éstas podrian
fluctuar si se prueban en otros organismos o se modifican las condiciones de

extraccion.

La baja o nula toxicidad de los extractos de plantas y sus residuos sobre animales
como peces, aves y mamiferos ha sido muy referida (Cabral et al., 2013; Mansour et dl,
2015; Osbourn y Lanzotti, 2009; Sharma et al., 2017); trabajos como el de Al-Assiuty et
al. (2014) (Capitulo 3) y Mansour et al. (2015) demuestran que la toxicidad de los
compuestos extraidos de plantas es menor que la de los insecticidas comerciales. Sin
embargo, hay pocos estudios donde se compare la toxicidad de extractos con de la de
ciertos pesticidas, y muchos de los extractos no son necesariamente menos toxicos
que los compuestos sintéticos (Tor y Woods, 2017). Por lo cual hacer pruebas de
toxicidad y del tiempo de degradacion de los extractos deberia ser un punto

importante para cerciorarse de la seguridad al utilizarlos.
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Capitulo 7. Conclusiones

En este estudio se encontr6 la propiedad antifingica del extracto de hojas y del
extracto de flores de Salvia sessei sobre los fitopatogenos, los dos extractos tienen una
composicion similar que consisten en una mezcla de diterpenos, triterpenos y
flavonoides. El extracto de tallos no fue tan eficaz, aunque si present6 una ligera
actividad. Se eligio al extracto de hojas para la continuacion del estudio, ya que posee

una gran eficacia y se obtiene una gran cantidad de éste con poco material vegetal.

Del extracto de hojas se aislo la sesseina, un diteperno que ya habia sido caracterizado,
pero no se habia probado en algin ensayo de actividad biologica, por lo tanto, el
presente trabajo se convierte en la primera descripcion de su actividad biologica como

fungicida y es una nueva aportacion de la actividad antifangica de los diterpenos.

Tanto con el extracto como con la sesseina, existe una mejor inhibicion en los
oomicetos porque se utilizé6 una menor concentracion del extracto y del compuesto.
Con los resultados obtenidos, se concluye que bajo las condiciones en las que se
realizo el estudio, P. aphanidermatum es el fitopatogeno para el cual se presenta una

mayor actividad antifangica.
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Con P. capsici se muestra un efecto fungistatico, porque el micelio crece a las 72 horas
después de haber sido inhibido completamente. Este efecto podria convertirse en
antifangico si se aumentaran las cantidades de extracto y sesseina que se utilizan en el

tratamiento contra este oomiceto.

Se propone que el extracto tiene un efecto sinérgico, ocasionado por los compuestos
que lo conforman. Aunque la inhibicion del extracto es menor en comparacion con el
tratamiento de la sesseina, el sinergismo mantiene el efecto antifangico, impidiendo el
crecimiento de los hongos, provocando que existan diferentes blancos donde el
extracto actda y haciendo que los patogenos sean menos propensos a desarrollar una
respuesta de resistencia contra el extracto. Se sugiere que el extracto ocasiona dafos
en la pared celular y en la membrana, causando dano celular y la muerte de los hongos
y los fungoides. Sin embargo el mecanismo de accion debe ser estudiado por separado,
para ser comprobado y, en lo posible, determinar los blancos o las reacciones que

produce.

La concentracion de extracto utilizada para los cuatro fitopatogenos, se encuentra
dentro del rango de los demas estudios publicados. Sin embargo, estas
concentraciones pueden variar a futuro, de acuerdo a las condiciones ambientales
donde se encuentre la planta y los factores experimentales que sean determinados
para la obtencion del extracto. Si se siguen otros protocolos ya publicados, se podria
hacer una comparacion directa y los valores obtenidos en este trabajo podrian

cambiar, siendo mas bajos.
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Ademas, se necesitan realizar pruebas de toxicidad contra blancos especificos que
sean organismos clave, con animales y con humanos; pruebas del tiempo de
degradacion y comparaciones con fungicidas comerciales, aunado a efectuar pruebas in
vivo con plantas infectadas, para ver la interaccion planta-patogeno-fungicida con los

factores bioticos y abioticos que la rodean.

Este estudio demuestra, en primera estancia, la eficacia de utilizar la sesseina como
compuesto y, sobretodo, la utilizacion del extracto de hojas de S. sessei como una
opcion viable y con gran potencial contra fitopatogenos generalistas que son de gran

Importancia.

Finalmente, aunque las propiedades antiftngicas de la familia Lamiaceae son muy
estudiadas, este trabajo es uno de los pocos reportes en México donde se ha estudiado
la actividad antiftngica del género Salvia contra fitopatogenos. Con ello se contribuye
a la linea de investigacion para estudiar las propiedades antifungicas de este género,
resaltando la importancia de las salvias mexicanas y en particular de Salvia sessei, la

cual solo tiene un uso ornamental.
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Anexos

Los primeros espectros corresponden a los extractos de S. sessei, los cuales fueron realizados en IR con la técnica de pastilla hecha

con bromuro de potasio (KBr). Para el caso del espectro de ATR de la sesseina, no se necesito agregar otra sustancia. Estos

espectros fueron realizados en el Laboratorio de Espectroscopia del Instituto de Quimica.

Los espectros de RMN (todos los experimentos) se realizaron en el Laboratorio Universitario de Resonancia Magnética Nuclear

(LURMN) del Instituto de Quimica fundado por CONACYT-México (Proyecto 0224747) y la UNAM.
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A.1. Espectro de IR del extracto de tallos
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A.2. Espectro de IR del extracto de hojas
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A.3. Espectro de IR del extracto de flores
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A.4. Espectro de IR de sesseina
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A.5. Espectro de RMN-1H de sesseina
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A.6 Espectro de RMN-13C de sesseina
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A.7. Espectro de HSQC de sesseina
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