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RESUMEN

La actividad antifungica fue evaluada a los extractos en éter de petroleo,
cloroformo, y etanol con la prueba del método de Crecimiento radial,
utilizando como cepa al hongo Fusarium oxysporum frente al control
negativo dimetil sulfoxido. Se observo que no habia diferencia significativa
entre los extractos y el control negativo, lo cual indica que no hay actividad

antifungica contra el hongo fitopatdégeno.
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ABSTRACT

The activity antifungica was evaluated to the extracts in ether of petroleum,
chloroform, and ethanol with the test of the method of radial Growth, using as
stump to the mushroom Fusarium oxysporum in front of the control negative
dimetil sulféxido. It was observed that there was not significant difference
between the extracts and the negative control, that which indicates that there

is not activity antifungica against the mushroom fitopatogenos.
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INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales, el hombre ha explorado la naturaleza en pos
de compuestos quimicos utiles, particularmente lo que se refiere al
descubrimientos de substancias. Muchas de las mas importantes drogas con
efecto terapéutico proviene de la naturaleza o son sintetizadas por el
hombre imitando productos naturales. Una considerable cantidad de estos
productos fue hallada siguiendo pistas dejadas hace mucho por pueblos que
descubrieron las propiedades benéficas de plantas( Eisner y Niemeryer.
1996 ).

Indudablemente el reino vegetal posee muchas especies de plantas que
contienen sustancias de valor nutricional, industrial, veterinario e insecticidas
que estan aun por descubrir y gran numeros de plantas son ensayadas
constantemente respecto su posible valor farmacologico ( particularmente por
sus propiedades hipotensoras, citotoxicas, antibidticas y antiparkinsoniana

(Trease y Evans. 1982 ).

La geografia y condiciones climaticas nos han favorecido con poseer una rica
y variada flora en nuestra region, ejemplos de estas plantas son las de la
familia Apocynaceae utilizadas popularmente contra reumatismo, los
resfriados, enfermedades de la piel y en el tratamiento de la sifilis. El latex
es utilizado para eliminar verrugas ( Leeuwenberg. 1984 ). Pero aun asi los
datos de que se dispone son insuficiente para el estudio taxonomico

exhaustivo de la familia ( Trease y Evans. 1982 ).



El género Thevetia presenta compuesto de tipo glucosido ( tevetina,
cerberina ), la tevetina es un veneno cardiaco de accion analoga a la
digitalina ( Garcia. 1992 ); terpenoides, glicésidos, flavonoles, flavonas y
acidos grasos que han despertado interés como inhibitorios y antifungicos (
Tewtrakul, et al. 2002, Gata-Goncalve, et al. 2003 ); antimicrobiano ( Basille,
y Castaldo- Gobianchi. 1993, Naovi, et al. 1991; Saxena. 1990 ); lo que con
lleva a que la investigacion en este género pueda contribuir en el desarrollo

de la investigacion fitofungica en nuestro pais.

De manera especifica se hace necesario determinar la actividad antifungica
de los extractos de la semillas frente al hongo fitopatdgeno ( Fusarium
oxysporum ) contra infecciones. Fusarium oxysporum es una de las mas
importantes especies del género Fusanum, debido a las pérdidas

economicas que causa en los cultivos comerciales.



2. ESTADO DEL ARTE

Montes de Maria, se encuentra localizada en la planicie del litoral Caribe
Colombiano, en estribaciones de la Serrania de San Jacinto, con direccion
SW — NW cubriendo los municipios de San Juan Nepomuceno, El Carmen,
San Jacinto (Dpto. de Bolivar), Colosd, Chalan, Ovejas, Toluviejo, Morroa,
Sincelejo, Sampués (Dpto. de Sucre), Chinu, Cereté (Dpto. de Cordoba); su
mayor elevacion corresponde al Cerro de Maco con 800m (Dpto. de Bolivar),
seguido de Cuchilla la Campana y del cerro Pijiguay (500m) y el Cerro la
Piche (320m); en dicho corredor montafioso se encuentran El Santuario de
Fauna y Flora Los Colorados (San Juan Nepomuceno) y la Reserva Forestal
Protectora Serrania de Coraza — Estacion Primates (Colos0d). Su extension,
en el departamento de Sucre, abarca unas 6730 Ha, cubriendo los
municipios de Colosd, Chalan, Ovejas, Toluviejo, Morroa y Sincelejo (PAT -
CARSUCRE, 2002).

Los Montes de Maria esta enmarcada en una unidad de Bosque Seco
Tropical (Bs-T), formacion vegetal que presenta una cobertura boscosa
continua, distribuida entre los 0 y los 1000m de altitud; con precipitaciones
entre los 200 — 2000 mm anuales, con uno o dos periodos de sequia al afio
(Espinal, 1985; Murphy & Lugo, 1986; IAVH, 1997) La temperatura media

anual es superior a los 25 °C, alcanzando temperaturas de 38 °C.

El clima de la regidén es tipicamente tropical, con influencia de la topografia y
la accion de los vientos del Noreste, factores que influyen en la variacion de

la temperatura, la humedad relativa y la precipitacion (Cuervo et al, 1986;



IAVH, 1995). La estacionalidad de las lluvias, factor ecoldgico predominante,
en las formaciones de Bs-T, las cuales determinan la cantidad de lluvia
anual, asi como la duracion de la estacion seca, la cual puede extenderse
desde 10 meses hasta solo dos o tres meses en lugares aledarios a bosques
humedos (Guillot, 1991).

2.1. ETNOBOTANICA

- Reino Plantae

- Division Magnoliophyta

- Clase Magnoliopsida

- Subclase Asteridae

- Orden Gentianales

- Familia Apocynaceae

- Género Thevetia

- Especie Thevetia ahouai (J. E. 1994 )

Sinénimo : Ahouai nitida
Cerbera thevetia
Cerbera nitida
Thevetia nitida ( Garcia. 1992 )

Familia APOCYNACEAE : Arboles, arbustos y trepadoras generalmente
con latex de color blanco. Hojas opuestas o en verticilos, a veces alternas,
simples, rara vez con estipulas. Inflorescencia racemosa o cimosa, o0 a veces
las flores solitarias. Flores hermafroditas, con caliz de 5 sépalos unidos en la
base formando un tubo, corola con 5 pétalos, generalmente formando un
tubo y con los I6bulos libres; androceo con 5 estambres, a menudo con las

anteras unidas. Ovario supero o semiinfero, formado por dos carpelos libres



0 unidos, cada uno con 1-2 I6culos y de 2 a numerosos ovulos en cada uno
de ellos. El fruto puede ser un foliculo o una drupa, dehiscente o
indehiscente. Semillas con o sin endospermo, a veces con alas o pelos para
su dispersion anemdfila. Comprende unos 160 géneros y 1.500 especies

distribuidas principalmente a través de los trdpicos y subtrépicos.

Muchas especies son productoras de alcaloides téxicos y medicinales asi
como de latex utilizado en la industria, y muchas otras se cultivan con fines
omamentales por sus llamativas y fragantes flores. Se cultivan especies
arborescentes de los géneros Nerium, Acokanthera, Ochrosia, Plumeria,

Rauvolfia y Thevetia ( P. Font Quer)

La Thevetia ahouai es una especie difundida en climas tropicales,
perteneciente a la familia Apocynaceae. El arbusto alcanza
aproximadamente 2 - 5 metro de altura, tronco delgado, algo ramoso, al
quebrarse suelta bastante latex blanco, las hojas son alternas enteras,
glabra, subcarnosa, de base aguda, y apice triangular de 11 a 22 centimetros
de largo y de 4 a 5.5 de ancho de color verde intenso; fruto rojo por fuera,
globoso - oblongo de unos 3 centimetros de alto, 4 centimetros de ancho, la
pulpa es blanca algo escasa y de consistencia esponjosa. Encierra de 2 a 4
semillas circulares, convexas por fuera y concava por dentro; es conocido

vulgarmente como Huevo de Gato, Habano, Tomaton(Garcia.1992)(Ver

Figura 1).

Inflorescencia : De color amarillo palido

Fruto : Constituido por 2 a 4 semillas

N. Cientifico : Theveta ahoual

N. Vulgar : Huevo de Gato

N° Herbario : U. NAL. 483693 S. F. De Bogota - Colombia

Sistematico Botanico Edgar Linares



2.1.1. Distribucién. El huevo de gato crece a bajas elevaciones, en climas
secos 0 humedos. En Colombia se encuentra distribuida en los siguientes

departamentos(Garcia. 1992 ):

Atlantico : ( En el limite del departamento de Bolivar ), Los Péndales,

hacienda Riodulce, altura 30 — 50 metros.

Figura1. Thevetia ahouai




Antioguia: Turbo, en la quebrada Mercedes, altura 75 metros.

Bolivar : Entre Santa Catalina y el limite con el departamento del Atlantico,
camino a la Ceiba, altura 50 metros. Region Cartagena, alrededores de

Turbaco, bosque en Torrecillas, altura 100 - 150 metros.

Choco . Municipio de Riosucio, en Tulipo, en el rio Truandé , a 6 kilometros,

arriba de la confluencia del rio Chintado.

Magdalena : Entre Pivijas y Fundacion ( por la carretera ), Tucurinca, altura

100 — 200 metros. Rio Molino, a 5 kilbmetros.

Santander : Bucaramanga, altura 1.100 metros.

Sucre : Los municipios de Colosd, Chalan, Ovejas, Toluviejo, Morroa y
Sincelejo ( PAT - CARSUCRE, 2002 ).

2.1.2. Usos. Se tiene como planta toxica. El latex en contacto con la parte
afectada se emplea para quitar las verrugas, ulceras “malignas” (cancer ), y
también es usado para curar “el pie de atleta” ( enfermedad fungosa causada
por el hongo Epidermophyton rubrum ), que se presenta en la planta del
pie ( Garcia, 1992 ).

Fitoquimicamente se han investigado las hojas (Tewtrakul, et al. 2002 ), las
semillas ( Gata-Goncalve, et al. 2003 ), y el fruto ( Caldwell, y Brewer. 1983 )
de Thevetia peruviana y el aceite de las semillas de Thevetia neriifolia y
Thevetia peruviana ( Basille, y Castaldo- Gobianchi. 1993; Naovi, et al.
1991; Saxena,1990 ).



De este género se conocen alrededor de 3 especies reportadas en Colombia
con principios venenosos ( Salam. 1995; Schmidt, 2001), entre las cuales se
han estudiado 7. peruviana ( Pacheco, y Taborda. 2003 ), la cual es

considerada especie vegetal promisoria ( Caceres, 1996 ).

Se ha reportado glicésidos, flavonoles y flavonas aisladas de las hojas que
muestran actividad inhibitoria sobre la enzima transcriptasa e integrasa del
virus humano HIV-1 ( Tewtrakul, et al. 2002), acidos grasos y terpenos
aislados del extracto de las semillas con propiedades antifungicas fitoactiva
frente al hongo Cladosporium cucumerinum ( Gata-Goncalve, et al. 2003 ),
el fruto seco en extracto EtOH — CHCIl; ha demostrado efecto promotor de

tumores en ratas (Caldwell, y Brewer. 1983 ) de Thevetia peruviana.

El aceite de las semillas de 7. neriifolia y T. peruviana demostraron
actividad antimicrobiana contra Bacillus anthracis, Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus, Staphylococcus aureus y Vibro cholerae ( Basille, y
Castaldo- Gobianchi. 1993; Naovi, et al. 1991, Saxena, 1990 ).

Los extractos etéreos y etandlicos de las hojas, corteza y semillas 7.
peruviana exhiben significativa actividad antifungica contra el hongo

Mycosphaerella fijiensis ( Pacheco, y Taborda. 2003 ).

2.1.3. Quimica de Género 7hevetia. E| género Thevetia pertenece a la
subfamilia Cerberoideas pequefio grupo de plantas, no considerado como
Alcaldideas, aunque se han detectado dos tipo de alcaloides la piperidina,
son bien conocidos los heterosidos cardiactivos de los géneros Cerbera

incluido 7anghiniay Thevetia.



21.3.1. Alcaloides. Los aminoacidos alifaticos lisina y ornitina se
encuentran mas frecuentemente involucrados en los procesos biosintéticos
que conducen a los alcaloides con nucleo piperidinicos Varios experimentos
con sustratos marcados proporcionan evidencias que el anillo piperidinico en

estos alcaloides tienen dos origenes,

a) A partir del acido nicotinico
b)A - piperidina . El acido nicotinico se forma a partir de glicerol y &cido
aspartico, en vegetales superiores y a partir del triptéfano en animales y

microorganismos.

En algunas especies se ha encontrado que tanto la L- lisina como la D-
lisina se incorporan a los alcaloides de ANjcotiana sp. En los alcaloides de
cicuta, coniina y y-coniceina, el anillo piperidinico tiene origen policétido, o al
menos la cadena carbonada se construye a partir de un acido graso como

se demostrd con experimentos de marcaje isotopico.

En los alcaloides de Sedum, Lobelia y Pelletierina, se forman a partir de
acido acético si son alifaticos o de la fenilalanina, via acido cinamico si son

aromaticos, como lobelina.

Otros metabolitos encontrados en este genero con mucha frecuencia son los
flavonoides, terpenos , de tipo triterpenos pentaciclicos como friedelano,

lupanos caracteristicos de la familia apocynaceae.

2.1.3.2. Flavonoides. Desde un punto de vista quimico, se definen los

flavonoides como sustancias derivadas de la flavona e isofavona.

Los flavonoides se caracterizan ademas por contener en su nucleo basico 15

atomos de carbono y estar ordenados en una configuracion Ce — C3 — Ce ,



que son 2 anillos aromaticos enlazados por tres unidades que pueden o no

formar un tercer anillo.

Por convenio los anillos estan clasificados en: A, By C y los atomos de
carbono individualmente son designados por un sistema ordinario de
numeracion para los anillos Ay C, y se utiliza un sistema numeérico “primado”

para el anillo B

Las antocianidinas naturales pueden ser clasificadas en tres grupos:

pelargonidina, cianidina y delfinidina

Figura 2. Estructuras generales de los Principales grupos de antocianinas

/
+
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2.1.3.3. Triterpenos. Los triterpenos constituyen un diverso grupo de

productos naturales derivados del escualeno. Alrededor de unos 5000

10



triterpenos han sido aislados y algo mas de 45 tipos de esqueletos han sido
identificados. En general, los triterpenos provienen de la ciclacion del

escualeno o del isomero 3S(3R) del 2,3-epoxi-2,3-dihidroescualeno.

(intermediario comun)

Figura 3. Estructuras generales de Triterpenos

Carbocation del Danmarano 1y’ >/

La ciclacion del 2,3-epoxi-2,3-dihidroescualeno dirigida hacia la conformacion

silla-silla-silla-bote lleva a la formacién de la serie del danmarano.
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2.1.3.3.1. Eufanos y Tirucalanos. Arreglos en los enlaces en el producto de
ciclacion inicial originan los esqueletos del tipo tirucalano y sus epimeros en

el C-20, que originan los del tipo eufano. (eufol)

Figura 4. Estructuras generales de Triterpenos tipo Eufanos y Tirucalanos

21 B H

18

26

27 27

30

Tirucalano

Las estructuras del tipo tetraciclico Eufano / Tirucalano se caracterizan por
presentar una oxidacion en la cadena lateral del C-17, ejemplos de los mas
comunmente encontrados son. el acido elemodlico y el acido
isomasticadienoico; los cuales han sido aislados de Canarium

schweinfurthiiy Dacryoides eludis.
Los compuestos de este tipo tienen la capacidad de sufrir modificacion en la

cadena lateral, la ciclacidon de ellos a llevado a la obtencion de Sapelina A 'y

Sapelina B, los cuales han sido aislados de Bursera klugii.
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Figura 6. Estructuras de algunos Triterpenos tipo Eufanos y Tirucalanos

Sapelin B

2.1.3.3.2. Oleananos, Lupanos y Ursanos. Significativamente, la ciclacion
del 2,3-epoxi-2,3-dihidroescualeno dirigida hacia la conformacion silla-silla-
silla-bote también es una ruta o via biogenética para la formacion de los

triterpenos pentaciclicos, que incluyen los grupos del tipo Oleanano, Ursano
y Lupano.

Figura 6. Estructuras de algunos Triterpenos tipo Oleanos, Lupanos y
Ursanos.

Ursano
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Figura 7. Estructuras de algunos Triterpenos tipo Ursanos.

OH
Nerium oleander Parsonsia laevigata.
3-B,24 —OH- 14-en- Taraxerano 3- 0x0- 28- Metilacetato de friedelano

2.1.3.3.3. Serie del ursano. Los triterpenos de la serie del ursano muestran
un alto grado de oxidacion que se relaciona con el anillo A. Presentando un
maximo de oxidacién como el de la 1,2,3-trihidroxilacién hallada en el acido
commico, una de las manifestaciones que se han notado en los quassinoides

de las Simarubaceas.

Figura 8. Estructuras de p-amirina y Acido commico E Triterpenos tipo
Ursanos.

s
H

“cocH
B-amirina Acido commico E
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Tambiéen se han encontrado oxidaciones que envuelven el C-11 del anillo C,
por ejemplo la presencia de Acetato en 11R-hidroxi-a-amirina y 11-oxo-a-
amirina obtenidos de Canarium strictum, y otras oxidaciones como el Metil-
ester del acido 3-acetil-11-hidroxi-R-boswelico aislado de  Boswellia

serrata

Figura 9. Estructuras de Triterpenos tipo Ursanos derivados de B-amirina.

AcO . Acetafo de 11B-hidroxi-o-amirina ~ AcO < Acetaio de 11-0X0- o-amirina

AcO

Breina

Metil ester del acido
COOMe  3-acetil-11-hidroxi-B-boswelico

8
)
N

La oxidacion de los anillos A y E son propios de las estructuras de la serie
del Ursano. El género Canarium parece haberse especializado en la
modificacién oxidativa del anillo E porque en C. sfrictum se ha producido el
epi-y-taraxastanediol y su cetol y en C. /uzonicum el epi-y-taraxastanediol

y la breina.
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2.1.3.3.4. Serie del oleanano. Los triterpenos de la serie del Oleanano
muestra patrones de oxidacion en el anillo A, similares a los del Ursano, con
la excepcidn que no se encuentra la oxidacion en el C-1. También hay
compuestos con oxidacion en el anillo A y C, ejemplo: olean-12-en-3,11-
diona de Canarium zeylanicum. Ademas, algunas de las modificaciones que
presenta este grupo es la presencia de la oxidacion en el anillo A y D como el
Manilodiol aislado de C. luzonicum. Es compuestos de interés el Acido 2,3-
secoolean-12-en-2,3,28-tricarboxilico aislado de Bursera graveolens.
(Robles J.)

Figura 10. Estructuras de Triterpenos tipo Oleanos.

<" \H  Manilodiol
(C. luzonicum)

Olean-12-en-3,11-diona

Acido 2,3-secoolean-12-en-2.3,28-tricarboxilico
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2.2. ANTIFUNGICOS

Bajo la denominacion general de antifungicos o antimicéticos se incluye una
amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras quimicas y
mecanismos de accion. La clasificacion de los antifungicos se realiza segun

criterios convencionales que atiende:

> A su estructura o caracteristica: polienos azoles, alilaminas, derivados
de la morfolina, piridona.

» Su origen: sustancias producidas por organismos vivos o derivados de
sintesis quimica.

» Espectro de accion: amplio o restringido

» Mecanismo de accion: fungistaticos y fungicida

» Via de administracion o empleo sobre el huésped: oral o parental,
topico o sistémico

» Su toxicidad y selectividad de accion.

Los antifungicos han sufrido una necesaria evolucidon que va desde los
antifungicos considerados de primera generacion derivados de productos
naturales o también de la actividad metabdlica de determinados
microorganismos hasta los de segunda generacion en los que predomina la

sintesis quimica ( Carrillo, Peman & Gobernado,2002 ).

De la historia del desarrollo de los Antifungicos Puede decirse que los
modernos fungicidas datan de 1807. Afo en el que Presvost descubridé en
Francia accidentalmente que el cobre podia matar esporas de carbdn de
trigo; Presvost fue uno de los primeros en probar que los hongos producen
enfermedades en las plantas, demostré que podia inducir carbon en la
cosecha del afno siguiente colocando esporas en las semillas y ademas

descubrio una “droga” para curar la enfermedad, trataba las semillas
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contaminadas con sulfato de cobre, que mata a las esporas e impedia el

desarrollo de la enfermedad.

En 1882 Millardet descubrid el caldo bordeles, a través de sus observaciones
notd que las vides pulverizadas con la mezcla de sulfato de cobre y cal a lo
largo de los caminos de cultivo no tenian mildium, dictaminando que los dos
estaban relacionados casualmente y que la ausencia de enfermedad se
debia a la presencia del compuesto; como consecuencia de este
descubrimiento se inicio una escala considerable de la aplicacion de

compuestos quimicos en el control de enfermedades de plantas.

En 1890 se descubrio el formaldehido, los compuestos organo-mercuriales
en 1913, los tiocarbamatos en 1934, la serie del naban en 1943 y el captan
en 1952. Todos estos descubrimientos se convirtieron en una posibilidad
prometedora en el control absoluto de plagas y patdégenos descuidando otros

aspectos que traerian consecuencias ambientales (Sarasola y Rocca,1975).

2.3. HONGO FITOPATOGENO

2.3.1. Generalidades de los hongos. Los hongos son organismos de
cuerpo taloides y estructura celular eucaridtica carentes de clorofila,
presentan talo de muy diversas formas, pueden ser simples y unicelulares,
pero la mayoria se presentan como unos largos y delgados filamentos
provistos de pared y multinucleados llamados hifas; su estructura celular es
semejante a la de los organismos superiores con presencia de nucleos,
mitocondrias, aunque en ellos no se encuentra cloroplastos y cromatoéforos,

si presentan produccion de determinados pigmentos y muestran fototropismo

( Mayea & Padrén.1983 )
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2.3.2. Composicién de la pared de los hongos. Los hongos tienen una
pared celular responsable de la rigidez del organismo, basicamente tienen
polisacaridos, proteinas, lipidos e iones inorganicos. Se distinguen
microfibrillas formadas por polisacaridos, todos tienen quitina polimero de N-
acetil-glucosamina. Los B-glucanos mas comunes son la celulosa polimero

de glucosa y glucanos no celuldésicos ( WWW. Canal - h, net /webs)

2.3.3. Interacciones planta-hongo. En los ultimos afios las investigaciones
se han orientado hacia las interacciones planta- hongo convirtiéndose en un
problema fitopatoldgico mas que un problema fisioldgico. Las técnicas
fitoquimicas han sido de mucha importancia en la fitopatologia permitiendo la
caracterizacion quimica de fitotoxinas (productos de la sintesis microbiana
originada en plantas en el proceso de infeccion, por hongos y bacterias) y
fitoalexinas (productos del metabolismo vegetal formados en respuesta al

ataque microbiano) ( WWW. Canal - h, net /webs).

Las fitotoxinas pueden ser. aminoacidos, acidos fenodlicos, glicoproteinas,
naftaqguinonas o sesquiterpenos. Las fitoalexinas son de tipo
sesquiterpenoides, isoflavonoides, derivados acetilénicos y fendlico
(Pedroza, 1999 ).

2.4. CARACTERISTICAS DEL HONGO.

Los hongos del género Fusarium son cosmopolitas y muy abundantes en las
zonas tropicales y templadas del mundo. Ademas este género es uno de los
mas fitopatogenos que causa dafio a diversas plantas cultivadas,
ocasionando distintos tipos de enfermedades, tales como manchas en las

hojas, pudricion de raices y de la base del tallo, canceres de las plantas,
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muerte descendente, pudricion de frutos y marchitamientos vasculares.
También presenta especies que ocasionan enfermedades en el hombre y en
los animales y algunas son productoras de toxinas ( Gordon, And R.D.
Martyn. 1997 ).

2.4.1. Fusarium oxysporum

Division:  Ascomycota

Clase: Euascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum ( Monzon & Rodriguez,1999 )

Fusarium oxysporum es una de las mas importantes especies del género
Fusarium, debido a las pérdidas economicas que causa en los cultivos
comerciales. Esta entre las especies mas abundantes, cosmopolitas y
complejas pues tiene mas de 100 formas especiales caracterizadas por su
alta especificidad en las plantas hospedantes que afecta. En lo que
concierne a su especificidad, existen varias discusiones sobre la probabilidad
de contaminar a otros cultivos; existen trabajos en los que se ha obtenido
como resultado que el fusarium especifico que ataca al frijol (Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli) infectd al clavel y al rabano con un porcentaje de
infestacion del 20 y 47% respectivamente (Gordon, And R.D. Martyn. 1997 ).

Tiene una gran variedad morfologica y sufre frecuentes mutaciones en
medios de cultivo, apareciendo progresivamente mas micelio vy
desapareciendo las esporodoquias y la coloracion. En PDA presenta un

crecimiento rapido 50 milimetros en una semana. Este hongo es una especie
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de este género que se caracteriza por producir colonias de rapido
crecimiento, el micelio es generalmente aéreo, abundante, algodonoso, con
una coloracion variable de blanco a rosado durazno, pero comunmente con
un tinte purpura o violeta ( Mayeas. 1993 )

(ver Figura 2).

Figura 11. Caracteristicas Fisicas del Fusarium oxysporum.

Este hongo se caracteriza por producir tres tipos de esporas: las
microconidias, macroconidias y clamidosporas, estas ultimas tienen paredes
muy gruesas, lo cual las hace muy resistentes a condiciones ambientales
desfavorables y a la ausencia de hospedantes no presentan septos, miden
de 6 a 15 micras de largo y 2 a 4 micras de ancho. Las macroconidias tienen
de 2 a 3 septos con un tamano de 25 a 35 micras de largo y de 3 a 6 micras
de ancho, tienen forma de media luna, ligeramente curvadas con pared fina y
delicadas. Las microconidias son ovoides con un tamafio de 5a 12 por 2.3 a
3.5 micras ocasionalmente con uno o dos tabiqgues ( Monzén &
Rodriguez,1999) ( Ver Figura 3 ).

21



Figura 12. Fotografia macroscopica ( a )y microscopica ( b ) del Fusarium
oxysporum.

Otra de sus caracteristicas es la capacidad de migracion, esto significa que
una vez liberado en el ambiente, el hongo no va a restringirse al sitio de
liberacion sino que facilmente puede invadir otras areas y paises( Gordon,
And R.D. Martyn, 1997 ).

Fusarium oxysporum es un patéogeno de amplio espectro y aunque tiene
formas articulares especializadas a distintos cultivos, tiene la capacidad de
mutar y de volverse patdgeno a otros cultivos cuando entran en contacto con
ellos. Cambios en las condiciones ecoldgicas pueden variar la fisiologia del

hongo incrementando su patogenicidad ( Mayeas. 1983 ).

La ecologia del género Fusarium es bien conocida en la naturaleza,
formando parte de la flora telurica, siendo sus esporas componentes
transitorios del aire (especialmente en ambientes rurales) y de las aguas
(incluso en aguas con alto contenido en sales y aguas cloradas). En el
hombre pueden dar lugar a un amplio espectro de enfermedades
superficiales, profundas e incluso en piel y mucosas en el individuo normal

( Henney, et al, 1978 ). Y ademas se han reportado especies de Fusarium

con cierta frecuencia en lesiones cutaneas en paciente quemados,
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osteomielitis de la rodilla secundaria a traumatismo y onicomicosis( Rush.
and Dingley . 1987 ).

2.42. Efectos. El género Fusarium es patégeno para un sinnumero de
especies vegetales. Provoca una serie de alteraciones en las plantas
atacadas y con una gran diversidad de sintomas que afectan de diferente
forma al normal crecimiento y desarrollo con la consiguiente repercusion en
la produccion, si se trata de cultivos econdmicos como soja, algodon,

platano, cebolla, patatas, manzana y la destruccion de especies nativas.

Fusarium oxysporum y sus varias formas especiales han sido
caracterizadas como causantes de los siguientes sintomas en las plantas
que ataca: marchitez vascular, amarillamiento, pudricion de bulbos, pudricion

de la raiz, mal de almacigas ( Armstrong. 1981 ).

2.5. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Existen sustancias, generalmente de origen natural cuya actividad biologica
no puede ser determinada por sus propiedades quimicas o fisico quimicas,
en este caso para evaluar la actividad o potencia se emplean métodos de
dosificacion biolégica, comparando cuantitativamente el efecto de una
muestra sobre un sistema bioldgico con el efecto producido por wuna
preparacion estandar en las mismas condiciones(Martinez, Molina &
Boucourt. 1997 ).

Los métodos mas comunmente usados para la evaluacion de la actividad

de productos naturales vegetales son: Método de difusion en placa, dilucion

en agar y método turbidimétrico ( Martinez, Molina & Boucourt. 1997 ).
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2.5.1. Meétodo de diluciobn en agar. Se basa en la determinacion del
crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes
de la sustancia a ensayar que se encuentra diluida en el medio de cultivo, las
placas se inoculan con un replicador una vez que halla solidificado el medio
de cultivo. Este método se considera de referencia para la determinacion
cuantitativa de la actividad de los antimicrobianos y el mas indicado cuando
ademas de la actividad inhibitoria se requiere determinar también la actividad

minima inhibitoria (Garcia, Cantdn & Garcia, 2002 )
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3. METODOLOGIA

3.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La muestra vegetal (semillas), se colectd en la ciudad de Sincelejo durante

los meses de Septiembre y Octubre 2002.

Las semillas después de un periodo de secado por espacio de 21 dias, se

sometieron a trituracion para su posterior extraccion.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1 Estudio Quimico.

3.2.1.1. Obtencion de los Extractos. 500 gramos del material vegetal
(semillas) secas y trituradas se sometieron a extraccion sucesiva en un
extractor tipo Soxhleth primero con éter de petréleo (32-60°), posteriormente
con cloroformo ( 70°) y por ultimo con etanol ( 78°) durante 48 horas, los
extractos obtenidos se filtraron y concentraron a presion reducida en un

rotavapor (Figura 13.).
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Figura 13. Esquema general del proceso de extraccion.

Material Vegetal semilla seca
triturada

Extraer por Soxhleth con
Eter de petréleo

Marco

Extraer CHCI; 48
horas filtrar

Marco

'Extracto CHCls

Soxhleth EtOH
48 horas filtrar

Marco

Concentrar a
presion reducida

Extracto
EtOH

Extracto éter de petrdleo

Concentrar a
presién reducida

Extracto seco
concentrado

Concentrar a
presion reducida

Extracto seco

Extracto seco

\Scring fitoquimico

Scring fitoquimico

Actividad antifungica

26



Del extracto cloroformico seco se pesaron 0.5 g, se le adiciona acetona para
limpiar, parte del extracto es soluble en acetona y otra parte es insoluble, se
decantd, a la parte insoluble se le agrega éter de petrdleo para que

precipiten los compuestos insolubles.

Se tomo la muestra ( lo soluble en acetona) y se mont6 en una columna de
vidrio de 45 cm de largo y 4 cm de diametro empacada con 80gr de silica gel
G - 60. La columna se eludid con una fase Diclorometano — Eter — Metanol (
9: 0.7: 0.3 ), obteniéndose 21 fracciones que presentaron solidos en forma
cristalizadas. Se cogieron fracciones intermedias que fueron monitoriadas

por cromatografia en capa delgada.

3.2.1.2. Caracterizacion quimica. El analisis quimico preliminar se realiz6
para determinar el tipo de metabolito presente en el material vegetal fresco
( semillas ) y al extracto CHCI; seco y extracto EtOH con base a las
siguientes pruebas quimicas tales como flavonoides ( Shinoda ), terpenos
( Salkowski ), alcaloides ( Dragendorff, Meyer, Hager y Wagner ), FeCls,

leucoantocianina ( Rosenheim ) y antronas .

Se realizaron pruebas de identificacion cualitativas cambio de coloracion y
espectroscopia ultravioleta utilizando los cambios de coloracion con pH
acido y basico de antocianinas en un extracto acuoso de la cuticula del fruto
de la Thevetia ahoual. La prueba espectroscopica se realizd en el

laboratorio de Productos Naturales de la Universidad del Atlantico.
Se cogieron 15g de cuticula del fruto fresca bien lavada y cortada en trozos

pequefios, se adicionaron 100 mL de agua destilada y se somete a ebullicion

por 15 minutos. (Figura 14).
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El pigmento extraido. Se filtra recibiendo el filtrado en una probeta 50 mL, se

completa a volumen con agua destilada. Esta solucion se pasa a una bureta,

de la cual se pasan alicuotas de 2 mL a cada uno de los 18 tubos que

contienen las soluciones buffer citadas ( Ver Anexo A ) ( Martinez. 1991)

Figura 14. Esquema general del proceso de extraccion de Antocianinas.

Cuticula del Fruto Fresca
15 gramos

Extraer con 50 mL de Agua Destilada
a Ebullicién Por 15 minutos . Filtrar

Marco

Extracto Acuosa

Completar Volumen Hasta 50
mL con Agua Destilada

50 mL de Extracto Acuoso

Cambio de pH

Analisis Espectroscopico de Ultravioleta.

3.2.2. Bioactividad. El método para evaluar la actividad antifungica estan

optimizados para extractos vegetales y productos naturales (Caceres. 1996 ).
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3.2.2.1. Bioensayo para evaluar la Actividad Antifingica. Existen varios
meétodos para evaluar la actividad antifungica de productos vegetales para el
desarrollo de este trabajo el método desarrollado fue el de crecimiento radial
(Caceres. 1996 ) :

3.2.2.1.1. Método de crecimiento radial : consiste en un disco de 0.5 cm
de diametro obtenido de colonias maduras del hongo colocado sobre un

medio de agar en el centro de la caja de petri.

Se determina la actividad antifungica por este método de crecimiento radial,
debido que es el mas utilizado por el crecimiento rapido de los hongos

fitopatdgenos.

La cepa utilizada de Fusarium oxysporum fué donada por el Laboratorio de
Microbiologia departamento de Quimica, Pontificia Universidad Javeriana y
como medio de cultivo se utilizo el PDA ( papa, dextrosa, agar ) especial para

hongos fitopatdgenos.

3.2.2.2. Preparacion del Medio. Se tomaron 480 g de papa picada, lavada
se pusieron a hervir en 1300 mL de agua destilada durante 15 minutos, se
decanto el liquido se aforé a 1200 mL,; se le adicion6 24 g de sacarosa, 1.2 g
de sulfato de amonio y 18 g de agar, se mezclo y fue llevado a esterilizar al
autoclave (autoclave electric Steroclave No 25x ) a una temperatura de 121°

C durante 15 minutos y 15 Ibs de presion. (Mayea & Padron).

3.2.2.2.1. Dilucién en agar. Una vez esterilizado el medio de cultivo se dejo
enfriar a una temperatura de 50 °C, adicionando inmediatamente en cajas de
petri estériles ( 90 mm de diametro) 15 mL de medio junto con la cantidad de
extracto a ensayar, evitando la formacién de burbujas y rotando la caja en

direcciones diferentes para su homogenizacion.
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3.2.2.3. Preparacion de los Extractos. Los extractos se prepararon,
tomando de cada extracto 2g y 2mL Dimetillsulfoxido ( DMSQO ) para obtener
una concentracion de 1000 mg/mL de la cual se aplico 200 mg/mL para
cada caja de petri ( cada uno por duplicado ), como control negativo se
empleo el dimetil sulféxido (DMSQ) y Griseofulvina como control positivo. Los
200 mg/mL de extractos fueron mezclado con el medio de cultivo

( PDA ), en forma homogenizada en las cajas de petri.

3.2.2.4.Controles. Como control negativo se utilizd el vehiculo
Dimetilsulféxido y como control positivo se empled Griseofulvina (0.05

mg/mL) .

3.2.2.5. Incubacién. Solidificado el medio se siembra el hongo de la cepa
madura utilizando un sacabocado de 0.5 cm ; el indculo fué colocado en el
centro del medio de cultivo que contiene el extracto. La incubacién se llevo a

cabo a 25 °C durante seis dias.

3.2.2.6. Lectura. Midiéndose el diametro de la colonia en cuatro direcciones
( Tabla 1 ), obteniéndose un promedio de los cuatros valores a intervalos de
2, 4 y 6 dias. ( Ver Figura 15 ), promediandose estos datos y comparando

con el control negativo.

Este ensayo se realizo dos veces por duplicado determinandose el
porcentaje de crecimiento y el porcentaje de inhibicidn del crecimiento del

hongo para los extracto éter de petrdleo, cloroformico y etandlico ensayadas.

3.2.2.7. Interpretacion. Los resultados obtenidos se evaluaron
considerandose activo los extractos que presentaron un porcentaje de
crecimiento igual al 80% vy un porcentaje de inhibicion mayor o igual al 20%
(Ayala & Bozzi,1998).
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Tabla1. Diametro de Crecimiento radial del Fusarium oxysporum frente a los
extractos de Eter de petrdleo, Cloroformico, y Etandlico a una concentracion de

200mg/mL.

TIEMPO (horas )
EXTRACTOS
48 96 114

Eter de petroleo | 08 | 09 | 08 | 07 | 17 | 20 | 18 | 16 | 25 | 29 | 25 | 2.7
Cloroférmico 05 | 04 | 04 | 05 |13 |15 | 14|12 | 20 | 25 | 18 | 23
Etanélico 02 |02 |02 |02 |14 |14 | 11 |08 |18 | 14 | 20 | 15
Control negativo | 45 | 64 | 10| 03 | 12|11 |15 |13 |13 | 12| 14|13
(DMSO)

Control positivo | 4+ ' 95 | 0.4 | 02 |07 |07 |08 |10 12|11 | 1212
(GRSF)

Fusarium 06 |08 | 09|06 |21 |22|17|20|30]|28]|28]32
oxysporum

3.2.3. Anadlisis Estadistico. Los

crecimiento radial se respaldo estadisticamente bajo un analisis de varianza

resultados experimentales para el

por un factor, que es una técnica mediante la cual la variante total presente

en un conjunto de datos se distribuye en varios componentes (Wayne,1983 ).
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Figura 15. Diagrama del bioensayo de crecimiento radial en PDA

Extracto

Eter de Petréleo Medi(? de
Cloroformico Cultivo
Etandlico
Inoculo 4—@)
v

Incubacioén
Por 6 dias 25°C
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4. RESULTADO Y ANALISIS

A partir de la semilla thevetia ahouai se obtuvieron 105g de extracto etéreo
con rendimiento del 21%, se extrajo un aceite de color amarillo palido. Del
extracto cloroférmico se obtuvo 4.51g de extracto seco con un rendimiento
de 0.9% y de la extraccion con etanol se tuvo 9.04g de extracto acuoso con
un rendimiento de 1.8%.

4.1. CARACTERIZACION QUIMICA.

Tabla 2. Tamizaje Fitoquimico preliminar Material fresco

Metabolitos Reactivos Resultado

Lieberman Burchard +
Terpenos Rosenheim +
Salkwoski +
Shinoda -
Flavonoides Tricloruroférrico +
Dimeroth -
Meyer +

Dragendorff +++
Alcaloides Wagner ++
Hager +

Acido Fosfdtugstico +++

Leucoantocianinas
Antocianinas +
Glicosidos Antrona -
(+):poco

(++ ) : Poco abundante
( ++++) : abundante

(++++ ) . Muy abundante
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De acuerdo a los resultados de las pruebas fitoquimicas preliminares
reportadas en la tabla anterior , el material fresco de las semillas de Thevetia
ahouai presenta metabolitos secundarios de tipo terpénico, antocianinas y

alcaloides.

Las pruebas de caracterizacion quimica en el extracto Cloroformico dieron
positiva para terpenos y en el extracto etandlico fueron positivas fenoles y

glicésidos.

Tabla 3. Tamizaje Fitoquimico preliminar Para el Extracto Cloroférmico y
Etandlico.

Metabolitos Reactivos Extracto Extracto
Cloroférmico Etandlico
Lieberman Burchard + -
Terpenos Rosenheim + -
Salkowski + -
Shinoda - +
Flavonoides Tricloruroférrico - +
Dimeroth - -
Meyer - -
Dragendorff + -
Alcaloides Wagner + -
Hager - -
Acido Fosfotustico +++
Glicosidos Antrona - +
Molisch - +

Del extracto CHCIl; de Thevetia ahouai se pudo separar un compuesto
codificado TD con peso de 7mg , que dio prueba positiva para terpenos con
punto de fusion 106°C-108°C. Este compuesto se caracteriz6 por
Resonancia Magnética Nuclear ( RMN'H y RMN™C ) ( Ver Anexo B ). Y
Present6 un rendimiento de 1.4% respecto al extracto secoy de 14x 10 %

respecto al material vegetal.
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Estos resultados son consistentes con la quimiotaxdnomia del género

Thevetia la cual, segun la literatura consultada se caracteriza por producir

una amplia variedad de alcaloides, triterpenos, y glicosidos ( Schmidt. 2001 ).

42.

LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS DE LA EVALUACION DE

En la evaluacion de la actividad antifungica con los extractos de éter de

petroleo, cloroférmico y etandlico se midié el crecimiento radial del Fusarium

oxysporum comparandolo con el crecimiento de este mismo en el control

positivo Griseofulvina y blanco dimetilsulséxido. Tablas 4, 5, 6, 7. Muestran el

crecimiento radial del F. oxysporum frente a los tratamientos expuesto

Tabla 4. Promedio del didmetro de Crecimiento radial del F. oxysporum

frente al Extracto Eter de petroleo

CONCENTRACION 200 mg / mL
E . Diametro Diametro Control Dla_me_tro

. xtracto de Semilla . . Crecimiento
Tiempo (h) de Thevetia ahouai Crecimiento | Negativo(DMSO) F. oxysporum

(mm) (mm) ' (mm )

48 Ep 8.00 6.25 7.25

96 Ep 17.75 12.75 20.00

144 Ep 35.75 13.00 22.00

Tabla 6. Promedio del didmetro de Crecimiento radial del F. oxysporum
frente al Extracto Cloroférmico

CONCENTRACION 200 mg / mL
. Diametro Diametro Control Dla_me_tro

. Extracto de Semilla . . Crecimiento
Tiempo (h) de Thevetia ahouai Crecimiento | Negativo(DMSO) F. oxysporum

(mm) (mm) ' (mm )

48 CHCIs 4.50 6.25 7.25

96 CHCI5 13.40 12.75 20.00

144 CHCIs 21.50 13.00 22.00
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Tabla 6. Promedio del diametro del Crecimiento radial del F. oxysporum
frente al Extracto Etandlico

CONCENTRACION 200 mg / mL
E . Diametro Diametro Control Dla_me_tro

. xtracto de Semilla - . Crecimiento
Tiempo (h) de Thevetia ahouai Crecimiento | Negativo(DMSO) F. oxysporum

(mm) (mm) ' (mm )

48 EtOH 2.00 6.25 7.25

96 EtOH 10.75 12.75 20.00

144 EtOH 16.75 13.00 22.00

Tabla 7. Promedio del diametro de Crecimiento de Fusarium oxysporum en
el extracto de Eter de petrdleo, extracto Cloroformico, extracto etandlico |,
control positivo GRF y control negativo DMSO

Tratamiento
Tiempo (h) Concentracion Halo de
mg/mL crecimiento (mm)
Extracto en Ep 48 200 8.00
96 17.75
114 35.75
Fraccién CHCI3 48 200 4.50
96 13.40
114 21.50
48 200 2.00
Fracciéon EtOH 96 10.75
114 16.75
48 4.95 X10™ 4.443
Control positivo 96 4.793
GRF 114 5.05
48 200 uL 6.225
Control negativo 96 12.750
DMSO 114 13.00
48 7.25
Crecimiento 96 20.0
F. oxysporum 114 22.0

Los valores del porcentaje de inhibicion de los extractos evaluados frente al

hongo Fusarium oxysporum se presentan en la Tabla 8, 9, 10 y 11

mostrando que el extracto etandlico y cloroféormico producen una inhibicion
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por encima del 20% durante las primeras 48 horas de aplicacion del

tratamiento y el extracto de Eter de petréleo inferior al 20%.

Las formulas utilizadas para este fin fueron las siguientes :

Diametro radial de la muestra

X 100

%C =

Diametro radial control negativo

% 1= 100 % - % C de la muestra

% efecto de inhibicién

Tabla 8. Porcentaje de Crecimiento e Inhibicion del Fusarium oxysporum

Diametro del halo de inhibicidon del extracto

Diametro del halo de inhibicién control positivo

frente al extracto Eter de Petroleo.

CONCENTRACION 200 mg / mL
Extracto de Semilla | Porcentaje de | Porcentaje de
Tiempo (h )| de Thevetia ahoua/| Crecimiento Inhibicidn
(% C) (% 1)
48 Ep 128 -28
96 Ep 139.21 -39.21
144 Ep 203 -103

Tabla 9. Porcentaje de Crecimiento e Inhibicién del Fusarium oxysporum

frente al extracto Cloroféormico.

CONCENTRACION 200 mg / mL
Extracto de Semilla | Porcentaje de | Porcentaje de
Tiempo (h )| de Thevetia ahoua/| Crecimiento Inhibicion
(% C) (% 1)
48 CHClI; 72 28
96 CHCI; 105.09 -5.09
144 CHClI; 165.38 -65.38
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Tabla 10. Porcentaje de Crecimiento e Inhibicion del Fusarium oxysporum
frente al extracto Etandlico.

CONCENTRACION 200 mg / mL
Extracto de Semilla | Porcentaje de | Porcentaje de
Tiempo (h )| de Thevetia ahoua/| Crecimiento Inhibicion
(% C) (% 1)
48 EtOH 32 68
96 EtOH 84 16
144 EtOH 128 -28.84

Tabla 11. Promedio del % de Crecimiento y % de Inhibicion de Fusarium
oxysporum en los extractos y controles ensayados

Tratamiento Tiempo | Concentracion % % Inhibicion
(h) mg/mL crecimiento
48 200 mg/mL 128 -28
Extracto Ep 96 139.21 -39.21
114 203 -103
48 200 mg/ mL 72 28
Extracto de CHCI3 96 105.09 -5.09
114 165.38 -65.38
48 200 mg/mL 32 68
Extracto de EtOH 96 84 16
114 128 -28.84
48 4.95 X10™ 71.37 28.63
Control positivo 96 37.59 62.41
GRF 114 38.84 61.16
48 200ulL 100 0
Control negativo 96 100 0
DMSO 114 100 0
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Porcentaje de Inhibicion de los Extractos a 200 mg /mL en Fusarium
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Figura 16. Porcentaje de
oxysporum.
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Figura 17. Porcentaje Inhibicién de los extractos evaluados.
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Estos resultados de la evaluacion de la Actividad Antifungica indican que el
extracto Cloroformico y el etandlico a una concentracion de 200 mg/mL
inhibe el crecimiento de Fusarium oxysporum (28%]| y 68%l) durante las
primeras 48 horas mostrando un efecto fungiestatico. El extracto de éter de
petroleo no presentd efecto fungiestatico ni fungicida frente al Fusarium

oxysporum. ( Ver Figura 18 ).

Segun el analisis estadistico de varianza por un factor ( Ver Anexo C) no hay
diferencia significativa entre los tres extractos estadisticamente, para las
diferencias entre las medias de los porcentaje de crecimiento del Fusarium

oxysporum (Ver Anexo C ).

Los extractos Cloroférmico y etandlico a una concentracion de 200 mg/mL
mostraron un efecto fungiestatico durante las primeras 48 horas de analisis
frente al hongo Fusarium oxysporum causante de muchas enfermedades

como por ejemplo la marchitez en el frijol.
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Control Negativo

Extracto CHCIl, Extracto EtOH

Figura 18. Crecimiento Radial de hongo Fusarium oxysporum frente a los
extractos Eter de petrdleo, Cloroférmico, Etandlico y el Control negativo.
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5. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron concluir.

Los resultados del tamizaje fitoquimico preliminar esta acorde con la
quimiotaxonomia de la familia a la que pertenece la especie estudiada
(Apocynaceae ), por cuanto reveld la presencia de terpeno, glicosidos,

fenoles y alcaloides.

Los extractos etandlico y Cloroférmico de las semillas de Thevetia ahouai
presentd actividad fungiestatica contra el hongo Fusarium oxysporum, a
una concentracion de 200 mg/mL durante las primeras 48 horas del analisis
con un porcentaje de inhibicion del 68% y 28% respectivamente, el extracto

en Eter de petroleo no presentd actividad fungiestatica ni fungicida.

No se descarta que los extractos posea actividad antifungica contra hongos
menos resistentes, pero igual de importante por el dafio que le pueda causar

a las plantas y hasta al mismo hombre.
El sélido aislado del extracto Cloroférmico de la semilla de Thevetia ahouar

resulto ser una mezcla de triterpenos ( B- amirina y Lupeato de metilo ) que
fueron caracterizado por RMN'H y RMN "°C.

42



6. RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacion de caracterizacidon quimica de la especie
Thevetia ahouari en el extracto Cloroformico, ya que nos ofrece una variedad

de metabolitos secundarios.
Recolectar suficiente material vegetal (de estudio ) para obtener una cantidad
considerable de extractos y dilucidar los terpenos como metabolitos

secundarios mayoritarios encontrados en las semillas de Thevetia ahouar.

Evaluar la actividad antifungica con otros hongos fitopatdogenos y patdogenos

del latex y extractos de corteza y hojas de 7Thevetia ahouar.
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ANEXOS



Anexo A

Pruebas de Antocianinas

Preparacion de soluciones Buffer de fosfato

Tubo HCI KH>PO, Na,HPO KsPQO4 PH Color
0.1M 0.15M 0.15M 0.15M

1 95 0.5 21 Rosado
2 0.5 9.5 36 -
3 10 47 -
4 9.5 0.5 56 -
5 9.0 1.0 59 -
6 8.0 2.0 6.2 -
7 7.0 3.0 6.5 -
8 6.0 4.0 6.6 Amarillo
9 50 50 6.8 +
10 4.0 6.0 7.0 ++
11 3.0 7.0 7.2 Azul-verdoso
12 2.0 8.0 7.4 +
13 1.0 9.0 7.7 +
14 4.5 55 8.0 +
15 50 50 9.8 ++
16 3.0 7.0 10.7 ++
17 3.0 7.0 11.2 ++
18 10 ml de NaOH 10% 14.0

- ( menos intenso )
+ (intenso)
++ (mas intenso ) (Ver Espectros ultravioletas)

El cambio de color en la prueba de antocianina a diferente pH se incrementa
con el aumento del grupo hidroxilo de la molécula, observandose los cambios
de color que varian de rosado, amarillo, azul - verdoso y verde; notandose
que las antocianinas son rojas en medio acido, violeta en medio neutro y

azules en condiciones alcalinas.
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No "Name” | "Peaks(nm)" "Abs(AU)" "Valleys(nm)" "Abs(AU)"
" 655 -0.005701 657 -0.006266
" -1.79769E+308 | -1.79769E+308 394 0.081119
" 317 0.44578 600 -0.005604
" 514 0.226409 657 0.001001
" 336 0.217875 399 0.021341
" 317 0.410982 657 0.000237
" 336 0.362531 413 0.003548
" 343 0.354718 340 0.209945
" 345 0.122533 342 -0.013789
" 351 0.095304 414 -0.002475
" 365 0.072756 583 0.005812
" 484 0.001211 342 -0.027153
" 585 -0.000481 583 -0.000705
" -1.79769E+308 | -1.79769E+308 487 0.000791
" 392 0.052763 -1.79769E+308 | -1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

-1.79769E+308

Wlw|w|w|co|q]Q][q| || |||l |WwW]w]w] o] —]—

" -1.79769E+308 | -1.79769E+308 342 0.084821
" -1.79769E+308 | -1.79769E+308 323 0.085145
" -1.79769E+308 | -1.79769E4+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308
" 392 0.187158 323 -0.20943
" 598 0.021912 343 -0.190836
" 346 -0.105895 349 -0.166062
" 390 0.307912 491 0.014421
" 593 0.03253 -1.79769E+308 | -1.79769E+308
9 " 490 0.01488 -1.79769E+308 [-1.79769E+308
10 " 390 0.464892 342 -0.006949
10 " 597 0.04682 -1.79769E+308 [ -1.79769E+308
10 " -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308
11 " 395 0.428648 330 -0.491647
11 " 603 0.030768 342 -0.049091
11 " 332 -0.391106 517 -0.004799
12 " 389 0.832119 342 -0.07684
12 " 599 0.056287 517 0.016726
12 " -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308
13 " 392 1.064596 342 -0.236993
13 " 597 0.072757 519
13 " -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308
14 " 318 0427138 534 0.133488
14 " 597 0.175889 581 0.164179
14 " 607 0.174993 614 0.164598
15 " 396 1.423073 330 -0.499146
15 " 600 0.081055 525 0.030508
15 " 332 -0.396806 -1.79769E+308 [ -1.79769E+308
16 " 620 0.086613 296 -0.449535
16 " 609 0.08547 342 -0.07684
16 " 566 0.072772 556 0.071835
17 " 317 1.124596 342 -0.013789
17 " 622 0.067532 570 0.052718
17 " -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308 | -1.79769E+308
18 " 638 0.038821 575 0.015448
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Anexo B

Sefiales del Espectro de RMN'C en JMOD en la Fase Positiva de la

Sustancia TD

Desplazamiento (& ) ppm | Tipo de Carbono | Hibridacion

No

1 174 C** Sp*
2 85 C Sp°
3 73.329 CH; Sp’
4 49.624 C Sp®
5 40.038 CH, Sp°
6 35.269 C Sp°
7 33.190 CH; Sp’
8 30.641 CH, Sp’
9 29.966 CHz Sp°
10 26.983 CH, Sp°
11 26.922 CH, Sp°
12 26.523 CHa Sp®
13 21.377 CH, Sp°
14 21.214 CH, Sp®

** Integra para dos carbonos C (Ver espectro)
ESPECTROSCOPIA RMN™C

El espectro de carbono de los tritrepernos tanto tetraciclicos como
pentaciclicos, presenta una serie de sefales importante que se describiran
directamente en las estructuras. Estas sefiales son claves para la
determinacion de la estructura que con ayuda de los espectros de correlacion
C-H directo y H-X-C-C-C principalmente, permiten deducir parte de la

estereoquimica del compuesto.
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Sefiales del Espectro de RMN'C en JMOD en la Fase Negativa dela
Sustancia TD

N° | Desplazamiento (5) en Tipo de Hibridacion
ppm Carbono
1 117.743 CH Sp?
2 97.229 CH Sp*
3 84.666 CH Sp°
4 74.760 CH SP?
5 73.316 CH SP?
6 72.950 CH SP?
7 67.523 CHs SP?
8 60.576 CHs SP®
9 50.931 CHs SP?
10 41.863 CH SP?
11 36.933 CHs SP®
12 35.741 CH SP°
13 23.899 CHs SP?
14 17.530 CHs SP?
15 15.784 CHs SP°

(Ver espectro)
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Sefiales del Espectro de RMN'H de la Sustancia TD

N° |Desplazamiento (5) en ppm | TipodeH #deH
1 0.8 CHs 3
2 0.9 CHs 3
3 1.2-1.3 CHs 9
4 1.3-17 CH, 18
5 1.75-19 CHs 3
6 1.9-21 CH 1
7 21-23 CH 2
8 23-25 CH 1
9 27-29 CH 1
10 3.1-33 CHCH> 2
11 3.3-38 CHs, OH, CH; 6
12 3.9-4.1 CH 1
13 48-50 CH =CH 4
14 58-6.0 CH 1

(Ver espectro)

ESPECTROSCOPIA DE RMN'H

De manera general se observan sefiales para protones metilicos en la region
5 0.6 —1.7 ppm, que para ambos tipos de triterpenos es en numero de 7 ¢ 8,
dependiendo de si presentan o no sustituyentes. Para los triterpenos
pentaciclicos, también se presenta la sefal del proton metinico para el H-3 a
d 3.21 ppm y un protdn olefinico entre & 5.12-5.20 ppm para el H-12. Los
triterpenos tetraciclicos también pueden presentar la sefial a 3.21 ppm del H
carbinolico en C-3 y adicionalmente una sefial de protdn metinico entre 6
5.15 — 5,40 ppm para el H-24 que indica una insaturacion en la cadena
lateral. En algunos casos pueden presentar una insaturacion en el anillo B
entre los C-7y C-8 6 C-8 y C-9 la cual da otra sefial para proton metinico en
la misma region.
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Lupeato de metilo

ESPECTRO TEORICO DE LA MEZCLA
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Anexo C

Prueba Estadistica

TIEMPO ETER PETROLEO CLOROFORMICO ETANOL
48 128 72 32
96 139,21 105,09 84
144 203 165,38 128,84
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promeadio Varianza
ETER PETROLEO 3 470,21 156,7366667 1636,638033
CLOROFORMICO 3 342 47 114,1566667 2241609433
ETANOL 3 244 84 81,61333333 2348 768533

ANALISIS DE VARIANZA
Suma de  Grados de Promedio de

Valor critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 8515,640156 2 4257,820078 2,05129716 | 0,209486003 |5,143249382
Dentro de los grupos 12454 032 6 2075672
Total 20969,67216 8
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