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Fracciones:

1: Control NDGA

2: Extracto de Larrea
tridentafa.

3. Fraccion 1

4: Fraccion 2

§: Fraccidon 3

6: Fraccion 4

7. Fraccién 8, extraida con
metanol

8: Control NDGA

IR L8222,

£ 444

Muestras que dieron reaccién
Positiva.

FIGURA 8.
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE EXTRACTOS DE L. TRIDENTATA, EL EXTRACTO
PURO FUE SEPARADO POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA UTILIZANDO COMO
ELUENTE CLOROFORMO:METANOL Y POSTERIORMENTE METANOL ABSOLUTO

(REVELADAS CON SALES DE DIAZONIO).
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Utilizando estas fracciones se realizé un ensayo para ubicar en cual de ellas
se encontraba la actividad biologica. La fraccién uno, era de consistencia aceitosa
de color amarillo, mostré una inhibicién temporal, solo por 4 dias. Sin embargo, ia
actividad biolégica, que permanecié por mas de 7 dias, se encontrd en las
fracciones 2, 3 y 4 (Figura 9), en donde se encuentra el NDGA. Estas fracciones
mostraron halos de inhibicién semejantes al control de NDGA utilizado (Tabla 18).

Se determind la concentracion que se utilizé en cada pozo, de cada una de

las fracciones que se probaron (Tabla 17).

1 Fraccion 1 (aceitosaNONADG) @~ 94
2 Fraccion 2 (posee NDGA) s Sif479
3 Fraccion 3 (posee NDGA) ' 28.7

4 Fraccion 4 (posee NDGA) 2486

5 Fraccién 8 (extraida con metanol, NO NADG) 36

6 Control ( NADG) 0.8

“
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Pozo Fraccioén
1 Fraccion 1
2 Fraccidn 2
3 Fraccion 3
4 Fraccion 4
5 Fraccién 8
6 Control NDGA.

FIGURA9.
HALOS INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE FRACCIONES EXTRAIDAS DE L. tridentata

SOBRE Aspergillus flavus 1273.
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*Desviacion estandar de la media.

Una vez que se ubicaron las fracciones que contenian la actividad
inhibitoria y que coincidieron en contener presumiblemente el NDGA, se
seleccioné aquella gue par TLC mostré contener menos compuestos (visualizado
por menor nimero de bandas). La fraccién 3 fue sometida a TLC, usando como
eluente cloroformo:metanol (9:1), se reveld con sales de diazonio. A estas placas
se les realizd [a bioautografia. Encontramos que |a banda que mostré |a actividad
biolégica correspondia a una banda revelada con sales de diazonio, la cual
presumiblemente correspondia a NDGA (Figura 10 y 11). Estos resultados se

presentaron al probar todas las cepas.
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FIGURA 10.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA FRACCION 3, REVELADA CON (1) Y SIN

(2) SALES DE DIAZONIO.

e S
M. . Sharlli Rubl Judrez Palafox



S 5 §

FIGURA 11.
BIOAUTOGRAFIA DE UNA CROMATOGRAF{A EN CAPA FINA DE LA FRACCION 3 DE
EXTRACTO DE L, tridentata. (1) SITIO DONDE SE ENCUENTRA LA ACTIVIDAD
INHIBITORIA DEL CRECIMIENTO DE A. flavus 1059. (2) VISUALIZACION DEL

COMPUESTO ACTIVO REVELADO CON SALES DE DIAZONIO.
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Acipo

NORDIHIDROGUAIARETICO (NDGA).

Se utilizé un estandar de 10 mg/ml de NDGA. Los resultados se muestran
en la tabla 21. La menor CMI utilizando el NDGA fue Aspergillus flavus 1299, y la
mayor CMI se presentd en A. flavus 1273, estas valores obviamernte son
diferentes a los obtenidos con extracto crudo de L. tndentafa. En este caso las
cepas a A. flavus 1299 y 1273 fueron las que presentaron el CMI mas alto y A.
parasiticus Sv-1 fue el de CMI menor. Se presentd una diferencia estadisticamente

significativa entre la CMI del extracto de Larrea tridentata y el obtenido por el
NDGA puro.

0.6+0.01* 24+0.1 0.4+0 24402  0.5+0.01 21402

NDGA | Estacte’ 0 NDGA
0.5+ 0.02* 2.03 +0.15 0.5 + 0,01 2.16 +0.28

*Desviacion estandar de la media.

m
M. U Sharlli Rubi Judrez Polyfox




DISCUSIONES.

A la fecha se tienen reportes de una gran cantidad de compuestos extraidos
de plantas, los cuales tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de diferentes
microorganismos (Marchs, C. |, 1991; Aderige, B. |. ef al/, 1996), los cuales
pudieran representar una fuente potencial de antimicrobianos. En la actualidad se
han aislado compuestos que se han usado en la preservacion de alimentos o
como antibacterianos, antifilngicos, etc.

En México se tiene conocimiento del uso empirico de aproximadamente
7000 plantas; sin embargo, los reportes publicados hacen referencia casi
exclusivamente al uso tradicional, mientras que la evidencia cientifica que valide
tales usos es muy escasa. Se conoce que aproximadamente un 5% de las plantas
mexicanas han sido sometidas a investigacién que demuestren su actividad
bioldgica, aunque en algunos casos, los bioensayos se realizan a nivel de
extractos crudos, sin llegar al aislamiento de los principios activos puros
(Martinez., 1996)

Ya desde hace tiempo se ha demostrado que algunos extractos de plantas
de la zona norte de la Republica Mexicana presentaban efectos inhibitorios del
crecimiento y la produccion de aflatoxinas de hongos del género Aspergillus
(Lozano., 1997). En este trabajo nos enfocamos a determinar el efecto de
extractos de Larrea tridentata sobre el crecimiento y la sintesis de toxinas de
Aspergillus flavus y A. parasiticus. Esta planta ha sido reportada que posee una
gran variedad de compuestos quimicos como, Aluminio, beta-caroteno, calcio,
carbohidratos (60%), cloro, cobalto, grasas (3%), fibras (10%), hierro, magnesio,
NDGA (acido nordihidroguaiarético), fasforo, potasio, proteinas (10%), selenio,
silicon, sodio, sulfuro y vitamina C (http://www.ibiblio.org/london/alternative-
healthcare/Southwest-School-ofBotanical-Medicine/Abstracs/Larrea-AB.txt). Desde
hace tiempo se sabe que la planta posee actividad antifungica, contra algunas
especies de Fusarium oxosporum, Pytium spp. ¥ Rhizoctonia solani, también
propiedades de insecticida, como agente terapéutico y anticancerigeno (Coville,
1893). Debido a que las micotoxinas sintetizadas por el género Aspergifius son

e S
M. €, Shorlli Rub( Judrez Polofox



e 5 §

potentes carcinogénicos, hepatotdxicos y teratogénicos, y se encuentran
invadiendo la mayoria de los productos agricolas son consideradas un problema
que puede ocasionar dafios en la salud del hombre y los animates, ademas son
considerados venenos inevitables en el alimento y no es posible predecir su
presencia o prevenir enteramente su ocurrencia en los ingredientes alimenticios,
antes de la cosecha y durante su almacenamiento y procesamiento (Avalos, V. M.
2001). Por tal motivo surgid nuestra inquietud por analizar el efecto de esta planta
en el crecimiento y la sintesis de toxinas de Aspergillus.

En la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, se utilizé caldo
Czapec-Dox y A&M (Mateles y Adye). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas enfre las concentraciones de un medio a otro,
observandose un mayor CMI en caldo Czapec-Dox. Pensamos que esto pudiera
deberse a que el Czapec-Dox es un medio enrriquecido para el crecimiento del
hongo, y ha sido utilizado para determinar la morfologia colonial ya que favorece
su crecimiento (Guthire, W. D. ef al. 1982; Richard, J. L. ef af. 1991). En confraste
el medio A&M es utilizado para la produccion de aflatoxinas (Wheeler, H. M. et al.
1995). Esto se comprobd en nuestro trabajo, debido a que no se detectd la
presencia de aflatoxinas en este medio.

El medio A&M posee nutrientes que son basicos en la estimulacion de la
sintesis de aflatoxinas, como el sulfato de zinc, y es cual no se encuentra en e}
medio Czapec-Dox, ya que se ha reportado a este metal como cofactor necesario
para el crecimiento celular y la formacion de aflatoxinas (Davis, N. D. ef al. 1965;
Ehrlich Bennett, ef al. 1979; K. ef al. 1984; Niehaus, ef al. 1984). Se ha reportado
que la maxima produccion de aflatoxinas por A. flavus se da en un medio que
contiene 0.8 mg de zinc por litro (Lee, et al. 1966) Sin embargo, el requerimiento
minimo de este cofactor para la produccion de aflatoxinas es 0.4 pg/ml (Mateles
and Adye 1965). Un incremento en el contenido de zinc en el medio de 0 a 10
pug/ml da por resuitado un aumento de 30 a 1000 veces en la produccion de
aflatoxinas, pero a 25 pg de zinc por ml disminuye la produccion (Marsh, ef al.

1975). Por otro lado, se ha establecido que el medio Czapec-Dox contiene
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nutrientes diferentes del A&M, tal como el nitrato de sodio y el cloruro de potasio,
tales sales quiza estimulen al sobre-crecimiento del hongo.

También se encontrd que la CMI en maiz, fue aproximadamente 9 veces
mas elevada que en medio A&M, esto pudiera ser debido a que se ha reportado
que el maiz es un sustrato satisfactorio para el crecimiento y produccion de
aflatoxinas por Aspergiflus (Trenk, L. H. ef al. 1970), o bien a que la homogeneidad
en la distribucién del inhibidor no es apropiada.

Para la determinacion de aflatoxinas en maiz y medio A&M se realizaron
curvas de calibracién con aflatoxinas estandar de By, By, Gy y Gy y se
determinaron los limites de confianza para el tiempo de retencién en cada
estandar; AFG1 de 3 + 0.1, AFG2 de 6.2+0.04, AFB1 de 5.2+0.6, AFB2 de
8.540.3, a fin de que aquellos picos del cromatograma que cayeran dentro de
estos limites fueron consideradas como tal. Cabe mencionar que los limites de
deteccion para aflatoxinas en HPLC es de 1 ppb (ng/ml) para la aflatoxina G1y 0.5
ppb (ng/ml) para las otras (www.daltonics.bruker.com).

Los trabajos publicados sobre el combate de hongos aflatoxigénicos con
productos naturales en su mayoria utilizan aceites esenciales (Ansari y
Shrivastava, 1991; Picman et al., 1992; Sinha et al., 1993) y muchos de éstos son
efectivos inhibidores del crecimiento, algunos contiene aldehido cinamico y
eugenol. Kumar y Prasad (1992) trabajaron con extractos de plantas medicinales y
registraron que uno de los extractos de Andrographis peniculata planta original de
la India, presentd una maxima inhibicién del 71.5% en el crecimiento micelial de A.
flavus, porcentaje mayor que el obtenido por Bilgrami ef af ., (1992) al utilizar
extractos de ajo y cebolla para inhibir el crecimiento de A. flavus al observar que la
maxima inhibicién de micelio fue del 62% con el extracto de ajo, sin embargo, en
1998 en Sonora se realizé un trabajo con extracto de Larrea fridenfata, y
Proboscidea parvifiora, y observaron que extracto extraidos con diclorometano de
L. tridentata inhibieron un 86% el crecimiento micelial, y el otro inhibié solo el 19%,
el efecto para L. tridenfata en este estudio fue similar al reportado por Faraga ef
al., (1989) al utilizar aceites esenciales de diferentes especies de plantas para el

control de este hongo, los aceites de tomillo, comino, clavo y canela fueron los
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aceites que inhibieron el crecimiento miceliar del hongo entre 80 y 90%. Podemos
considerar nuestro trabajo con mejor potencial de inhibicion con referente al
reportado en Sonora, ya que ellos utilizaron 500 ug del extracto en 50 mi de medio
(ppm), esto quiza debido al tipo de extractor que utilizaron o al medio de cuiltivo
utilizado, ya que nosotros encontramos una inhibicion de 2 a 2.4 ug/ml.

En este trabajo reportamos diferencias estadisticamente significativas en
las produccién de aflatoxinas en medio A&M entre las 5 cepas de Aspergillus, y
entre el control de cada cepa y el porcentaje de la CMI utilizado, sin embargo,
todas las cepas sintetizaron toxinas hasta el 25% de la CMI y el crecimiento del
hongo se vi6 afectado hasta el 50% de la CMI en donde se dié una reduccion
aproximada del 50% del peso seco del micelio comparado con el control, en tanto
que al 75% no se observd crecimiento. En nuestros ensayos la cepa mas sensible
fué A. flavus 1059 ya que solo produjo aflatoxinas en el control, y la cepa que mas
sintetizo aflatoxinas fue A flavus 1299. Se tiene reportes de inhibicion de la
produccién de aflatoxinas por extractos de plantas por ejemplo los reportado por
Bilgrami, ef al.,, (1992), al informar que extractos acuosos de cebolla inhibieron [a
produccian de aflatoxinas en A. flavus en un 60%, porcentaje similar a los
obtenidos con diclorometano de B. glutinosam, Ch. ambrosiodes y L. fridentafa, los
cuales inhiben 64% y 43% para el hongo (Vargas-Arispuro, ef al., 1998). Cabe
mencionar que no todos 1os exiracio aciian como inhibidores de 2 sintesis de
aflatoxinas, ya que existen extractos que detienen la produccién en los primeros
dias de desarrollo, pero después llegan a sintetizar el doble, comparado con la
cepa utilizada como control (sin extracto), por ejemplo los realizados por Ansar y
Shivastava (1991) al observar que el aceite eucalipto (Eucalyptus maculata)
Baker, inhibia la produccion de aflatoxinas en A. flavus hasta el sexto dia, pero en
los dias siguientes se incrementé la produccion que superd la concentracion del
control, por lo que fue considerado como promotor de la produccion de aflatoxinas
para este hongo. También se tiene reportes del efecto de Ch. ambrosoides y B.
glutinosam en A. parasiticus en donde se reportan inhibiciones del 100% y 98%
respectivamente (Vargas-Arispuro, ef al.,, 1998). Sin embargo, existen extractos
que reducen el crecimiento micelial pero activan la formacion de afiatoxinas como
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el observado por Patkay ef al, (1993) al observar que el aceite de canela y
cardamo reducian el crecimiento micelial de A. parasiticus en 50% y estimulaban
la produccién de aflatoxinas, resultado similares con P. parviflora y E. eriantha
contra el mismo hongo.

Cuando analizamos la produccién de afiatoxinas en maiz también hubo
diferencias significativas. Las cepas que produjeron aflatoxinas hasta el 75% de )a
CMI fueron A. flavus 1273, 1059 y A. parasiticus 148, siendo |la mas resistente A.
flavus 1059, ya que solo redujo su produccion de aflatoxinas al 90%, en A. flavus
1273 al 99.59% y A. parasiticus 148, 96.4%. Los mas sensibles fueron A. flavus
1299 y A. parasiticus Sv-1, esto debido a que el maiz no posee substratos que son
requeridos por algunas cepas como el caso de A. flavus 1059, {a cual no tuvo una
buena sintesis de aflatoxinas en medio A&M. Se realizd la cuantificacion de
aflatoxinas en maiz sin inocular y no se detectd la presencia de aflatoxinas.

En la literatura se reportd que los genotipos de maiz exhiben diferentes
niveles de susceptibilidad para el ataque de hongos y la produccion de afiatoxinas
comunes en almacenamiento, como A. flavus, esto sugiere Ja posibilidad de una
respuesta similar en el caso de la produccién de aflatoxinas (Cantone, F. A. ef al,,
1983: Moreno-Martinez, E. et al., 1978). Priyadarshini, ef al., observo diferencias
en la respuesta de variedades de maiz en el crecimiento flngico y la acumulacién
de aflatoxinas, estas diferencias han sido asociadas con sus caracteristicas
cualitativas de los genotipos (Priyadarshini, E. ef af., 1978). Zuber ef al., demostré
que la aflatoxina B, fue producida en bajas concentraciones en hibridos de maiz y
en altas concentraciones en cruzas de maiz de la variedad OH-545 con hibridos
(Zuber, M. S., et al., 1978). LaPrade y Manwiller (1999) inocularon 9 hibridos de
temporada corta con suspension de esporas de A. flavus a través de la céscara, y
la concentracién de aflatoxinas vario de 88 a 145 ugfkg y fas diferencias entre los
hibridos fueron significantes, también evaluaron 27 hibridos de temporada larga y
encontraron que la diferencia en la concentracion de aflatoxinas fue de 0 a 46
uglkg, siendo significantes. Por la tanto, el hibrido H-437 cae dentra de los

hibridos de maices susceptibles, en cuanto al crecimiento y la acumulacion de
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aflatoxinas por las cepas de A. flavus y A. parasiticus que se utilizaron en este
trabajo.

Sin embargo, hay que sefialar que los resultados no son consistentes y hay
contradicciones en cuanto a la respuesta de los genotipos en la produccion de
aflatoxinas, existiendo variaciones de afio a afio y de localidad a localidad, lo cual
no permite hacer recomendaciones sobre el uso de determinados hibridos.
Ademas, de que en campo intervienen una serie de factores que al interactuar
hacen que este problema biolégico sea muy complejo. En este fenémeno estan
involucrados los genotipos del maiz y del hongo, y el medio ambiente. Este ultimo
con todas las implicaciones posibles; cambios climaticos, edéficos, la relacion
entre {as enfermedades, los insectos y los hongos; y por supuesto, la relacion
hospedero-patogeno, de la cual poco se sabe.

Cuando analizamos el extracto de L. tridentata, determinamos que es un
solo compuesto el responsable de la actividad bioldgica, y establecimos que este
es un compuesto polar, y una vez ubicado que el NDGA conferia la actividad
antifangica al extracto de la gobernadora, se realizo la CMI utilizando una solucién
estandar del compuesto (10mg/ml). Se pensd que por utilizar el NDGA como tal,
se tendria una CMI significativamente menor que al utilizar el extracto de Larrea
tridentata, pero se encontré que la CMI fué el 25% de la determinada con el
extracto, esto quiza por la presencia de otros compuestos, ya que se realizaron
pruebas quimicas de algunas otras fracciones y se encontraron flavoniodes por la
reaccion quimica de Shinoda, la cual es positiva al dar una coloracion roja cuando
reaccionar el acido clorhidrico y limaduras de magnesio con los flavonoides
(hitp:/Amwww.hort. purdue. edu/rhodcvihort640c/secprod/se00008. htm
(ligninasbiosintesis), por lo que se sugiere que estan en conjunto el NDGA, y los

demas compuestos para dar esa CMI en el extracto (Tabla 21).
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CONCLUSIONES.

* Larrea tridentata inhibe el crecimiento y la produccion de
aflatoxinas por Aspergillus flavus y A. parasiticus tanto in vitro

como en condiciones simuladas a almacén.

*El compuesto responsable de la actividad antifangica muestra

caracteristicas similares al acido nordihidroguaiarético (NDGA).
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