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Resumen

Introduccién: Los extractos de plantas cumplen un
rol muy importante en la agroecologia, por el beneficio al
medio ambiente y al ecosistema cuando son usados como
alternativa para el tratamiento de enfermedades infecciosas
en las plantas, causadas por organismos fitopatdgenos.
Obijetivo: El objetivo del presente estudio fue evaluar la
actividad fungicida de los extractos de Ruta graveolens,
Nicotiana tabacum y Crisanthemun morifolium para combatir
el hongo Botrytis cinerea. Materiales y métodos: Los
extractos fueron obtenidos de hojas de R. graveolens,
N. tabacum vy las flores de C. morifolium por el método
de extraccion con solventes (hexano, diclorometano vy
etanol) por medio de sonicacion. Los nlcleos fitoquimicos
presentes en estos fueron caracterizados por cromatografia
de capa delgada. Para determinar la actividad antifingica
de los extractos sobre B. cinerea, se utilizd la técnica de
microdilucion en caldo para hongos filamentosos (adaptada
del CLSI), probando seis diluciones de cada extracto (250;
125; 62,5; 31,25; 15,6 y 7,8 pg/mL). Todos los ensayos
se realizaron por triplicado. Resultados: De los nueve
extractos evaluados, solo el extracto diclorometanico de las
hojas de R. graveolens inhibid la germinacion de conidios
de B. cinerea en un 57,5%, con un valor de CIM de 62,5

ug/mL. Conclusién: El extracto diclorometanico de R.
graveolens podrfa ser Util en el control de la enfermedad
del moho gris causada por B. cinerea, generando menos
impacto ambiental. Por otra parte, la actividad antifingica
observada se atribuiria a metabolitos secundarios como
cumarinas, flavonoides y alcaloides que fueron los méas
abundantes detectados en este extracto.

Palabras clave: Botrytis, Crysanthemum, Extractos vege-
tales, Fitoterapia, Actividad antifungica, Nicotiana tabacum,
Ruta graveolens. (Fuente: DeCS).

Abstract

Introduction: The plant extracts make a very important role
in the agroecology, they benefit to the environment and to
the entire ecosystem around, fighting infectious diseases
in plants caused by phytopathogens organism. Objective:
The propouse of this study was to evaluate fungicidal activ-
ity of extracts from Ruta graveolens, Nicotiana tabacum and
Chrysanthemum morifolium against Botrytis cinerea. Materi-
als and Methods: Extracts were obtain from leaves of Ruta
graveolens and Nicotiana tabacum and flowers of Chrysan-
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themum moryfolium using extraction with solvents method
(hexane, dichloromethane and ethanol) through sonication.
Extracts were characterized using thin layer chromatography.
Fungicidal activity against Botrytis cinerea were determinate
with 96 well microplate assay for filamentous fungi adapted
from Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) testing
eight dilutions of each extract (250; 125; 62,5; 31,25; 15,6
and 7,8 ug/mL). Tests were carried out by triplicate. Results:
One of nine plant extracts evaluated had good inhibitory ef-
fect. The dichloromethane extract of Ruta graveolens exhib-
ited good antifungal activity In vitro against Botrytis cinerea,
with 57,5% of conidial germination inhibition, showing a MIC
of 62,5 pg/mL. Conclusion: The dichloromethane extract of
leaves of R. graveolens could be helpful in treatment of gray
mould caused by Botrytis cinerea with less environmental im-
pact. On the other hand, this effect could be caused by sec-
ondary metabolites such as coumarins, flavonoids and alka-
loids, which were the most abundant, detected in the extract.

Keywords: Botrytis, Crysanthemum, Plant extracts, Phyto-
therapy, Antifungal activity, Nicotiana tabacum, Ruta graveo-
lens. (Source: DeCS)

Resumo

Introducado: Os extractos de plantas desempenham um
papel muito importante na agroecologia pelos beneficios
para 0 ambiente e para 0 ecossistema para ser Utilizado
como alternativas para o tratamento de doengas infecciosas
em plantas causadas por microrganismos fitopatogénicos.
Obijetivo: Evaluar a atividade fungicida dos extratos de Ruta
graveolens, Nicotiana tabacum e Crisanthemun morifolium
para controle do fungo Botrytis cinerea da mora de castela
(Rubus glaucus Benth). Materiais e métodos: Os extra-
tos foram obtidos das folhas de Ruta graveolens, Nicotiana
tabacum e as flores de Chrysanthemum morifoliu pelo mé-
todo de extragdo de sonicagao com os solventes hexano,
diclorometano e etanol; os ndcleos fitoquimicos presentes
nestes foram caraterizados por cromatografia de camada
fina. Para determinar a atividade antifingica dos extratos
contra Botrytis cinerea utilizou-se a técnica de microdilui-
¢do em caldo para os fungos filamentosos (adaptada do
CLSl) com seis diluicdes (260; 125; 62,5; 31,25; 15,6 e
7,8 pg/mL) de cada extrato. Todos os ensaios foram feitos
por triplicata e repetiram-se duas vezes em dias diferentes
para verificar a reproducibilidade do método. Resultados:
Dos nove extratos avaliados s6 um mostro efeito inibitorio.
O extrato de diclorometano das folhas de Ruta graveolens
inibi-o a germinagéo dos conidios de Botrytis cinerea num
57,5% com uma concentragéo minima inibitéria de 62,5 ug/
mL. Conclusao: Este trabalho determina o efeito de inibig&o
do extrato de diclorometano das folhas de Ruta graveolens
sob Botrytis cinerea isolado das moras infestada, atividade
que se pode atribuir aos metabolitos secundarios como
as cumarinas, flavonoides e alcaloides que foram os mais
abundantes detectados nos extratos.

Palavras chave: Boirytis, Crysanthemum, Extratos de plan-
tas, Fitoterapia, Atividade antifingica, Nicotiana tabacum,
Ruta graveolens. (Fonte: DeCS)

INTRODUCCION

La mora de castilla (Rubus Glaucus Benth), se distingue
como la fruta estrella en el desarrollo hortofruticola de la re-
gién cafetera debido a las oportunidades de crecimiento que
ofrece en el mercado. En Risaralda (Colombia), la mora de
castilla es uno de los cultivos mas destacados por tener gran
acogida en el pais y una amplia proyeccion comercial de ex-
portacion. El plan nacional de desarrollo, para la productivi-
dad del departamento, fijo varias apuestas de inversion para
el sector agroindustrial siendo la mora uno de los productos
mas destacados, con una produccion de 6.000 toneladas
del fruto al afio. Asf mismo, el Plan Fruticola Nacional (PNF)
del 2.006 proyecto para el 2.026 un incremento del 94,1%
en el area cultivada con el fruto, pasando de 10.743 hecté-
reas en el 2,008 a 20.631 hectareas en 2.026 (1).

Estudios sobre la situacion actual y perspectivas del merca-
do de la mora, demuestran cifras de crecimiento en areas
cultivadas con el fruto. Sin embargo, el promedio general na-
cional de los rendimientos en los cultivos se mantuvo cons-
tante, por lo que es importante el mejoramiento de préacticas
agricolas y del material vegetal a utilizar (2).

El cultivo de mora sufre diferentes enfermedades que afec-
tan su utilidad, siendo una de las més perjudiciales la podre-
dumbre del fruto o el moho gris, ocasionada por el hongo
Botrytis cinerea que esta presente en el 94% de los cultivos
y genera pérdidas entre el 50 y 76% (3). Este hongo afecta
tallos, hojas y flores, produciendo momificacion en los frutos
inmaduros, podredumbre en los frutos en proceso de ma-
duracion y en etapas post cosecha como en el almacenaje
(4).

Para los productores colombianos, es indispensable el uso
de fungicidas sintéticos que controlen el proceso de infec-
cion ocasionado por B. cinerea, sin embargo, este método
presenta varias limitantes: la resistencia por parte del pato-
geno a muchos fungicidas, el riesgo de inocuidad del pro-
ducto y problemas ambientales por efecto residual (5).

En los Ultimos afos, se ha incrementado el uso de produc-
tos naturales que sirvan como alternativas para tratar enfer-
medades causadas por agentes fitopatdgenos; con lo que
se busca disminuir los costos de produccion y el impacto
ambiental (6). Por lo tanto, la mejor herramienta para su ha-
llazgo es realizar estudios de bioprospeccion en plantas y
microorganismos.

Las plantas son capaces de sintetizar metabolitos secun-
darios que incluyen gran variedad de compuestos quimicos
Cuya presencia varia enormemente de acuerdo a la familia,
especie, localizacion geogréfica y parte de la planta (7). Es-
tos metabolitos pueden tener actividades bioldgicas sobre
insectos, plagas, o microorganismos fitopatdgenos e inclu-
sive pueden producir fortalecimiento estructural en la planta,
incrementando su resistencia a la penetracion de micelios
de los hongos vy a los atagques de insectos (8).

Los principales nucleos fitoquimicos con actividad fungicida

reportados son: terpenos, taninos, flavonoides y alcaloides
©).
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Estudios revelan la viabilidad de combatir a B. cinerea con
extractos vegetales y aceites esenciales en condiciones In
vitro (8, 10-12); también se ha evaluado el sinergismo de
extractos de plantas surafricanas mezcladas con Kreso-
mix-metil resultando efectivas para la inhibicion de B. cinerea
(13).

Asi mismo ensayos ‘In vivo" demuestran la eficacia en el
control de la enfermedad del moho gris en la mora de castilla
con la aplicacion de extractos vegetales (14, 15). En Co-
lombia, el ICA recomienda biopreparados que se han usado
de forma empirica en campo, mostrando buenos resultados
contra Botrytis sp.(5).

En este trabajo se evalud la actividad fungicida In vitro de los
extractos de hexano, diclorometano y etanol de R. graveo-
lens, N. tabacum y C. morifolium sobre B. cinerea.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: El material vegetal fue recolectado en el
departamento del Quindio (Colombia) en los municipios de
la Tebaida y Salento, y un voucher de nimero 9967 (MG) de
cada una de las especies fue depositado en el herbario de
la Universidad del Quindio. Las coordenada de recoleccion,
temperatura, humedad vy altura sobre el nivel mar (msnm)
son mostrados en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de recoleccién del material vegetal

Tempe-
. Altura |
Localidad razttl:ra Coordenadas (msnm) %HR Planta
4°38 14 N,
Salento 22 75°34 15 W 1895 | 82 | Rutagraveolens
Chrysanthemum
La 4°27 8 N, morifolium
Tebaida | ' |75747 12w | 10 | B
tabacum

%HR: Porcentaje de humedad relativa

Material bioldgico: EI hongo se aislo de un fruto infectado
seleccionado al azar del cultivo ubicado en la finca el Moral,
vereda Barrio Blanco en el municipio de Quinchia (Risaral-
da-Colombia) a 2.087 msnm, a una temperatura de 23°C vy
humedad relativa del 88%.

Obtenciéon de los extractos: El material vegetal fue se-
cado a 35°C y posteriormente fue molido. La extraccion se
llevd a cabo usando el sonicador FSFEOH Fisher Scientific®
con tres solventes sucesivamente: n-hexano, diclorometano
y etanol de grado analitico con una relacion solido liquido
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1:10 a una temperatura de 20°C vy en intervalos de 20 mi-
nutos (16). Los extractos asi obtenidos se concentraron en
rotaevaporador con bafo térmico a 45°C y presiones de
335 mbar para el extracto de Hexano, presion atmosférica
para el de Diclorometano y 175 mbar para el extracto de
Etanol. Los extractos secos de conservaron a -4°C hasta
su utilizacion.

Caracterizacion fitoquimica por cromatografia de
capa delgada (CCD): La caracterizacion de los diferentes
metabolitos secundarios se realizd por el método de CCD,
usando placas de silica gel F,., comparando las caracteris-
ticas de las manchas producidas por cada extracto con los
respectivos patrones (17, 18).

Ensayo de bioactividad: En placas de 96 pozos de fon-
do plano se realizo el ensayo de microdilucion en caldo nu-
tritivo, adaptando la metodologia M38-A, para ensayos de
sensibilidad a los antifingicos para hongos filamentosos del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), inoculan-
do moho a una concentracion de 108 conidias/mL. Se eva-
luaron seis diluciones por extracto (250; 125; 62,5; 31,25;
15,6 y 7,8 pg/mL), cada una por triplicado, méas controles
de crecimiento, esterilidad e inhibicion para cada extracto
y un blanco del extracto para distinguir la absorbancia entre
la pigmentacion del extracto y el crecimiento del hongo. El
andlisis de los datos de hizo de manera visual y fotométrica.

Lectura del Bioensayo: La placas fueron observadas 7
dias después de inoculadas vy la absorbancia se cuantificd
en un lector de microplacas de 96 pozos Thermo Scientific
Multiskan Go UVAVIS 10040° a 405 nm. A la absorbancia
de cada pozo se resto la producida por el extracto (control
de dilucion) y se compard con el control de crecimiento para
determinar la concentracion inhibitoria minima, el porcentaje
de inhibicion y la dosis letal media (IC,) que corresponde a
la concentracion que inhibe el 50% del desarrollo del hongo.

Analisis estadistico: Se realizo andlisis de varianza ANOVA
por planta y por tipo de extracto, ademas se complementd
con el test de Tukey HSD, con un nivel de significancia del
5% usando el software Statgraphics Centurion XVII®,

RESULTADOS

Caracterizacion fitoquimica de los extractos por CCD.
La cromatografia de capa delgada permite la separacion de
los diferentes constituyentes de una muestra de acuerdo a
su polaridad, donde se observan diferentes coloraciones de
acuerdo al nucleo fitoquimico analizado vy al tipo de revela-
dor. En la tabla 2 se resume la marcha fitoquimica de los
extractos, en donde se indica la abundancia, presencia y
ausencia de los metabolitos secundarios analizados.
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Tabla 2. Marcha fitoquimica de Ruta graveolens,
Chrysanthemum morifolium y Nicotiana tabacum

Metabolitos Secundarios
>
Nombre 2 |lag 8 2l »| g
e Extracto S| 8| 2| 8 S| 8l g
cientifico 3 g 2 % S % = s % s
Slsg el 2|=|E|5|5| =
Ruta N-Hexano + |+ [+ [+ [+ [+][-f-]-
Diclorometano | + + | ++ | + [++ | ++ |++| + [ - | +
graveolens
Etanol + + | - ||+ -] -
Chrysan- N-Hexano Sl A+
themum |Diclorometano| + | ++ | + [ + | + | - | - [++] -
morifolium Etanol - + | -+ + |+ +| -
o N-Hexano | ++ | 4+ | + | - | = | - [++[++] -
Nicotiana Diclorometano| ++ | + | - |++| - |+ [++|+| +
tabacum
Etanol + |+ [ - -1 -1+1+1-1-

(++) Abundante, (+) Presente, (-) Ausente

Con estos resultados se confirma la abundancia de cuma-
rinas, flavonoides, alcaloides, triterpenos vy esteroles de R.
graveolens. Asl mismo, se evidencia la presencia de taninos
gélicos y en una menor proporcion lactonas, compuestos
fendlicos y amidas; no se encontraron saponinas. Los ex-
tractos de C. morifolium revelaron gran cantidad de flavo-
noides, triterpenos, esteroides y saponinas. En los ensayos
con N. tabacum se determind la abundancia de alcaloides
y lactonas, presencia de triterpenos y esteroles, saponinas,
cumarinas, flavonoides y amidas en poca cantidad.

Evaluacioén de la actividad Antifungica. La inhibicion del
crecimiento del hongo B. cinerea se pudo constatar visual-
mente con el extracto diclorometandlico de R. graveolens,
en donde no hubo desarrollo del hongo a partir de la con-
centracion de 62,5 ug/mL; en los otros extractos analizados
no se notd mayor efecto. Por otro lado, los valores de absor-
bancia obtenidos fueron utilizados para calcular los porcen-
tajes de inhibicion, que se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Inhibicion del crecimiento de B. cinerea expuesto los
extractos de R. graveolens, N. tabacum y C. morifolium.

el crecimiento, calculado a partir de la absorbancia dada por
control de crecimiento que corresponde al 100%.

Figura 1. ANOVA de actividad fungicida de los extractos de
R. graveolens sobre B. cinerea

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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ABSORBANCIA

CcC

Cl
Ruda-DCM
uda-EtOH
Ruda-Hex

EXTRACTO

CC: control de crecimiento, Cl: Control de inhibicion (Man-
cozeb 1000 pg/mL), DCM: Extracto diclorometanico, EtOH:
Extracto Etandlico, HEX: Extracto Hexanico

Con los extractos activos se pudo determinar la concentra-
cion inhibitoria minima que corresponde a la concentracion
mas baja de extracto que inhibid el desarrollo del hongo (19).

Tabla 4. Concentracién Minima Inhibitoria
de los extractos activos

Extractos (R. graveolens) CMI (pg/mL)
Etandlico 125
Diclorometanico 62,5
Hexanico 250

Asi mismo, se calculd la dosis letal media con la absorbancia

- — promedio y con el célculo del logaritmo en base 10 de las
Porcentaje de Inhibicion . . e .
concentraciones evaluadas se construyo el grafico (Figura 2).
R Nicotian. hrysanthemum
Extracto gravg;‘;’ens t:l:)ztg": ¢ ,%‘s,fileﬁlmu Tabla 5. Valores de absorbancia promedio para el extracto de
R. graveolens en diclorometano
Hexano 4427 19,83 19,89 i6
Concentracion Absorbancia Log 10_
Dicloro- 5750 1644 0 Hg/mL Concentraciones
metano ' ' 78 0,7597 0,89
Etanol 37,66 28,42 14,84 15,6 0,7285 119
|n(:1(:sut;?::n 31,25 0,5921 1,49
74,50 72,90 74,55
(Man- 62,5 0,4542 1,80
cozeh)
125 0,0467 2,10
EI ANOVA de la figura 1 complementado con el test de Tukey 250 0,0230 2,40

con una confiabilidad del 95%, indica que no existen diferen-
cias estadisticamente significativas entre los extractos eta-
nolico y hexanico de R. graveolens, el extracto de mayor ac-
tividad fungicida es el diclorometanico que inhibié un 57,5%
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Figura 2. Regresion lineal. Célculo de la dosis letal media IC,
del extracto diclorometanico de Ruta graveolens
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Al ser la maxima absorbancia 0,7597, el 50% corresponde
a 0,3799, este valor corresponde al del eje Y, reemplazando
en la ecuacion de la gréfica, tenemos un valor de Log 10 de
la concentracion igual a 1,7271; aplicando antilogaritmo, se
tiene que IC,, es de 53,35 ug/mL.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en
Su programa de manejo integrado de plagas en mora, hace
referencia a la enfermedad “Moho Gris” y recomienda la apli-
cacién de fungicidas en tratamientos de pre y pos cosecha
al cultivo (planta entera) y tratamientos de pos cosecha a la
fruta, que mantienen la calidad del producto durante su al-
macenamiento y comercializacion. Los fungicidas sintéticos
mas comunes son Mancozeb, Benomil, Iprodine, Euparen,
Orthocide y Anwil (4, 20).

Métodos empiricos usados en Colombia hacen referen-
cia a hidrolatos de mezclas de repollo, ajo, malva, canela,
helecho marranero v ruda (4). En este estudio se encontrd
que el grupo de metabolitos secundarios de las hojas de R.
graveolens producen la inhibicion del crecimiento del hongo
en condiciones In vitro, logrando enfocar la busgueda de
componentes activos en el grupo de alcaloides, flavonoides
y cumarinas. De esta manera estudios posteriores podrian
lograr el aislamiento de la molécula responsable de dicho
efecto y la elaboracion de un producto comercial.

B. cinerea es el “clasico patdgeno de alto riesgo” por su
resistencia a los tratamientos con fungicidas sintéticos, prin-
cipalmente benzimidazoles (21). Esto obliga a la utilizacion
de muiltiples productos para lograr un control adecuado del
mismo (22-24)
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Por tal motivo, en la investigacion de alternativas para el
control del patégeno, se han reportado alrededor de 11 pa-
tentes, algunas de origen europeo Yy japonés, que buscan
una mayor efectividad en el tratamiento de enfermedades
fingicas, entre ellas la podredumbre gris o del fruto, tenien-
do como base fungicidas sintéticos del grupo de las car-
boximidas. Una de las mas recientes es la publicada por el
gobierno de Chile y solicitada por Bayer Cropscience AG
Alemania, que expone nuevas estructuras de fungicidas
como el 2-halégenofurilitienil-3-carboxamidas (25).

En este estudio, de los nueve extractos evaluados, los de
R. graveolens mostraron buena actividad fungicida, siendo
el extracto diclorometanico el que presentd mayor inhibicion.,
Los extractos de crisantemo (C. morifolium) y tabaco (N.
tabacum) no tuvieron efecto inhibitorio importante sobre B.
cinerea.

La actividad del extracto diclorometanico de R. graveolens
sobre B. cinerea podria atribuirse a la presencia de diferen-
tes cumarinas, las cuales segln la cromatografia de capa
delgada realizada, son abundantes en este extracto. Otros
estudios exponen la presencia de 7-metoxicumarina, 8-Me-
toxipsraleno  (furanocumarina), 2-[4'-(3",4"-Metilendioxifefil)
butil-4-quinclona y  1-metil-2-[6'-(3",4”"-metilendioxifenil)
hexill-4-quinolona, los cuales mostraron porcentajes de in-
hibicion del 60%, 78%, 60%, y 90% respectivamente, con
actividad fungicida sobre Botrytis sp. (26). También es im-
portante tener en cuenta que este extracto es rico en alca-
loides, triterpenos y esteroles, metabolitos que han demos-
trado tener actividad fungicida (27-29).

El extracto diclorometanico de R. graveolens podria ser de
utilidad en el control de la enfermedad del moho gris cau-
sada por B. cinerea, generando con su aplicacion menos
impacto ambiental. Con los resultados obtenidos en este
estudio, se podria plantear un proceso de aislamiento de
compuestos puros activos a partir del extracto crudo de R.
graveolens, el cual podria ser evaluado vy escalado para la
elaboracion de un biopreparado.
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