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RESUMEN

Actualmente, se ha hecho mas intensiva la busqueda de productos ecoamigables, orientando la agroindustria hacia
practicas mas sostenibles. La obtencién de compuestos bioactivos con actividad antiflingica representa una fuente
viable de fungicidas para uso en postcosecha dado que hasta el momento persiste una alta demanda de fungicidas
quimicos en la industria. Se evalué el efecto de dos extractos acuosos de origen acetdnico obtenidos de ramas y hojas
de aréndano (mezcla) y semilla de palta; este material vegetal forma parte de residuos agroindustriales procedentes del
proceso productivo de la empresa Camposol S.A. Para determinar la concentracion de polifenoles, se utilizé el método
de Folin Ciocalteu y para la capacidad antioxidante, el método del radical DPPH. Se realizé la identificacion tentativa de
compuestos presentes en cada extracto mediante UHPLC-DAD-ESI/MS. Los extractos acetdnicos fueron secados y re-
suspendidos en agua. Se utilizaron tres concentraciones (5, 25 y 50 mg/mL) sobre la inhibicién de germinacién esporas
y crecimiento micelial de Botrytis sp. Se obtuvo 55% de inhibicion de esporas a las 24 h de incubacién y 19% de inhibicion
en el crecimiento micelial a los 7 dias de incubacién. Esta investigacion contribuye con la valorizacion de subproductos
otorg&ndoles valor agregado, alentando a desarrollar e implementar nuevos productos a base de material vegetal con
potencial bioactivo importante para el sector emergente de la Agroindustria.
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ABSTRACT

Currently, the search for eco-friendly products has become more intensive, guiding the agro-industry towards more
sustainable practices. Obtaining bioactive compounds with antifungal activity represents a viable source of fungicides for
postharvest use, since up to now there is still a high demand for chemical fungicides in the industry. The effect of two
aqueous extracts of acetone origin obtained from blueberry branches and leaves (mixture) and avocado seed was
evaluated. This plant material is part of agro-industrial waste from the production process of the company Camposol S.A.
To determine the concentration of polyphenols, the Folin Ciocalteu method was used and for the antioxidant capacity,
the DPPH radical method. The tentative identification of compounds present in each extract was performed using
UHPLC-DAD-ESI/MS. The acetone extracts were dried and re-suspended in water. Three concentrations (5, 25 and 50
mg/mL) were used on the inhibition of spore germination and mycelial growth of Botrytis sp. 55% inhibition of spores was
obtained after 24 h of incubation and 19% inhibition in growth mycelial at 7 days of incubation. This research contributes
to the valorization of by-products, giving them added value, encouraging the development and implementation of new
products based on plant material with important bioactive potential for the emerging sector of Agro-industry.
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1. Introduccion

A lo largo de los afios, el uso de fungicidas
quimicos y/o sintéticos ha encabezado el sector
agricola, lo que ha tenido como consecuencia la
generacion de resistencia de microrganismos
patogenos a dichos quimicos, es decir han
perdido o disminuido su efectividad y eficiencia,
afectando los procesos productivos en los cultivos
de importancia comercial (Alvarez-Pérez et al.,
2020). Cabe resaltar a Botrytis cinerea, hongo
fitopatégeno en precosecha y postcosecha que
ocasiona “la pudricion por moho gris” en mas de
1400 especies de vegetales (Liu et al., 2022).
Razon que nos lleva a la busqueda de alternativas
de control fingico que no generen resistencia, de
esta manera, la utilizacién de compuestos activos
naturales de origen vegetal puede convertirse en
medios potencialmente eficaces en el control de
hongos fitopatégenos (Leontopoulos et al., 2022),
reduciendo el impacto medioambiental en el
sector agricola.

Los extractos vegetales constituyen una fuente de
metabolitos secundarios, éstos son compuestos
no esenciales producidos por las plantas como
respuesta ante algin estimulo externo que le
genere estrés participando en la defensa ante
algunos  patdégenos (Gholamnezhad, 2019;
Alvarez-Pérez et al., 2020), fungen como
antioxidantes y antimicrobianos, a la vez definen
caracteristicas organolépticas y nutricionales
(Torgbo et al., 2022). La utilidad de estos
metabolitos es una alternativa para reducir la
infeccidn pre y post cosecha de algunos tipos de
hongos, ademas es resaltado por ser considerado
seguro, eficaz y respetuoso con el ambiente (Liu
etal., 2021b).

Durante la ultima década han causado gran
interés algunos extractos vegetales que extienden
la vida Util de alimentos y tienen actividad
antimicrobiana (Zhang et al., 2020a). Razén por la
cual, se han utilizado con éxito nuevas técnicas de
extraccion, con tiempos reducidos, minimo uso de
solventes organicos, eficiente recuperacion de
compuestos y, un impacto ambiental minimizado
en comparacién con ciertos métodos de
extraccién convencionales (Vazquez-Gonzélez et
al., 2020).

Camposol, dentro de todo el proceso productivo
de fruta fresco y pulpa congelada genera residuos
relacionados a la comercializacion de palta y
arandano, los cuales pueden considerarse como
fuente vegetal exploratoria para la obtencién de
compuestos bioactivos de interés, debido a que es

material vegetal que se ha expuesto a diversos
estimulos ambientales durante afios.

La palta o aguacate (Persea americana Mill.) es
una fruta procedente de México y Centroamérica
la cual es ampliamente comercializada debido a
sus propiedades nutricionales (Aradjo et al.,
2018). Actualmente, la produccion de palta es de
alrededor de 6 millones de toneladas anuales,
siendo PerU el tercer pais productor con un aporte
del 7,8% (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion [FAOSTAT],
2020).

En Camposol, el proceso productivo de palta
congelada genera una cantidad anual de 3,500
toneladas de residuos correspondientes a
cascara y semilla, los cuales son descartados. Sin
embargo, estos residuos son ricos en proteina,
carbohidratos, lipidos, fibra y numerosos
compuestos bioactivos como flavonoides, acidos
organicos, terpenoides, entre otros (Salazar-
Ldpez et al., 2020). En un estudio del contenido
de polifenoles en extractos de semilla de palta se
determiné entre 328 a 1303 mg Eq acido gélico/ g
muestra seca, correspondiente a frutos del cultivar
Narifio (Rosero et al., 2019).

Otra fuente de material vegetal para los extractos
es el arandano (Vaccinium spp.), un cultivo
procedente de Canada y América del Norte, que
se ha distribuido hacia Europa, Asia y América del
Sur, teniendo un amplio desarrollo entre los afios
2006 y 2020, con relacion al area cultivada y
produccion (Duan et al., 2022). Sus frutos han
sido reconocidos como “superfruta” gracias a su
agradable sabor y a su variado contenido de
compuestos bioactivos (Sater et al., 2021), &cidos
organicos, minerales, vitaminas, azucar, fibras y
pectinas (Herrera-Balandrano et al.,, 2021;
Madhavan et al., 2022). Camposol genera
residuos producto de la poda de renovacién vy la
cosecha del cultivo, siendo aproximadamente
6,356 toneladas de residuos como hojas, ramas y
frutos de descarte al afio, estos residuos también
contienen polifenoles, antioxidantes, etc., debido
a que formaron parte indispensable de la planta
(Liu et al., 2021a).

Revalorizar estos residuos mediante el
procesamiento quimico, fisico y bioldgico puede
generar  bioproductos, biogas, biocarbon,
fertilizantes, bioaceites, entre otros (Kapoor et al.,
2020; Zhang et al., 2020c). Routray & Orsat
(2014), determinaron la cantidad de polifenoles en
hojas de arandano de diferentes variedades
cultivadas en Canada, reportando valores entre
86,4 £ 0,7 hasta 155,83 £ 2,1 mg GAE/g m. seca,
esto fue atribuido a las condiciones climaticas con
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fluctuaciones de temperatura y disponibilidad de
agua por derretimiento del hielo provocando
respuesta a estrés en las plantas, de la misma
manera, Stefanescu et al. (2020), evalu6 6
variedades de Vaccinium corymbosum, siendo
las mejores Nelson y Toro con valores de 135,55
y 132,92 mg GAE/ g muestra, ademéas cuan-
tificaron por HPLC-DAD-ESI-MS, 19 compuestos
fendlicos del tipo acidos hidroxicinamicos,
flavonoles, flavanoles y antocianinas. También se
han evaluado los tipos de solventes para
extraccion, Deng et al. (2014) reporta valores
entre 67,15y 349,17 mg GAE/g MS para extractos
de hojas de arandano con diferentes solventes
(etanol, metanol, acetona y agua). Todo ello
confirma el alto contenido de polifenoles en
materiales que comUnmente son descartados.
Particularmente, los polifenoles son un grupo de
numerosas de moléculas orgénicas que han
mostrado actividad antiviral, antiinflamatoria,
antibacteriana, antioxidante (Lin et al., 2019) y
antifungica, como es el caso de los flavonoides
(grupo comunmente presente en las plantas) (Al
Aboody & Mickymaray, 2020). Un ejemplo es el
acido clorogénico que ha mostrado actividad
antifingica frente a Gloeosporium perennans en
manzanas y la catequina, que induce cambios
morfoldgicos al promover la apoptosis, la
despolarizacion mitocondrial y la acumulacion
intracelular de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en Candida tropicalis (Yong-Sheng, 2019).
También se han evaluado extractos etandlicos de
ramas Yy hojas de Helichrysum patulum reportando
un 65% de inhibicion en el crecimiento vegetativo
de B. cinerea (Matrose et al., 2023), de la misma
manera, extractos etandlicos de cascaras de
Citrus reticulata ricos en narirutina, hesperidina y
rutina demostraron inhibicion del crecimiento
micelial de Aspergillus flavus en un 39,6% (Liu et
al., 2021b). Por lo mencionado, se puede decir
que la actividad antifingica de estas moléculas
puede variar segun sea su aplicacion en un
organismo determinado.

Por lo antes expuesto, esta investigacién tiene
como objetivo evaluar la actividad antifungica de
extractos vegetales de ramas/hojas de arandano
y semilla de palta contra Botrytis sp.

2. Material y métodos

2.1. Material vegetal

Ramas/hojas de arandano: Colectadas en los
campos de cultvo de CAMPOSOL (Chao-La
Libertad Per(), inmediatamente seguido de la
poda de los arbustos. Se retird las impurezas con

agua a presion, luego el material fue secado al sol
durante 15 dias hasta alcanzar una humedad
menor a 7%.

Semilla de palta: Colectadas en la linea del
proceso de palta congelada en planta de
empaque de CAMPOSOL (Chao-La Libertad
Peru). Luego de retirar la pulpa residual adherida
a la semilla se procedié con un secado en estufa
(MEMMERT, modelo UF75, Alemania) a 40 °C
por 16 horas.

Ambos productos desecados fueron pulverizados
en un molino de martillos (Naturalia, Pert) y
empacados en bolsas IQF hasta su procesa-
miento.

2.2. Extraccion de compuestos fitoquimicos
Extraccion: se mezclo el pulverizado vegetal y el
solvente (acetona 70%) en el tanque de extrac-
cion (GRAU, modelo RM400/400/KP, Espafia)
con agitaciéon a 130 rpm a una temperatura
controlada y contante durante una hora.

La extraccion de la poda de arandano se realizo
con relacién 1/10 p/v a 50 °C y de la semilla de
palta, con relacién 1/20 p/v a 45 °C.

El extracto crudo se llevd mediante bombeo al
filtro prensa (MICROFILTRACION, modelo AAFP-
470-6M, Per() para la separacion del solido y el
liquido. La fraccion liquida obtenida se llevo al
tanque de concentracion (GRAU, modelo
RM400/400/KP, Espafia) con el fin de evaporar el
solvente en condiciones de vacio (hasta -700
mbar) y temperaturas en un rango de 38 °C a 45
°C, permitiendo obtener como producto final, dos
extractos concentrados al 50% v/v, tanto de poda
de arandano como de semilla de palta.

El solvente remanente de ambos extractos fue
retirado bajo presion de vacio en un
rotaevaporador (IKA, modelo RV10D, Alemania) a
escala de laboratorio. Finalmente, el extracto
obtenido fue resuspendido en agua y filtrado con
papel Whatman N °1 con ayuda de una bomba de
vacio (MILLIPORE, modelo WP6122050, Estados
Unidos), por ultimo, el filtrado se concentr6
nuevamente hasta extracto seco. A partir de los
extractos obtenidos, se prepararon soluciones
acuosas, para ramas/hojas de arandano, a una
concentracion de 308 mg/mL y para semilla de
palta, a una concentracion de 180 mg/mL.

2.3. Contenido de polifenoles totales (POL)

La determinacién de polifenoles totales de ambos
extractos fue evaluada por el método de Folin-
Ciocalteu siguiendo los pasos establecidos por
Prior et al. (2005) con algunas modificaciones. Se
mezclé 100 uL de diluciones de los extractos,
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blanco y curva de calibracion de acido galico con
Na;COs; (20% piv), 250 uL de reactivo Folin
Ciocalteu y 3650 pL de agua. La lectura fue
realizada luego de 90 min de incubacion. Las
absorbancias fueron medidas en un espectro-
fotometro (Thermo Fisher Scientific, modelo
Evolution 260 Bio, China) a 750 nm.

2.4. Capacidad antioxidante total (CAT-DPPH)
El método utilizado para analizar la capacidad
antioxidante es el que emplea radical DPPH,
desarrollado por Brand-Williams et al. (1995). Se
prepard una solucion del reactivo radical DPPH
con absorbancia 0,75 £ 0,05 a 515 nm. Se mezclé
2450 uL de la solucion DPPH con 50 uL de
diluciones de extractos, blanco y curva de
calibracion de trolox. Las soluciones se agitaron e
incubaron en oscuridad por 60 min. La
absorbancia de la mezcla fue medida en un
espectrofotdmetro  (Thermo Fisher  Scientific,
modelo Evolution 260 Bio, China) a 515 nm.

2.5. Identificacion de compuestos fitoquimicos
mediante analisis LC-MS/MS

Las muestras fueron acondicionadas antes de
pasar por el sistema LC/MS. El analisis LC-
MS/MS se realizd en un sistema UHPLC (Waters,
modelo Acquity H-Class, Estados Unidos). La
separacion cromatografica se logr6 en una
columna Acquity 1,8 um HSS T3 (150 x 2,1 mm,
Waters) equipado con una guardacolumna de 2,1
x 5 mm, 1,8 um de tamafio de particula. Se
emplearon &cido férmico y Acetonitrilo como fases
moviles Ay B, respectivamente. Las condiciones
de gradiente fueron las siguientes: 0-15 min 5-
20% B; 15-20 min 20-50% B; 20-25 min 50-95%
B, 25-30 min 95% B, 30-35 min 95-5% B y
finalmente de 35-40 min 95%B. El flujo de la fase
movil fue de 400 pL/min. La temperatura de la
columna se mantuvo a 30 °C. El equipo de
UHPLC estuvo acoplado a un espectrometro de
masas (Waters, modelo Xevo TQ-XS, Estados
Unidos). El equipo fue operado con una fuente de
iones electrospray (ESI) en el modo de ionizacion
positiva y negativa. Se utilizé nitrdgeno como gas
de nebulizacion y Argdn como gas de colision. El
analisis se realiz usando el modo Surveyscan
(Tigger threshold de 1ef) de las dos masas mas
intensas. La energia de colision se fijo en 30 eV.
Los espectros ESI-MS y MS/MS fueron adquiridos
en un rango de m/z de 100 a 2000.

2.6. Aislamiento de Botrytis sp
Botrytis sp. fue obtenido desde frutos de arandano
infectados, el cual mostré sintomas caracteris-

ticos causados por este hongo postcosecha. El
micelio del hongo fue colectado y ubicado en
placas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA).
El cultivo del hongo fue incubado en 25 °C. Las
preparaciones microscopicas fueron preparadas
con azul de lactofenol, y el hongo fue identificado
por caracteristicas morfologicas segun Barnett &
Hunter (1998), con la ayuda de un microscopio
(OLYMPUS, modelo CX43RF, Japdn).

2.7. Inhibicion de la germinacion de esporas de
extractos

La inhibicion de la germinacion de esporas fue de
acuerdo con Gonzélez-Estrada et al. (2017) con
algunas modificaciones. La cepa de Botrytis sp.
fue precultivada sobre PDA por 7 dias a 25 °C,
solucién salina estéril conteniendo Tween® 80
(0,01%) fue adicionado a cada placa para colectar
esporas. La suspension fue hecha frotando la
superficie de agar con asa de inoculacion estéril.
La concentracion de esporas fue ajustada a 1,4 x
105 esporas/mL mediante conteo en cdmara de
Neubauer (Marienfeld, Alemania). Asi, 30 uL de
esporas de hongos y 3 uL de cada extracto a
diferentes concentraciones 5, 25 y 50 mg/mL en
27 UL de caldo papa dextrosa fueron mezclados
e incubados a temperatura ambiente. Adicional-
mente se considerd un control positivo de Tower®
1,0%. La germinacion de esporas fue determinada
microscopicamente luego de 24 h. La inhibicion
(%) fue calculada de acuerdo con la ecuacién:

% Inhibicion = ((N° ¢s — N° ts)/N° ¢s)*100 (1)
Donde “N° cs” es el nimero de esporas en el

control y “N° ts” es el nimero de esporas en el
tratamiento.

2.8. Inhibicion del crecimiento micelial de
extractos

El efecto inhibitorio de extractos de arandano y
palta sobre el crecimiento de Botrytis sp. fue
realizado por método de dilucion de agar (Zabka
& Gabrielova-Slezakova, 2011). Previamente se
precultiva la cepa de Botrytis sp. sobre PDA por 7
dias a 25 °C. La evaluacion fue ejecutada por
puntura del hongo sobre medio PDA con 5% de
extracto en diferentes concentraciones: 5, 25 y 50
mg/mL. Adicionalmente se considerd un control
positivo de Tower® 0,5%. Finalmente, el medio
inoculado fue incubado a 25 °C. El didmetro de
crecimiento fue registrado por 7 a 9 dias. Las
placas Petri sin extracto y con agua fueron usadas
como control. El porcentaje de inhibicién de
crecimiento micelar fue calculado de acuerdo con
Balouiri et al. (2016):
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% Inhibicion = ((dc — dt)/dc)*100 (2)
Donde “dc” (cm) es la media de diametro de la

colonia para el control y “dt” (cm) es la media del
diametro de la colonia para los tratamientos.

2.9. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en el programa
estadistico INFOSTAT®. Se realizo la prueba de
normalidad Shapiro Wilks para n < 30. Las
comparaciones de a pares fueron por ANAVA con
un valor de confianza de 0,05. El test de Fisher fue
usado para la comparacion de medias cuando
ANAVA muestra diferencias significativas.

3. Resultados y discusion

3.1. Contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante

Matrose et al. (2021) evaluaron extractos
acetonicos y etandlicos de hojas y tallos de
Helichrysum. odoratissimum proveniente de dos
zonas geograficas distintas frente a B. cinerea, los
compuestos principales encontrados en sus
extractos fueron sesquiterpenoides y sesquiter-
penos. En este estudio, la caracterizacion
bioactiva de los extractos aceténicos a base de
ramas/ hojas de arandano y semilla de palta
(Tabla 1) obtuvo que el extracto de hojas y ramas
de arandano presentdé mayor contenido de
polifenoles totales (120,27 + 2,11 mg GAE/mL) y
de capacidad antioxidante con valores de (776,47
+ 18,72 pmol equivalente Trolox/mL) que el
extracto de semilla de palta. Al alto contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante se le atribuye
eficacia fungiestatica considerable, esto se puede
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A 3

1.0e-14

8.0e-2

8560 /

6.0e-25 1
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Acido cafeoilquinico
(4cido clorogénico)

atribuir a la interaccién de los compuestos
fendlicos con las enzimas periplasmicas y
proteinas de membrana que generan alteraciones
a nivel funcional y estructural (Munhuweyi et al.,
2017).

Tabla 1
Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
de extractos poda de arandano y semilla de palta

Extracto POL CAT Oleoresina
RHA 120,27 £ 2,11* 776,47 + 18,72* 308,0
SP 24,27 +0,33* 199,31 + 3,17* 180,0

*: valores de error estandar. RHA: Ramas/hojas de arandano.
SP: Semilla de palta. POL: mg GAE/ mL extracto. CAT: umol
Eq Trolox/ mL extracto. Oleorresina: mg/ml extracto.

3.2. Identificacion de compuestos fenélicos
por UHPLC-DAD-ESI/MS

Se realiz6 la identificacion tentativa de com-
puestos fendlicos presentes en los extractos de
poda de arandano (Figura 1) y semilla de palta
(Figura 2), siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 2.5.

En las figuras 1A y 2A se observa los
cromatogramas a 350 y 254 nm obtenidos a partir
del analisis UHPLC-DAD, en donde se evidencia
la presencia de picos definidos correspondientes
a los compuestos en cada muestra, para
confirmar la presencia de estos compuestos en
las figuras 1B y 2B, se observan los
cromatogramas de iones totales (TIC) de los
extractos evaluados en modo negativo debido a
que las sefiales cromatogréficas tienen mayor
intensidad en este modo, estos cromatogramas
fueron resultado del analisis complementario con

ESI-MS.
'
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Figura 1. Analisis UHPLC-DAD-ESI/MS del extracto (2 mg/mL) obtenido a partir de la muestra de poda de Arandano
(CAMPQOSOL). Cromatograma a 350 nm (A), TIC en modo negativo (B).
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Figura 2. Analisis UHPLC-DAD-ESI/MS del extracto (5 mg/mL) obtenido a partir de la muestra de semilla de palta (CAMPOSOL).
Cromatograma a 254 nm (A), TIC en modo negativo (B).

Los datos obtenidos fueron comparados con
bases de datos, ademas de librerias personales
de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de  Trujillo  (UNT),
finalmente, los picos fueron asignados segun los
criterios determinados. Se identificaron de manera
tentativa 19 compuestos fendlicos para el extracto
de poda de aradndano (Tabla 2) y 26 compuestos
fendlicos para el extracto de semilla de palta
(Tabla 3). En las tablas 2 y 3 se muestran los
tiempos de retencion (TR), UV A max. (nm),
MS[M-H] , MS[M+H]*, MS/MS(R.A%) Modo
Negativo.

3.2.1. Extracto de poda de arandano

Los resultados obtenidos indican que la poda de
arandano podria estar constituida principalmente
por acidos fendlicos (&cidos cumaroilquinicos,
cafeoilquinicos y sus derivados) y flavonoles
(Quercetina y sus glucésidos) (Chai et al., 2020).
Algunos de los compuestos presuntamente
encontrados en poda de aréndano (Tabla 2),
como Arbutina, Acido cafeoilquinico 1, Acido
cafeoilquinico Il (4cido clorogénico), Quercetina 3-
O-pentésido I, Quercetina 3-O-pentésido Il y
Quercetina-3-O-ramnésido ~ también  fueron
encontrados en extractos acetonicos-acuosos de
hojas de Vaccinium myrtillus L. y Vaccinium vitis-
idaea L. (Liu et al., 2014). De la misma manera,
Quercetina 3-O-rutinésido (rutina), Acido 3,5-
dicafeoilquinico y Quercetina presentes también

en extractos metandlicos de hojas de Vaccinium
ashei (Chai et al., 2020).

Dentro de los compuestos, la quercetina es un
compuesto hidrofébico con alta actividad
bioldgica, por lo que es considerado como
potencial nutracéutico y antimicrobiano (Kopka et
al., 2023) mostrando actividad frente a bacterias
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Shigella  flexneri,  Pseudomonas  vulgaris,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Lactobacillus acidophilus, entre otros
(Jaisinghani, 2017; Yi et al., 2011). Sin embargo,
se menciona que tiene baja biodisponibilidad por
lo que es necesario aplicar dosis elevadas para
obtener un efecto representativo. Es importante
destacar que este compuesto en estado libre no
ha demostrado capacidad fungiestatica o
fungicida (Baldino et al., 2021).

Otro de los compuestos encontrados, es el acido
clorogénico, el cual ha demostrado propiedades
relacionadas a la mejora de la salud humana,
tales como actividad antioxidante, anticanceri-
gena, entre otras. Ademas, actla como agente
antimicrobiano y antifingico, inhibiendo la
germinacion de esporas y crecimiento micelial, se
ha reportado su actividad en Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium solani, Verticillium dahliae,
Botrytis cinerea y Cercospora sojina, actuando
sobre la permeabilizacién de la membrana de las
esporas 10 que podria generar la pérdida de
viabilidad de estas (Zhang et al., 2020a).
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Tabla 2
Identificacion tentativa de los principales compuestos presentes en el extracto de poda de arandano (CAMPOSOL) analizada
mediante UHPLC-DAD-ESI/MS

Tr (min),

UV A max

MS

MS

MS/MS (R.A %)

N LC-DAD (o) [M-H]™ [M+H]* Modo Negativo Identificacion tentativa Referencia
1 211 202,221,282 2711 ND 108(100) Arbutina (Sa"gg: 4? al.
2 6 216,325 3531 3551 135(100), 161(4), 179(39), 191(97) Acido cafeoilquinico | (Liu etal., 2014)
3 789 ND 3371 3390 119(100), 163(43), 191(8) Acido O-p-cumaroilquinico (Manz“gfl;*t al.,
4 819 ND 341 ND 135(100), 179(44) Hexosa de 4cido cafeico (Kagg%a"'
5 86 216,325 3531 3551 191(100) Acido cateolquinico Il 5 o1 2014)
(Acido clorogénico)
Quercetina-3-0-hexosa- (Wang etal.,
6 1585 ND 609 6111 300(100), 301(41), 609(43) ot oo i
109(6), 133(5), 135(8), . » .
7 15,96 ND 433 ND 161(100), 179(10) Quercetina 3-O-pentésido | (Liu et al., 2014)
8 1613 216,353 6091 6111 179(4), 300(100), 301(87), 609(43) Q“e“’e“('::t;g'm“”“'do (Liu etal, 2014)
(Wang etal.,
Quercetina 3-0-hexosido 2015)
9 1638 207,254,354 463 4651 151.2(4), 255(5), 271(9), 300(100) " el
2017)
Quercetina 3-O-hexosido Il (Wang etal.,
10 1677 212,353 463 4651 151.2(4), 255(5), 271(9), 300(100) P Al e
1 1764 211,353 433 4351 255(9), 271(17), 300(100) Quercetina 3-O-pentésido 1|~ (Liu et al., 2014)
12 1799 216,282,326 515 5172  135(13), 179(68), 191(100), 353(10) Acido 3,5-dicafeoilquinico (Ma”;gf";;t al.,
151(10), 179(9), 255(13), 271(14), . N .
13 18,08 216,278,345 447 4491 284(13), 300(100), 301(30) Quercetina-3-O-ramnésido  (Liu et al., 2014)
177(29), 189(43), 217(100), , — (Wang etal,
14 18,08 ND 4511 4531 219(37), 231(32), 341(74) Isémero de cinconaina 2015)
L . (Barros et al.,
15 1867 216,278 625 6272  300(23), 301(82), 463(100), 625(5) Dihexdsido de quercetina i
216, 283, Acido cumaroil- (Wang etal.,
16 18,77 s 499 5012 119(9), 163(100), 173(6), 191(7) i e
Quercetina-hexosa- (Wang etal.,
17 1932 217,278 609 6111 300(89), 301(70), 463(100), 609(4) desoioroe s
18 1950 220,278 447 4491  295(100), 296(16), 323(21), 447(31) Desconocido -
107(81), 109(12), 121(68), 149(10), _ (Chai etal,
19 19,92 221,278 301 3031 151(100), 163(8), 179(11) Quercetina 2020)

ND: No detectado.

3.2.2. Extracto de semilla de palta

Por otro lado, se conoce que la semilla de palta se
compone  principalmente de  procianidinas,
flavonoides y un reducido grupo de derivados de
acidos fendlicos (Lopez-Cobo et al., 2016). Como
se menciona anteriormente, se reportaron
tentativamente 26 compuestos fenélicos en el
perfil del extracto de semilla de palta (Tabla 3),
dentro de los cuales se incluyen &cido 1-
cafeoilquinico, glucosido de tirosol, (+)-catequina,
derivado del &cido cumaroilquinico, acido
hidroxiabscisico beta-D-glucésido, entre otros.

La (+)-catequina y (-)-epicatequina son compues-
tos de alto valor en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Alonso-Esteban et al.,
2019). Se ha evidenciado actividad antimicrobia-
na-fungicida frente a Botrytis cinerea y diferentes
cepas de Candida, atribuido a que tienen un poder
quelante frente a metales, por lo que se cree que
al crear un agotamiento critico de minerales esen-
ciales inhibe el crecimiento de microorganismos
(Zhang et al., 2020b). Ademas, los flavonoides
inhiben directamente la sintesis de ADN, ARN y
proteinas (Al Aboody & Mickymaray, 2020).
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Tabla 3

Identificacion tentativa de los principales compuestos presentes en el extracto de semilla de palta (CAMPOSOL) analizada mediante

UHPLC-DAD-ESI/MS

. Te(min), UVAmax MS__ NS MSIMS (RA %) o . .
N LC-DAD  (nm) [M-H] [M+H]* Modo Negativo Identificacion tentativa Referencia
1 0,96 - 211 213 101(100), 113(13) Perseitol (Lopez-Cobo et al., 2016)
2 1,06 - 191 ND 111(100) Acido quinico (Lopez-Cobo et al., 2016)
S 1,51 - 191 ND 111(100) Acido citrico (Lopez-Cobo et al., 2016)
4 1,99 - 117 ND ND Acido succinico (Figueroa et al., 2018)
5 417 - 315 ND 108(100), 109(12), 152(39) A°'d°gﬁ5‘étgs°ifjf°“'°°'4' (Lopez-Cobo et al., 2016)
6 497 A . (53)'1;15%%))' 11;‘;((17?) 123(14). Glycssido de hidroxitirosol  (Lopez-Cobo et al., 2016)
7 603 216,325 353 355 135(97), 161(4), 179(37), 191(100) Acido 1-cafeoilquinico  (Lopez-Cobo et al., 2016)
8 668 216,277 299 323t  101(53), 113(29), 119(100), 137(10) Glucosido de tirosol  (Lopez-Cobo etal., 2016)
109(26), 125(24), 151(16), 165(22), . .
9 72 - 451 ND 170(21), 203(41), 205(40), 245(56) I(Ep').ca‘e.‘“fé”a (Figueroa et al., 2018)
289(100) glucopirandsido
10 768 216,273 443 467t 0! (1?%(113)1 (3%51(;)3(52'(;;)9(40)’ Penstemida (Lopez-Cobo et al,, 2016)
125(100), 161(25), 245(28), 289(84), __ Dimero de procianidina )
11 768 216,273 577 579 A7 ipo® (Figueroa et al., 2018)
12 794 216,311 337 361t 111(4), 119(100), 163(46), 191(7) D O (Lopez-Cobo et al., 2016)
’ ’ ' ' ' cumaroilquinico B
13 889 211,278 289 201  10987) 112;(72(22)1%%22; e (-Epicatequina (Figueroa et al., 2018)
111(12), 135(100), 137(6), 155(), ,
14 939 216,325 353 355 161(5), 173(43), Acido 4-cafeilquinico  (Lopez-Cobo et al., 2016)
179(36), 191(52)
] 125(67), 137(12), 161(19), 245(25), Dimero de procianidina .
17 10,49 577 579 289(100), 407(74) fipo B (Figueroa et al., 2018)
T25(100), 151(67), 16123), 28631). [y o i
18 1057 - 575 577 285(26), i (Figueroa et al., 2018)
289(58), 411(18) P
19 116 - 289 201 109(100)1’ 3172(12(32)6)1’ 51 12(32(19)7)' A1) (+)-Catequina (Figueroa et al., 2018)
Derivado del acido )
20 1165 207,278 337 ND 111(4), 119(100), 163(46), 191(7) comariuinin (Figueroa et al., 2018)
2ESCA ), 2], AT 2R ) Trimero de procianidina
21 1184 - 863 865 411(100), 451(39), 559(21), oo (Figueroa et al., 2018)
573(24), 693(26), 711(31) P
265(21), 289(100), 299(18), 411084),
22 127 212,218 863 865 451(40), R (Figueroa et al., 2018)
550(15), 573(12), 693(16), 711(36) P
] 125(83), 151(14), 161(23), 245(45), Dimero de procianidina )
23 13,66 577 579 289(100), 407(60) fipo B (Figueroa et al., 2018)
101(100), 109(18), 113(52), 119(51), ,
133(31), Acido hidroxiabscisico y
24 156 216,273 441 4651 139(46), 151(10), 205(17), 217(13), beta-D-glucssido (Lopez-Cobo et al., 2016)
330(29)
) 125(93), 161(20), 245(25), 289(100), Dimero de procianidina )
25 16,83 577 579 407(59) fipo B (Figueroa et al., 2018)
26 16,93 - 463 465 300(100), 301(29) Quercetina-3-B-glucésido (Figueroa et al., 2018)

t: Aductos de sodio, ND: no detectado.

3.3. Actividad antiftngica

Segun Eloff et al. (2017), una variable importante
para obtener mayor actividad antifungica es la
polaridad de los extractos, con polaridad
intermedia tenemos mayor capacidad antifingica
que con extractos muy polares o completamente
apolares, ya que de eso depende la cantidad y/o
tipo de compuestos extraidos como taninos,
fenoles, flavonoides, etc. (Torgbo et al., 2022;
Lourengo et al., 2019).

Por ello, tomando en cuenta que la polaridad del
solvente empleado, los pardmetros de operacidn
y la materia prima, en el presente trabajo, la
acetona como solvente de extraccion para semilla
de palta'y poda de arandano asegura la presencia
de compuestos bioactivos (Tabla 1) dentro de los
cuales los flavonoides poseen capacidad
antifingica, lo que se evidencia en la Figura 3
mostrando valores de 61,2% y 59,1% de inhibicién
de germinacion con las concentraciones mas altas
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de extracto, para poda de arandano y semilla de
palta, respectivamente. Sin embargo, la eficacia
del extracto puede variar segun sea la capacidad
del microorganismo para enfrentar el mecanismo
de accion de dichos compuestos.

En este estudio, la inhibicién en la germinacion de
esporas de Botrytis sp. fue evaluada a diferentes
dosis, donde se reporta valores mayores al 50%
de inhibicién. Cabe mencionar que el extracto
comercial (Tower®) supera un 83% de inhibicién
(Figura 3).

Se puede deducir que mayores concentraciones
de extracto limitan o retardan el desarrollo las
estructuras reproductivas de Botrytis sp, lo que
podria atribuirse a que la accion de los

compuestos presentes en el extracto se haga mas
eficientes a mayores concentraciones (Baldino et
al., 2021).

Por otro lado, el efecto de los extractos en el
crecimiento micelial del hongo (Figura 4)
evidencié6 que los tratamientos con menor
concentracion de oleorresina (PA5 y SP5, 5
mg/mL) presentaron un efecto inhibitorio en
Botrytis sp. del 18,4% y 20,6% para semilla de
palta y poda de arandano, respectivamente. Sin
embargo, no se obtuvo resultados favorables en
los tratamientos evaluados a una concentracién
de 50 mg/ml de oleorresina, donde se observé
que no hubo inhibicién a los 14 dias.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de germinacion esporas de Botrytis sp. a las 24 horas de incubacion de cada extracto acuoso.
PA: Ramas/hojas de arandano; SP: semilla de palta; Tower® (Fungicida organico).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Botrytis sp. a los 14 dias de incubacidn de cada extracto acuoso. PA:
Ramas/hojas de arandano; SP: semilla de palta; Tower® (Fungicida comercial).

La baja eficacia del extracto frente al crecimiento
micelial de Botrytis sp. (Figura 4) puede deberse
a que este hongo ha metabolizado los
compuestos bioactivos en el medio de cultivo.
Westlake et al. (1959) aseguran que cuando
hongos como Aspergillus sp. se desarrollan en
medios que contienen rutina o0 quercetina,

producen una enzima extracelular que degrada
estos glucésidos ocasionando la pérdida de
actividad inhibitoria o incluso una estimulacion del
crecimiento de las hifas. De igual manera, Baldino
et al. (2021) menciona que la quercetina presente
podria encontrarse inactiva como antiflingico
dado que es un compuesto hidrofdbico y en este
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estudio se trabajaron extractos acuosos. En las
figuras 1y 2 se evidencia la presencia tentativa de
la quercetina en ambos extractos evaluados.

Los polifenoles y flavonoides como catequina,
4cido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico y
quercetina, que se encontraron en nuestros
extractos se consideran como contribuidores de
una mayor resistencia de la fruta, sin embargo, en
este caso, el aumento de los compuestos
fendlicos con tratamientos exogenos es
demasiado limitado para ejercer su actividad
antifungica directa (Liu et al., 2022).

Picman et al. (1995) compararon la accion
fungicida de flavanonas, flavonas y flavonoles
(kaempferol, quercetina, rutina, miricetina,
morina, fisetina), evidenciando que los dos
primeros grupos presentan actividad muy variada,
por ofro lado, los flavonoles, diferenciados por un
grupo hidroxi adicional en C3 con las flavonas, se
mostraron como inhibidores mas débiles que las
flavonas, esto sugiere que la hidroxilacion de C3
reduce la actividad antifungica, sin embargo,
reconoce una leve actividad frente al crecimiento
de las hifas al kaempferol, morina y miricetina.
Siendo, morina el inhibidor mas fuerte, inhibiendo
completamente el crecimiento de ambos aislados
de Verticillium alboatrum. Al parecer, la presencia
de grupos metoxi en el anillo A mejora la actividad
antiflngica, pero su presencia en la posicion 4' del
anillo B como en la hesperetina no tiene efecto
sobre el crecimiento fungico.

Segun lo expuesto y los resultados obtenidos, se
puede considerar como una posible respuesta a
la actividad antifingica de los extractos, la
presencia del kaempferol en el medio de cultivo
suplementado con los tratamientos, compuesto
comunmente encontrado en extractos de
arandano, sin embargo, no es un flavonol con alto
grado de inhibicién y por mecanismos como la
hidroxilacion es posible que se hayan inactivado
compuestos con actividad antifingica dentro de
los extractos.

4. Conclusiones

Los extractos evaluados presentaron actividad
antifingica sobre la inhibicion de esporas de
Botrytis sp., sin embargo, cuando son aplicados
frente a estructuras mas desarrolladas del
patogeno, estos no presentaron una actividad
antifingica considerable (18-20%). Por lo que se
deduce que los compuestos extraidos emplean
diferentes mecanismos de accién para limitar el
crecimiento del hongo, sin embargo, no todos los
patdgenos presentan la misma composicion
celular, respuesta a estrés, formas de supervi-

vencia, mecanismos de infeccion, entre otros. Por
lo que la aplicacion del extracto puede o no afectar
su ciclo de vida. Se recomienda incluir métodos
de fraccionamiento para los extractos y evaluar la
aplicacion de cada fraccién frente a otros
organismos de interés, ademas de Ila
caracterizacién de compuestos fendlicos de los
extractos obtenidos para correlacionar la
presencia de diferentes polifenoles con el
mecanismo de accion contra Botrytis sp.
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