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Resumen
En los dltimos afos el sector agricola ha incrementado el uso de agroquimicos sintéticos,
para incrementar la productividad y con ello, los problemas que causan estos compuestos en
el ecosistema. Una alternativa de solucion a esta problematica es el uso de bioplaguicidas
para el manejo de los cultivos; sin embargo, estos compuestos aun se encuentran en desarrollo
y no han podido sustituir por completo a los productos tradicionales. La Peninsula de Yucatan
s una region caracterizada por presentar una amplia diversidad de especies vegetales. Esta
investigacion se divide en dos capitulos; el primer capitulo se presenta una revision de
publicaciones relacionadas con la descripcion de hongos enddéfitos asociados a gramineas
arvenses de climas tropicales, debido a que estos microorganismos tienen la capacidad de
sintetizar productos naturales con potencial plaguicida, resultando ser una alternativa natural
que no causa resistencia bacteriana o contaminacion por metales pesados, pudiendo actuar
de forma especifica, sin dafiar a otras especies. En el segundo capitulo se presentan los
resultados de los analisis de identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos etandlicos obtenidos a partir de las gramineas arvenses, posibles
hospederos de enddfitos, Dactyloctenium aegyptium (DA, pasto pata de pollo), Cynodon
dactylon (CD, Bermuda Grass), Cenchrus echinatus (CE, zacate Cadillo) y la ciperacea
Fimbristylis cymosa (FC), en tres fases de maceracion. Se identificaron alcaloides, azucares
reductores, cumarinas, flavonoides, glucésidos cardiacos, quinonas, saponinas, taninos y
triterpenos. Los azucares reductores y triterpenos se identificaron en el 100% de las muestras,
mientras que las quinonas solo se identificaron en el primer extracto etandlico de CD. Aunque
los resultados variaron entre las gramineas arvenses, FC fue la Unica muestra que presento el
mismo perfil metabdlico en los extractos obtenidos tras todo el proceso de maceracion. Los
resultados demuestran que las gramineas arvenses tienen potencial como fuente de

metabolitos secundarios que pueden ser empleados como bioplaguicidas.

Palabras clave: Bioplaguicidas, Poaceae, Ciperaceae, clima tropical.



Potential agronomic applications of endophytic fungi of three native

grasses of the Yucatan Peninsula

Abstract

In recent years, the agricultural sector has increased the use of pesticides and chemical
fertilizers to meet demand, and with it the problems caused by these synthetic compounds in
the ecosystem. Consequently, the use of biopesticides has been extended for crop
management; however, these compounds are still under development and cannot completely
replace traditional products (pesticides and fertilizers). The Yucatan Peninsula is a region
characterized by presenting a wide diversity of plant species. This investigation is divided
into two chapters. The first chapter presents a review of publications related to the description
of endophytic fungi associated with weed grasses in tropical climates, because these
microorganisms have the ability to synthesize natural products with pesticide potential,
resulting in a natural alternative that does not cause resistance bacterial and contamination
by heavy metals, acting at a specific level so it would not harm other species. The second
chapter presents the results of the qualitative identification analyzes of the secondary
metabolites present in the ethanolic extracts obtained from the weed grasses Dactyloctenium
aegyptium (DA, chicken foot grass), Cynodon dactylon (CD, Bermuda Grass), Cenchrus
echinatus (CE, grass Cadillo) and the sedge Fimbristylis cymosa (FC), in three phases of
maceration. Alkaloids, reducing sugars, coumarins, flavonoids, cardiac glycosides, quinones,
saponins, tannins and triterpenes were identified. Reducing sugars and triterpenes were
identified in 100% of the samples, while quinones were only identified in the first ethanolic
extract of CD. Although the results varied among the weeds, FC was the only sample that
obtained the same results in its three ethanolic extracts. The qualitative determination shows
that weed grasses have potential as a source of secondary metabolites that can be used as

pesticides.

Keywords: Biopesticides, Poaceae, Ciperaceae, tropical climate.
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Capitulo 1 GENERALIDADES

1.1. Introduccién

A nivel mundial las plagas afectan hasta el 40 % de la produccion agricola, en México
aproximadamente 44.2 % de los dafios es debido a causas bioldgicas y el 21.6 % es derivado
de enfermedades. Por lo tanto, desde el desarrollo de los plaguicidas sintéticos aumentaron
las aplicaciones para mejorar la productividad de los cultivos agricolas de interés. Sin
embargo, actualmente existe evidencia cientifica que sustenta el dafio que la agricultura
tradicional causd debido al uso inadecuado de los plaguicidas sintéticos ocasionando

problemas ambientales, econémicos y de salud.

Estas circunstancias son la pauta para buscar procedimientos alternativos a los métodos
tradicionales utilizados en el &mbito agropecuario, por lo que se exploran estrategias mas
amigables de prevencion, control y manejo de plagas a través de la bioprospeccion de
microorganismos sintetizadores de productos naturales con potencial aplicacion en la

agricultura.

Las poéceas estan adaptadas a casi cualquier bioma, estas pueden vivir en simbiosis
mutualista con hongos enddéfitos que pueden tener la capacidad de sintetizar productos
naturales que generan ventajas y defensa ante el estrés abidtico y biotico. Entre las
actividades biologicas de los metabolitos secundarios se encuentra que son fungicidas,
alelopéticas, antibacterial, citotdxicos, neurotoxicos y biorremediadores. (White et al., 2019;
Rodriguez et al., 2009, Wilson, 1995).

Con base en lo anterior, en este estudio se realizé la bioprospeccion de los productos naturales
producidos en cuatro plantas arvenses: Dactyloctenium aegyptium, Cynodon dactylon,
Cenchrus echinatus y Fimbristylis cymosa recolectadas en seis localidades costeras de
Campeche. De forma preliminar, se identifico la presencia de alcaloides, flavonoides,
azlcares reductores, saponinas, taninos, quinonas, cumarinas, glucésidos cardiacos y

triterpenos; por tamizaje fitoquimico en los extractos etandlicos con tres tiempos de
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maceracion diferentes para determinar la presencia y prevalencia de los metabolitos

secundarios en las muestras.

En general, los resultados obtenidos de los tres extractos etanolicos de Dactyloctenium
aegytium, Cynodon dactylon y Cenchrus echinatus demostraron la presencia de metabolitos
comunes, como son los azlcares reductores y triterpenos. Sin embargo, de acuerdo con el
promedio de metabolitos identificado se observé que las muestras de Dactyloctenium
aegyptium se caracterizaron por ser las arvenses con menor numero (seis) de metabolitos,
mientras que Cynodon dactylon y Cenchrus echinatus se obtuvieron siete grupos de
metabolitos identificados cualitativamente. En el caso de Fimbristylis cymosa se
identificaron ocho metabolitos secundarios en los tres extractos, esta planta fue la mas estable
en relacion a la presencia de metabolitos y el tiempo de maceracion. Los resultados
demuestran similitud en el perfil de metabolitos encontrados en las gramineas de cada sitio,
por lo cual podria asumirse que estan influenciadas por presencia del microbioma asociado a

las plantas de la region, asi como de sus condiciones climaticas que comparten.

1.2. Antecedentes
1.2.1. Gramineas arvenses

Del orden Poales, la familia de las poaceas o gramineas son una de las familias vegetales mas
extensas en especies, se ubican en el quinto lugar de las familias de plantas con flores. Las
gramineas poseen importancia econémica debido a que forman parte de la alimentacién como
los cereales, el arroz, el maiz y el trigo; también tienen aplicaciones como plantas forrajeras,
en la industria como fuentes de azlcar, ornamentales y las usadas con fines medicinales. Sin
embargo, existen otras especies consideradas gramineas invasoras. Estas arvenses pueden ser
pastos ampliamente distribuidos en casi cualquier ecosistema ya sea habitat naturales o

agricolas y estan asociadas con efectos negativos en la economia ya que la presencia de las



plantas arvenses limita la productividad y la rentabilidad de los cultivos (Sutton et al., 2019;
(Fatima et al., 2018; Davila, 2006).

Las gramineas arvenses transforman el entorno en el cual se desarrollan otras especies
vegetales perturbando el ecosistema, pues cuentan con sistemas radiculares densos que
compiten por los nutrientes lo cual ayuda a acelerar su presenciay distribucion. Sin embargo,
estas plantas exhiben comportamientos ecoldgicos como son la mayor tolerancia a la sequia
y al estrés oxidativo (Zhang y Nan, 2007); tolerancia a suelos acidos con altos contenidos de
zinc (Monnet et al., 2001), aluminio (Zaurov et al., 2001) y tolerancia al estrés salino (Waller
et al., 2005), ademas, de las funciones provenientes de la actividad bioldgica de los
metabolitos secundarios (que producen las plantas o los hongos endéfitos) con efecto
citotdxico neurotdxico, antibacterial, antifungico e insecticida (Linder et al., 2018; S&nchez-
Fernandez et al., 2013).

Este estudio se centra en cuatro especies arvenses:
Dactyloctenium aegyptium

Debido a la forma de su inflorescencia es conocido por pasto pata de gallina, esta hierba
perenne puede llegar a medir 50 cm, es de metabolismo C4, originaria del viejo mundo,
actualmente esta distribuida por todas las regiones tropicales, subtropicales y templadas. Se
propagan por semillas o estolones, por lo tanto, tienen la capacidad de colonizar casi
cualquier ambiente, principalmente en zonas ruderales costeras debido a su inclinacién por
suelos arenosos, ademas es tolerante al estrés salino. Dactyloctenium aegyptium es usado
como alimento, y en farmacologia debido a sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
gastrointestinales y antioxidante (Ahmed et al., 2019; Kumar et al., 2015; Aliyu et al., 2017,
Laguna et al., 2009).



Cynodon dactylon

Recibe el nombre comdn de pasto Bermuda, es una hierba anual y perenne de metabolismo
C4. Originaria de Africa, se extendio por las regiones tropicales, subtropicales y templadas.
Llegan a medir hasta 25 cm de altura, sus estolones tienen nudos que arraigan en el suelo. Se
dispersan facilmente por sus estolones y semillas colonizando cualquier ambiente. Es
tolerante a la sequia, a temperaturas altas, a diferentes tipos de suelos y pH, a la salinidad e
incluso a las heladas. Esta graminea es usada principalmente como césped, también se puede
usar para forraje (aunque de menor calidad) y en la India es usada en la medicina tradicional
como antidiabético, antidiurético (Rojas-Sandoval y Acevedo-Rodriguez, 2022;
Kaliyaperumal et al., 2013; Cook et al., 2005; Holm et al., 1977).

Cenchrus echinatus

También llamado zacate cadillo, planta anual de metabolismo C4. Originaria de América
Central, distribuida en climas tropicales, y naturalizada en regiones subtropicales y
templadas. Su altura varia de 60 cm hasta 90 cm. Cenchrus echinatus reside en areas
perturbadas, en zonas ruderales, tiene preferencia a suelos arenosos, por lo que se encuentran
facilmente en las playas; de propagacion rapida por semillas (involucros). Cenchrus
echinatus tiene actividad alelopatica (Hilario et al., 2022; Nascimento et al., 2009; DeLisle,
1962).

Fimbristylis cymosa (ciperacea)

De la familia Ciperaceae, Fimbristylis cymosa (hurricane grass), planta perenne de climas
tropicales y subtropicales de todo el mundo, llega a medir 60 cm. Tiene la capacidad de
adaptarse a ecosistemas con poca humedad, suelos arenosos, bajo contenido de nutrientes,
tolerancia a alta salinidad, al viento, a la sequia y a temperaturas frias. Es comudn encontrar a
Fimbristylis cymosa en dunas costeras, se propaga por medio de semillas (fruto) y

vegetativamente. Puede ser usada como alimento de ganado, en la India lo usan como



remedio para la disenteria; también, es usada para elaborar artesanias (Rosen, 2022; Widane
et al., 2022; Rosen et al., 2012; Burkill, 1966).

1.2.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico permite determinar de forma cualitativa, mediante reacciones
quimicas de coloracién y precipitacion, los principales grupos quimicos derivados del
metabolismo secundario presentes en una planta, para posteriormente determinar el
aislamiento de los grupos de compuestos de mayor interés (extraccion y/o fraccion). Entre
los compuestos de interés se encuentran los grupos fenodlicos: antocianinas, antraquinonas,
cumarinas, flavonoides, y taninos; terpenos y esteroides: alcaloides, esteroles, saponinas, y
triterpenos (Moore y Darlymple, 1976; Avila et al., 2001; Shaikh y Patil, 2020).

La extraccion de los fitoquimicos de la planta se realiza con el material vegetal que puede ser
fresco o seco, el disolvente a usar determinara el tipo de compuesto bioldgico activo debido
a la polaridad de los metabolitos secundarios y el disolvente. Se pueden usar diferentes
disolventes, entre los mas comunes son el agua, la acetona, el cloroformo, el éter y etanol.
En esta investigacion se uso etanol como disolvente, ya que es mas facil de atravesar la
membrana celular. Asi, como hay diferentes técnicas de extraccién, entre las mas comunes
es la maceracion, que es la técnica que se uso en esta investigacion. La maceracion para
extractos liquidos consiste en obtener las muestras de las plantas lo mas pequefias posibles
para aumentar el area de superficie de extraccion y mantener en contacto con el disolvente
(Tiwari et al., 2011; Wang et al., 2010; Ncube et al., 2008).

A continuacion, se describe brevemente las funciones bioldgicas que presentan los diversos

metabolitos secundarios.
Alcaloides

Los alcaloides son compuestos quimicos que pueden ser sintetizados por plantas o

microorganismos. Estas moléculas son muy diversas segun su estructura quimica o



biosintesis, se pueden clasificar en alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides.
Los alcaloides verdaderos derivan de los aminoacidos, presentan una estructura de anillo
heterociclico el cual contiene nitrdgeno posicionado intraciclico y carbono, son basicos y se
pueden encontrar en las especies vegetales en forma de sales (Facchini, 2001). Los
protoalcaloides tienen como precursor los aminoacidos y tienen el nitrégeno extraciclico (no
esta en el anillo heterociclico) y los pseudoalcaloides no se forman de los aminoacidos y son

conocidos como alcaloides terpénicos.

Los alcaloides presentan diferentes funciones, se distinguen como moléculas tdxicas que
suministradas a dosis bajas tienen efectos farmacologicos, tal caso, es el taxol (producidos
por los endofitos Nodulisporium sylviforme y Taxomyces andreanae) usado como
tratamiento contra el cancer (Barrales y de la Rosa, 2014). La funcién mas importante de un
alcaloide en las plantas es de defensa, pues provee resistencia contra herbivoros, por ejemplo:
la peramina y lolinas (sintetizados por enddfitos del género Epichlog€) tienen actividad

insecticida (Véazquez de Aldana et al., 2015).
Azlcares reductores

Los azUcares son los productos principales de la fotosintesis, segtn su estructura se clasifican
en azUlcares reductores y no reductores. Los azlcares reductores poseen grupos de cetonas y
aldehidos libres que se pueden oxidar en soluciones alcalinas con la presencia de agentes
oxidantes. Entre los azUcares reductores mas comunes presentes en las plantas son la glucosa,
la fructosa, maltosa. Los azUcares tienen diversas funciones (proporcionan energia para sus
procesos fisioldgicos), ayudan a la planta en la asimilacion y transporte de los nutrientes,
actian como moléculas sefializadoras, reducen la presion osmatica en respuesta al estres; por
ejemplo: las poaceas, almacenan carbohidratos como fructanos (polimeros de fructosa y
glucosa), que proporciona ventajas adaptativas en condiciones de estrés hidrico y bajas
temperaturas (Halford et al., 2011; Cairns et al., 2000; Hendry, 1993).



Cumarinas

Las cumarinas son compuestos aromaticos que estan distribuidas en casi todas las especies
vegetales, principalmente en pastos; pertenecen a los compuestos fendlicos y
estructuralmente son lactonas fenilpropanoides; se clasifican en: furanocumarinas,
hidroxicumarinas, metoxicumarinas y piranocumarinas. Originalmente, las cumarinas eran
usadas como aditivos alimentarios y en la industria cosmética hasta que se demostrd que
causan toxicidad hepatica por lo cual su us6 se ha limitado. En las plantas las cumarinas
presentan caracteristicas alelopaticas negativas, su funcion es de defensa frente a herbivoros
y patégenos, brindan soporte mecanico, absorben la radiacion ultravioleta, atraen dispersores
y polinizadores de frutos (Torres Zulueta, 2018; Ringuelet y Vifia, 2013). Adicionalmente,
las cumarinas tienen potenciales usos farmacéuticos debido a sus actividades antiviral,
antimicrobiana, anticancerigena, antinflamatoria, antifungica, antioxidante, anti-artritis

reumatoide y enfermedades del cerebro (Katsori y Hadjipavlou, 2014; Kostova et al., 2011).
Flavonoides

Los flavonoides son producidos en grandes cantidades pues la luz solar favorece su sintesis,
son compuestos fenolicos originados de las vias del &cido Shikimico y de los policétidos, se
clasifican por su estructura molecular entre los que destacan las flavonas, flavanoles,
flavonoles, flavanonas, isoflavonoides y antociandsidos (antocianinas). Los flavonoides
ejercen diferentes funciones en las plantas, principalmente aportan olor, color y sabor en los
vegetales, los pigmentos amarillos tienen la finalidad de atraer polinizadores y las
antocianinas proporcionan las pigmentaciones azules, rojas y violetas (Estrada et al., 2012;
Luengo, 2002).

En general, los flavonoides pueden funcionar como protectores de la pigmentacion, de dafios
provocados por la luz ultravioleta por su accién antioxidante (resistencia a la fotooxidacion),
ayudan al establecimiento de hongos simbi6ticos 0 micorrizas. Asimismo, son considerados

protectores del sistema vascular por sus efectos antiinflamatorio e inhibidores de enzimas,
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por ejemplo: la quercetina (Estrada et al., 2012; Luengo, 2002; Martinez et al., 2002).
Particularmente, las isoflavonas tienen varias actividades biolégicas diferentes, como los
roteinoides con accion insecticida y fitoalexinas, que son compuestos antimicrobianos (Taiz
y Zeiger, 2002).

Glucosidos cardiacos

Los cardendlidos son semejantes a las saponidas esteroideas, se encuentran naturalmente en
forma de glicésidos o de agliconas, dependiendo de la glicosilacion se pueden clasificar en
primarios o secundarios segun la terminacion de los azlcares. En altas dosis los glucosidos
cardiacos resultan toxicos para los animales e incluso para el hombre porque paralizan el
transporte de iones y nutrientes que depende de las ATPasa Na* -K* y producen muerte
celular. Su importancia radica en el area farmacologica porque al ser regulado a bajas dosis
sirve para tratar enfermedades como la insuficiencia cardiaca; por ejemplo: la digitoxina es
la mas conocida y se aisld de las hojas de las plantas del género Digitalis (Digitalis lanata y
D. purpurea); simultdneamente se ha propuesto que la funcion ecoldgica de los cardendlicos
es repeler herbivoros, especialmente, en las plantas del género Digitalis ya que las plantas
son importantes fuentes para extraer los glucésidos cardiacos pues su complejidad quimica
de biosintesis ha dificultado su produccion sintética a gran escala (Pérez., 2014; Garcia y
Carril, 2011; Avila et al., 2001; Malcolm y Zalucki, 1996).

Quinonas

Las quinonas se encuentran en bacterias, hongos, organismos marinos y plantas, estos
metabolitos secundarios son compuestos obtenidos de la oxidacidn de grupos aromaticos, por
lo tanto, su estructura molecular presenta diferentes nucleos aromaticos los cuales se
clasifican en antraquinonas, benzoquinonas, naftoquinonas y poliquinonas; su biosintesis es
por las rutas del acetato-malonato (policétidos) y del Shikimato. Las naftoquinonas poseen
diferentes actividades biologicas, por ejemplo: la plumbagina y la lawsona poseen efectos

antibacteriales sobre especies aerdbicas y anaerobicas; la juglona obtenida del nogal
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(Junglans regia) tiene propiedades antibacterianas y fungicidas (Didry et al., 1986). Otro
ejemplo de naftoquinonas con funciones bioldgicas se encuentra en el hongo Chloridium sp.,
del cual aislaron la javanicina, compuesto que posee actividad contra Escherichia coli,
Bacillus sp, Candida albicans, y Fusarium oxysporum (Leyva et al., 2017; Eyong et al.,
2013; Ringuelet & Vifia, 2013; Kharwar et al., 2009).

Saponinas

Las saponinas derivan de los glucésidos, son sintetizadas por la via del mevalonato,
generalmente se clasifican segun sus agliconas en triterpénicos y en esteroidicos, por
ejemplo, en las plantas monocotileddnas es comun encontrar saponinas esteroidales y en las
dicotiledoneas saponinas terpénicas (Puentes, 2009; Lo6pez, 2001). Las saponinas son
moléculas anfipaticas que disminuyen la tension superficial del agua mediante sus
propiedades y caracteristicas similares al jabon conocidas por ser tensoactivos naturales, las
cuales se manifiestan en una variedad de efectos bioldgicos entre los que destacan los
insecticidas, los alelopéticos y los antimicéticos. Por ejemplo: en la avena extraen la
avenacina A-1 que actla sobre el hongo patégeno del arroz Gaeumannomyces graminis y en
el tomate extraen la tomatidina. Ademas, las saponinas podrian usarse para controlar plagas
en el almacenamiento de granos alimenticios (B. Singh y Kaur, 2018; Ringuelet y Vifia, 2013;
Garcia y Carril, 2011). No obstante, cuando en los alimentos estan presentes las saponinas
del tipo glicoalcaloides pueden llegar a ser consideradas antinutricionales y toxicas para

cualquier ser vivo.
Taninos

Los taninos son un grupo heterogéneo de compuestos fendlicos presentes en arboles
forrajeros, arbustos, cereales y granos; su biosintesis es por la via del acido Shikimico y con
base en su estructura quimica se dividen en taninos hidrolizables y taninos condensados
Ilamados proantocianidinas, aunque dentro de la clasificacion general se puede incluir a los

florotaninos y a los taninos completos (Camacho-Escobar et al., 2020; Olivas-Aguirre et al.,
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2015). Los taninos tienen la capacidad de disminuir la absorcion de los amino&cidos
esenciales, se unen a las proteinas desnaturalizandolas y reduce la digestibilidad en la dieta
de los rumiantes. En las plantas los taninos ejercen actividad de defensa contra mamiferos,
bacterias, levaduras y hongos; también protegen a la planta de los rayos UV, de los radicales
libres porque actia como antioxidantes y es considerado un metabolito alelopético
(Shirmohammadli et al., 2018; Ringuelet y Vifa, 2013; Taiz y Zeiger, 2002).

Triterpenos

Los triterpenos son compuestos de terpenos de cadena de 30 carbonos, biosintetizados por
las vias del &cido mevaldnico y la del no mevalonato; de acuerdo con las caracteristicas de la
estructura se dividen en subgrupos aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos,
tetraciclicos y pentaciclicos. Los triterpenos estan ampliamente distribuidos, se obtienen de
las resinas vegetales, forman parte de los fitoesteroles, fitoalexinas, de las ceras de las plantas
y toxinas. Los triterpenos también pueden ser producidos por hongos, animales y bacterias.
Los triterpenos tienen funciones importantes de proteger de la radiacion solar, se involucran
en la respiracion, la fotosintesis, en la regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal
(Noushahi et al., 2022; Gonzélez-Lopez, 2016; Yan et al., 2014).
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1.3. Justificacién

Los pastos o gramineas son plantas caracterizadas por su adaptabilidad a medios inhospitos.
Las plantas producen metabolitos secundarios que proporcionan ventajas adaptativas las
cuales permiten el desarrollo, crecimiento y reproduccién de las gramineas en suelos
calcéreos, acidos o salinos, donde no se logra desarrollar otro tipo de vegetacion. Los
agroguimicos de origen natural han demostrado ser mas amigables para el hombre y para el
medio ambiente, por lo cual se ha propuesto que dichos metabolitos secundarios podrian ser

utilizados para desarrollar agroquimicos (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Por lo tanto, es importante analizar la diversidad de metabolitos secundarios presentes en
gramineas de climas tropicales debido a que los estudios precursores son escasos; Sin
embargo, han tomado gran relevancia y su exploracion se ha diversificado en la comunidad

cientifica de interés.

El énfasis del estudio radica en analizar el perfil de los metabolitos secundarios,
principalmente identificar alcaloides para determinar su presencia en las gramineas arvenses
y su posible uso como fuentes de estos metabolitos secundarios con posibles funciones

especificas aplicados a cultivos agronémicos.
1.4. Hipdtesis

Las plantas arvenses Cenchrus echinatus, Dactyloctenium aegyptium, Distichils spicata y
Fimbristylis cymosa representan una fuente de metabolitos secundarios los cuales presentan
diferentes actividades bioldgicas que pueden ser Utiles para su aplicaciéon en la mejora de

cultivos.
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

Identificar los metabolitos secundarios presentes en tres especies de gramineas arvenses
tropicales: Cenchrus echinatus, Dactyloctenium aegyptium, Distichils spicata y en la planta

Fimbristylis cymosa.
1.5.2. Objetivos especificos

Determinar los metabolitos secundarios presentes en tres extractos etandlicos con diferentes
tiempos de maceracion mediante tamizaje fitoquimico de las plantas arvenses tropicales:

Cenchrus echinatus, Dactyloctenium aegyptium, Distichils spicata y Fimbristylis cymosa.
Comeparar el perfil de metabolitos identificados en las muestras por especie vegetal.

Determinar la planta arvense con mayor potencial de produccidn de metabolitos secundarios

como posible fuente de bioplaguicidas.
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2.1. Resumen

Las poéceas, caracterizadas por su alta capacidad adaptativa, constituyen una de las familias
de una amplia distribucion geografica. Diversos estudios atribuyen esa plasticidad fisiologica
a la existencia de interacciones mutualistas con microorganismos endofitos, a través de la
sintesis de metabolitos secundarios con funciones especificas contra el estrés abidtico y
bidtico. La evidencia cientifica a la fecha se centra en modelos vegetales procedentes de
climas templados; sin embargo, las zonas de clima tropical presentan la mayor diversidad
bioldgica del planeta, por lo que en este trabajo se analiz6 el estado del arte de hongos
endofitos asociados a gramineas tropicales con un enfoque bioprospectivo. La presente
revision hace énfasis en la diversidad bioldgica de los endéfitos y su relacién con los factores
ambientales. Asimismo, se da relevancia al descubrimiento de nuevas aplicaciones

biotecnolodgicas de hongos endéfitos en agricultura.

Palabras clave: Poaceas, metabolitos secundarios, control bioldgico.

22



2.2. Introduccioén

Cada vez el sector agricola genera una mayor demanda, se estima que a nivel mundial las
plagas pueden afectar hasta un 50 % los rendimientos. En México los principales factores
que dafan los cultivos de interés econdmico se relacionan con problemas biologicos y las
enfermedades que causan; por lo tanto, el uso de plaguicidas quimicos es imprescindible, no
obstante, cuando esta actividad es practicada de manera inadecuada las consecuencias pueden
ser inexorables, pues se esta afectando la salud, la economia y principalmente, el ecosistema.
En la basqueda de minimizar el uso y los efectos de los plaguicidas quimicos se recurren a
la exploracion de sustancias de origen natural. Estas sustancias o productos naturales pueden
ser generadas por las plantas y por simbiosis mutualista con microrganismos endofitos, sin

embargo, no estan presentes de forma accesible.

Uno de los casos mas conocidos en la produccion de sustancias activas y que actualmente se
comercializa es el Taxol (alcaloide), compuesto anticancerigeno producido por el hongo
enddfito Taxomyces andreanae, aislado del &rbol Taxus spp de climas templados. En las
zonas templadas también se descubrieron que los pastos en asociacion con hongos endofitos
sintetizan los alcaloides del Ergot, que al ser consumidos provocan toxicosis. Estos
compuestos quimicos proporcionan a las plantas hospedadoras mecanismos de defensa
contra herbivoros, algunos pueden actuar como sustancias alelopaticas, efecto observado en

las gramineas arvenses que no permiten el crecimiento de otras plantas a su alrededor.

También estas regiones presentan diferencias en cuanto al nivel de investigaciones debido a
su economia, pues algunos paises de zonas templadas son considerados de primer mundo lo
que ha ocasionado diferencias significativas en el avance de ciencia y tecnologia, asi como
su transferencia del conocimiento; mientras que en las regiones tropicales es caso contrario,
(paradoja ecuatorial). Simultdneamente, en estas regiones tropicales se presenta la mayor
diversidad ecolégica, donde los estudios de hongos enddéfitos en las plantas se estan alzando.

Ya se han estudiado variedad de plantas medicinales, arboles y en menor cantidad los pastos,
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aunque este grupo de familia esta entre el cuarto y quinto lugar de mayor diversidad de

especies.

Varios de los estudios actuales consisten en la inoculacion de las plantas de interés por un
hongo enddfito conocido, aislado y caracterizado en otra especie vegetal pero los resultados
de experimentacion y de campo pueden ser desfavorables, pues tienen éxito solo In vitro,
pero en campo no. Entonces, la importancia de estudiar las interacciones entre hongos
enddfitos y sus hospedadoras que se encuentran adaptadas naturalmente al ecosistema es vital
para encontrar compuestos quimicos que se puedan emplear como bioplaguicidas o

biofertilizantes.

En este trabajo se revisan aspectos relevantes sobre los hongos endofitos, como su definicién,
clasificacion y beneficios que proporcionan a su hospedadora. Para la revision bibliografica
se considerd a los articulos del afio 2017 hasta los articulos actuales, la basqueda incluyo las
siguientes palabras: hongos endofitos aislados/caracterizados dely que hospedan en
gramineas tropicales, mediante el principal buscador Google Scholar. La investigacién se
centro en articulos cientificos que aplicaban metodologias de aislamiento y caracterizacion
morfologica y filogenética para nombrar las especies de hongos endofitos encontrados.
También fueron considerados los articulos de investigaciones que en su parte experimental
demostraron que los hongos enddéfitos sintetizan productos naturales con potenciales

aplicaciones agrondémicas y su perspectiva actual.
2.3. Microorganismos enddéfitos

Originalmente, el término endofito ha sido modificado a lo largo de la historia, primero se
uso para describir el vocablo al referirse a un grupo de organismos fangicos paréasitos que
habitaban en las plantas; posteriormente, Béchamp (1866) utilizé el termino de microzimas
para mencionar la existencia de los microorganismos en las plantas; sin embargo, la
definicion mas conocida ha sido la de Petrini (1991), donde el concepto abarca a todos los

organismos que se alojan en los érganos vegetales y que en algin momento de su ciclo de
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vida poseen la capacidad de colonizar los tejidos internos sin dafiar aparentemente al
hospedador.

Actualmente, la palabra endofito es usada para describir hongos, bacterias, algas, virus,
arqueas, amebas o cualquier microorganismo que se hospede en un momento particular del
ciclo de vida de las plantas en los tejidos internos aéreos como son flores, frutos, semillas,
ramas Y tallos con la capacidad de replicarse, transferir su informacion y material genético
en sus hospedadores sin provocar dafios evidentes de enfermedad. Actualmente, se busca
incluir en la definicién que los hongos endofitos no deben causar dafio a la planta bajo

ninguna circunstancia (Cocq et al., 2017).

Los microorganismos enddéfitos que se hospedan en las plantas residen en casi todos los
ecosistemas y forman parte importante de la vida vegetal, no obstante, exhiben caracteristicas

simbioticas distintas segun el habitat en el que se encuentren.

El estilo de vida de los microorganismos endofitos ha sido comparado con el de los patégenos
porque logran colonizar a la planta y ambos son capaces de interactuar con su hospedadora,
se ha sugerido que tienen un origen en comun, pero sus rasgos filogenéticos de exactitud o
similitud no se conservaron y fueron evolucionando como estrategia nutricional para
adaptarse bioldgicamente, por lo que no estd del todo claro en qué momento un

microorganismo deja de ser patdgeno y se vuelve mutualista.

A estas condiciones facultativas de los microorganismos endéfitos se le ha denominado
esquizotrofismo, término designado a los microorganismos que son patdégenos en grupos de
plantas especificos y enddfitos en otros grupos de plantas; por ejemplo: se ha encontrado que
la familia de hongos Xylariaceae tiene presencia ubicua, mientras que en regiones templadas
actian como descomponedores de madera en zonas tropicales su comportamiento bioldgico

se diferencia por ser enddfito (Petrini, 1991).
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2.4. Descubrimiento de los hongos endofitos

Los registros fosiles indican que las relaciones endofiticas, principalmente con bacterias y
hongos micorrizos, datan de hace mas de 400 millones de afios a través de los cuales la

simbiosis planta-endofito fue coevolucionando.

Clay (1988) sugiere que un grupo especifico de hongos endofitos de la familia de
clavicipitaceos evolucionaron de un ancestro en comdn semejante a organismos
pertenecientes al género Claviceps, aunque se desconoce con exactitud su procedencia, se
considera que surgieron ante circunstancias ambientales complejas que experimentd el

hospedador.

La investigacion formal de hongos endofitos surgié a partir de los primeros registros que se
remontan a finales del siglo XIX cuando Vogl (1898) identificd hifas de hongos en semillas
de una planta conocida como cizafia (Lolium perenne subsp. Temulentum = L. temulentum);
asi mismo, Guérin (1898) examin0 varias gramineas, entre ellas la misma planta que Vogl
habia observado (Lolium), en la que habia propuesto que la membrana formada por las hifas
sugeria una simbiosis mutualista entre los hongos y las plantas. Freeman (1904) describio
por primera vez la relacién de vida de las plantas de L. temulentum con el hongo del
cornezuelo, al observar que las hifas acceden al embrion antes de la maduracién de la semilla
y después de la germinacion donde el endofito coordina su crecimiento con los tejidos
vegetales, también observo que el hongo estaba presente en L. perenne y en menor cantidad

de plantas de L. italicum.

Actualmente, se manejan dos hipotesis para explicar el inicio de la relacion hongo-
hospedadora: (a) la endégena, plantea la evolucion de las células vegetales a partir de tejidos
internos como la mitocondria y el cloroplasto debido a que comparten caracteres genéticos
similares con el anfitrion; y (b) el sistema exdgeno que asume la procedencia externa de

enddfitos y entran al huésped a través de superficies como las heridas o estomas.
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2.5. Clasificacion de los hongos enddfitos

Existen diferentes formas de clasificar a los hongos endofitos, de acuerdo con el tipo de
organismo, la interaccion con otras plantas, por el tipo de colonizacion, por su forma de

reproduccion, ecologia o transmision.

Por lo general, los hongos endéfitos se pueden clasificar en funcion de sus caracteristicas
morfoldgicas de reproduccién que se describen en dos grupos: meiospérico 0 mitosporico.
La clase meiosporica presenta la reproduccion sexual conocida en las estructuras
teleomorficas, en la division Ascomycota el mecanismo de reproduccion de los hongos
pueden ser por contacto gametangial, espermatizacion y somatogamia. Las meiosporas
poseen la capacidad de sobrevivir en ambientes inhospitos (Wallen and Perlin, 2018). En la
Clase mitosporica la reproduccion del hongo endofito es asexual, presenta estructuras
anamorficas. En la division de Ascomycota el mecanismo de formacion de esporas esta dada

por la conidiogénesis (Rodriguez et al., 2009).

Por otra parte, Clay and Schardl, (2002) clasifican en tres Tipos la colonizacion de los hongos

enddfitos asociados con las gramineas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de la asociacion endofito-gramineas.

Colonizacién | I 1l
Reproduccién Sexual Ambas Clonico

Hongo Transmision Horizontal Ambas Vert!cal
Propagulo Ascosporas Ambas Semillas
Reproduccion Estéril/clonal Esterilidad parcial ~ Sexual
Interaccion Pat6geno Intermedio Mutualista
Frecuencia de infeccion Baja-moderada Intermedio Alto

Anfitrion  Taxonomia Toda la familia de GramineasC3 Gramineas C3

gramineas

I =Tipo sintomatico, II=Tipo mixto y IlI=tipo asintomatico.

Enel Tipo | la transmision horizontal permite mantener la comunidad endofitica heterogénea
porque da lugar a individuos quiméricos que impulsan poblaciones maés resistentes, por
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ejemplo, pueden proporcionar tolerancia térmica en su hospedadora. En el Tipo Il el hongo
enddfito se puede denominar como simbiontes pleiotropicos, debido a su capacidad de
transmision vertical por semilla y horizontal por esporas. En el Tipo Ill, la transmision

heredada de madres a hijas aumenta las posibilidades de la interaccidn coevolutiva.

No obstante, la forma de agrupacion mas utilizada para clasificar a los hongos endoéfitos es
la propuesta por Rodriguez et al., (2009), que cataloga a los hongos endéfitos en dos grupos:
(1) Clavicipitaceos o Clase | y (2) no Clavicipitaceos, estos Gltimos subdivididos en tres
Clases de acuerdo con su filogenia y funciones ecoldgicas e identificados como Clase |,
Clase 111y Clase 1V (Cuadro 2).

Cuadro 2. Propiedades de los hongos enddfitos.

Grupo/Clase|(1) Clavicipitaceos (2) No Clavicipitaceos 1] v
I

Género  delEpichloé, Penicillium, Aspergillus,  Fusarium Curvularia

hongos Claviceps Colletotrichum, Sobreposicion con la  Phialocephala,
Trichoderma, Beauveria  clase Il Deschlera, Cladosporium,
Xylaria Acremonium,

Sarocladium
Filogenia  |Divisién Subreino Dikaryomycota  Subdivisiones: Pueden ser ascomicetos
I/Ascomycota Division: Ascomycotay  Agaricomycotina, del orden Helotiales

Basidiomycota Pucciniomycotina,

Ustilaginomycotina
Hongos endolicénicos

HospedadoraGramineas deColonizan todas las partes Muy diversos, Raices de gran variedad
climas  frios  yde las plantas de todos los principalmente en de plantas de habitats
tropicales linajes en los diferentes hojas de arboles y polares, alpinos y

biomas herbéceas de zonas  tropicales
tropicales

Transmision Horizontal y Horizontal y Horizontal Horizontal
\vertical Vertical

Referencia |Khiralla et  al.Khiralla et al. (2016) Mane and VedamurthyGalindo and Fenandez
(2016) Dash et al. (2018) (2018) (2022)

Dentro del primer grupo de la clasificacion, los hongos endéfitos de la Clase | se asocian con

la produccién y acumulacién de alcaloides en los tejidos vegetales que proveen a la planta
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defensa contra patdgenos, artrépodos y vertebrados (Rodriguez et al., 2009; Khiralla et al.,
2016).

La Clase 11y la Clase 111 son grupos muy diversos, pero que pueden compartir caracteristicas,
por ejemplo: Rayner (1915) informé por primera vez a Phoma spp. como hongo endofito en
la planta Calluna vulgaris que tiene la capacidad de crecer en suelos no fértiles. Actualmente
el género Phomo se ha encontrado asociado a hojas del arbusto tropical Piper hispidum con
propiedades insecticidas y en las hojas y raices en leguminosas como la soya (Glycine max)
cultivas en regiones de clima tropical en Brasil (Fernandes et al., 2015). Por lo tanto, cada

Clase posee diferentes funciones dependiendo del establecimiento del hongo.

Los hongos endofitos de la Clase IV fueron descubiertos durante el estudio de hongos
ectomicorrizicos y se caracterizaron por su pigmentacién marrén a negruzco; actualmente se
conocen como como endofitos septados oscuros (Dark septate endophyte, DSE), que son
hongos biotroficos facultativos. Aunque han pasado 100 afios desde el descubrimiento de los
hongos endoéfitos septados ain no se comprende del todo su rol ecoldgico, pero se ha
demostrado que pudieran beneficiar a las plantas en condiciones climaticas especiales, tal

caso podria ser estres hidrico y salino.

2.6. Efecto de las condiciones ambientales sobre la presencia y diversidad de hongos

endofitos

Los hongos endofitos se han encontrado en todos los tejidos de las plantas, desde silvestres
hasta cultivadas en diversos ambientes de regiones templadas, océanos, desiertos, zonas
antarticas, suelos geotérmicos, bosques costeros y selvas tropicales. Los estudios de las
exploraciones simbioticas mutualistas entre los hongos endofitos y las hospedadoras en las
regiones mencionadas anteriormente permitieron conocer la diversidad y abundancia, la cual
esta directamente relacionada con factores ambientales biofisicos que pueden afectar la
colonizacién, y la composicion de las especies de hongos endofitos en las especies vegetales
(Rodriguez et al., 2009).
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Los factores como la humedad, la luz, la temperatura, la precipitacion, la altitud o el suelo
estan directamente relacionados con el crecimiento dptimo del micelio y su reproduccion.
Asi mismo, cualquier impacto que provoque disturbios al ecosistema como la deforestacion,
los incendios, sequias o los cultivos tradicionales pueden causar la perdida de la vegetacion

y reducir la presencia y diversidad de los hongos endofitos (Sanchez Marquez; 2009).

En el caso de la luz, cuando el hongo este expuesto a mayor presencia realizara una mejor
sintesis de compuestos celulares , sin embargo, los hongos endéfitos tienen cierto favoritismo
dependiendo del rango de temperatura, por lo tanto, los mesofilicos crecen en condiciones
Optimas en el intervalo de los 15 a 30 °C y los psicrofilicos, tienen la capacidad de adaptarse
a las temperaturas bajas y pueden ser obligados o facultativos; por ejemplo: algunos
basidiomicetes tienen la capacidad de sobrevivir pero esperan condiciones adecuadas de

temperatura para fructificar.

La altitud es otro factor que provoca la disminucion de los hongos endofitos, a mayor altitud
las especies vegetales disminuyen y los hongos endéfitos también debido a la falta de
vegetacion con que asociarse. Arnold and Lutzoni (2007) evidenciaron que los gradientes de
latitud afectan las asociaciones enddfitas, en sus estudios sobre endéfitos de angiospermas,
considerando el Bosque Boreal del Norte y el bosque tropical, concluyeron que las plantas
presentan mayor diversidad de hongos enddfitos si se encuentran mas cerca del ecuador,

ademas, en los tropicos el generalismo del hospedador fue muy comun.

En ecosistemas de Peru la distribucion vegetal influy6 en la presencia de hongos endofitos
en relacion directa con la abundancia de plantas. Rojas et al. (2016) estudiaron en bosques
lluviosos de Costa Rica el gradiente altitudinal de 400 a 2900 msnm y concluyeron que al
aumentar la elevacion la diversidad de endofitos disminuy6. La distribucion de algunos
endofitos puede ser parecida en plantas de diferentes familias si tienen caracteristicas

similares, por ejemplo: la mayor parte de los hongos endofitos correspondientes a la
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subfamilia Balansieae aislados de las Poaceae también se hallaron en Cyperaceae y

Juncaceae.

Incluso, a pesar de los diferentes factores que afectan la diversidad flngica, se estima que
existen entre 1.3 y 3.8 millones de especies de hongos a nivel mundial (Hawksworth et al.,
2017). La diversidad de hongos enddfitos también se estudia segin las divisiones
filogenéticas. Hamzah et al. (2018) sugieren que la proporcién de enddéfitos de las divisiones
Ascomycotas: Basidiomycota es de 25:1 distribuidos en 372 383 especies de plantas
vasculares, por lo cual podrian haber 1.49 millones de especies correspondientes a hongos

endofitos.

Liu et al. (2022) analizaron 1556 articulos publicados del afio 1988 hasta diciembre de 2021
referentes a la tolerancia a estrés y promocidn del crecimiento vegetal proporcionados por
los hongos endofitos en las hospedadoras de climas templados y tropicales; determinaron que
los estudios se enfocaron en un 76.9 % en la division Ascomycota seguidos de 11.7 % de la
division Basidiomycota, mientras el 11.4 % corresponde a otras divisiones filogenéticas y

otros microbiomas.
2.7. Beneficios que confieren los hongos endofitos a las plantas tropicales

La forma mas rapida de actuar de los hongos enddéfitos puede ser por competencia del espacio
y nutrientes disponibles; por lo tanto, los hongos endofitos pueden ocupar el nicho que podria
ser utilizado por un patdgeno si realizan una colonizacion rapida y captacion de nutrientes de

las plantas.

El equilibrio entre la planta y el hongo endéfito brinda beneficios, los cuales pueden ser
aprovechados por los diferentes sectores industriales, especificamente en el area agricola con
el fin de minimizar el uso de compuestos quimicos sintéticos. Particularmente en la
sustitucion de plaguicidas que afectan la salud humana y ambiental. Respecto a los efectos

negativos de los plaguicidas de origen quimico sobre la salud humana. Sabarwal et al.(2018)
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recopilaron los resultados encontrados en algunas investigaciones relacionadas entre el
manejo de plaguicidas y enfermedades como el linfoma, problemas reproductivos y hasta
cancer; ademas de los dafios provocados al ecosistema como la contaminacion del agua,
suelo, aire, la resistencia de las plagas, el brote de nuevas plagas, enfermedades secundarias,
la disminucién de la biodiversidad porque afectan a especies no objetivos entre los que se

encuentran plantas e insectos benéficos que pueden ser polinizadores

Los mecanismos mediante el cual acttan los hongos enddfitos pueden ser fisicos o quimicos.
El mecanismo fisico o directo es inducido por la competencia interespecifica de los
microorganismos mediante la antibiosis o en el caso de los hongos como micoparasitismo
generado por las interacciones de contacto entre hifas y células vegetales. EI mecanismo
quimico abarca la produccion de metabolitos primarios y compuestos bioactivos, también
denominados metabolitos secundarios que participan en procesos bioquimicos provocando
la resistencia sistémica adquirida (RSA) o la resistencia sistémica inducida (RSI) ; por
ejemplo: el hongo endéfito Piriformospora indica (=Serendipita indica) induce la RSl como
respuesta de defensa a patdgenos en la planta Arabidopsis thaliana dependiendo de la
concentracion de &cido jasmonico presente en sus tejidos vegetales (Le Cocq et al., 2017).
Los compuestos quimicos que pueden ser sintetizados por los hongos endofitos se ilustran en

la figura 1.
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Figura 1. Compuestos quimicos producidos por hongos endofitos y su potencial aplicacion

agronomica. Fuente: elaboracion propia.
2.7.1. Produccién de hormonas vegetales

El estrés abidtico es causante de efectos perjudiciales en la morfologia y fisiologia de las
plantas. La produccién de hormonas vegetales se favorece por la presencia de los hongos
endofitos, como las giberelinas, citoquininas, etileno y auxinas como el acido indol-3-acético.

Las giberelinas (GAs) fueron aisladas por primera vez del hongo Gibberella fujikoroi, si bien
son mas de 120 tipos identificados en las plantas, solo pocas tienen funciones bioldgicas, las
cuales son esenciales, pues participan en la germinacion de semillas, floracidn y senescencia
de las plantas. Las giberelinas producidas por hongos endoéfitos se sintetizan en la via del
acido mevalonico por el acetil-Coenzima A. Bilal et al. (2018) aislaron 15 hongos endofitos
de la planta herbacea Oxalis corniculata ampliamente distribuida en climas tropicales, de los
cuales Aspergillus fumigatus y Fusarium proliferatum demostraron que producian diferentes

concentraciones de giberelinas en los tratamientos de filtrados de los cultivos que
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experimentaron y que aplicaron a plantulas de arroz (Oryza sativa) cv (mutante) Waito-C
deficientes de GAs, en el cual concluyeron que las GAs promovieron el crecimiento de las
plantas. Ismail et al. (2017) aislaron hongos enddéfitos en soya e identificaron a Porostereum
spadiceum AGH786, que en los filtrados de cultivos se detectd la presencia de seis Gas
diferentes en su forma activa (GA 1, GA 3, GA 4, GA 5, GA 7y GA 19) y que se uso para
cocultivos de plantulas de soya en condiciones axénicas que incrementaron la biomasa fresca
y seca, ademas, mejoro la tolerancia al estrés salino inducido con cloruro de sodio. Se ha
informado que los hongos endofitos Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium oxysporum,
Penicillium funiculosum, P. corylophilum, Rhizopus stolonifer y Paecilomyces formosus

producen Gas.

Las citoquininas estimulan la division celular esencialmente en las raices, los brotes y el
crecimiento de las plantas, ademas trabajan en conjunto con las auxinas que facilitan la
absorcion de los nutrientes y el agua. Aunque se ha logrado identificar la produccion de
citoquininas por endoéfitos los mecanismos de produccién no han sido dilucidados por
completo, la informacidn sobre este proceso es escasa, ademas los estudios que se han
realizado se han llevado a cabo principalmente en bacterias endofitas. Existen pocos ensayos

registrados sobre la produccion de citoquininas por hongos endofitos.

El etileno es una fitohormona conocida por su participacion en el crecimiento, desarrollo y
maduracion de frutos. Ademas, participan en la respuesta de las plantas a las sefiales
ambientales ante el estrés abidtico como el salino, el frio y por ozono. Por ejemplo: el hongo
enddéfito Gilmaniella sp se aisl6 de la hierba Atractylose lancea y se observé que al inocular
plantulas mejor6 la biosintesis de etileno y la acumulacion del metabolito secundario

sesquiterpenoide.

También, Cao et al. (2022), con el objetivo de optimizar la produccion y el rendimiento de
taxol que es un farmaco usado para tratar e inhibir células cancerosas, empled el hongo

enddfito Pseudodidymocyrtis lobariellae, aislado del arbol Taxus chinensis, para realizar
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fermentaciones, las cuales aumentaron la expresion de genes relacionados con la biosintesis
de fitohormonas entre ellas etileno, citoquinina, acido giberélico, acido salicilico, acido

abscisico y acido jasmonico.

En el caso del acido indol-3-acético (AlA), su biosintesis se ha detectado en plantas
colonizadas por hongos enddéfitos como Colletotricum acutatum, Fusarium proliferatum, F.
fujikuroi, F. oxysporum, Muscodor cinnamomi, Piriformospora indica (Serendipita indica),
Ustilago esculenta y U. maydis. En la zona tropical se aislé Colletotrichum fructicola de la
planta de café ardbico que sintetizo AIA. Asimismo, los hongos endofitos Purpureocillium
lilacinum, P. lavendulum y Metarhizium marquandii pueden producir AlA, adicionalmente,
tienen la capacidad para solubilizar fosforo a partir de fluorapatita y mejorar la disponibilidad
de este elemento (fosforo), y nitr6geno en soya, frijol y maiz, los cuales promueven el

incremento en la materia seca de brotes y raices.
2.7.2. Produccion de enzimas

La produccién de enzimas por los hongos enddfitos es otro beneficio conferido a las plantas,
pues esta demostrado que influyen en su constitucion y promueven su aumento. Entre las
enzimas producidas se encuentran las peroxidasas, polifenol oxidasa, catalasas y superéxido
dismutasas, que proporcionan a la hospedadora tolerancia al estrés biético; por ejemplo, el
estrés oxidativo ocasionado por metales en sustratos contaminados con niquel se reduce la

peroxidacion de lipidos.

Los antioxidantes también ofrecen tolerancia al estres hidrico, se ha demostrado que el hongo
enddfito Piriformospora indica mejord la regulacion de la expresion positiva de genes
protectores de la sequia mediante el incremento de enzimas antioxidantes en col chino
Brassica rapa tratados con polietilenglicol que imitaban el estrés por sequia, ademas

proporciono tolerancia a suelos acidos y al estrés salino.
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Las serinas son otras enzimas que pueden producirse por los hongos endéfitos, brindan efecto
protector para la planta porque participan en la degradacion de quitinasas dafiando las paredes
celulares de hongos patdgenos, asi como permiten la colonizacién de endéfitos mediante la
induccion de la llamada inmunidad desencadena por patrones moleculares asociados a

microbios.

Los hongos endofitos igualmente producen pequefias moléculas llamadas sideréforos que se
inducen como respuesta a la baja concentracién de hierro en el medio. Actlan como agentes
quelantes que permiten a las plantas asimilar el hierro, su funcién no es muy notoria y se ha
sugerido que sostienen relacion con la resistencia sistémica inducida. Por ejemplo: Eslahi et
al. (2020) evaluaron cepas recombinantes del hongo endofito Trichoderma harzianum (T13)
en plantas de frijol, sus ensayos in vivo demostraron que las plantas inoculadas tuvieron
mejor crecimiento y rendimiento, los estudios de la expresion genética revelaron que tal
aumento se asocio a la produccién de sider6foros. También Dusingize et al. (2020) estudiaron
los hongos endofitos presentes en la graminea tropical Brachiaria spp, del cual aislaron 169
hongos y el 49 % de los aislados fueron capaces de producir sideré6foros, entre los géneros
identificados estan: Epicoccum nigrum, Cladosporium cladosporioides, Coprinopsis
atramentaria, Mucor hiemalis, Alternaria alterna, Gibbella zeae, Mucor racemosus y Phoma

ssp.
2.7.3. Metabolitos secundarios

En situaciones de estrés las plantas sintetizan metabolitos secundarios con funciones
bioldgicas. Estos compuestos quimicos no estan presentes en cualquier planta. Los
metabolitos secundarios se agrupan de acuerdo con su origen biosintético. Entre los
metabolitos secundarios se encuentran los alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides,
fenoles y compuestos organicos volatiles. Los productos naturales exhiben proteccién contra
herbivoros y patdégenos de tal modo que son considerados como la principal forma de accion
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de los hongos endofitos contra el estrés abidtico y biotico, actian como antibacterial,

antiflngico, insecticidas o antioxidantes.

A partir de estos descubrimientos han sido numerosos los estudios encontrados en la literatura
que centran las investigaciones en la proteccion de las plantas contra el estrés biotico. La
mayoria de los alcaloides producidos por hongos endofitos pertenecen a los clavicipitaceos
que colonizan a las gramineas. Los alcaloides causan dafios a plagas agricolas como al
gorgojo argentino Listronotus bonariensis y presentan importantes beneficios protectores

contra mas de 40 especies de insectos y disuadores de herbivoros de plantas tropicales.

Los estudios de bioprospeccion sobre los hongos endoéfitos y sus hospedadoras han permitido
la generacion del suficiente conocimiento para llevar a cabo la inoculacion de semillas de
diversos cultivos con hongos endofitos para comercializar. Nueva Zelanda es el principal
productor de semillas de pastos inoculadas con hongos endéfitos con aplicacion en campos

deportivos, de igual manera, en Espafia se usan y comercializan semillas con el mismo fin.

Los terpenoides son los compuestos organicos méas grandes y diversos de los metabolitos
secundarios, actian como moléculas de sefializacion en la simbiosis y la comunicacion entre
hongos y bacterias. La mayoria de los terpenoides son producidos por hongos de la division
de basidiomycota. Otro grupo de compuestos dentro de los terpenoides son los acidos
fenolicos como las isobenzofuranonas y los isobenzofuranonos que actian como
antioxidantes cuya produccién puede estimularse por los hongos endofitos al liberar especies
reactivas de oxigeno para que pueda completar su sintesis dentro de la planta hospedadora.
Los acidos fendlicos también participan en la modulacién de la mitosis y el alargamiento
celular que influyen en el crecimiento y desarrollo de las hospedadoras, propiedades

consideradas como promotoras de crecimiento (Galindo-Solis and Fernandez, 2022).

Los compuestos organicos volatiles (COV) son moléculas pequefias que por sus propiedades
fisicoquimicas se difunden (esparcen) facilmente a traves la membrana celular. Pertenecen a

diferentes grupos quimicos como a los terpenoides, se desempefian como agentes de
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comunicacion fangica con otros organismos, incluidas las plantas y su entorno. presentan
bioactividad contra patégenos. Algunos de los COV presentan efectos aleloquimicos que
generan inhibicion en el crecimiento de la raiz de algunas especies vegetales como amaranto
y tomate. Los COV son utilizados para la micofumigacion, el género de hongos endoéfitos
Muscodor es el mas explorado en relacion con la produccion de COV, presentando una
amplia gama de estos metabolitos. Este hongo se ha utilizado en el proceso de postcosecha y
como inoculante de suelo donde inhibe el crecimiento de hongos patdgenos. En México se
aislo el hongo enddéfito Muscodor yucatanensis del arbol Bursera simaruba nativo de
regiones tropicales, que producen COV con efectos alelopéticos en plantas como amaranto y
tomate. Ademas, los hongos del género Nodulisporium son reconocidos por producir COV

con actividad antifangica y ha sido aplicados con los mismos fines que Muscodor.

El perfil de metabolitos secundarios y sus beneficios son préacticamente un abanico donde las
posibilidades son innumerables debido a que no se conocen todos los hongos enddfitos
existentes, y, por lo tanto, los beneficios. Las investigaciones sobre la ecologia de los hongos
enddéfitos y sus hospedadoras atn son insuficientes para comprender las vias biosintéticas y
las sustancias producidas que no han sido caracterizadas con posibles aplicaciones
agronomicas. Analogamente, es importante complementar las investigaciones para garantizar
la seguridad en el uso y aplicacion de los hongos endofitos y sus metabolitos producidos,
pues al ser especializados las interacciones pueden no ser beneficiosos en algunos casos. Tal
es el caso del hongo endofito Acremonium strictum inoculado en plantas de tomate redujo
significativamente la produccion del compuesto m-cimeno, pero al evaluar el
comportamiento de oviposicion del gusano cogollero Helicoverpa. armigera observaron que
las plantas inoculadas con el endéfito presentaron un menor nimero de oviposiciones que
aquellas no tratadas con el hongo, lo cual confirma la especificidad de la relacion planta

enddfito y las consecuencias sobre la interaccidn con insectos.

La basqueda de hongos endéfitos productores de compuestos quimicos con potenciales

aplicaciones agricolas aumenta cada dia, y contribuyen a enriquecer la informacion existente
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encontrada para su aprovechamiento en funcion de los beneficios que aporten. Por lo cual es
relevante que las investigaciones se desarrollen en hospedadoras de habitats que se
encuentren en condiciones inhdspitas, ya que pudiera ser un indicativo de que las plantas se
encuentran en simbiosis con hongos endofitos y esta generando metabolitos secundarios para

su adaptacién ambiental.
2.8. Hongos endofitos presentes en plantas de climas tropicales

Las plantas de estas regiones son consideradas como reservorio de endofitos que ain estan
por encontrar, pero entre los taxones estudiados de especies vegetales frecuentemente estan
las Poaceae, Solanaceae, Fabaceae, Brassicaceae, Curcubitaceae, Asteraceae, y en menor

recurrencia otras especies (Hamzah et al., 2018; Liu et al., 2022).

Algunos hongos enddéfitos que presentaron algun beneficio a su hospedadora encontrados en

plantas de climas tropicales se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Hongos endofitos aislados en especies vegetales de zonas climaticas
tropicales
Hongo enddfito Hospedadora Beneficio Fuente
Aspergillus niger Girasol y soya Tolerancia al estrés por altas Ismail et al. 2020
temperaturas

Yarrowia lipolytica Maiz Tolerancia a salinidad Gul et al. (2019)
Phialemonium Algodon Suprime a Meloidogyne Zhou et al. (2018)
inflatum incognita
Trichoderma Tomate Produccién de metabolitos, Bader et al. (2020)
harzianum Canola actividad contra  Fusarium Chhipa and Deshmukh
Trichoderma sp. 0Xysporum (2019)
Metarhizium robertsii Inoculada en plantas Promotor vegetal Alengebawy et al (2021)
Cephalosporium Plantas recolectadas en Actividad antimicrobiana Farhat et al (2019)
acremonium campos agricolas Produccién de monocerina
Fusarium solani
Aspergillus sojae Plectranthus amboinicus Biocontrol de Spodoptera litura Elango et al. (2020)
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2.9. Hongos enddfitos aislados en gramineas tropicales

Las investigaciones se han enfocado en la inoculacion de hongos que ya son conocidos como
enddfitos en cultivos de interés agrondémicos, sin embargo, para el adecuado
aprovechamiento de las funciones de los hongos endéfitos y sus aplicaciones es importante
el aislamiento y caracterizacion de los hongos endofitos que estdn presentes en plantas
adaptadas a la regién y estudiar sus propiedades. Estas investigaciones son menores en
gramineas porque parte de esta familia son consideradas como plantas arvenses (sin interés
econdmico), sin embargo, en la Figura 2, se representan las zonas tropicales de los ultimos
seis afos (2017-2022) en las que se han realizado estudios de bioprospeccién de hongos

enddfitos que hospedan gramineas.
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Figura 2. Distribucion geografica de hongos endodfitos aislados de gramineas de zonas

climéticas tropicales.

Las exploraciones de los hongos practicamente se llevan a cabo en todas las zonas tropicales,

pero, al analizar la informacion se detecté que muchos estudios no logran identificar las
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especies de hongos endéfitos que habitan en simbiosis con las gramineas, esto debido a
diferentes factores, entre los principales es que hay especies de hongos enddéfitos que no

esporulan y la caracterizacion morfologica se debe complementar con analisis filogenéticos.

En otros casos, afecto la falta de secuencias, regiones incompletas o que se sobreponen los
datos de especies. Los hongos fueron caracterizados molecularmente mediante las secuencias
de espaciador transcripto interno y las regiones 18S, que en algunos casos respaldan los

estudios de caracterizacion morfoldgica.

Aunque en el mapa solo estan registradas las zonas tropicales, hay muchas investigaciones
que se estan realizando sobre microorganismos endofitos en otras especies vegetales. De
igual forma se observo que actualmente las zonas templadas han aumentado los estudios en
gramineas, También se observé que la zona con mayor aislamiento fue India, con 4306, sin
embargo, solo 108 especies fueron caracterizadas filogenéticamente, posteriormente, Brasil
de 845 aislamientos morfologicos caracterizd filogenéticamente 258. En Malasia se
identificaron 190 aislados y solo cuatro especies fueron identificadas. En Indonesia de 152
aislados, se identificaron 12 especies molecularmente, en el continente africano se aislaron
177 y se identificaron 38 especies, por tltimo, la zona tropical de China se identificaron 18

especies.

El sesgo que presentan los articulos de investigacion entre el niUmero de hongos aislados y
caracterizados es muy distante, sin embargo, conocer las especies de gramineas y hongos
enddéfitos que viven en simbiosis mutualista es un punto de partida para incrementar la

bioprospeccion (Figura 3).
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Especies de hongos endofitos
Dothiodeomycetes sp

Especies de gramineas Epicoccum sorghinum
Alloteripsis cimicina Epicoccum sp .
Brachiaria decumbens Gaeumannomyce graminis
B. humidicola Myrotheciumsp
B. brizantha Pestalotiopsis guepinii
B. jubata Phialemonium
B.ruziziensis gjmoﬂ; F;:’S 055 forum
Chrysopogon Cﬁaeromfuﬁ'? spp
gzargordes d Cladosporium spp
Cy moopogon naraus 438 Curvularia lunata
noq’on .”', em fuensis Diaporthe yunnansis
eusine indica Trichoderma sp

Heteropogon contortus
Imperata cylindrica

Acremonium curvulum
Alternaria alternata

Oriza sativa Acremonium sp
Panicum maximun No. de hongos Bipolaris setariae
Pennisetum purpureum B aislados por su Phoma brasiliensis
Saccharum oficinarum morfologia g?omg sorghina
' enodomus sp
gg;gﬁjgﬂbmbr .r:'jo' d.]f;' hongos Sarocladium graminicola
identificados por Setophoma terrestris

secuencias ITS y

regiones 185 Sporisorium sp

Figura 3. Hongos endofitos identificados y especies vegetales asociadas en gramineas de

zonas tropicales.

En algunos de los estudios analizados, los hongos endofitos presentaron caracteristicas de
biocontrol, por ejemplo: en Brasil se aisld del pasto Brachiaria sp., los hongos endéfitos
Paraconiothyrium sp., Sarocladium kiliense, Acremonium curvulum, Setophoma terrestris,
Dissoconium sp. y Cladosporium flabeliforme que presentaron actividad antagdnica contra

Sclerotinia sclerotiorum.

Los hongos endofitos Phialemonium dimorphosforum, Gaeumannomyces graminis y
Gaeumannomyces amomi aislados en arroz y maiz de Indonesia presentaron funciones de

promotores de crecimiento, pues aumentaron la altura de las plantas y la longitud de las raice.
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El anélisis de los articulos de investigacion recopilados confirma que la divisién Ascomycota
es la mas comun en las plantas, y que existen otras divisiones y especies presentes en menor

proporcién que no se han podido identificar por los métodos tradicionales de aislamiento.
2.10. Conclusion

Es importante mencionar que en la region tropical se lleva a cabo estudios de bioprospeccion
de hongos endofitos en otras especies vegetales, sin embargo, aqui analizamos los de
gramineas. Asimismo, el estudiar la transmisién de los hongos proporcionard que se
desarrollen técnicas mas eficientes para inocular. Ademas, los avances de la bioinformatica
también benefician para comprender los mecanismos del metabolismo secundarios, que
entender este aspecto mejorara la produccion de los compuestos de interés. México cuenta
con una gran diversidad, el cual puede ser un area de estudio en el que deben considerar las
gramineas arvenses porque esta demostrado su alta capacidad adaptativa y de producir

metabolitos secundarios en las regiones tropicales.
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gramineas arvenses de sitios tropicales de Campeche
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3.1. Resumen

Las plantas arvenses estan ampliamente distribuidas, su crecimiento desmedido ha afectado
a los cultivos agricolas de zonas tropicales. Las arvenses tienen la capacidad de sobrevivir en
diferentes ecosistemas debido a la produccion de metabolitos secundarios. Se ha descrito una
gran diversidad de metabolitos secundarios que estan relacionados con la respuesta de las
plantas en presencia de factores que provocan el estrés biotico y abiotico. Por tanto, las
especies arvenses resultan de interés como fuente de metabolitos secundarios Utiles para la
agricultura, donde podrian aplicarse como bioplaguicidas, ademas de que algunos
metabolitos actian como promotores de crecimiento. En ese sentido, en este estudio se
aplicaron ensayos de tamizaje fitoquimico para identificar cualitativamente la presencia de
los metabolitos secundarios: alcaloides, azlcares reductores, cumarinas, flavonoides,
glucosidos cardiacos, quinonas, saponinas, taninos y triterpenos en las gramineas arvenses
Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus (CE) y en la
planta Fimbristylis cymosa (FC), en extractos etandlicos obtenidos tras distintos tiempos de

maceracion: EE1, EE2 y EE3. La frecuencia de los metabolitos en FC no present6 diferencias
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através del tiempo. También se apreciaron cambios cualitativos en la cantidad de metabolitos
presentes en las muestras de las tres especies. De manera importante, se establecié que las
especies estudiadas tienen potencial como fuente de alcaloides que pueden ser usados como

controladores bioldgicos.
Palabras claves: Poaceae, Cyperaceae, productos naturales.
3.2. Introduccion

Durante la historia del crecimiento poblacional la produccion agricola ha requerido mejorar
y aumentar sus rendimientos para satisfacer la demanda alimentaria. Sin embargo, el sector
agricola se ha enfrentado a las plagas y a las enfermedades que derivan de estas, asi como a
diferentes tipos de estrés abiodtico (hidrico, salino, temperatura) los cuales disminuyen la
calidad de los cultivos y provocan perdidas. Como alternativa para mejorar la productividad
de los cultivos agricolas las aplicaciones de productos naturales estan incrementando pues se

le atribuyen efectos protectores que combaten el estrés abiotico y bidtico en las plantas.

Aunque en la literatura se menciona que las especies vegetales cuenta con defensa de
proteccion mediante la produccion de los metabolitos secundarios, estos compuestos no son
del todo conocidos, por lo tanto, la bioprospeccion es indispensable para aprovechar las
ventajas otorgadas por la naturaleza e implementar las aplicaciones de los metabolitos
secundarios en cultivos de interés economicos. Algunas gramineas no tienen valor
econémico, son consideradas arvenses (malezas) porque interfieren con los cultivos de
importancia compitiendo por el espacio y los nutrientes, por lo tanto, es importante que la

bioprospeccion se realice en los sitios donde se pretende mejorar los cultivos.

En la Peninsula de Yucatan, especificamente en el estado de Campeche se ha observado la
presencia de gramineas arvenses en sitios cerca de las dunas costeras, estos sitios carecen de
suelo fértil para el crecimiento vegetal, se caracterizan por el estrés salino y bajo contenido

de nutrientes por lo cual no es coman encontrar otro tipo de vegetacion. Sin embargo, estas
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plantas estan adaptadas a la regién y proliferan a pesar de las condiciones ambientales. Por
lo anterior, es posible inferir que dichas especies son productoras de metabolitos secundarios.

En este estudio se realiz6 la bioprospeccién de metabolitos secundarios donde se
identificaron de forma cualitativa la presencia de alcaloides, az(cares reductores, cumarinas,
flavonoides, glucésidos cardiacos, quinonas, saponinas, taninos y triterpenos en las
gramineas arvenses (figura 4): Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD),
Cenchrus echinatus (CE) y en la planta Fimbristylis cymosa (FC) recolectadas en varias
localidades costeras del estado de Campeche las cuales fueron maceradas a diferentes dias
(EE1,EE2,EE3). Lo anterior, con el fin de determinar las especies con mayor potencial de

sintesis quimica de metabolitos secundarios con posibles aplicaciones agrondémicas.

Figura 4. (a) Dactyloctenium aegyptium. (b) Cenchrus echinatus. (¢) Cynodon dactylon. (d)

Fimbristylis cymosa.
3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Material vegetal

El material vegetal (Figura 5) fue recolectado de seis diferentes localidades costeras del

estado de Campeche, las plantas fueron transportadas al Instituto Tecnolégico de Chind,
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donde fueron procesadas, las muestras eran plantas turgentes sin indicios de ataques fisicos

por herbivoros o presencia de dafio alguno por bacterias u hongos.

Figura 5. Ecosistemas donde se recolectaron las gramineas arven ses: Dactyloctenium

aegyptium (a,b,c,d,e,f) y Cenchrus echinatus (g).

En cada localidad se recolectaron tres plantas de Dactyloctenium aegyptium, Cynodon

dactylon y Cenchrus echinatus (en localidad seis solo se recolecto una planta), ademas en la

localidad dos se recolecto una planta de Fimbristylis cymosa, en el cuadro 4 se incluyen los

detalles de las plantas recolectadas.

Cuadro 4. Caracteristicas locales donde se recolectaron las plantas arvenses.
Localidad Habitat Coordenadas Plantas
Latitud Longitud recolectadas

1 Seybaplaya Dunas costeras 19°37'31.0"N 90°41'06.3"O 9

2 Siho Playa, Campeche Dunas costeras 19°35'10.0"N 90°41'52.6"0 10

3 Champoton Dunas costeras 19°25'23.1"N 90°42'54.9"0 9

4 Xochen, Campeche Dunas costeras 19°11'04.2"N 90°53'49.3"0 9

5 Villamar, Campeche Dunas costeras 19°17'21.5"N 90°46'34.7"0 9

6 Ciudad del sol, Champoton Dunas costeras 19°28'38.6"N 90°42'16.3"0 7
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3.3.2. Preparacion del extracto etanolico estandar

Las muestras recolectadas se lavaron con agua corriente para eliminar restos de suelo y arena.
Seguidamente se pesaron 15 g peso fresco de cada muestra y se maceraron en 50 ml de etanol
al 96 % por cinco dias (EE1), por 10 dias (EE2) y por 15 dias (EE3), se almacenaron en
condiciones de temperatura controlada de 37 °C sin agitacion en frascos de vidrio para
laboratorio sin exposicion a la luz. Posterior a la maceracion se filtraron las muestras para
eliminar el orujo y se etiquetaron como extracto etanolico estandar (EEE). Se realizaron las
corridas de los ensayos quimicos (Cuadro 5) para determinar la presencia de cada metabolito
secundario en cada muestra de las tres fases de maceracion. Durante las corridas quimicas
las muestras fueron almacenas sin luz y a temperatura de 37 °C. Las reacciones se consideran

positivas al cambio de coloracion o precipitacion segun la literatura correspondiente a cada

ensayo.
Cuadro 5. Compuestos fitoquimicos evaluados y su importancia bioldgica.
Metabolito  Importancia biolégica Método de identificacion
secundario
Alcaloides  Resistencia a herbivoros Dragendorff (Dominguez 1973, Barba 1997)
Insecticida Reactivo de Hager (Dominguez 1973, Barba 1997)
Inhibidor de
microorganismos
Azlcares Facilita la asimilacién de Reaccidn de Fehling (1849)
reductores nutrientes Reaccidon de Benedict (1909)
Modula procesos
fisiolégicos
Moléculas sefializadoras
Cumarinas  Antimicrobiana Reaccion de Ehrlich (Coloracion naranja)
Antiviral Reaccion de hidroxido de amonio (Fluorescencia azul-violeta)
Antioxidante Reacciones con soluciones alcalinas (Dominguez 1973)
Flavonoides Insecticida Reaccion de Shinoda (Dominguez 1973, Barba 1997)
Fitoalexinas Reaccion de NaOH 10 % (Harbone 1989, Barba 1997)
Glucdsidos  Repelente de herbivoros Acido acético glacial con gotas de cloruro férrico al 5% y
cardiacos acido sulfarico (anillo marrdn en la interfase de la reaccién)
Keller-Killani test
Quinonas Antibacterial Reaccidn hidréxido de amonio (Coloracion roja)
Fungicida Reaccidn acido sulfarico (Coloracion roja)
Saponinas Insecticida Prueba de altura y estabilidad de espuma (Dominguez 1973)
Alelopéticas Reaccidn de Lieberman Bouchard (Coloracion rosa, roja,

Antimicéticas

magenta o violeta)
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Reaccion de Rosenthaler (Dominguez 1973, Barba 1997)
Taninos Alelopéticos Reactivo de gelatina (Precipitado blanco)
Proteccion UV Reactivo de cloruro férrico al 1% (Azul a negro, verde)
Defensa contra mamiferos  Reactivo de Ferrocianuro de potasio al 1% (Dominguez 1973,
Trease 1986)

Triterpenos  Antibacterial Cloroformo, anhidrido acético y H,SO4 (colores rojos, rosa,
Protector de altas verde, pUrpura o azul en la interfase de la reaccion indican que
temperaturas la prueba es positiva. (Dominguez 1973, Barba 1997)

Elaboracion propia

3.3.3. Analisis de datos

Se realizaron tres réplicas de cada ensayo por cada muestra, los analisis cualitativos se
registran mediante el sistema de cruces que indican la ausencia o presencia de los metabolitos
secundarios de acuerdo con Dominguez (1973). Posteriormente se graficé el nimero de

metabolitos identificados por cada sitio (frecuencias), elaborados en el programa de Excel.
3.4. Resultados y Discusion

El tamizaje fitoquimico es una prueba preliminar cualitativa, su fundamento es especifico
para cada reaccion porque identifica las diferentes estructuras quimicas de los metabolitos
secundarios. En este estudio se analiz6 la presencia de los diversos grupos quimicos que
forman los metabolitos secundarios. La planta arvense Fimbristylis cymosa fue la unica
muestra que se recolecto en la localidad dos por lo cual se comparé la presencia de los
metabolitos en los tres extractos (EE1,EE2 Y EE3), esta planta fue la Unica que no presento
diferencias en el nimero de metabolitos identificados (figura 6) mientras que las gramineas
arvenses Cynodon dactylon, Dactyloctenium aegyptium y Cenchrus echinatus si presentaron
variacion en el nimero de metabolitos identificados por cada muestra de los tres extractos
etandlicos, ademas, se observo que las reacciones presentaron diversas intensidades de color

entre las muestras de las diferentes especies vegetales.
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(a) Dactyloctenium aegyptium (b) Cynodon dactylon
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Figura 6. Comparacion del ndmero de metabolitos secundarios identificados por cada

extracto etanolico de cada muestra (planta recolectada).

A continuacion, se presentan los resultados de los metabolitos identificados en las plantas

arvenses.
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3.4.1. Alcaloides

La mayoria de los alcaloides son oxigenados, en su estado natural se presentan en forma de
sales, son solubles en sustancias polares a pH acido; por eso las pruebas de colorimetria y
precipitacion incluyen soluciones neutras o débilmente acidas donde los alcaloides afines a
la polaridad precipitan y cambian de color mediante las pruebas generales de Dragendorff y
Hager (Popoff).

En el caso de Dragendorff (solucién &cida de yodobismutato de potasio) las muestras de los
extractos etandlicos que contenian alcaloides (bases nitrogenadas) se combinaron con los
compuestos quimicos del reactivo y se formaron sales dobles (yoduros) las cuales se
observaron como precipitados que adquirieron una coloracion rojiza, naranja o marrén (se
considera que las reacciones se comportan como una base que reacciona con el acido
formando sal de amonio, después forma una sal compleja insoluble por el intercambio idnico
de la sal de amonio y el yodobismutato que reacciona con la estructura del alcaloide presente
en la muestra, el ion que se forma tiene color, este color puede ser menos intenso si las aminas
son secundarias) (Raal et al., 2020). Aungue el reactivo de Dragendorff es especifico para
alcaloides puede dar falsos positivos en presencia de proteinas, cumarinas, hidroxiflavonas y
algunos polifenos, de manera que, la prueba se complement6 con el reactivo de Hager que
en combinacion con las muestras que tenian alcaloides formaron cristales (picratos), ademas

el cambio de color de la muestra debe ser amarillo (figura 7).
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Figura 7. Ensayos quimicos para determinar alcaloides. DA=Dactyloctenium aegyptium,
Cynodon dactylon (CD) y Cenchrus echinatus (CE). M4=Muestra 4. M18=Muestra 18.
EEl=Extracto etandlico de 5 dias. EE2= Extracto etanolico de 10 dias. EE3=Extracto

etanolico de 15 dias. T= testigo. A=Reaccion de Dragendorff. B=Reaccion de Hager.

Los alcaloides son un grupo que poseen varias funciones bioldgicas, en este trabajo se
identifico que todas las muestras de Dactyloctenium aegyptium resultaron positivas, sin
embargo, aunque en los ensayos se observé que la cantidad de cristales que se formaron en
las reacciones de Hager variaban entre las localidades donde se recolectaron las muestras,
por lo cual se infiere que a pesar de que son la misma especie vegetal y comparten las
caracteristicas ecoldgicas no tienen la misma concentracién del metabolito, se podria
mencionar que su concentracion es baja debido a que no abundaban cristales en las muestras
y en el caso de Dragendorff se visualizo trazas de precipitado. Cynodon dactylon no presento
alcaloides en la localidad cuatro, pero en el resto de las localidades se observd mayor
formacion de cristales para la reaccién de Hager y para la reaccion de Dragendorff los
resultados de todas las muestras fueron similares, presentaron cambio de color. En Cenchrus
echinatus de la localidad uno y dos las reacciones fueron méas notables. En la figura 8 se
presenta el porcentaje de las plantas que resultaron positivas para las reacciones.
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Reacciones para determinar alcaloides
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Figura 8. Comparacion de los porcentajes de alcaloides identificados en los extractos
etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus
(CE). Extracto etanolico de cinco dias (1), extracto etandlico de 10 dias (2) y extracto
etandlico de 15 dias (3).

3.4.2. Azucares reductores

Los azucares reductores se determinaron por las reacciones de Benedict y Fehling. En las
reacciones de Benedict (1909) el azlcar reductor presente en las muestras se oxido (se basa
en la reduccién de Cu?* a Cu* en medio basico que precipita a oxido de cobre en presencia
de azucares reductores en las muestras) y se formo un precipitado de color rojo-naranja que
considera la concentracion de modero a alto, mientras que en algunas muestras fue de rojo
ladrillo que sefiala que hay una gran cantidad de azUcar reductor en las muestras; aunque este
estudio es cualitativo, en el caso de la reaccion de Benedict se menciona que el color varia
segun la concentracion del metabolito, incluso puede dar coloraciones verde que indica trazas

y amarillo baja cantidad de azUcares reductores (Shaikh y Patil, 2020).
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La prueba de Fehling (1849) consiste en la reduccion del grupo carbonilo, se oxida a &cido
carboxilico y se reduce a oxido de cobre, entonces se forma un precipitado de color rojo que
es lo que se observé durante los ensayos quimicos en las diferentes muestras. Las pruebas de
Benedict y Fehling (Figura 9) son muy parecidas en sus mecanismos de reacciones, pero la

de Benedict es més estable y sensible debido a que el reactivo incluye citrato de sodio (citrato

sodico).

Figura 9. Ensayos quimicos para determinar azucares reductores. A= Reaccion de Benedict.
B=Reaccion de Feheling. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD),
Cenchrus echinatus (CE). M4= Muestra 4. M17=Muestra 17. EE1=Extracto etanolico de 5

dias. EE2= Extracto etandlico de 10 dias. EE3=Extracto etanélico de 15 dias.

Los azUcares reductores son metabolitos que se encuentran en la mayoria de las plantas,
proporcionan proteccion frente al estrés hidrico, las plantas que se recolectaron presentaron
diferentes intensidades de color y precipitado. La figura 10 ilustra el porcentaje de plantas

positivas a las pruebas.

59



Reacciones para determinar azucares reductores
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Figura 10. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron azucares reductores
en los extractos etandlicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD),
Cenchrus echinatus (CE). Extracto etandlico de cinco dias (1), extracto etandlico de 10 dias
(2) y extracto etandlico de 15 dias (3).

3.4.3. Cumarinas

Al combinarse el reactivo de Ehrlich con muestras que posean compuestos con anillos
furanicos o pirroles se produce una lactonizacion del acido hidroxicinamico y se determinan
los grupos furanos que se exhiben por la coloracion naranja, después se forma el cation
iminico que es el producto final de la reaccion y adquiere el color parpura, si hay compuestos
similares los colores pueden ser morado, azul o violeta. En este ensayo de Ehrlich todas las
muestras resultaron negativas, aunque en la planta Fimbristylis cymosa se formo un

precipitado y la prueba se considero positiva.

Los extractos vegetales se ensayaron con las pruebas de hidréxido de amonio, porque el

reactivo altera los electrones que forman las sales alcalinas del acido cumarico e intensifica
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la fluorescencia que varian de color azul a amarillo y pdrpura, esta prueba de igual forma que
la anterior resulto negativa en todas las muestras pues las reacciones no presentaron

fluorescencia.

Por altimo, en soluciones alcalinas se disuelven las lactonas que son cumarinas, por lo cual
para determinar la presencia de estas también se ensayaron las reacciones con hidréxido de
sodio y potasio bajo luz ultravioleta, en el cual las muestras resultaron positivas porque

mostraron fluorescencia (figura 11).

DA1 DA2 DA 3

Figura 11. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus
(CE). EE1=Extracto etanolico de 5 dias. EE2= Extracto etandlico de 10 dias. EE3=Extracto
etanolico de 15 dias. T= Testigo. A= Reaccion de Ehrlich. B=Reaccién de NH4sOH. Solucion
de NaOH 5 %: 1,4,7,10,13 y 16. Solucion de NaOH 10 %: 2,5,8,11,14 y 17. Solucion de
KOH 2N.3,6,9,12,15y 18
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Las cumarinas son uno de los metabolitos secundarios mas comunes que existen en las
plantas, que las reacciones de Ehrlich y del hidroxido de amonio resultaran negativas se
puede atribuir a la polaridad de estas, pues las cumarinas son solubles en solventes no polares
y para la maceracion se usé etanol que es un disolvente polar. La figura 12 representa el

porcentaje de las plantas que resultaron positivas en las pruebas de soluciones alcalinas,
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Figura 12. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron cumarinas en los
extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus
echinatus (CE). Extracto etandlico de cinco dias (1), extracto etandlico de 10 dias (2) y
extracto etanolico de 15 dias (3).

3.4.4. Flavonoides

Los flavonoides se detectaron cualitativamente por la reaccion de Shinoda y por el hidréxido
de sodio. En la reaccion de Shinoda se combinan los reactivos de magnesio metélico y acido
sulfurico con los extractos, en las reacciones se observo la formacion de burbujas (liberacion
del gas dihidrogeno), entonces el cloruro de magnesio libre en la reaccion se une con los

flavonoides presente en las muestras y forma complejos que son las coloraciones de magenta
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claro a intensas que se observaron en las diversas muestras que podrian indicar la presencia
de flavononas (Figura 13). Si la coloracién es roja indicard la presencia de auronas o
chalconas, una coloracion naranja a rojo indicara la presencia de flavonas, si es rojo indica

flavonoles.

Figura 13. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus
(CE). EE1=Extracto etandlico de 5 dias. EE2= Extracto etandlico de 10 dias. EE3=Extracto
etandlico de 15 dias. T= Testigo. M1=Muestra 1. M4=Muestra. A=Reaccion de Shinoda. B=
Reaccién de NaOH 10 %.

Los flavonoides con el nicleo benzopirona como las flavonas, flavonoles al reaccionar con
la solucién de hidroxido de sodio produce la ruptura del anillo C del flavonoide y se producen
las diversas coloraciones, las chalconas, xantonas y flavonas se demuestran por la coloracion
amarilla de diferentes intensidades a purpura rojiza, también las isoflavonas pueden exhibir
diferentes tonalidades de color rojo, los flavonoles de coloracion café a naranja y las
antocianinas de color azul. En ambas reacciones se registraron en la siguiente grafica (Figura
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14) la cual indica los extractos etandlicos que mostraron mayor actividad en los ensayos por
el cambio de coloracion y precipitacion.

Reacciones para determinar flavonoides
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Figura 14. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron flavonoides en los
extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus

echinatus (CE). Extracto etandlico de cinco dias (1), extracto etandlico de 10 dias (2) y
extracto etanolico de 15 dias (3).

3.4.5. Glucosidos cardiacos

Los glucoésidos cardiacos son caracterizados por su estructura quimica de los desoxiazUcares,
los cuales se pueden identificar por la prueba de Keller-Killiani, que consiste en combinar
las muestras con acido acético glacial y cloruro férrico al 5 % donde las reacciones formarian

la presencia de un anillo pardo-rojizo en la interfase, cuando se le agrega acido sulfurico
(Figura 15).
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Figura 15. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus

(CE). EE1=Extracto etandlico de 5 dias. EE2= Extracto etanolico de 10 dias. EE3=Extracto
etandlico de 15 dias. T= Testigo. M16=Muestra 16. M17=Muestra 17.

Esta reaccion es rapida por lo cual al término de la reaccion puede regresar a su color del
extracto, las muestras no representan ser una fuente para extraer este metabolito, e incluso
para la planta no es facil sintetizar este grupo de metabolito por lo cual no es comun
encontrarlos en cualquier especie vegetal y en algunos casos se considerada especifica para

las especies vegetales, por ejemplo, para el género Digitalis, aun asi, algunas muestras
presentaron cambio de color (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron glucosidos cardiacos

en los extractos etandlicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD),
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Cenchrus echinatus (CE) y Fimbristylis cymosa (FC). Extracto etandlico de cinco dias (1),
extracto etanolico de 10 dias (2) y extracto etandlico de 15 dias (3).

3.4.6. Quinonas

Para determinar las quinonas se emplearon los reactivos concentrados de hidroxido de
amonio y acido sulfarico (Figura 17). El hidréxido de amonio forma complejos en presencia
de naftaquinonas y antraquinonas libres de color rojo cerezay el &cido sulfirico es un agente
que reduce las benzoquinonas a hidroquinonas que de igual forma da colores rojos o

purpuras.

Figura 17. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus
(CE). EE1=Extracto etandlico de 5 dias. EE2= Extracto etandlico de 10 dias. EE3=Extracto
etandlico de 15 dias. T= Testigo. M1=Muestra 1. M5=Muestra 5, M17= Muestra 17.
A=Reaccion NH4OH. B=H2S04

Aunque las reacciones no presentaron el color rojo, algunas precipitaron como se observa en
la figura 17, sin embargo, la precipitacion se cuenta como positiva por lo cual la figura 18
muestra la comparacion del total de muestras.

66
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Figura 18. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron quinonas en los
extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus
echinatus (CE) y Fimbristylis cymosa (FC). Extracto etandlico de cinco dias (1), extracto
etanolico de 10 dias (2) y extracto etanolico de 15 dias (3).

3.4.7. Saponinas

Las saponinas se determinaron por los ensayos de espuma, la reaccién de Lieberman-
Bouchard y la reaccion de Rosenthaler.

La prueba de espuma es la mas comun para determinar saponinas por sus propiedades
fisicoquimicas en la cual parte de su estructura es una aglicona liposoluble y otra parte es
azucarada que es hidrosoluble por lo cual al ser agitadas producen espuma, las muestras que

presentan estabilidad de espuma por 10 minutos en sus espumas se consideraron positivas
(Figura 19).
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Figura 19. Ensayos quimicos para saponinas Dactyloctenium aegyptium ( A1-A3), Cynodon
dactylon (B1-B3), Cenchrus echinatus (C1-C3). EE1=Extracto etandlico de 5 dias. EE2=
Extracto etandlico de 10 dias. EE3=Extracto etanodlico de 15 dias. T= Testigo. D= Reaccion

de Lieberman-Bouchard. E= Reaccién de Rosenthaler.

En la reaccién de Lieberman-Bouchard se fundamenta en que los &cidos producen
compuestos de dobles enlaces que presentan color verde (colesterileno), el grupo estructural
de las saponinas poseen un nucleo de andostrano (grupo hidroxilo) que reaccionan con el
anhidrido acético y el acido sulfurico, se produce la pérdida del agua y se da lugar a la
protonizacion de las saponinas presentes en las muestras, en el medio anhidro se presenta en
color verde azulado que indica la presencia de saponinas esteroidales (colestapolienos), y las

coloraciones de rojo, magenta o purpura es de saponinas triterpenoides (sus iones).
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En la reaccion de Rosenthaler, el &cido sulfdrico actGa como catalizador de la reaccion, asi
como oxidante de las saponinas triterpénicas y reacciona con la vainillina que generan el
compuesto que se observa con color, las saponinas de triterpenos pentaciclicos dan color
violeta. En las reacciones la prueba de espuma fue la mas comun para determinar la presencia
de este grupo (Figura 20).

Reacciones para determinar saponinas
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Figura 20. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron saponinas en los
extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus
echinatus (CE) y Fimbristylis cymosa (FC). Extracto etandlico de cinco dias (1), extracto
etanolico de 10 dias (2) y extracto etanolico de 15 dias (3).

3.4.8. Taninos

Si el extracto de la planta se realiza con etanol, el ensayo determina tanto fenoles como
taninos. La reaccion de gelatina es porque los taninos reaccionan con los grupos aminos libres
de las gelatinas, lo cual modifica el sistema aromatico que presentan los anillos polifenoles

que se unen a la gelatina y los precipitada (Figura 21).
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Figura 21. Ensayos quimicos para determina taninos. Dactyloctenium aegyptium (DA),
Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus (CE). EE1=Extracto etandlico de 5 dias. EE2=
Extracto etanolico de 10 dias. EE3=Extracto etanolico de 15 dias. T= testigo. A=Reactivo de

gelatina. B= Reaccidn de cloruro férrico. C= Ferrocianuro de potasio.

La reaccion de cloruro férrico es usada también para determinar metabolitos fenolados, La
reaccion azul negruzca indica la presencia de taninos hidrolizables es decir los gélicos. Los
taninos condensados dan precipitados pardo-verdoso tipo catecol. Las muestras resultaron
positivas a este ensayo.

Los ensayos de ferricianuro de potasio al 1 %, con las sales férricas dan coloraciones negro-
azuladas o verdosas. Produce un color rojo intenso con ferricianuro de potasio y amoniaco,
e indica la presencia de tanino condensado, en este caso todas las muestras resultaron

negativas para este ensayo, en la figura 22 se omite este ensayo por lo cual solo se observan
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los resultados de las muestras que resultaron positivas para los reactivos de gelatina y cloruro
férrico.

Reacciones para determinar Taninos
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Figura 22. Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron taninos en los
extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus
echinatus (CE) y Fimbristylis cymosa (FC). EE1=Extracto etanolico de 5 dias. EE2= Extracto
etandlico de 10 dias. EE3=Extracto etandlico de 15 dias.

3.4.9. Triterpenos

Los triterpenos son uno de los metabolitos mas comunes que se pueden encontrar en las
plantas, para ensayar las reacciones se usa la variante A de la reaccion de Salkowski, la cual
la coloracion es de rojiza-grosella para saponinas triterpénicas y azul-verdosa para saponinas
esteroidales. Todas las reacciones se basan en la reaccion del colesterol con un &cido fuerte

concentrado, formandose unas sustancias coloridas que son de color verde y sus iones (color
rojo).
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El &cido acético y el acido anhidrido se utiliza como disolvente y deshidratante, mientras que
acido sulfurico se utiliza como deshidratante y oxidante. Las sales de hierro (I11) se usan para
aumentar la reaccion de color. Una coloracion azul o verde indica la presencia de esteroides
(figura 23); rojo, rosado o violeta = triterpenos; amarillo palido = esteroides o triterpenos
saturados.
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Figura 23. Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus echinatus
(CE). EE1=Extracto etandlico de 5 dias (1). EE2= Extracto etandlico de 10 dias (2).

EE3=Extracto etandlico de 15 dias (3). T= testigo. A= antes de la reaccion. B= después de la

Porcentaje de plantas

reaccion. C=Comparacion de los porcentajes de plantas que presentaron triterpenos en los
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extractos etanolicos de Dactyloctenium aegyptium (DA), Cynodon dactylon (CD), Cenchrus

echinatus (CE).

Resultados de Fimbristylys cymosa

Esta planta fue la Unica que se recolecto, era una planta con apariencia de marchitez en sus

inflorescencias, fue la Unica muestra que no presento diferencia en la presencia de

metabolitos en los tres extractos, los resultados del tamizaje fitoquimico se observan en la

figura 24, al ser la Gnica muestra se uso el sistema tradicional que es el sistema de cruces

(Cuadro 6) para exhibir los resultados (Figura 24).

Cuadro 6. Resultado del tamizaje fitoquimico
Metabolito Reacciones EE1 EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff ++ ++ ++
Hager +++ ++ ++
AzUlcares reductores Fehlm_g * o i
Benedict + + ++
Ehrlich + + +
NH.OH - - -
Cumarinas NaOH 10 % ++ ++ ++
NaOH 5 % + + -
KOH 2N - + -
Flavonoides Shinoda ++ + +
vonol NaOH 10 % +++ +++ +++
Glucésidos cardiacos  Keller-Killani + + +
Quinonas NH.OH i ) )
H,SO, - - -
Prueba de espuma ++ +++ +++
Saponinas Lieberman Bouchard - + +
Rosenthaler - - -
Gelatina - - -
Taninos FeCl; _ +++ +++ +++
Ferrocianuro de ) )
potasio
Triterpenos ++ ++ +++

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias.
Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+). Moderado (++). Alta (+++).
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Figura 24. Ensayos quimicos para determinar: A=Alcaloides (EE3). B=Taninos, reaccion de
cloruro férrico (EE1). C= Prueba de espuma (EE1). D=Cumarinas reaccion de Ehrlich (EE2).
E= Cumarinas reaccion de NH4OH (EE2). T= testigo (extracto etandlico).

Las gramineas arvenses que se analizaron en este estudio no tienen importancia a econémica
por lo cual no son consideradas para investigaciones, sin embargo, estas plantas estan mas
exploradas en regiones de clima frio con la finalidad de analizar para determinar su
produccion de metabolitos y microorganismos que posiblemente participen en la sintesis de
los compuestos quimicos. El cuadro 7 presenta los metabolitos que previamente se han
identificado en las gramineas arvenses de climas tropicales a través de tamizaje fitoquimico

y por HPLC en las plantas (mismas especies) que se analizaron en este trabajo.
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Cuadro 7.

Metabolitos secundarios identificados en gramineas arvenses

Especies arvenses

Metabolito secundario

Referencia

Dactyloctenium Saponinas Antraquinonas Janbaz y Sagib (2015)
aegyptium (Poaceae) Glucosidos Carbohidratos Kumar et al., (2015)
Flavonoides Terpenoides Fatima et al., (2018)
Alcaloides Proteinas Rekha y Shivanna (2014)
Taninos Aminoacidos Ahmed et al., (2020)
Naik et al., (2016)
Cynodon dactylon Flavonoides Triterpenoides Al-Snafi (2016)
(Poaceae) Alcaloides Saponinas Balasundari y Boominathan (2018)
Glucésidos Taninos Abdullah et al., (2012)
Terpenoides AzUcares reductores
Esteroides
Cenchrus echinatus Taninos Quinonas Hilario et al., (2022)
(Poaceae) Alcaloides Glucésidos
Flavonoides
Fimbristylis cymosa Flavonoides Saponinas Babu y Savithramma (2014)
(Cyperaceae) Glucosidos

3.5. Conclusion

Las técnicas cromatograficas son muy Utiles para la deteccion de fitoconstituyentes tanto
cualitativamente como cuantitativamente. Sin embargo, cuando estas técnicas son no
disponibles o inasequibles, la realizacion de pruebas de fitoquimica que son econdémicas,
faciles y requieren menos recursos, siguen siendo una buena opcion para la descripcion de la

composicion de los productos naturales.

Los resultados obtenidos en este trabajo conducen a fortalecer la hipdtesis de la participacion
de los metabolitos secundarios en los mecanismos de defensa observados en las especies
estudiadas. Asi, se identificaron grupos de compuestos quimicos con potencial bioplaguida
como son los alcaloides y las saponinas ampliamente descritos como controladores de
insectos y microorganismos, debido a su estructura quimica capaz de romper la capa lipidica
que los protege. No podemos concluir cual especie es mejor para producir metabolitos debido
a gque no todas las muestras presentaron sus resultados diferentes, lo que se atribuye a su tipo

de suelo, por ejemplo las misma intensidad de las coloraciones o precipitaciones entre
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muestras eran diferentes, también seria interesante analizar procesos de estandarizacion para
extraer los metabolitos, los factores que estan involucrados en la presencia de los metabolitos
en los extractos, esto porque se observo que en el extracto etandlico de 10 dias no se
presentaron metabolitos como los alcaloides y en los extractos de cinco dias y de 15 dias si
resultaron positivos, no se puede atribuir al almacenamiento porque se infiere que los
extractos de mas dias resultaran negativos y resultaron positivos, caso contrario paso con los
flavonoides que a mayor dias de maceracion las intensidades de color de los ensayos
quimicos fueron menores. Ademas, se requiere la realizacion de pruebas especificas y

complejas para aislar e identificar las moléculas presentes en el material vegetal analizado.
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Capitulo 4 Conclusién

Las gramineas arvenses estan adaptadas a ambientes inhospitos, produciendo metabolitos
secundarios que favorecen su resistencia a factores bi6ticos y abiéticos. Por tanto, su analisis
puede ayudar a comprender su ecologia y prospectarlas como fuente de bioplaguicidas para

la agricultura organica.

En este estudio, se identificaron los grupos quimicos de metabolitos secundarios presentes
en tres especies de gramineas arvenses tropicales: Cenchrus echinatus, Dactyloctenium
aegyptium, Distichils spicata y en la planta Fimbristylis cymosa. Considerando que la sintesis
de compuestos quimicos podria estar influenciada por microorganismos, este estudio
establece informacidn relevante de bioprospeccion para futuros trabajos para la basqueda de
microorganismos endéfitos como fuentes inductoras de compuestos bioactivos con
propiedades bioldgicas de utilidad en la agricultura, asi como para la realizacion de
investigaciones de expresion y regulacion de genes involucrados con la sintesis de dichos
metabolitos secundarios, para el control biol6gico de cultivos.

79



Capitulo 5 Anexo

Cuadro 8.

Protocolo de tamizaje fitoquimico

Metabolito
secundario

Método de identificacion

Referencia

Alcaloides

Azlcares
reductores

Cumarinas

Flavonoides

Glucoésidos
cardiacos

Quinonas

Saponinas

Taninos

Triterpenos

A 10 ml del EEE se le adicion6 5 ml de HCI al 10 %, se calent6 a ebullicion,
se enfrid y se filtro. El filtrado se dividid (se dejo una muestra como testigo) y
se ensayaron las reacciones de:

Dragendorff (Coloracidn o precipitacién naranja/rojizo, marrén)

Reactivo de Hager (Coloracion amarilla y/o formacion de cristales)

Se tomaron 7 ml del EEE, se ajusta el pH a 11 con NaOH 10 % y se realizaron
los ensayos de:

Reaccion de Fehling (Precipitado rojo)

Reaccion de Benedict (Precipitado o color verde/amarillo/rojo)

Por cada reaccion se prepar6 un blanco (reacciones sin muestra EEE=testigo)

Se tomaron 1 ml del EEE para cada reaccion. Testigo=EEE.

Reaccion de Ehrlich (Coloracion naranja)

Reaccion de NH.OH (Fluorescencia azul-violeta)

Reacciones con soluciones alcalinas (puntos fluorescentes bajo luz UV)

Se tomaron 1 ml del EEE para cada reaccion. Testigo=EEE.
Reaccion de Shinoda (coloracion naranja/roja/magenta)
Reaccion de NaOH 10 % (coloracion amarilla/naranja/purpura/azul/café)

Se tomaron 50 pl del EEE, se agregaron 200 pL de una solucion de CHs:COOH
con gotas de FeCls al 5 %, se agregaron 60 pl de H.SO. (Coloracion aparicion
de un anillo marrén en la interface) Testigo=EEE. Reaccidn de Keller-Killani

Se tomaron 1 ml del EEE para cada reaccion. Testigo=EEE.
Reaccion NH4OH (Coloracion roja)
Reaccion H2SOs (Coloracion roja)

Se tomaron 1 ml del EEE para cada reaccion. Testigo=EEE.

Prueba de altura y estabilidad de espuma

Reaccion de Lieberman Bouchard (Coloracion Azul/verde/rosa/roja/magenta o
violeta)

Reaccion de Rosenthaler (coloracion violeta)

A 1 ml de EEE se agregd 2 ml de agua destilada y tres gotas de NaCl al 2 %,
se calentd a ebullicion por un minuto, se enfrié y se filtro. El filtrado se
dividio, se dejé un testigo y se realizaron los ensayos de:

Reactivo de gelatina (Precipitado blanco)

Reactivo de FeCls al 1% (Coloracién azul a negro, verde)

Reactivo de CsFeKaNs al 1% (Coloracion azul)

Se tomaron 1 ml del EEE para cada reaccion.
Cloroformo, anhidrido acético y H2SO4 (colores rojos, rosa, verde, purpura o
azul en la interfase de la reaccion indican que la prueba es positiva.

Barba, 1997,
Dominguez, 1973

Benedict, 1909;
Fehling, 1849

Dominguez, 1973

Barba,1997; Harbone,
1989; Dominguez,
1973

Singh y Kumar, 2017;
Nanna et al., 2013

Rondoén et al., 2018

Barba, 1997;
Dominguez, 1973)

Trease y Evans, 1987,
Dominguez 1973

Barba, 1997;
Dominguez, 1973
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Cuadro 9. Resultado del tamizaje fitoquimico de Dactyloctenium aegyptium muestras 1-6
Metabolito Reacciones M1 M2 M3 M4 M5 M6
secundario EE1l EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EEl1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff + - ++ ++ - + + - + ++ + ++ ++ + + ++ + +
Hager ++ - +=+ |+ - ++ |+ - + ++ - ++ | - + ++ - +
Flavonoides  Shinoda +++  + + + + + + + + + ++ o+ |+ - - - - -
NaOH 10%  ++ ++ 4+ ++ ++ + ++  + + ++ + |+ + ++ - + +
Azucares Fehling + + +=+ |+ =+ 4+ + ++ o+ ++ o+ ++ |+ o+ + + ++ o+
reductores Benedict + + e e e I = = = e a1 ot o S S S (I S S S S + ++
Saponinas Prueba de - + + - + ++ - + + + - ++ - - + - - ++
espuma
Lieberman + + + + + - + - - + - - + - - + - -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - + - - - - - - - - - - -
Taninos Gelatina ++ - - ++ - - + - - - - - - - - + _ _
FeCl3 + + + - - - - - + + + + + - + - - -
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - - _ _
de potasio
Quinonas NH4OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S04 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - _ R
NH.OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH 10%  + + + + - + + + + +H+ - + - + + + + +
NaOH 5 % + + + + - + + + + - + + + + + + +
KOH 2N + - + + + + + + + + + + + + + + + +
Glucésidos Keller-Killani - - - - - - - - - + - + - - - - - _
cardiacos
Triterpenos ++  + ++ |+ + + ++ o+ + ++ o+ ++ |+ o+ ++ |

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracién de 10 dias. EE3 maceracién de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).

Moderado (++). Alta (+++).
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Cuadro 10.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Dactyloctenium aegyptium muestras 7-12
Metabolito  Reacciones M7 M 8 M9 M 10 | M 11 | M 12
secundario EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff  ++ + ++ ++ - + ++ - + + - + |+ - + |+ - +
Hager =+ - = |+ - |+ - +++ | - - ++ | - - ++ | - - ++
Flavonoides  Shinoda - - - - - - - - - + - + + - + - - -
NaOH 10%  + + ++ |+ + + |+ + R e e A T e ++
Azucares Fehling + + + + + + + + - + + ++ + + + + + +
reductores Benedict + = =+ |+ = =+ |+ =+ o+ |+ A +=+ o+ ++
Saponinas Prueba de + + + + + + + + + NE - - NE - + NE - +
espuma
Lieberman - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - NE - - NE - - NE - -
FeCl3 - - + - - + - - + NE - - NE - - NE - -
Ferrocianuro - - - - - - - - - NE - - NE - - NE - -
de potasio
Quinonas NH,OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S0, - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NH:OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH10%  + + + |+ + + |+ + + |+ + + + + - - + -
NaOH 5 % + + + + + + ++ o+ + + + + + + + - + +
KOH 2 N - + + + - + + + + + + + - + - - + -
Glucosidos  Keller-Killani - - - - - - - - - + + - + + - + + -
cardiacos
Triterpenos ++ o+ + |+ + + + o+ + + + ++ |+ o+ + +=+ o+ +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracién de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).

Moderado (++). Alta (+++). NE (no ensayado).
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Cuadro 11.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Dactyloctenium aegyptium muestras 13-18

Metabolito Reacciones M 13 M 14 M 15 M 16 M 17 M 18
secundario EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff ~ + + + + - + + - + +H o+ + |+ + +=+ |+ + ++
Hager - + =+ |+ - +++ | =+ - +++ |+ - ++ |+ - ++ | - + ++
Flavonoides Shinoda - - - - - - - - - + + - + - - + - -
NaOH10%  ++ + |+t |+ + + |+ S o S |+ o+
Azicares Fehling + + + + o+ + + + +H |+ o+ + +H o+ +H+ A 4+
reductores Benedict ++ o+ =+ =+ |+ + - -+ A | A+ -+
Saponinas Prueba de NE - + NE + + NE + + NE - ++ |NE ++ + NE - +
espuma
Lieberman - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Taninos Gelatina NE - - NE - - NE - - NE - - NE - - NE - -
FeCl3 NE - - NE - - NE - - NE - - NE - - NE - -
Ferrocianuro NE - - NE - - NE - - NE - - NE - - NE - -
de potasio
Quinonas NH4OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S0,4 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NH.OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH 10 % + - + + +H o+ + +H o+ + + ++ |+ H+ o+ - +=+ o+
NaOH 5 % + + + + + + + ++ o+ + ++ o+ +H+ o+ + - +H o+
KOH2N - + + + + + + + + |+ + + +H o+ - - + -
Glucosidos Keller-Killani - + - - + - - ++ - + - - + - - + - -
cardiacos
Triterpenos ++  + + + + + ++ o+ + + + + +—H =+ o+ + + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracién de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
Moderado (++). Alta (+++). NE (no ensayado).
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Cuadro 12.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cynodon dactylon muestras 1-6
Metabolito Reacciones M1 M2 M3 M 4 M35 M 6
secundario EEl EE2 EE3 | EE1l EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl1 EE2 EE3 | EEl1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff ~ + S B S o o S o Y B o S |+ + + o+ ++
Hager +H++ - + H+ A |+ +++  + + +++ o+ |+ H+ +
Flavonoides  Shinoda + +H+ o+ - + + + + + -+ A A | A A | e
NaOH10%  ++ + ++ |- +H o+ |+ + o+ I e E o e o e S B S
Azucares Fehling + + +H |+ + | - + +H |+ + +H |+ + +H |+ + ++
reductores Benedict + =+ =+ |+ =+ |+ =+ |+ ++ |+ o+ ++ |+ + ++
Saponinas Prueba de + + +H |+ - + - + ++ |- + + - + + - +% +
espuma
Lieberman + - - + - - - - - - + + - + + - - +
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - - - - - - - - - -
FeCl3 + + =+ | + + + + - + + + |+ + =+ | + + +++
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - - - -
de potasio
Quinonas NH,OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S04 - - - + - - + - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - NE | - - NE | - - NE
NH«OH - - - - - - - - - - - NE | - - NE | - - NE
NaOH10%  + + +++ | + + |+t + + + + + + + + + ++
NaOH 5 % + + + |+ + + + +H o+ + + + + + + + + +
KOH2 N + - + + + + + + - + + + + + + + + +
Glucosidos Keller-Killani ~ + - + - - - + - + - + - - + - - + -
cardiacos
Triterpenos + = =+ |+ =+ =+ |+ =+ o+ - + + + + + + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracién de 15 dias

Moderado (++). Alta (+++). NE (no ensayado).

. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
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Cuadro 13.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cynodon dactylon muestras 7-12
Metabolito Reacciones M7 M8 M9 M 10 M 11 M 12
secundario EEl EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff + - + ++ - + ++ - + ++ - + ++ + + + + +
Hager +++  + =+ |+ |+ + =+ |+ o+ + + + + + + ++
Flavonoides  Shinoda T o o e o e o I o o e o S o N I o S S - + - - + - - + -
NaOH 10 % ++ ++ A+ | |+ - - - - - - - - -
Azucares Fehling + + ++ ++ + ++ + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
reductores Benedict ++ Sl o S e o A M s o S o S e S S o S B o S S S s R S
Saponinas Prueba de - - - - - - - - - NE - - NE - - NE + -
espuma
Lieberman - - + - - + - - + - - - - - - - - -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - - R
Taninos Gelatina - - - - - - - - - - - - - - - - - -
FeCl3 + ++ +++ | + ++ ++ |+ ++ |+ + - - + - - + -
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - - - -
de potasio
Quinonas NH,OH - - - - - - - - - - - - - - - - - R
H2S0;4 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - - R
NH:OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH 10 % + - + + + + + + + + + - - + + + + -
NaOH 5 % + + + + + + + - + + + + + + + + + -
KOH2N + + + + + + + + - - + - + + - + + +
Glucosidos Keller-Killani - + - - + - - + - - - + - - - - - -
cardiacos
Triterpenos + - + + + + +H o+ + + + + + + + + + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
Moderado (++). Alta (+++). NE (no ensayado).
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Cuadro 14.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cynodon dactylon muestras 13-18
Metabolito Reacciones M 13 M 14 M 15 M 16 M 17 M 18
secundario EEl EE2 EE3 | EE1l EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff + - + + - + + - + + - ++ + - ++ ++ - ++
Hager + + ++ |+ + = |+ o+ + +—+ - ++ |+ - + |+ - +
Flavonoides  Shinoda + -+ o+ + -+ o+ + =+ + o+ ++ o+ 4+ + ++ o+
NaOH 10 % + ++ o+ + + ++ |+ + + |+ + + + + =+ ++
Azucares Fehling ++ R o B e A S = S o S i U e S R = S B S S
reductores Benedict ++ i e B o e R S S o e B S s
Saponinas Prueba de NE - + NE - + NE - + NE + + NE - + NE - +
espuma
Lieberman + - - + + - + - + + + + + - + - - -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - - - - - - - - - -
FeCl3 +++ + + +H+ + + -+ + + +H+ + |+ 4+ |+ + ++
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - - - -
de potasio
Quinonas NH4OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S04 - - - + - - + - - + - - + - - + - +
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NH«OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH 10 % + o+ + + + - + o+ - - + - + + - - +
NaOH 5 % - + - + ++ - + + + + -+ + =+ o+ o+ + -+ +
KOH2 N + + - + + - - ++ o+ + ++ o+ + =+ - + =+ o+
Glucosidos Keller-Killani - - - - - - - - - - - - - + + - - +
cardiacos
Triterpenos + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).

Moderado (++). Alta (+++). NE (no ensayado).
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Cuadro 15.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cenchrus echinatus muestras 1-6
Metabolito Reacciones M1 M2 M3 M4 M5 M6
secundario EE1 EE2 EE3 |EE1 EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff +++ F ++ +H+ o+ |+ | A | =+ | e
Hager 4+ + =+ |+ + ++ |+ + | - ++ |+ + |+ + -+
Flavonoides Shinoda + + +++ | - - - - - + - - + - + + - + +
NaOH 10 % ++ + + - - - - + + + - - + - - + + -
Azlicares Fehling ++ o +H + + + + + +=+ |+ o+ +H |+ o+ ++
reductores Benedict ++ | |+ - e e B T e S S
Saponinas Prueba de +++  + ++ + + + - - + + + + + + + + + +
espuma
Lieberman + + + + + + - - + - - T _ - + _ _ +
Bouchard
Rosenthaler - - - - - + - - + - - - - - - - - -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - - - - - - - - - -
FeCl3 + + ++ + + + - - - + + + + T + + + +
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - _ - _
de potasio
Quinonas NH,OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S0, - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NH:OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH 10 % ++ + + o |+ + + + + + + + + + ++
NaOH 5 % +++ o+ =+ + + + =+ - + + + =+ o+ + =+ ++
KOH2N - ++ - += o+ + - - ++ o+ + +H o+ - + o+ -
Glucosidos Keller-Killani - + - - + - - + - - + - - - - - - -
cardiacos
Triterpenos + + + +H o+ + - - + + ++ |+ + + + + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
Moderado (++). Alta (+++).
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Cuadro 16.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cenchrus echinatus muestras 7-12

Metabolito Reacciones M7 M8 M9 M 10 M 11 M 12
secundario EE1l EE2 EE3 |EE1l EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3 | EEl EE2 EE3
Alcaloides Dragendorff + - +++ | - - ++ + - ++ ++ - +++ | ++ - +++ | + - ++
Hager - - +++ | - - +++ | - - +++ | - - ++ | - - ++ | - - +++
Flavonoides  Shinoda + + + + + + + + + - + + - ++ + - + +
NaOH 10 % + + + + + + + + + - + - - ++ - - + -
Azlcares Fehling ++ ++ ++ + ++ + ++ 4+ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
reductores Benedict ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Saponinas Prueba de + + + + + +=+ |+ + + - - + + - + - - +
espuma
Lieberman - - + - - + - - + - - - - - - - _ -
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - - - - - - - _ -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - - - - - - - - - -
FeCl3 - + ++ - + ++ - + ++ - - + - - + - - +
Ferrocianuro - - - - - - - - - - - - - - - - _ -
de potasio
Quinonas NH,OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H2S04 - - + - - + - - + - - - - - - - - -
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - - - - _ - - _ -
NH.OH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NaOH10%  + + ++ |+ + + + + + + + + + =+ + +HH o+
NaOH 5 % + + + + + + + + + + +H o+ + =+ + =+
KOH2N + + - - + + - + + ¥ + - + + - + + +
Glucosidos Keller-Killani + - - + - - + - - + - - + - - + - -
cardiacos
Triterpenos ++ + ++ + ++ + + ++ + + 4+ + ++ + + ++ + +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
Moderado (++). Alta (+++).
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Cuadro 17.  Resultado del tamizaje fitoquimico de Cenchrus echinatus muestras 13-16
Metabolito Reacciones M 13 M 14 M 15 M 16
secundario EE1  EE2  EE3 |EE1  EE2  EE3 | EEl EE2 EE3 |EEl EE2  EE3
Alcaloides Dragendorff + + ++ + + +++ + + +++ + - ++
Hager + + +++ - - +++ - - ++ - - ++
Flavonoides Shinoda - - - - + - - + - - + -
NaOH 10 % - + + - - - - - - + - -
Azucares Fehling ++ ++ ++ + + ++ ++ + + +++ + ++
reductores Benedict ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Saponinas Prueba de - - + - - + + - + - - +
espuma
Lieberman - - + - - + - - + + + +
Bouchard
Rosenthaler - - - - - - - - - - i -
Taninos Gelatina - - - - - - - - - ; N -
FeClI3 + - + + - + + - + - - +
Ferrocianuro de - - - - - - - - - - i -
potasio
Quinonas NH4OH - - - - - - - - - - - -
H2S04 - - - - - - - - - - - +
Cumarina Ehrlich - - - - - - - - - - -
NH.OH - - - - - - - - - - - -
NaOH 10 % + + + + ++ + + ++ + + ++ ++
NaOH 5 % + ++ + + ++ + + ++ + + ++ +
KOH2N + + - + + + + ++ + + ++ +
Glucésidos Keller-Killani + - + - - + + - + + - +
cardiacos
Triterpenos ++ + + + + + + + + ++ ++ +

Nota: EE1: maceracion de 5 dias. EE2: maceracion de 10 dias. EE3 maceracion de 15 dias. Presencia del metabolito: Ausente (-). Baja (+).
Moderado (++). Alta (+++).
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