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RESUMEN

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios que se pueden
aislar y usar en la agricultura como una alternativa para el
control de plagas y enfermedades. Se analizé por cromato-
grafia de gases capilar-espectrometria de masas (CG-EM) la
composicion de alcaloides en semillas de Lupinus mexicanus;
asi mismo se estudié in vitro la actividad antifiingica y alelo-
patica del extracto crudo de alcaloides. La accién antifiingica
del extracto se evalué con base en la inhibicion del creci-
miento micelial de los hongos fitopatégenos Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani 'y Fusarium oxysporum, mientras que la ac-
tividad alelopatica se evalué sobre la germinacion de semillas
de Amaranthus hybridus y Echinochloa crus-galli. El anilisis
de alcaloides del extracto revel6 la presencia de lupanina, 33-
hidroxilupanina, multiflorina afilina, epiafilina y a-isolupani-
na como compuestos mayoritarios. El extracto, a concentra-
cién de 3 mg mL ™!, inhibié significativamente el crecimiento
micelial de R. solani en 87.7%, mientras que el micelio de S.
rolfsii sélo se inhibié 72.5% con la concentracién mas alta.
Sélo la germinaciéon de semillas de A. hybridus mostré dife-
rencias significativas por efecto del extracto, y la inhibicion
de la germinacion fue 80% con la mayor concentraciéon (1 mg
mL7Y). La lupanina fue el alcaloide mas abundante (76.2%)
en el extracto de semillas de L. mexicanus. El extracto mostro
actividad inhibitoria del crecimiento micelial de R. solaniy S.
rolfsii, y un efecto fitotoxico o inhibidor de la germinacion de
semillas de A. hybridus.

Palabras clave: Lupinus, actividad bioldgica, alcaloides quinolizi-
dinicos, hongos fitopatégenos.

INTRODUCCION

0s insectos, microorganismos fitopatégenos y
malezas son responsables de la reduccién de
los rendimientos en cultivos agricolas. Segin
Mohamed et al. (1996), las pérdidas econémicas por
enfermedades causadas por hongos en frutos pueden
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ABSTRACT

Plants synthesize secondary metabolites that can be isolated and
used in agriculture as an alternative for the control of pests
and diseases. Capillary gas chromatography-mass spectrometry
(CG-MS) was used to analyze the composition of alkaloids in
seeds of Lupinus mexicanus. In addition, an in vitro study was
made of the antifungal and allelopathic activity of the crude
extract of alkaloids. The antifungal action of the extract was
evaluated based on the inhibition of the mycelial growth of
the phytopathogenic fungi Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani
and Fusarium oxysporum, while the allelopathic activity was
evaluated on the germination of seeds of Amaranthus hybridus
and Echinochloa crus-galli. The analysis of alkaloids from the
extract revealed the presence of lupanine, 33-hydroxylupanine,
multiflorine aphylline, epiaphylline and c¢-isolupanine as
majority compounds. The extract, at the concentration of
3 mg mL™!, significantly inhibited the mycelial growth of R.
solani by 87.7%, whereas the mycelial growth of S. rolfsii was
only inhibited 72.5% with the highest concentration. Only the
germination of seeds of A. hybridus showed significant differences
from the effect of the extract, and inhibition of germination
was 80% with the highest concentration (1 mg mL ™). Lupanine
was the most abundant alkaloid (76.2%) in the extract of seeds
of L. mexicanus. The extract showed inhibitory activity of the
mycelial growth of R. solani and S. rolfsii, and a phytotoxic or
inhibitory effect on the germination of seeds of A. hybridus.

Key words: Lupinus, biological activity, quinolizidine alkaloids,
phytopathogenic fungi.

INTRODUCTION

nsects, phytopathogenic microorganisms and
weeds are responsible for the reduction in yields
in agricultural crops. According to Mohamed et
al. (1996), economic losses due to diseases caused by
fungi in fruits can be 5 to 50% or more. In species
such as wheat or corn, yield reductions and the
resulting economic losses from weeds are 30% and
in some cases as much as 90% (Kogan and Pérez,
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ser 5 a 50% o mas. En especies como trigo o maiz
las bajas de rendimiento y las consiguientes pérdidas
econdémicas por malezas son 30% y en algunos casos
hasta 90% (Kogan y Pérez, 2003). Aunque estas pér-
didas se pueden reducir mediante el uso de varieda-
des resistentes, rotaciéon de cultivos o practicas sani-
tarias, el uso de plaguicidas sintéticos para proteger
los cultivos es el factor mas importante para maximi-
zar los rendimientos (Carpinella et al., 2003).

Sin embargo, el uso indiscriminado de estos pro-
ductos ocasiona problemas como la eliminacién de
enemigos naturales, surgimiento de organismos re-
sistentes, acumulacion de residuos téxicos en pro-
ductos agricolas y contaminacién del ambiente (Duke
et al., 2000). Esto ha motivado la biisqueda de pro-
ductos alternativos en la proteccién de cultivos con-
tra la accion de organismos fitopatogenos y malezas
cuya actividad, selectividad y seguridad ambiental
sea adecuada. Los productos naturales son menos
agresivos para el ambiente y representan una fuente
alternativa de plaguicidas naturales en la agricultura.
Los alcaloides quinolizidinicos son un grupo impor-
tante de compuestos naturales en el género Lupinus
(Fabaceae) (Wink, 2003). Estos metabolitos secun-
darios son un mecanismo de defensa contra micro-
organismos fitopatdégenos, herbivoros y contra otras
especies de plantas que causan competencia (Wink,
1998). Se han hecho estudios preliminares para co-
nocer la actividad funguicida de polvos y extractos
crudos obtenidos de semillas de L. campestris, L.
montanus y L. exaltatus (Bravo et al., 2000; Zamora
et al., 2002). En L. mexicanus, una especie silvestre
con amplia distribucién en Jalisco, México, y con
alto contenido de alcaloides en sus semillas, no se ha
estudiado Ia actividad bioldgica de estos compuestos.
Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue deter-
minar la composicion de alcaloides en semillas de L.
mexicanus y evaluar la actividad antifingica y poten-
cial alelopético in vitro del extracto de alcaloides.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Las semillas de L. mexicanus se recolectaron en mayo de 2005
en el municipio de Lagos de Moreno, Jalisco, México. Se determiné
la identidad de la especie usando el herbario del Instituto de Botanica
de la Universidad de Guadalajara (Voucher No. 853). Las semillas se
molieron y la harina se desengras6 con hexano en equipo soxhlet.

Extraccion de alcaloides para analisis

La extraccion de alcaloides se hizo segin Muzquiz et al.
(1993): 500 mg de harina se homogenizaron con 5 mL de 4cido
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2003). Although these losses can be reduced through
the use of resistant varieties, crop rotation or sanitary
practices, the use of synthetic pesticides to protect
crops is the most important factor for maximizing
yields (Carpinella et al., 2003).

However, the indiscriminate use of these products
causes problems such as the elimination of natural
enemies, surging of resistant organisms, accumulation
of toxic residues in agricultural products and the
contamination of the environment (Duke et al.,
2000). This has motivated the search for alternative
products for the protection of crops against the
action of phytopathogenic organisms and weeds,
whose activity, selectivity and environmental safety
be adequate. Natural products are less aggressive for
the environment and represent an alternative source
of natural pesticides in agriculture. The quinolizidine
alkaloids are an important group of natural compounds
in the genus Lupinus (Fabaceae) (Wink, 2003). These
secondary metabolites are a defense mechanism
against phytopathogenic microorganisms, herbivores
and against other plant species that cause competition
(Wink, 1998). Preliminary studies have been made
to know the fungicidal activity of powders and
crude extracts obtained from seeds of L. campestris,
L. montanus and L. exaltatus (Bravo et al., 2000;
Zamora et al., 2002). In L. mexicanus, a wild species
with wide distribution in Jalisco, México, and with
high content of alkaloids in its seeds, the biological
activity of these compounds has not been studied.
Therefore, the objective of the present investigation
was to determine the composition of alkaloids in seeds
of L. mexicanus and to evaluate the fungicidal activity
and in vitro allelopathic potential of the extract of
alkaloids.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The seeds of L. mexicanus were collected in May 2005 in the
municipality of Lagos de Moreno, Jalisco, México. The identity of
the species was determined using the herbarium of the Instituto de
Boténica of the Universidad de Guadalajara (Voucher No. 853).
The seeds were ground and the flour was degreased with hexane in
soxhlet equipment.

Extraction of alkaloids for analysis

The extraction of alkaloids was made according to Muzquiz
et al. (1993): 500 mg of flour were homogenized with 5 mL of
trichloroacetic acid at 5% for 1 min. The mixture was centrifuged
15 min at 2400 x g and the supernatant was decanted. The extraction
was repeated twice and the volume of the three supernatants was
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tricloroacetico al 5% por 1 min, la mezcla se centrifugd 15 min a
2400 x g y se decant el sobrenadante. La extraccion se repitié dos
veces y el volumen de los tres sobrenadantes se transfirié a embu-
dos para alcalinizar con 0.8 mL de NaOH 10 M. Los alcaloides se
extrajeron con diclorometano (3X15 mL). Los extractos crudos se
concentraron en un rotavapor a 40 °C hasta sequedad. El residuo
se disolvi6 en 1 mL de metanol y se paso por filtros Millipore de
0.45 yum.

Cromatografia de gases capilar-espectrometria de masas

Después de filtrar, 0.5 mL del extracto se mezclaron con 0.5
mL de metanol y se inyecté 1 uL de muestra a un cromatégrafo de
gases capilar Perkin-Elmer Autosystem 1XL con columna capilar
SPB-1 (30 mx0.25 mm d.i.), acoplado a un espectrometro de ma-
sas (Perkin-Elmer Turbomass Gold). El gas acarreador fue He con
un flujo de 1 mL min™?; las temperaturas del inyector y del detector
fueron 240 y 300 °C. El programa de temperatura fue 180 °C 2
min, isotérmica, 180-300 °C a 5 °C min, 300 °C 10 min, isotérmi-
ca. La abundancia relativa de alcaloides se calculd considerando las
areas de los picos del cromatograma, mientras que para identificar
los alcaloides se compararon los espectros de masas obtenidos con
los de la biblioteca del software y con los reportados por Meibner y
Wink (1991).

Obtencion del extracto crudo de alcaloides para los bioensayos

Se pesaron 100 g de harina desengrasada y se homogenei-
zaron con 400 mL de 4cido tricloroacético al 5% en agitacion
constante por 12 h; la mezcla se centrifugé 15 min a 2400 x g. El
sobrenadante se alcaliniz6 con 10 mL de hidroxido de sodio 10
M en un embudo de separacion, los alcaloides se extrajeron con
diclorometano (3X50 mL), se recuper6 la fase orgénica y se llevo
a sequedad a 40 °C con rotavapor. El extracto se resuspendié en
metanol, se transfirid a frascos dmbar, se evapord el solvente y
se almacend a 4 °C hasta su utilizacion en los bioensayos.

Bioensayos

La actividad antifigica in vitro del extracto se evalué con
base en su capacidad de inhibicién del crecimiento micelial de los
hongos fitopatogenos Sclerotium rolfsii Sacc, y Rhizoctonia so-
lani Kiihn (cepas proporcionadas por El Instituto de Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados) y Fusarium oxysporum Schlechtend
aislado de plantas de Agave tequilana Weber en Zapopan, Jalisco.
El extracto de alcaloides disuelto en agua destilada se adiciond a
100 mL de medio de cultivo agar papa dextrosa a concentraciones
de0,1,2,3,4y5mg mL~!. El medio se esterilizd 15 min en
autoclave a 1.05 kg cm™2 de presioén y se transfirid a cajas Petri
(8.5 cm didmetro). Las cajas se inocularon con discos de micelio
(0.5 cm didmetro) y se incubaron en la oscuridad a 25 °C. Cuando
el micelio del hongo cubrié la superficie del medio en el testigo
se retiraron todas las cajas de la estufa y se midi6 el didmetro del
micelio. El porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente

transferred to funnels for alkanization with 0.8 mL of NaOH 10 M.
The alkaloids were extracted with dichloromethane (3X15 mL). The
crude extracts were concentrated in a rotavapor at 40 °C until dried.
The residue was dissolved in 1 mL of methanol and passed through
Millipore filters of 0.45 um.

Capillary gas chromatography-mass spectrometry

After being filtered, 0.5 mL of the extract was mixed with
0.5 mL of methanol and 1 uL of the sample was injected into
a Perkin-Elmer Autosystem 1XL capillary gas chromatograph
with SPB-1 (30 mx0.25 mm d.i.) capillary column, coupled to
a mass spectrometer (Perkin-Elmer Turbomass Gold). The gas

carrier was He with a flow of 1 mL min™"'

; the temperatures
of the injector and of the detector were 240 and 300 °C. The
temperature program was 180 °C 2 min, isothermic, 180-300
°C at 5 °C min, 300 °C 10 min, isothermic. The relative
abundance of alkaloids was calculated considering the areas of
the peaks of the chromatogram, whereas to identify the alkaloids,
a comparison was made of the spectra of masses obtained with
those of the software library and with those reported by Meibner
and Wink (1991).

Obtainment of the crude extract of alkaloids for the bioassays

One hundred grams of degreased flour were weighed and
homogenized with 400 mL of trichloroacetic acid at 5% in constant
agitation for 12 h; the mixture was centrifuged 15 min at 2400 x g.
The supernatant was alkalinized with 10 mL of sodium hydroxide
10M in a separation funnel, the alkaloids were extracted with
dichloromethane (3X50 mL), the organic phase was recovered and
was brought to dryness at 40 °C with rotavapor. The extract was
re-suspended in methanol, transferred to amber jars, the solvent
was evaporated, and it was stored at 4 °C until being used in the
bioassays.

Bioassays

The in vitro antifungal activity of the extract was evaluated
based on its capacity of inhibition of the mycelia growth of the
phytopathogenic fungi Sclerotium rolfsii Sacc, and Rhizoctonia
solani Kiihn (strains provided by the Instituto de Fitosanidad of the
Colegio de Postgraduados) and Fusarium oxysporum Schlechtend
isolated from plants of Agave tequilana Weber in Zapopan, Jalisco.
The extract of alkaloids dissolved in distilled water was added to 100
mL of potato dextrose culture medium at concentrations of 0, 1, 2,
3, 4 and 5 mg mL~". The medium was sterilized 15 min in autoclave
at 1.05 kg cm™? of pressure and transferred to Petri dishes (8.5 cm
diameter). The dishes were inoculated with discs of mycelia (0.5 cm
diameter) and incubated in darkness at 25 °C. When the mycelium
of the fungus covered the surface of the medium in the control, all
of the dishes were removed from the oven and the diameter of the
mycelia was measured. The percentage of inhibition was calculated
with the following equation: [ = [(c=1)/Cl* 100, where [ is the
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ecuacion: I =[(C —T)/C]*100, donde I es la inhibicién (%), C
es el didmetro del micelio en la caja Petri del testigo (0 mg mL ™),
y T es el didmetro del micelio en la caja del tratamiento (1, 2, 3, 4
y 5 mg mL™Y).

Para evaluar la actividad alelopatica del extracto se usaron se-
millas de Amaranthus hibrydus y Echinochloa crus galli, conside-
radas como malezas en el valle de México (Espinosa y Sarukhan,
1998). Estas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% y
se lavaron con agua destilada. Para evaluar el efecto del extracto
alcaloideo sobre la germinacién de las semillas se prepararon so-
luciones de extracto en agua destilada en concentraciones de 0.25,
0.50, 0.75 y 1.0 mg mL™L. Se colocaron 40 semillas en cajas Petri
sobre papel filtro (Whatman Ndm. 1), se adicionaron 4 mL de cada
concentracion, asi como 4 mL de agua destilada en el tratamiento
testigo (0 ppm). Las cajas (5 por tratamiento) se incubaron 72 h en
la oscuridad a 25 °C y después se registraron las semillas germina-
das para cada tratamiento.

Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con cinco
repeticiones por tratamiento y las variables fueron: crecimiento mi-
celial, y germinacién de semillas. Se hizo un andlisis de varianza y
las medias se compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de alcaloides

En el Cuadro 1 se muestra el patrén de fragmen-
tacion de los alcaloides mayoritarios en el extracto de
L. mexicanus, los cuales se identificaron al comparar
los espectros de masas obtenidos con los espectros
de la base de datos del programa y los existentes en
la bibliografia (Meibner y Wink, 1991). También se
identificaron algunos alcaloides minoritarios: 11,12-
dehidrolupanina, 17-oxolupanina, amodendrina y
11,12-dehidro-oxoesparteina. La lupanina y 38-hi-
droxilupanina fueron los principales alcaloides en el
extracto (21.2 y 2.6 mg g_l): el primero contribuy6
con 76.2% y el segundo con 9.4% del contenido total,
mientras que los alcaloides minoritarios representaron

inhibition (%), C is the diameter of the mycelium in the dish of the
control (0 mg mL™"), and T is the diameter of the mycelium in the
dish of the treatment (1, 2, 3, 4 and 5 mg mL™").

To evaluate the allelopathic activity of the extract, seeds of
Amaranthus hibrydus and Echinochloa crus galli, considered weeds
in the Valley of México (Espinosa and Sarukhin, 1998). These
were disinfected with sodium hypochlorite at 5% and were washed
with distilled water. To evaluate the effect of the alkaloid extract
on the germination of the seeds, solutions of extract were prepared
in distilled water in concentrations of 0.25, 0.50, 0.75, and 1.0 mg
mL™!. Then, 40 seeds were placed in Petri dishes on filter paper
(Whatman No. 1), 4 mL of each concentration were added, as
well as 4 mL of distilled water in the control treatment (O ppm).
The dishes (5 per treatment) were incubated 72 h in darkness at 25
°C, and afterwards the germinated seeds of each treatment were
registered.

Statistical analysis

The experimental design was completely randomized with five
replicates per treatment and the variables were: mycelial growth,
and seed germination. An analysis of variance was made and the
means were compared with the Tukey test (p=<0.05).

RESULTS AND DISCcUSSION

Analysis of alkaloids

In Table 1 it is shown the fragmentation pattern
of the main alkaloids in the extract of L. mexicanus,
which were identified when the spectra of masses
were compared with the spectra of the data base of
the program and those of the bibliography (Meibner
and Wink, 1991).Some minority alkaloids were also
identified: 11, 12-dehydrolupanine, 17-oxolupanine,
ammodendrine  and  11,12-dehydrooxosparteine.
Lupanine and 3f-hydroxylupanine were the principal
alkaloids in the extract (21.2 and 2.6 mg g~ '): the
former contributed with 76.2 % and the latter with 9.4 %
of the total content, whereas the minority alkaloids
represented 4.5% (Table 2). According to Przybylak
et al. (2005), lupanine is the major alkaloid in seeds

Cuadrol. Patron de fragmentacion de los alcaloides quinolizidinicos mayoritarios detectados en L. mexicanus.
Table 1. Fragmentation pattern of the major quinolizidine alkaloids detected in L. mexicanus.

Alcaloide M+t Tones caracteristicos (% de abundancia)

Lupanina 248 136(100) 149(52) 98(28) 150(34) 248(32) 110(12)
3-3-hidroxilupanina 264 136(100) 264(41) 134(48) 150(41) 98(38) 110(22) 84(21)
Multiflorina 246 136(100) 246(61) 110(35) 148(17) 97(10)

Afilina 248 136(100) 97(48) 96(44) 84(35) 220(22) 248(21) 124(23)
Epiafilina 248 136(100) 137(51) 96(38) 220(37) 247(29) 248(33)
a-isolupanina 248 136(100) 149(52) 248(33) 150(31) 110(19) 84(16)

M* = jon molecular.
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4.5% (Cuadro 2). Segtin Przybylak et al. (2005), la
lupanina es el alcaloide mayoritario en semillas de
L. rotundiflorus y L. exaltatus de México, con 62.2
y 47.3%, pero estos valores son inferiores a los de-
terminados en el presente estudio con L. mexicanus
(76.2%).

En otras especies silvestres de México, L. hintonii
y L. campestris, los alcaloides mayoritarios son 13a-
hidroxilupanina e hidroxiafilidina (Bermtdez et al.,
2002; Martinez et al., 2001). Estas variaciones en el
perfil y composicion de alcaloides en las semillas de
las diferentes especies del género Lupinus se han rela-
cionado con la especie, lugar y fecha de recolecta.

Actividad antifiingica

Hubo diferencias significativas (p<0.05) en el cre-
cimiento promedio del micelio de S. rolfsii y R. solani
por efecto del extracto. Las concentraciones mas bajas
del extracto no mostraron efectos importantes sobre
el crecimiento del micelio con respecto al testigo; sin
embargo, al aumentar las concentraciones hubo una
se redujo el crecimiento micelial con una respuesta de
susceptibilidad diferente en relacién con el patégeno.
Asi, al aumentar las concentraciones de extracto el
crecimiento del micelio de R. solani la inhibicién pro-
medio fue 81.6, 87.7 y 100% con 3, 4 y 5 mg mL ™!
(Cuadro 3). Este comportamiento fue similar en S.
rolfsii, pero la inhibicién del crecimiento del micelio
fue inferior al aplicar las mismas concentraciones del
extracto: con 3, 4 y 5 mg mL™! el crecimiento del
micelio sélo se inhibi6é 31, 35 y 72.5%. Esto indica
que S. rolfsii fue menos susceptible que R. solani al
extracto alcaloideo de L. mexicanus.

El crecimiento micelial de F. oxisporum no fue
diferente (p>0.05) entre tratamientos, es decir, las
concentraciones del extracto no inhibieron el creci-
miento de este hongo. La resistencia de F. oxysporum
a los alcaloides de L. mexicanus se ha reportado al

Cuadro 2. Composicion de alcaloides en el extracto obtenido de
las semillas de L. mexicanus.
Table 2. Composition of alkaloids in the extract obtained from
the seeds of L. mexicanus.

Alcaloide Conten_i(lio Abundancia

(mg g™) (%)
Lupanina 21.2 76.2
3-B-hidroxilupanina 2.61 9.2
Multiflorina 1.09 3.9
Afilina 0.79 2.8
Epiafilina 0.48 1.7
a-isolupanina 0.36 1.3
11,12-dehidrolupanina 0.19 0.07
17-oxolupanina 0.14 0.05
Amodendrina 0.13 0.04
11,12-dehidro-oxoesparteina 0.13 0.04
Contenido total de alcaloides 27.1

of L. rotundiflorus and L. exaltatus of México, with
62.2 and 47.3%, but these values are inferior to those
determined in the present study with L. mexicanus
(76.2%).

In other wild species of México, L. hintonii
and L. campestris, the majority alkaloids are 1343-
hydroxylupanine and hydroxyaphyllidine (Bermuidez
et al., 2002; Martinez et al., 2001). These variations
in the profile and composition of alkaloids in the
seeds of the different species of the genus Lupinus
have been related with the species, location and date
of collection.

Antifungal activity

There were significant differences (p=<0.05)
in the average growth of the mycelia of S. rolfsii
and R. solani by effect of the extract. The lower
concentrations of the extract did not show important
effects on the growth of the mycelia with respect
to the control; however, when the concentrations

Cuadro 3. Efecto del extracto de alcaloides sobre el crecimiento y porcentaje de inhibicién del micelio de hongos fitopatégenos.
Table 3. Effect of the extract of alkaloids on the growth and percentage of inhibition of the mycelia of phytopathogenic fungi.

> Sclerotium rolfsii
Concentracion de i

extracto en el medio

Rhizoctonia solani Fusarium oxisporum

. -1 CRM' pI' CRM' pI' crM' pI'
de cultivo (mg mL™" ) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
0 8.0+ 0.0a 0 8.0+ 0.0a 0 8.0a 0
1 8.0+ 0.0a 0 8.0+ 0.0a 0 8.0a 0
2 7.5+ 024a 12.4 57 +0.42b 324 8.0a 0
3 5.5+ 0.46b 31.2 1.5+0.17 ¢ 81.6 8.0a 0
4 52 +0.53b 35.1 1.0 = 0.11c 87.7 8.0a 0
5 22+0.13¢ 72.5 0.0 £ 0.0d 100 8.0a 0

TCRM = crecimiento radial del micelio; TPI = porcentaje de inhibiciéon. Promedios con diferente letra en una columna son estadisticamente

diferentes (p=<0.05).
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usar extractos de L. montanus y L. rotundiflorus
(Bernal, 20043; Zamora et al., 2002); ademads, no se
inhibi6 el crecimiento micelial de F. moniliforme al
incorporar al medio de cultivo semillas molidas de L.
campestris y L. mutabilis (Bravo et al., 2000).
Sas-Piotrowska et al. (1996) reportaron porcen-
tajes de inhibicién menores a los encontrados en el
presente estudio contra R. solani y otras especies de
hongos al usar diferentes fracciones de un extracto
etandlico de L. angustifolius. Las diferencias observa-
das en otros estudios y los reportados en esta inves-
tigacion se deben probablemente a la variacién en el
perfil y concentraciéon de alcaloides en los extractos
de semillas de las especies de Lupinus, asi como las
posibles variaciones en la metodologia de extraccion.
Los resultados son de interés debido a que hay pocas
referencias de la actividad fungicida de alcaloides qui-
nolizdinicos de especies mexicanas de Lupinus.

Actividad alelopatica

Hubo diferencias significativas entre tratamien-
tos (p=<0.05) para la germinacién de semillas de A.
hybridus, ya que disminuyé hasta 80% la germinacién
con la concentracién mas alta de extracto (Cuadro 4).
En otro estudio (Zarate et al., 2006) se encontrd la
misma tendencia al evaluar concentraciones de 0.5, 1,
2, 3,4y 5% de un extracto acuoso de hojas de Calia
secundiflora, en el cual se detecto la presencia de alca-
loides quinolizidinicos, aunque la maxima inhibicién
de la germinacion de A. hybridus fue 27%.

Wink (1983) reporté una inhibicién de 100% en
semillas de Lactuca sativa al usar un extracto de L.
mutabilis a una concentracién de 1.98 mg mL™', la
cual fue superior a la concentraciéon maxima usada en
este estudio (1 mg mL™"). Las anteriores diferencias
en la inhibicion de la germinacién se deben probable-
mente a la variacion en la composicién y concentracién

were increased, there was a reduction of mycelia
growth with a different response of susceptibility
with respect to the pathogen. Thus, when the
concentrations of the extract were increased, the
growth of the mycelia of R. solani had an average
inhibition of 81.6, 87.7 and 100% with 3, 4, and 5
mg mL~! (Table 3). This behavior was similar in
S. rolfsii, but the inhibition of mycelia growth was
lower when the same concentrations of the extract
were applied: with 3, 4 and 5 mg mL™", the growth
of the mycelia was only inhibited by 31, 35 and
72.5%. The above indicates that S. rolfsii was less
susceptible than R. solani to the alkaloid extract of
L. mexicanus.

The mycelia growth of F. oxysporum was not
different (p>0.05) among treatments, that is, the
concentrations of the extract did not inhibit the growth
of this fungus. The resistance of F. oxysporum to the
alkaloids of L. mexicanus has been reported when
using extracts of L. montanus and L. rotundiflorus
(Bernal, 20043; Zamora et al., 2002); furthermore,
the mycelia growth of F. moniliforme was not
inhibited when ground seeds of L. campestris and L.
mutabilis were incorporated to the culture medium
(Bravo et al., 2000).

Sas-Piotrowska et al. (1996) reported inhibition
percentages lower than those found in the present
study against R. solani and other species of fungi
when using different fractions from an ethanol
extract of L. angustifolius. The differences observed
in other studies and those reported in the present
research are probably due to the variation in the
profile and concentration of alkaloids in the extracts
of seeds of the species of Lupinus, as well as the
possible variations in the methodology of extraction.
The results are interesting because there are few
references of the fungicidal activity of quinolizidine
alkaloids of Mexican species of Lupinus.

Cuadro 4. Efecto del extracto alcaloideo sobre la germinacion de semillas.

Table 4. Effect of the alkaloid extract on seeds germination.

Concentracion de alcaloides

Amaranthus hybridus

(mg mL’l)

Echinochloa crus galli

Germinacion Inhibicién Germinacion Inhibicién
(%) (%) (%) (%)
0 N25+21a 75+ 12a 95.0 £ 1.0a 50+14a
0.25 783 £45b 21.7£55b 92.5+23a 7.5+28a
0.50 58.8 53¢ 442 +48¢c 91.7 £ 2.1a 83+ 1.1a
0.75 41.6 £ 1.4d 58.4 +3.44d 90.0 £1.2a 100+ 15a
1.0 20.0 £ 34e 80.0 x75e 925 +26a 75*x21a

Promedios con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

3 Bernal, A. A. 2004. Actividad fungicida in vitro de extractos con alto contenido de alcaloides obtenidos de Lupinus silvestres (Fabaceae) y
esparteina sobre algunos hongos fitopatogenos. Tesis de Maestria. Universidad de Guadalajara. 57 p.
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de alcaloides quinolizidinicos entre C. secundiflora, L.
mutabilis y L. mexicanus. Aunque hay antecedentes de
la alta sensibilidad de A. hybridus a la aplicaciéon de
diferentes compuestos naturales como acidos fenolicos
y aceites esenciales, éste es el primer reporte de un
efecto inhibitorio importante de la germinacion de esta
especie de maleza, particularmente por el efecto de los
alcaloides quinolizidinicos.

Los porcentajes de germinacion de las semillas de E.
crus galli en el andlisis no fueron diferentes (p>0.05)
entre las concentraciones de extracto y el testigo. Lo
anterior indica que A. hybridus es mas sensible a los
alcaloides de L. mexicanus que E. crus galli. Esta
diferencia de sensibilidad entre especies receptoras de
alcaloides quinolizidinicos también fue reportada por
Muzquiz et al. (1994) quienes, al evaluar un extracto
alcaloideo obtenido de Lupinus hispanicus y L. albus
sobre la germinacion de Avena sterilis, Lycopersicom
sculentum, Triticum aestivum, Chenopodium album,
Vicia villosa y Pisum stivum, s6lo encontraron efectos
inhibitorios de la germinacion en A. sterilis.

CONCLUSIONES

La lupanina fue el alcaloide méds abundante en las
semillas de L. mexicanus. Con la concentraciéon mas
alta de extracto (5 mg mL™") el crecimiento micelial de
R. solani se inhibi6 completamente (100%), mientras
que el micelio de S. rolfsii a la misma concentracién
mostrd una inhibiciéon de 72.5%. Sélo la germinacion
de A. hybridus se inhibid significativamente por efecto
del extracto.
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Wink (1983) reported an inhibition of 100% in
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mutabilis at a concentration of 1.98 mg mL ™!, which
was higher than the maximum concentration used in
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