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RESUMEN

La pudriciéon blanda causada por Rhizopus stolonifer es la
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63175 Tep.ic Nayarit Méxicé. * 77" Debido a esto, se busca el control de R. stolonifer a través de
’ ’ ’ alternativas naturales como los extractos de plantas. Este estudio
tuvo como objetivo identificar los compuestos del extracto de
Dalea carthagenensis y evaluar su potencial antifiungico contra
el fitopatégeno poscosecha R. stolonifer. Se evalud la actividad
antioxidante del extracto y la actividad in vitro contra R. stolonifer.
Los compuestos fitoquimicos se identificaron mediante HPLC-
UV-Vis y se evalud la actividad antifungica in vivo contra R.
stolonifer en yaca. El extracto presenté una actividad antioxidante
de 48.34 £ 1.3 mg TE/g dw y un contenido fendlico total de 52.23
+ 0.57 mg GAE/g dw. In vitro, R. stolonifer fue inhibido entre
27.46-79.71 % y presenté una concentracion minima inhibitoria
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Extracto con actividad antifingica/
Extract with antifungal activity

ABSTRACT

The soft rot caused by Rhizopus stolonifer is the most important disease in jackfruits.
Currently, the control of this phytopathogen is achieved with toxic fungicides. Due to this, the control
of R. stolonifer is sought through natural alternatives such as plant extracts. This study aimed
to identify the compounds in Dalea carthagenensis extract and evaluate its antifungal potential
against the postharvest phytopathogen R. stolonifer. The antioxidant activity of the extract and the
in vitro activity against R. stolonifer was evaluated. The phytochemical compounds were identified
by HPLC-UV-Vis and the in vivo antifungal activity was assessed against R. stolonifer in jackfruit.
The extract presented an antioxidant activity of 48.34 + 1.3 mg TE/g dw and a total phenolic
content of 52.23 + 0.57 mg GAE/g dw. In vitro, R. stolonifer was inhibited between 27.46-79.71
% and presented a minimum inhibitory concentration of 11.08 mg/mL. D. carthagenensis extract,
in which gallic acid and vanillin were mainly identified, reduced the severity of soft rot by 59 % in
jackfruits. In conclusion, D. carthagenensis extract is a promising alternative for managing soft rot
disease in jackfruit at the postharvest stage.

KEY WORDS: Rhizopus stolonifer, Jackfruit, Dalea carthagenensis, Plant extract,
Postharvest.

Introduccién

La yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), miembro de la familia Moraceae, es una fruta
tropical importante, cultivada en varias regiones, incluidas China, India, Malasia, Bangladesh y
México. Su cultivo en México comenzé en 1960 y se ha expandido a aproximadamente 1751
hectareas en seis estados. Cada ano, México produce alrededor de 23,995 toneladas de yaca,
siendo Nayarit el principal contribuyente, responsable de aproximadamente el 93 % de la
produccion total (Barros-Castillo et al., 2021).

La yaca es una fuente abundante de fibra dietética, vitaminas, antioxidantes y propiedades
laxantes (Ghosh et al., 2015). Sin embargo, durante las etapas de pre y poscosecha, las yacas
son susceptibles al ataque de hongos fitopatdgenos como Rhizopus stolonifer, lo que causa
pérdidas significativas estimadas entre el 30 y el 50 % de la produccion. Esto no solo afecta la
calidad nutricional del fruto, sino que también provoca dafos fisicos en ella (Covarrubias-Rivera
et al., 2022).
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Los sintomas de la infeccion por R. stolonifer incluyen areas acuosas que rapidamente se
cubren de micelios gruesos y grises, formando una masa de esporangios negros en sus puntas. La
infeccién suele ocurrir durante la cosecha y el manejo del fruto. Dada la capacidad de R. stolonifer
para infectar una amplia gama de hospederos y su rapida penetracién y colonizacién, se ha
convertido en un objetivo importante para su control. Aunque se emplean comunmente fungicidas
sintéticos, como benomil, imazalil, propiconazol, tiabendazol y tiocarbamatos para controlar R.
stolonifer, su uso excesivo, irracional e indiscriminado genera preocupaciones sobre la seguridad
del consumidor y las amenazas ambientales (Bautista-Bafos et al., 2014). Esta situacién subraya
la importancia de explorar métodos alternativos para controlar las infecciones fungicas en yaca.
A la par de esta necesidad, el Pacto Verde Europeo y la Agenda 2030 de las Naciones Unidas
han establecido objetivos ambiciosos para reducir en un 50 % el uso de fungicidas quimicos
para 2030, enfatizando la urgencia de encontrar soluciones sostenibles y ecoldgicas a las
enfermedades fungicas en frutos (Lazaro et al., 2021). En respuesta, investigaciones recientes
se han centrado en explorar alternativas naturales para controlar las enfermedades poscosecha,
lo que ha generado un creciente interés en los extractos vegetales y sus posibles beneficios.
Los investigadores han reconocido la actividad antifungica de los extractos de plantas contra
Rhizopus, y sus compuestos fendlicos (Vilchis-Gomez et al., 2024) como Barringtonia racemosa
L (Hussin et al., 2009), Malva sylvestris L (Zohra et al., 2013), hojas de Melaleuca styphelioides
(Laribi et al., 2021), entre otros.

En este contexto, Dalea carthagenensis, perteneciente a la familia Fabaceae y distribuida
en América Central, el norte de América del Sur y las Antillas, ha despertado interés debido a su
contenido de compuestos fendlicos como flavonoides, flavonas, taninos, chalconas y cumarinas
(Montes-de-Oca-Marquez et al., 2017). En cuanto al mecanismo de accién de las propiedades
antifungicas de los fitoquimicos, se han reportado tres vias principales: induccién de efectos
citotoxicos en los hongos que alteran la integridad y funciones de la membrana celular; bloqueo de
genes y enzimas cruciales en las rutas de biosintesis fungicas; e interferencia en compartimentos
celulares como las mitocondrias, provocando desequilibrios en la presion osmatica y las reacciones
redox (Chen et al., 2021; Hu et al., 2021; Torgbo et al., 2022). Por lo tanto, esta investigacion
podria contribuir significativamente a la reduccion de las pérdidas poscosecha de yaca al ofrecer
un método sostenible para controlar R. stolonifer. Al aprovechar las propiedades antifungicas de
los compuestos de alto valor biolégico (HVBCs) presentes en D. carthagenensis, este extracto
podria proporcionar una forma natural y eficaz de preservar la calidad y extender la vida util de
la yaca, evitar pérdidas econdmicas y mejorar la seguridad alimentaria. Asi, esta investigacion
tiene como objetivo identificar los HVBCs presentes en D. carthagenensis, explorar su capacidad
antifungica y proponer una alternativa natural para combatir la enfermedad de la pudricion blanda
causada por R. stolonifer en yaca.

Material y Métodos
Material vegetal

Las hojas de D. carthagenensis se recolectaron en Puebla, México (18° 12’y 18° 14'N;

Revista Bio Ciencias 11, e1686. 3



Extracto con actividad antifingica/
Extract with antifungal activity

97° 07’ y 97° 09’ O; altitud de 957 amsl). Las hojas se lavaron con agua, se secaron a 60 °C
durante 24 h en un horno convectivo (Modelo HS60, Novatech Ltd, Guadalajara, México), y luego
se pulverizaron con un molino eléctrico (Modelo NB-201, NutriBullet®, Los Angeles, EE: UU.). El
polvo se tamizo a través de una malla de 150 ym y se mantuvo a 25 °C hasta su uso.

Frutos de yaca (A. heterophyllus Lam. cv. Romina) saludables, homogéneos (peso: 10 +
1 kg, longitud: 30 £ 5 cm), en estado de madurez fisiolégica (color verde claro), y sin dafos se
cosecharon de un huerto comercial ubicado en Zacualpan, Nayarit, México (21° 15'N 105°10'O).
Los frutos se transportaron en cajas plasticas y se almacenaron a 4 °C durante 24 h hasta su uso.
Las yacas se lavaron individualmente con agua y se sumergieron en una soluciéon de NaClO al
2 % (v/v) durante 3 min, se enjuagaron con agua purificada estéril y se secaron a 25 °C durante
30 min.

Obtencion del extracto de D. carthagenensis mediante extraccion asistida
por ultrasonido (UAE)

El extracto de D. carthagenensis se obtuvo siguiendo la metodologia propuesta por
Vazquez-Gonzalez et al. (2020) con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizé una mezcla
de etanol:agua (80:20 v/v) como solvente de extraccion, combinada con la muestra en una
proporcion de 1:10 (g de muestra seca:mL solvente). El material molido se mezclé con el solvente
y se enfrio a 10 °C para mantener la muestra a 25 °C. Los HVBCs se extrajeron utilizando un
bafio ultrasonico (Modelo CD4820, Viewlight®, Guangdong, China). La muestra fue sometida a
sonicacion durante 30 min a 42 kHz. Posteriormente, se filtré usando papel filtro Whatman No.1 y
el solvente se evaporé (Modelo RV 10 basic S1, IKA, Staufen, DEU) a 45 °C y -90 kPa. El extracto
concentrado se almacené a 4 °C hasta su uso.

Capacidad antioxidante
Actividad de captacion de radicales (RSA) por ABTS*

La RSA por ABTS* se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Vilchis-Gémez et al.
(2024) utilizando una soluciéon madre de ABTS* (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), a 7 mM en persulfato de potasio (2.45 mM) (Sigma-
Aldrich). La solucién se mantuvo en oscuridad a 25 °C durante 15 h. La solucién madre se diluyé
en agua destilada y se ajust6 a una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Luego, se mezclaron
50 pL del extracto (0.5 — 6 mg/mL) con 950 pyL de ABTS* usando un vortex durante 10 s. Después
de un intervalo de 7 min, se midié la absorbancia a 734 nm con un espectrofotometro (Modelo
Cary 50 Bio UV-Visible, Varian, Mulgrave, Australia). La actividad captadora de radicales ABTS*
se calculd (Ec 1).

= 100

:I __Ascntrol—Amuestre

ABTST R5A (%

Ar kol

Ecuacién 1.
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Donde: Acontrol representa la absorbancia de la solucion diluida de ABTS* y Amuestra
representa la absorbancia de ABTS* después de reaccionar con la muestra de extracto.

Las curvas representan el porcentaje de RSA en el eje-y frente a la concentracion de la
muestra (mg/mL) en el eje-x para cada muestra. Los resultados se expresaron en mg equivalentes
de Trolox por gramo de peso seco (mg TE/g dw). El experimento se realizd por triplicado y se
repitio tres veces.

Determinacion de IC50

El valor de IC50 se defini6 como la concentracién de extracto (mg/mL) requerida para
lograr el 50 % de actividad antioxidante, y se determiné a partir de la ecuaciéon de regresion
lineal de las curvas que representan la capacidad antioxidante (%) frente a la concentracion de la
muestra (mg/mL) segun Calderdon-Chiu et al. (2021).

Determinacién de contenido de fenoles solubles totales (SPC)

Para determinar el contenido de SPC, se mezclaron 50 pL del extracto o de la solucién
estandar con 1 mL de agua destilada y 0.5 mL del reactivo de fenol Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich). Luego, la mezcla se complemento con 2.5 mL de una solucién de Na,CO, al 10 % (p/v),
la cual se prepar6 gradualmente para evitar la aglomeracién, y se incub6 en completa oscuridad
durante 20 min a 25 °C. La absorbancia se midié a 735 nm usando un espectrofotometro. Para el
blanco, se utiliz6 agua destilada. Se prepar6 una curva estandar utilizando &cido galico (Sigma-
Aldrich) (0.025-0.5 mg/mL; y= 1.6125x-0.0297; r>= 0.9993; donde y representa la absorbancia, y
x la concentracién de la solucion iénica) (Liu et al., 2009). Los resultados de SPC se expresaron
como mg equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg GAE/g dw). El experimento
se realizé por triplicado y se repiti6 tres veces.

Evaluacién de la actividad antifingica del extracto de D. carthagenensis
Preparacion del patégeno fungico

El hongo fitopatdgeno evaluado en este estudio fue previamente aislado y caracterizado
filogenéticamente. R. stolonifer ATR1 (Numero de acceso: OP683835) de yaca (A. heterophyllus
L.) (Ayon-Macias et al., 2023) pertenece a la coleccion de hongos del Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos del Instituto Tecnolégico de Tepic. R. stolonifer ATR1 se criopreservo en glicerol al
80 % (v/v) a -80 °C hasta su uso. El hongo se cultivd en placas de Petri con Agar Papa Dextrosa
(PDA) (Becton Dickinson & Co., Estado de México, México) e incubo a 28 °C durante 3 dias. La
suspension de esporas se preparo de la siguiente manera: se afiadieron 15 mL de solucion estéril
de NaCl al 0.85 % al cultivo y se raspd con un asa estéril. El liquido se filtrd y recolect6 en un tubo
conico. La concentracién de esporas se ajusté a 1 x 10° esporas/mL con un hemocitémetro (LO-
Laboroptik Ltd, Lancing, Reino Unido), segun lo descrito por Gonzalez-Gutiérrez et al. (2023).
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Actividad antifungica in vitro

La actividad antifungica in vitro se realizé de acuerdo a Covarrubias-Rivera et al. (2022).
Diferentes concentraciones del extracto de D. carthagenensis (1, 3, 5, 7, and 9 mg/mL) fueron
mezcladas individualmente con PDA y luego se vertieron en placas de Petri. El agar se dejo
solidificar y secar a 25 °C durante 1 h. Cada placa se perforé en el centro y después se inocularon
20 pL de la suspension de esporas (1 x 10°esporas/mL) de R. stolonifer ATR1. El control positivo
consistio en placas de Petri con PDA y el hongo patdégeno. Las placas de Petri se incubaron
a 28 °C durante ocho dias. Al final del experimento, se midié la colonia fungica y se calculé
la inhibicion del crecimiento micelial (Ec 2). Para calcular la concentracion minima inhibitoria
(MIC), se obtuvieron los valores de la ecuacion lineal trazando el diametro del crecimiento micelial
contra la concentracion del extracto. Se aplico un disefo estadistico unifactorial y la variable
de respuesta evaluada fue el porcentaje de inhibicién in vitro. El experimento consistié en tres
repeticiones y cinco réplicas por tratamiento.

Inhibicitm del crecimiento micelial (%) = [Ei:f] » 100

Ecuacion 2.

Donde: CP (control del patégeno) fue el diametro promedio del hongo sin extracto y ET
(tratamiento con extracto) fue el diametro promedio del hongo en presencia del extracto de D.
carthagenensis.

Actividad antifungica in vivo

La actividad antifungica in vivo del extracto de D. carthagenensis se evalué contra R.
stolonifer en frutos de yaca cv. Romina. Brevemente, se hicieron tres orificios por yaca utilizando
un punzon estéril (5 mm de profundidad y 5 mm de ancho). Cada orificio se rocié con 2 mL del
extracto (MIC 11.08 mg/mL) disuelto en agua destilada estéril. Las yacas se dejaron secar al aire
durante 1 hora. Posteriormente, se inocularon 15 pL de la suspension de esporas de R. stolonifer
(1 x 10° esporas/mL) en cada orificio (Ayén-Macias et al., 2023). El tratamiento control solo fue
inoculado con la suspension de esporas. Los frutos se almacenaron en una camara (Modelo CA-
550, Novatech Ltd, Kingwood, EE.UU.)a 25 = 1 °C y 95 % de humedad relativa durante cinco dias
(Gonzalez-Gutiérrez et al., 2024). Al final del experimento, se evalué la severidad de los sintomas
utilizando una escala de categorias del 0 al 4, donde 0= sin pudricion visible; 1= 1 a 25 %; 2= 25
a 50 %; 3=50a 75 %; y 4= >75 % de la superficie de la yaca con pudriciéon blanda (Guarnaccia et
al., 2016). Ademas, se midio el diametro de la lesién producida por R. stolonifer para determinar la
severidad (mm), y se calculé la incidencia de la enfermedad (Ec 3). Se aplicé un disefio estadistico
univariado y la variable de respuesta evaluada fue la incidencia de la enfermedad. El experimento
consistio en tres repeticiones con tres réplicas por tratamiento y cinco yacas por réplica.
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MNumercde frutes infectedos

Incidencia de lo enfermedad (%) = (100)

Fyarng formlas

Ecuacion 3.

Perfil de polifenoles por HPLC-UV-Vis

El extracto se evaporo hasta quedar seco en un evaporador rotatorio a 50 °C. Los residuos
secos se disolvieron en 2 mL de fase movil. Después, la muestra fue filtrada a través de un filtro
de jeringa PTFE de 0.45 ym (Millipore, Milford, EE. UU.) directamente en viales de muestra
(Marcillo -Parra et al., 2021). La identificacion de los HVBCs de D. carthagenensis se realiz6 de
acuerdo con Lerma-Torres et al. (2019) utilizando un HPLC-UV-Vis (Modelo HPLC 210, detector
UV-Vis Modelo 320, Varian ProStar, EE. UU.). La separacion se llevd a cabo en una columna
Shimadzu CLC-ODS (C18) (25 cm x 4.6 mm x 5 ym) a 25 °C. La fase eluente consisti6 en el
solvente A (3 % de acido acético en agua) y el solvente B (acetonitrilo). Las condiciones del
proceso fueron una inyeccion de 10 uL, presion de 167 bares, una tasa de flujo de 1 mL/min, y un
tiempo de corrida de 16 min. El programa se llevo a cabo en gradiente comenzando con 90 % de
eluente Ay 10 % de B, luego 6 min de 20 % Ay 80 % B, y finalmente 10 min con 90 % Ay 10 %
de eluente B. La longitud de onda de deteccion fue de 254 nm. La identificacion de los HVBCs se
logré comparando el tiempo de retencion de los picos con estandares auténticos.

Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media + desviacion estandar de tres repeticiones.
El analisis estadistico se realizo utilizando el software STATISTICA versiéon 12.0 para Windows
(StatSoft, Inc). Los datos se sometieron a un analisis de varianza de una via. Para comparar las
medias, se empled la prueba post-hoc LSD de Fisher (p < 0.05). Se utilizd Microsoft Office Excel
2019 (Microsoft Corporation, Redmond, CA, EE.UU.) para calcular los valores de la MIC a través
de la actividad antifungica in vitro.

Resultados y Discusion
Capacidad antioxidante del extracto de D. carthagenensis

La actividad antioxidante del extracto de D. carthagenensis cuantificada por ABTS" fue de
48.34 + 1.3 (mg TE/g dw) (Tabla 1). La actividad antioxidante de D. carthagenensis se debe a la
estructura quimica de los compuestos fendlicos (anillo aromatico hidroxilado, grupo carboxilico o
grupo metoxilo) (EI-Nagar et al., 2020) que permiten la estabilizacién y reubicacion de electrones
no apareados, facilitando la donacion de atomos de hidrégeno y electrones desde sus grupos
hidroxilo (Chaves et al., 2020). Para este parametro, a medida que el valor aumenta, la actividad
antioxidante también aumenta. Sin embargo, se han reportado valores mas bajos en otros
estudios, como los extractos de Terminalia arjuna (6.99 % 0.31), Glycyrrhiza glabra (3.34 + 0.14)
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y Vitex negundo (2.53 = 0.12 mg TE/g dw) (Rajurkar & Hande, 2011). Ademas, la concentracion
del extracto para inhibir el 50 % de los radicales ABTS* fue de 0.011 £ 0.003 mg/mL (Tabla 1). La
actividad contra el radical DPPH fue relevante en comparacién con otros, por ejemplo, el extracto
de Adelia ricinella con 1C50= 0.45 mg/mL (Berenguer-Rivas et al., 2018). Esto evidencia que D.
carthagenensis tiene una mayor actividad antioxidante, ya que se necesita menos extracto para
inhibir la formacion de radicales.

Por otro lado, el extracto de D. carthagenensis presentd 52.23 £ 0.57 mg GAE/g de peso
seco (Tabla 1). En contraste con otros estudios, D. carthagenensis mostré un SPC superior al del
extracto etandlico de hojas de yaca (36 = 1.75) (Vazquez-Gonzalez et al., 2020), al de la planta
medicinal Acacia nilotica (15.88 * 0.54) (Rajurkar & Hande, 2011) y al del extracto de Colocasia
esculenta (15 mg GAE/g dw) (Eleazu, 2016). Las diferencias de SPC varian segun la especie
vegetal, el tejido vegetal, el estado de desarrollo y factores ambientales, como temperatura,
estrés hidrico y condiciones de luz (Chaves et al., 2020). El resultado para D. carthagenensis
es aceptable, ya que un alto contenido de SPC conduce a un gran potencial antioxidante del
extracto. La determinacién de la actividad antioxidante de D. carthagenensis podria contribuir a
revelar el valor de esta especie como una nueva fuente de compuestos antioxidantes.

Tabla 1. Actividad antioxidante por ABTS, IC50 y contenido fendlico total
del extracto de D. carthagenensis.

Propiedades Extracto etandlico
D. carthagenensis

ABTS* (mg TE/g dw) 48.34+1.3
IC50 radical ABTS* (mg/mL) 0.011 £ 0.003
Fenoles solubles totales (mg GAE/g dw) 52.23 £ 0.57

Fuente: Elaboracién propia con base en resultados.

Evaluacioén in vitro del extracto de D. carthagenensis contra R. stolonifer

El extracto de D. carthagenensis a concentraciones inferiores a 5 mg/mL controlé de
manera moderada el crecimiento micelial de R. stolonifer. La actividad antifungica fue mayor
conforme aumentd la concentracion del extracto (p < 0.05) (Figura 1). R. stolonifer fue inhibido
entre un 27.46 % y un 79.71 % (Figura 1). Estos resultados mostraron una mayor efectividad en
comparacion con los extractos herbales de Lamiaceae, que inhibieron a R. stolonifer en un 36.71
% (Lopez et al., 2007).

La efectividad del extracto en la inhibicion de diferentes hongos se atribuye a diferencias en
la composicion de su pared celular (Covarrubias-Rivera et al., 2022), caracteristicas especificas
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de los patdégenos, como la tasa de crecimiento, genes asociados con factores patogénicos, entre
otros (Yang et al., 2019), y al contenido total de fenoles (Chaves et al., 2020). Los compuestos
fendlicos en los extractos de plantas juegan un papel fundamental en las actividades antioxidante
y antifungica. Estos compuestos pueden actuar generalmente a través de cuatro mecanismos
posibles: interferencia en la estructura celular y biosintesis celular, inhibicion del mecanismo
energético y actividad multisitio (Aguilar-Veloz et al., 2020).

En este estudio, a partir de 7 mg/mL de extracto, R. stolonifer presentd una importante
sensibilidad in vitro (> 65 % de inhibicién del crecimiento micelial). Basado en el resultado de la
MIC (11.08 mg/mL), se logré la inhibicién total de R. stolonifer. El coeficiente R? fue 0.9484, el cual
se ajustd adecuadamente con un valor superior a 0.8 (Tabla 2). Considerando que la efectividad
depende de la concentracion del extracto, asi como de la susceptibilidad y caracteristicas del
hongo, se evalud el efecto antifungico del extracto de D. carthagenensis en frutos de yaca contra
R. stolonifer.

Figura 1. Inhibicién in vitro de R. stolonifer con extracto de D. carthagenensis. Los datos son la media y las

lineas verticales representan la desviacion estandar. Los valores medios con la misma letra minuscula indican

que no existe diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba LSD de Fisher (p < 0.05). Fuente:
Elaboracion propia con base en resultados.

Tabla 2. Concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de R. stolonifer con extracto de D.

carthagenensis.
MIC TRV . .
Hongo fitopatégeno Parametro Ecuacién de regresion R? '“h'b'°'°': in_vitro
(mg/mL) (%)
R. stolonifer ¢ Max y=-0.6559x + 7.2662 0.9484 11.08 100+ 0.0

Fuente: Elaboracién propia con base en resultados.
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Identificacion de los HVBCs del extracto de D. carthagenensis por HPLC

Siete HVBCs del extracto de D. carthagenensis fueron identificados mediante HPLC-
UV-Vis. El acido galico y la vainillina fueron los compuestos principales en las hojas de D.
carthagenensis, con concentraciones en el extracto de 10.03 y 2.70 mg/mL, respectivamente
(Tabla 3). El tiempo de retencién de todos los compuestos coincidié con los estandares. Estos
HVBCs han sido identificados en diversos extractos de plantas como Cymbopogon citratus,
Tinospora cordifolia, Mentha arvensis, Camellia sinensis, Foeniculum vulgare, Trachyspermum
ammi (Mueed et al., 2023), A. heterophyllus (Vazquez-Gonzalez et al., 2020) y Randia monantha
(Vilchis-Gémez et al., 2024). Asimismo, se encuentran en frutas y vegetales como mango (Kumar
et al., 2021), col, apio, espinacas, lechuga, brocoli, tomate, manzana y durazno (Sakakibara et
al., 2003), entre otros.

Este es el primer estudio que reporta los HVBCs de D. carthagenensis. Esta investigacion
puede contribuir a definir las posibles propiedades farmacolégicas, el valor como fuente de
antioxidantes y la actividad antifungica del extracto. En estudios previos, se ha elucidado el
mecanismo antifungico especifico de los compuestos identificados (Tabla 3). Con base a esto,
identificar y entender el mecanismo de accion de las estructuras fendlicas es importante para
disefar y desarrollar estrategias naturales y efectivas para el control de enfermedades fungicas,
como es el caso de la aplicacion in vivo del extracto contra R. stolonifer en yaca durante la etapa
poscosecha.

Las yacas almacenadas a 25 £ 1 °C mostraron sintomas de enfermedad después de
2 dias. Al final de la prueba, los frutos tratados con extracto de D. carthagenensis y los frutos
control presentaron una incidencia del 100 % (p > 0.05). Sin embargo, el diametro de las lesiones
en los frutos tratados (5.0 £ 0.44 cm) fue 7.2 cm menor que en los controles (12.2 + 1.01 cm)
(Figura 2a). Ademas, de acuerdo con la escala de severidad, los frutos tratados y controles se
categorizaron entre 1-25 % y 50-75 % de pudricién blanda, respectivamente (Figura 2b). El
extracto de D. carthagenensis redujo la severidad de la pudricion blanda en un 59 % y los signos
de la enfermedad se manifestaron como areas marrones, acuosas y blandas cubiertas por micelio
grisaceo y una masa de esporangios negros (Figura 2c).

Este estudio confirmd, por primera vez, la actividad antifungica in vitro e in vivo del extracto
de D. carthagenensis contra R. stolonifer. Considerando que el acido galico y la vainillina son los
principales HVBCs en el extracto, el comportamiento en cuanto a la actividad antifungica se debe
principalmente a estos compuestos. De esta manera, el acido galico puede unirse al ergosterol
(un componente de las membranas celulares fungicas) y causar permeabilidad de la membrana
e inhibicidon de las enzimas involucradas en la sintesis de ergosterol (Li et al., 2017; Carvalho
et al., 2018). La vainillina puede interrumpir la membrana celular fungica y producir una fuga de
iones en las células, afectar la homeostasis de la membrana intracelular y extracelular, y generar
explosiones oxidativas que atacan los acidos grasos insaturados de la membrana (Li et al., 2021;
2022).
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Por otro lado, el acido cafeico, el acido clorogénico, el acido vanilico, la escopoletina y
la mangiferina, presentes en menores concentraciones, pueden contribuir a la inhibicién de R.
stolonifer y otros hongos patégenos. Algunos ejemplos son Candida auris (Possamai-Rossatto
et al., 2021), Fusarium solani (Martinez et al., 2017), Sclerotium rolfsii (Yousaf et al., 2023),
C. gloeosporioides y P. digitatum (Vilchis-Gomez et al., 2024), respectivamente, para cada
compuesto. Estos compuestos quimicos pueden causar permeabilidad de las células fungicas,
alteracion del metabolismo celular, dafio al material genético e inhibicion de la sintesis de proteinas
(Tabla 3). Estos mecanismos podrian impactar en la reduccién de la germinacién de esporas y la
capacidad de R. stolonifer para formar el apresorio, afectando asi el ciclo de vida y la estrategia
de colonizacién del hongo.

Evaluacioén in vivo del extracto de D. carthagenensis contra R. stolonifer en
yaca

Aunque se han aplicado estrategias naturales considerables contra R. stolonifer, nuestros
hallazgos mostraron que el extracto de D. carthagenensis solo disminuyo la severidad de la
pudricion blanda en yacas. Este resultado se debe a que la eficacia de los antioxidantes esta
influenciada por factores como la concentracion, las caracteristicas estructurales, la temperatura
y el estado fisico del sistema (Shahidi & Zhong, 2015). Por esta razén, para garantizar una
mayor bioactividad y estabilidad de los HVBCs durante la prueba in vivo, es necesario desarrollar
estrategias de aplicacién del extracto como microcapsulas, recubrimientos comestibles o peliculas.
Los resultados de este estudio son Utiles para prevenir el dafio causado por R. stolonifer en frutos
y también ofrecen una alternativa ecoldgica para reducir el uso de fungicidas sintéticos y disminuir
las pérdidas poscosecha de yaca.
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Tabla 3. Compuestos quimicos identificados por HPLC-UV-Vis en el
extracto de D. carthagenensis.
c to F | RT Concentracion
ompuesto Formula . del extracto Actividad antifingica Referencia
identificado molecular (min)
(mg/mL)
(Ma &
o ) -Inhibicién de la 1,6-B- y 1,3--glucano sintetasa  Ma. ~ 2015;
Acido cafeico C9H804 1.95 1.73 N i L Possamai-
-Permeabilidad de las células fungicas Rossatto et
al., 2021)
-Permeabilizacién de la membrana en esporas
fungicas (Ma ot
A i -Reduccion de la germinacion de esporas :
A ¢ id 0 61809 133 123 | redued germinaci P al, 2007,
clorogénico -Disminucién de la capacidad para formar el Martinez et
apresorio al., 2017)
-Inhibicién de 1,6-B-glucano sintetasa
-Inhibicion de la biosintesis de ergosterol (no L et al
Acido galico C7HB605 0.74 10.03 regulacion de las enzimas acopladas ala membrana v
- 2017)
y permeabilidad de la membrana)
-Reduccion del crecimiento
Acido vanilico  C8H8O4  1.95 1.98 Alteracion del metabolismo celular (Y°“zsg£§)t al.
-Causa estrés oxidativo y dafio a las hifas
-Permeabilidad de las células fungicas
-Aumento de la liberaciéon de nucleétidos (Vilchis-
Escopoletina  C10H804  2.55 1.64 -Puede unirse a proteinas de transporte tipo ABC Gomez et al.,
para obstaculizar la estructura terciaria e inhibir las 2024)
funciones proteicas
-Disrupcion de la pared celular
-Fuga de proteinas y enzimas
Mangiferina  C19H18011  0.65 0.28 ga de proteinas y enz! (Kumar et al.,
-Dafio al material genético 2021)
-Inhibicion de la sintesis de proteinas
-Destruye la integridad de las membranas celulares
(componentes inherentes, sintetasas, canales/
transportadores de iones) L |
- . ” . i et al,
Vainillina C8H803 2.35 2.70 -Disrupcion de las paredes celulares (capas internas 2021: 2022)

y externas)
-Produce explosiones oxidativas que atacan los

lipidos de la membrana

RT: tiempo de retencion, * Actividad antifungica reportada en otros estudios. Fuente: Elaboracién propia en

base a resultados.

Revista Bio Ciencias 11, e1686

12



Calderén-Santoyo et al., 2024.

Figura 2. Inhibicién in vivo de R. stolonifer con extracto de D. carthagenensis
(A), escala de severidad de podredumbre blanda (B) y efecto del extracto en el
control de la podredumbre blanda en el exocarpio de yacas almacenadas a 25
°C durante 5 dias (C). D.c. extracto: extracto de D. carthagenensis y R.s control:
control de R. stolonifer. Los datos son la media y las lineas verticales representan
la desviacion estandar. El experimento consistio en tres repeticiones con tres
réplicas por tratamiento y cinco yacas por réplica. Los valores medios con la
misma letra minuscula y los valores con la misma letra mayuscula indican que
no existe diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba LSD de
Fisher (p < 0.05). Fuente: Elaboracién propia con base en resultados.

Conclusiones

La eficacia y el uso prospectivo del extracto de D. carthagenensis fueron evidenciados. El
ensayo in vitro demostré el espectro de actividad antifungica del extracto de D. carthagenensis
contra R. stolonifer. La actividad antifungica in vivo del extracto sugiere su potencial uso como una
alternativa efectiva, segura y ecoldgica para controlar la pudricion blanda en yaca. Los hallazgos
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podrian contribuir a reducir el uso de fungicidas sintéticos, disminuir las pérdidas poscosecha y
ofrecer una nueva solucién natural para los productores de yaca. En el futuro, se llevara a cabo la
microencapsulacion del extracto para garantizar una alta bioactividad y estabilidad de los HVBCs
y aumentar su potencial para aplicaciones futuras.
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