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RESUMEN

El arbusto silvestre, Gutierrezia sarothrae (Pursh), hierba del pasmo, se emplea en
medicina tradicional de los pueblos del sur de Sonora, por sus propiedades, antifingicas,
asi como antiinflamatorias, antiproliferativas, antibacterianas, entre otras. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad antifungica “in vitro” de hierba del pasmo contra Aspergillus
flavus, utilizando bioensayos de medio con extracto. Aspergillus spp, es un hongo productor
de aflatoxinas, contamina los cultivos de maiz y cacahuate principalmente. Para conocer la
bioactividad de la hierba del pasmo, se obtuvieron los extractos hidroalcohdlicos a partir de
las hojas de la planta, los cuales fueron concentrados en un rotavapor, eliminandose el
solvente. La actividad antifingica de los extractos se evalud, utilizando el método de
dilucion en agar. Se emplearon concentraciones del extracto de 50 a 10,000 ppm en DMSO,
las que fueron afiadidas al medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) por duplicado. El
hongo se inocul6 en el centro de la placa y se evalud la inhibicién del crecimiento. Como
control se usaron placas inoculadas con el hongo pero sin el extracto. Las diferentes
concentraciones del extracto establecidas para el estudio, mostraron efecto antifiingico,
demostrando el potencial bioactivo de fuentes naturales y la importancia de su
caracterizacion.
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ABSTRACT

The wild bush, Gutierrezia sarothrae (Pursh), pasmo grass, is used in traditional medicine
by the people of rural towns of southern Sonora, mainly due to its antifungal, anti-
inflammatory, antiproliferative, and antibacterial characteristics, among others. The aim of
this study was to evaluate the antifungal activity " in vitro " of grass pasmo against
Aspergillus flavus, using extract bioassay medium. Aspergillus spp, is a producer of aflatoxin
fungus, it mainly contaminates maize and peanut crops. To get to know the pasmo grass
bioactivity, the hydroalcoholic extracts from plant leaves where obtained by utilizing a rotary
evaporator thus eliminating the solvent. The antifungal activity of the extracts was evaluated
using the agar dilution method. Extract concentrations from 50 to 10,000 ppm in DMSO were
used, which were added to the culture medium of potato dextrose agar (PDA) in duplicate.
The fungus was inoculated onto the center of the plate and the growth inhibition was
evaluated. As a measurement control, inoculated plates with fungus but without extract were
used. The different concentrations of the extract provided for the study, showed antifungal
activity, demonstrating bioactive potential from natural sources and the importance of their
characterization.
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INTRODUCCION

Un objetivo bien conocido en el estudio de las plantas es el descubrimiento y
caracterizacion de nuevos componentes bioactivos que ayuden a prevenir y
controlar enfermedades, causadas por plagas, bacterias y hongos (Lucero et al.,
2006). A traves de los afios se han dedicado grandes esfuerzos en la blusqueda de
nuevos materiales, provenientes de fuentes naturales para el control de hongos,
bacterias, plagas de insectos y también para la conservacion de alimentos (Irkin y
Korukluoglu, 2007).

Para este estudio se escogié Gutierrezia sarothrae conocida como escobilla, hierba
del pasmo o arbusto trementina, que es un planta lefiosa perenne que crece a lo
largo del noroeste de Latino América. Esta planta se emplea en medicina tradicional
principalmente en el sur de Sonora, por sus propiedades, antiinflamatorias,
antibacterianas y antifingicas, entre otras. Su composicion quimica es muy
compleja; contiene metabolitos secundarios como terpenos, diterpenos, saponinas
y flavonoides. A estos compuestos se les atribuyen las actividades antes
mencionadas, junto con su alta capacidad antioxidante (Balasundram et al., 2006).

Una de las causas de la baja produccion de cultivos agricolas no s6lo en México
sino en todo el mundo, es el ataque a los cultivos por diversas plagas de insectos,
invasion por hongos y bacterias, que causan devastadoras enfermedades. El maiz
y el trigo son los cereales mas susceptibles al ataque de estos organismos, que
degradan su calidad en diversas formas, considerandose a los hongos A. flavus y
A. parasiticus las especies predominantemente responsables de la produccion de
aflatoxinas, que contaminan los cultivos antes de la cosecha o durante el
almacenamiento (Tequida et al., 2002). Estos hongos pueden causar dafios como
pérdida de capacidad de germinacion, decoloracién, calentamiento y la mas
importante produccion de micotoxinas que resultan toxicas para mamiferos y aves.

El uso de fungicidas quimicos convencionales es el método mas empleado para el
control de hongos; estos productos quimicos sintéticos, resultan ser téxicos
causando dafio al agroecosistema. Actualmente, se ha intensificado la busqueda de
materiales naturales que ayuden evitar el uso de agentes quimicos toxicos y ya
existen varios estudios en los que se ha demostrado que el uso de extractos de
plantas naturales proporciona esta oportunidad (Irkin y Korukluoglu, 2007).

Por esta razon el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antifangica in
vitro del extracto hidroalcohdlico de hierba del pasmo (Gutierrezia sarothrae) contra
Aspergillus flavus. En este trabajo también se realizdé una evaluacién fitoquimica
preliminar de hierba del pasmo encontrandose compuestos fendlicos los que fueron
cuantificados, obteniéndose los fenoles totales, a los cuales se continuara
caracterizando para obtener los compuestos individuales responsables de la
bioactividad de los extractos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se realiz6 una colecta de planta de hierba del pasmo,
obteniéndose la muestra del municipio de Huatabampo, Sonora, México, que se
localiza entre los paralelos 26°54’ y 26°14’ y entre los meridianos 109°00 y 109°53.
La corroboracion de la especie se realizé en el herbario de la Universidad de
Sonora. Este material se sec6O a temperatura ambiente bajo sombra durante
aproximadamente una semana.

Obtencion del extracto de hierba del pasmo. El material seco de la planta se
molid en una licuadora industrial (Hinox), se pes6 en una balanza analitica
(Sartorius, 11219-03) y se sometid a maceracién con etanol al 70% durante una
semana en la oscuridad y con agitacion ocasional. Transcurrido este tiempo, el
material fue filtrado utilizando papel Whatman No. 4. Se eliminé el solvente del
filtrado obtenido en un evaporador rotatorio (IKA, RV10 Digital D). EIl extracto fue
secado a temperatura ambiente utilizando flujo de aire y se guardé en refrigeracion
hasta su uso en la evaluacion antifungica, mediante los métodos de difusion en agar
y dilucién en agar. Condiciones de cultivo y preparacion del in6culo fangico. Se
utilizé una cepa del hongo Aspergillus flavus, la cual fue proporcionada por el
cepario del Laboratorio de microbiologia, del Departamento de Ciencias Quimico-
Bioldgicas de la Universidad de Sonora (DCQB) de la UNISON. Para la evaluacion
antifingica, el hongo, se cultivd en agar papa dextrosa (PDA) a temperatura
ambiente por 7 dias. Se prepar6 el inoculo, cultivando en tubos con PDA en pico
de flauta, hasta desarrollo del hongo; a estos tubos se les afiadié 5.0 mL de solucién
salina estéril al 0.85%, obteniendo una suspension de esporas. El conteo de
esporas se realiz6 por placa vertida, obteniéndose un inéculo de 3.4x10’
esporas/mL.

Preparacion de stocks. Se prepararon cuatro diluciones pesando 80 mg de
extracto para cada una; el extracto se disolvié en 0.15, 0.75, 15y 30 mL de DMSO,
para obtener una concentracion final de 50, 250, 5,000 y 10,000 ppm,
respectivamente (Da Silva et al., 2012; Sharma et al., 2011).

Evaluacién antifungica.

Se prepard medio de cultivo PDA y se dej6 enfriar hasta 45°C. Posteriormente a las
placas estériles se les adiciond la solucién de stocks a diferentes concentraciones;
se afiadid el medio, se homogeneiz6 y se dej6 solidificar (medio con extracto de
hierba del pasmo). Cada placa se perfor6 en el centro (0.6 cm) con una pipeta
Pasteur y se afiadié 25 uL del indculo (A. flavus). Como control se us6 PDA con
indculo de A. flavus sin extracto y PDA con dimetil sulfoxido (DMSO) e inoculada
con el hongo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente por cinco dias y
posteriormente se realizaron las observaciones correspondientes a c/u de los
tratamientos y controles.
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Método de dilucion de extracto en agar. Utilizando este método, se determiné la
actividad fungicida del extracto de hierba del pasmo midiendo el crecimiento radial
del hongo, la cepa se activo haciéndola crecer en placas Petri de 9 cm con medio
PDA a 28°C por seis dias. Se prepararon tubos con 5 mL de medio PDA, se
esterilizaron y se mantuvieron en bafio de agua para evitar su solidificacion. A estos
tubos se adicion6 el extracto a 500 ppm en 100 pL del disolvente (metanol), se agito
en vortex y se vacié inmediatamente en placas Petri de 5 cm estériles y se esperé
a que el medio solidificara completamente. Para la siembra del hongo en estas
placas, se tomo con asa el hongo de las placas de 9 cm y se sembré por picadura
central. La incubacion se llevo a cabo a 28 °C por seis dias, se incluyeron controles
negativos de placas con PDA y la misma cantidad de disolvente pero sin extracto.
La evaluacion se llevo a cabo por triplicado (March et al., 1991).

Andlisis de fenoles totales. La concentracion de fenoles totales en el extracto de
hierba del pasmo fue medida por espectrofotometria (UV-V), basandose en una
reaccion colorimétrica de oxido-reduccién, siendo el agente oxidante el reactivo de
Folin-Ciocalteu.

Preparacién de la curva de calibracion. Se utilizé una solucion estandar de &cido
galico (2 mg/ml), de la cual se tomaron volumenes de 0 yL-300 pL en intervalos de
30 pL, completando el volumen de cada uno a 600 pL con metanol (Figura 1).

Determinacion de fenoles en el extracto. Se pesaron 5 mg de extracto y se
disolvieron en 1 mL de metanol. Se tomaron 120 pL de los estandares y del extracto,
y se completaron con 900 pL de agua destilada. Después se le adicionaron 240 uL
de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N, se reposo por 5 min. Posteriormente se le
adicionaron 360 yL de Na2COs al 20%. Se aforaron a 3 mL y se dejo reposar por 2
horas en la oscuridad. La absorbancia fue medida a 760 nm. Los resultados fueron
expresados en mg de &cido galico por g de extracto (mg GA/g extracto).
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Figura 1. Curva de calibracion utilizando acido galico como estandar a 760 nm

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las diferentes concentraciones del extracto. Como controles en la
evaluacion antifangica se utilizaron dos placas: una con medio PDA vy la otra con
PDA-DMSO; inoculadas con el hongo pero sin el extracto, en las cuales el hongo
se desarroll6 por completo. En las placas correspondientes a la evaluacién
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antifangica, a las concentraciones de 50, 250, 5,000 y 10,000 ppm, figura 2 A, B, C
y D; respectivamente, se observlo que el extracto de hierba del pasmo inhibe el
crecimiento de A. flavus a todas las concentraciones evaluadas. Pero, la mayor
actividad inhibitoria se observo a las concentraciones de 5,000 y 10,000 ppm, en
donde no hubo crecimiento del hongo. EI Agar PDA con DMSO se utiliz6 como
control para confirmar que este, no presentaba ningun efecto sobre la bioactividad
del hongo. La observacion del crecimiento micelial en las placas, se realizd
diariamente y hasta el 7°dia, lo cual se observa en la figura 2. A, B, C y D con los
resultados previamente descritos.

a N
A B

Figura 2. Medios de cultivo (PDA) con extracto de hierba del pasmo,
inoculados con A. flavus

Actualmente, el interés cientifico en las propiedades bioldgicas o actividad de los
extractos de plantas se ha incrementado notablemente. Estudios realizados en esta
planta han demostrado la presencia en su composicion quimica de metabolitos
secundarios diversos, como los compuestos de la clase de los terpenos y los
compuestos fenolicos (Flavonoides).

La concentracion de fenoles totales determinada en los extractos de hierba del
pasmo por el método Folin-Ciocalteu, fue de 0.557 + 0.0184 mg GA/g de extracto,
lo cual demuestra que los compuestos fendlicos son componentes de hierba del
pasmo. En estudios recientes sobre la bioactividad de los metabolitos secundarios
se perfilan a éstos compuestos con potencial para el control de la contaminacién
fungica, tanto en el campo de la agricultura como en la salud humana (Soliman &
Badea, 2002; Tajkarimi et al., 2010). Los resultados obtenidos en la evaluacion
antifangica de los extractos de hierba del pasmo muestran que contienen
componentes que actian como fungicidas lo que permitird continuar con su
caracterizacion para utilizarlos como potenciales antifingicos.

Técnica de dilucién de extracto en agar. Esta técnica reflejo la actividad del extracto
por el crecimiento radial del hongo, del cual posteriormente se calculd el diametro.
El porcentaje de inhibicion de crecimiento se obtuvo tomando en cuenta que la
inhibicion es el inverso del crecimiento y los resultados fueron calculados mediante
la siguiente formula: % de crecimiento= (Diametro del crecimiento del hongo en el
extracto/diametro del control negativo) x 100. % de inhibicion = 100 - % de
crecimiento (Tequida et al., 2002). El resultado fue una inhibicién del hongo del 50%
a 500 ppm, por lo cual serd conveniente realizar una nueva evaluaciéon a una
concentracion de 1000 ppm en futuras evaluaciones. Los resultados arrojados por
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ambas técnicas permitieron detectar los efectos antifungicos que presentaron los
extractos.
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