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Resumen

La bioprospección incluye la búsqueda de metabolitos secundarios para ser usados como fármacos, fungicidas o insecticidas.
Los metabolitos secundarios en plantas pueden variar de acuerdo con su estado fenológico, sexo y por el ambiente, por lo tanto, estos
elementos deben ser considerados en la bioprospección.

1) ¿Son diferentes las fenofases de Baccharis conferta entre organismos de diferente sexo y a lo largo de un gradiente altitudinal?
y 2) ¿Tienen actividad biológica las diferentes concentraciones de extractos etanólicos de diferente sexo, fenofases y altitudes de B. conferta
sobre el crecimiento in vitro de Myrothecium roridum y Alternaria solani?

Baccharis conferta Kunth, Myrothecium roridum Tode ex Fr. y Alternaria solani Sor.
Parque Nacional Cofre de Perote, septiembre 2017 a octubre 2018.

Registro mensual de fenofases en plantas de ambos sexos de B. conferta en tres altitudes del Cofre de Perote. Actividad antifúngica
in vitro de extractos de B. conferta sobre Myrothecium roridum y Alternaria solani.

Observamos diferencias (p < 0.05) en la presencia y duración de las fenofases de B. conferta entre sexos y altitudes. También
hubo diferencias significativas de los extractos provenientes  de organismos  de diferentes  altitudes  y  fenofases  sobre  el  crecimiento  de 
M. roridum y A. solani.

Las fenofases de Baccharis conferta son diferentes entre sexos y a través de la altitud, además sus extractos (entre sexos y
altitud) tienen efectos diferenciales sobre el crecimiento in vitro de Myrothecium roridum y Alternaria solani.

Actividad antifúngica, fenología, México, Parque Nacional Cofre de Perote, roya, tizón temprano.
  
Abstract

Bioprospecting includes the search for secondary metabolites to be used as drugs, fungicides or insecticides. Secondary
metabolites in plants may vary according to their phenological stage, sex and environment, therefore, these elements should be considered in
bioprospecting.

1) Are the Baccharis conferta phenophases different between organisms of different sexes and along an altitudinal gradient? and,
2) Do the different concentrations of ethanolic extracts of different sex, phenophases and altitudes of B. conferta on the in vitro growth of
Myrothecium roridum and Alternaria solani have biological activity?

Baccharis conferta Kunth, Myrothecium roridum Tode ex Fr. and Alternaria solani Sor.
Cofre de Perote National Park, September 2017 to October 2018.

Monthly registration of phenophases in plants of both sexes of B. conferta in three altitudes of the Cofre de Perote. In vitro
antifungal activity of extracts of B. conferta on Myrothecium roridum and Alternaria solani.

We observed differences (p < 0.05) in the presence and duration of the B. conferta phenophases between sexes and altitudes. There
were also significant differences in extracts from organisms of different altitudes and phenophases on the growth of M. roridum and A. solani.

The phenophases of Baccharis conferta are different between sexes and through altitude, and its extracts (between sexes and
altitude) also have differential effects on in vitro growth of Myrothecium roridum and Alternaria solani.

Antifungal activity, Cofre de Perote National Park, early blight, phenology, Mexico, rust.
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Los estudios de bioprospección en plantas son básicos para
la búsqueda de metabolitos secundarios útiles en el control
de enfermedades humanas y de plagas en cultivos agrícolas
(Strobel & Daisy 2003, Ruiz-Bustos et al. 2009). Sin
embargo, la bioprospección en plantas generalmente se
realiza sin considerar los procesos fenológicos (v.gr.,
Peraza-Sánchez et al. 2007, Funes et al. 2018), y ello puede
conducir a cometer omisiones importantes en el muestreo y
subestimar o sobrestimar su potencial de uso. No obstante,
también existen trabajos que integran algunas fases
fenológicas a los estudios de bioprospección (v.gr., Elmqvist
et al. 1991, Feresin et al. 2000, Masotti et al. 2003, Flores-
Estévez et al. 2013).

La fenología es una subdisciplina de la ecología que
estudia la temporalidad de los eventos biológicos cíclicos y
la relación de estos con factores bióticos y abióticos
(Williams-Linera & Meave 2002). Los eventos fenológicos
son conocidos como fenofases, los cuales en las plantas se
dividen en vegetativas y reproductivas, en este sentido
podemos hablar de fenología vegetativa y fenología
reproductiva. La fenología está estrechamente relacionada
con los factores abióticos y bióticos. Se han realizado
estudios que asocian la altitud y la fenología de plantas en
regiones montañosas, los cuales señalan cambios en la
fenología reproductiva (Ziello et al. 2009) y en la
composición química de la madera de especies arbóreas
(Musule et al. 2016). Por ejemplo, en algunas especies
arbustivas, se ha observado asincronía en la floración
relacionada con la altitud (y ésta con la temperatura y la
precipitación), ya sea que ocurra primero en las zonas más
bajas que en las altas o viceversa, como ocurre en Erica
arborea L. y Calluna vulgaris (L.) Hull, respectivamente
(Vera 1995). Además, esto se puede complejizar en
organismos dioicos, como algunas especies del género
Baccharis, en las cuales puede diferir la floración entre
sexos. Por ejemplo, en B. dracunculifolia DC. los
organismos masculinos producen mayor cantidad de
inflorescencias y de manera más temprana que los
femeninos (Espírito-Santo et al. 2003). Además, en
B. concinna, G. M. Barroso reportó mayor cantidad de
organismos femeninos en zonas bajas respecto a las zonas
más altas (Marques et al. 2008). Por lo que sigue siendo un
desafío comprender el comportamiento de este género en un
gradiente altitudinal.

Los metabolitos secundarios de las plantas, los cuales les
confieren actividades biológicas, difieren en los organismos
a lo largo de su ciclo fenológico (Elmqvist et al. 1991) y
este proceso varía con la altitud (Ziello et al. 2009),
consecuentemente los metabolitos secundarios pueden
fluctuar o pueden estar presentes o no en poblaciones de la
misma especie a distintas altitudes. Lo anterior debe tenerse
presente para la extracción de metabolitos secundarios en
plantas.

El género Baccharis ha sido motivo de estudios de
bioprospección, debido a que diversas especies de este
género son utilizadas en la medicina tradicional para mitigar
enfermedades como anemias, diabetes y enfermedades de
órganos como el estómago, el hígado y la próstata (Verdi et
al. 2005). Hasta el momento se han identificado más de 150
compuestos en el género Baccharis y sus estudios
farmacológicos se basan principalmente en sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas y
antifúngicas (Abad & Bermejo 2007). Algunas de las
especies de este género que se reportan con actividad
antifúngica son: B. darwinii Hook. & Arn. con actividad
fungicida contra Microsporum gypseum (E.Bodin) Guiart &
Grigoraki, Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour.,
Trichophyton mentagrophytes (Robin) Blanchard y
Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin, (Kurdelas
et al. 2010); inhibiendo el crecimiento como B. glutinosa
Pers. en Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg,
Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare
(Rosas-Burgos et al. 2009), B. dracunculifolia sobre
Candida krusei (Castellani) Berkhout y Cryptococcus
neoformans (Da Silva et al. 2008) y B. pedunculata (Mill.)
Cabrera en hongos patógenos humanos (Rahalison et al.
1995).

Sin embargo, tanto para especies de este género como
para otras, sólo se han tomado muestras de una altitud y no
se describen las fases fenológicas dentro de las cuales
fueron colectadas para la bioprospección. Esto puede
ocasionar una sobreestimación o subestimación de la
cantidad y presencia de los metabolitos secundarios en las
plantas, de tal manera que se puede exagerar o desvalorar su
potencial.

En el presente estudio se utilizaron, como modelo,
individuos de Baccharis conferta Kunth, de diferentes
sexos, fenofases y altitudes, para explorar la presencia de
metabolitos secundarios contra el crecimiento in vitro del
hongo Myrothecium roridum Tode ex Fr., que causa
necrosis foliar a plántulas como el café y la soya (Silva et
al. 2014, Haudenshield et al. 2018) y del hongo Alternaria
solani Sor., que causa tizón temprano en papa. El objetivo
de este trabajo es demostrar la importancia de las fases
fenológicas, el sexo y la altitud de las plantas en los
procesos de bioprospección. Las preguntas que nos hicimos
en este trabajo fueron: 1) ¿Son diferentes las fenofases
vegetativas y reproductivas de Baccharis conferta entre
organismos de diferente sexo? 2) ¿Son diferentes las
fenofases vegetativas y reproductivas de B. conferta a lo
largo de un gradiente altitudinal? y 3) ¿Tienen actividad
biológica las diferentes concentraciones de extractos
etanólicos de diferente sexo, fenofase y altitud de
B. conferta sobre el crecimiento in vitro de Myrothecium
roridum y Alternaria solani?
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Materiales y métodos

Organismos estudiados. Baccharis conferta es un arbusto
erecto o semipostrado, glutinoso y mide aproximadamente
hasta 2.7 m de alto, tanto sus tallos, ramas y ramillas son
glabros. Es una especie dioica y muestra diferencias claras
entre sus flores masculinas y femeninas (Calderón de
Rzedowski & Rzedowski 2005). B. conferta puede fungir
como nodriza de Abies religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham
(Sánchez-Velásquez et al. 2011), además es utilizada en la
medicina tradicional para aliviar dolores de estómago en las
comunidades del Cofre de Perote, como laxante, para
estimular la micción o para perder peso (Abad & Bermejo
2007). En el centro de Veracruz, México, es comúnmente
conocida por el uso que se le da para hacer escobas rústicas.
Hasta el momento existen dos estudios donde reportan los
meses en que B. conferta presenta su floración y
fructificación en un solo sitio (Vázquez 2014, Cornejo-
Tenorio & Ibarra-Manríquez 2007) y aún se desconoce su
fenología anual y las variaciones fenológicas a lo largo de
un gradiente altitudinal. Tampoco se conoce su potencial
antifúngico sobre M. roridum y A. solani.

Myrothecium roridum (Familia: Incertae sedis) es un
hongo fitopatógeno de distribución cosmopolita con más de
200 especies de plantas hospederas de diferentes familias,
entre ellas se incluyen ornamentales, hortícolas y frutales
(Cabral et al. 2009), principalmente, el tomate, la soya, el
café y el algodón (Conrado et al. 2006, Fernando et al.
1986). Es considerado como un habitante del suelo asociado
a materia orgánica en descomposición, además se ha
demostrado que M. roridum está ampliamente distribuido en
viveros (Bunster & Torres 2003). Las esporas de
M. roridum pasan gran parte de su ciclo de vida en el suelo
(Fernando et al. 1986). Posteriormente, infectan a las
plantas por medio de conidióforos, los cuales ocasionan
síntomas como el estrangulamiento en el tallo. También se
ha observado que existe abundante esporulación en los
tallos de las plantas, dichas esporas pueden dispersarse
eficientemente a través del riego por aspersión en
condiciones normales de invernadero o por acción del
viento en los campos de cultivo (Bunster & Torres 2003).
En hojas causa clorosis que con el paso del tiempo se
convierten en lesiones necróticas que se observan de forma
circular de color café oscuro, y cuando las lesiones
envejecen se forma un agujero por la acción de la humedad
(Fish et al. 2012). En las semillas depositadas en el suelo
pueden producir necrosis, además de la presencia de toxinas
y enzimas producidas por el hongo, involucradas en la
inhibición de la germinación de semillas. El crecimiento de
M. roridum en medios de cultivo se observa con zonas
concéntricas de micelio blanquecino y la esporulación
inicialmente es de color verde oscuro, que más adelante se
cubre con círculos negros en los que se contienen los
conidios (Da Silveira et al. 2007).

Alternaria solani, es un hongo fitopatógeno de la familia
Pleosporaceae que presenta variabilidad morfológica y
patogénica entre sus aislados. Este hongo afecta diversos
cultivos como la papa y el tomate ocasionando necrosis en
hojas y en tubérculos de la papa. Está ampliamente
distribuido en el planeta en áreas con condiciones climáticas
favorables de alta humedad y baja temperatura (Graves
1996). Cultivado in vitro produce una colonia filamentosa
de color negra profundamente pigmentada con una capa
blanca, aunque en laboratorio hemos observado que su
aspecto cambia dependiendo del medio y la temperatura a la
que se mantenga. El medio óptimo para su desarrollo es
PDA (Potato Dextrose Agar; Kumar et al. 2008). Visto al
microscopio, A. solani se presenta en forma de conidios
asexuales y se pueden encontrar solos o en pares. Poseen
entre 9 y 11 septos transversales cada uno, de los cuales el
último se caracteriza por presentar un alargamiento.

Sitio de estudio. El estudio fenológico se llevó a cabo en el
Parque Nacional Cofre de Perote (PNCP), Veracruz, México
(19° 25´ 33" a 19° 33´ 52" de latitud norte y entre los
meridianos de 97° 06´ 55" a 97° 12´ 52" de longitud oeste).
Está ubicado entre el cinturón Volcánico Transmexicano y
el extremo sur de la Sierra Madre Oriental. Su topografía es
accidentada, el intervalo altitudinal va de 3,000 a
4,250 m snm e incluye cinco tipos de climas (semifrío
húmedo, semifrío subhúmedo, templado húmedo, templado
subhúmedo y frío subhúmedo) y suelos (Andosol y Regosol
eútrico) (SEMARNAT 2015), que dan como resultado una
amplia gama de tipos de vegetación fríos y secos en las
zonas altas y cálido-húmedos en las zonas bajas (Carvajal-
Hernández & Krömer 2015). Los tipos de vegetación dentro
del PNCP son bosque caducifolio, bosque de Pinus-
Quercus, bosque de Pinus, bosque de Abies, páramo de
altura y pastizales (Rzedowski 1978). B. conferta es típica
de la vegetación secundaria (primeros estados sucesionales)
de bosques de coníferas.

Muestreo fenológico. En la ladera norte del PNCP, se
seleccionaron tres sitios con presencia de B. conferta a lo
largo de un gradiente altitudinal (2,900, 3,450 y
3,670 m snm) con una exposición solar y pendientes
similares (Tabla 1). Los individuos seleccionados (n = 70)
fueron etiquetados por sexo (35 masculinos y 35 femeninos)
en época de floración y se llevaron a cabo visitas mensuales
a lo largo de un año (de septiembre 2017 a octubre 2018)
para registrar la presencia o ausencia de las fenofases en la
que se encontraban, es decir producción de brotes (hojas
nuevas en las ramas) Figura 1A, y la fase reproductiva
(preantesis con corola no visible, Figura 1B; antesis
masculina y femenina con corola visible, Figuras 1C y D,
respectivamente; producción de semillas y senescencia con
corona senescente o caída (Figuras 1E y F,
respectivamente). El número de individuos fue menor en el
sitio tres (n = 10, ubicado a mayor altitud), debido a la
escasez de individuos.
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Relación entre fenología, altitud, sexo y bioprospección
exploratoria in vitro. Para la exploración in vitro, se llevó a
cabo la colecta de B. conferta en los mismos individuos
observados para la fenología y se hizo sólo en los sitios
donde había mayor número de individuos (sitio uno y dos),
en el sitio tres no encontramos suficientes individuos para la
colecta de material para la extracción etanólica (Tabla 1).
En cada uno de estos dos sitios (2,900 y 3,450 m snm) se
eligieron aleatoriamente sólo 20 organismos sanos (10 de
cada sexo, n = 2) que medían entre 1.5 y 2 m de altura, y a
través del tiempo se colectó el material de las fenofases
(produciendo brotes y antesis), de ambos sexos. Se cortaron
con tijeras las partes extremas de las ramas con brotes o
inflorescencias (según la fenofase de los organismos, n = 2)
los brotes se colectaron en octubre 2017 en ambos sitios
(2,900 y 3,450 m snm) y las inflorescencias en febrero 2018
en el sitio 2 (3,450 m snm) y en marzo 2018 en el sitio 1
(2,900 m snm), y se introdujeron en pequeños sacos de
manta de algodón separando las muestras por sexo, hasta
obtener un aproximado de 1 kg de material fresco por
muestra, obteniendo un total de 8 muestras, de las cuales se
prepararon extractos para el estudio in vitro (Tablas 2 y 3).
El material fresco se trasladó al laboratorio del Instituto de
Biotecnología y Ecología Aplicada (INBIOTECA) de la
Universidad Veracruzana, para ser deshidratado a 40 °C
hasta obtener un peso seco constante.

Una vez deshidratadas las muestras para cada periodo de
colecta, el material se trituró para realizar extractos
etanólicos al 96 % de cada muestra, colocando 1 L de etanol
por cada 250 g de material vegetal seco colectado en brotes
y 1 L de etanol por cada 150 g de material vegetal seco
colectado en floración, ya que este último es más
voluminoso. Posteriormente se dejó reposar siete días en
total oscuridad a temperatura ambiente y después, el etanol
se filtró utilizando papel filtro Whatman número 5. A
continuación se procedió a colocar nuevamente etanol al
96 % hasta cubrir la muestra y se dejó reposar nuevamente
siete días en total oscuridad a temperatura ambiente y se
filtró nuevamente el etanol. Finalmente, los extractos
obtenidos se sometieron a evaporación rotatoria bajo

presión reducida, utilizando un Rotavapor R-3 equipado con
una bomba de vacío V-700 a una presión de 175 mbar
(Büchi, Latinoamérica S. de R.L. de C.V.) y un baño maría
a una temperatura de 40 °C. Las muestras concentradas se
almacenaron en refrigerador 5 ± 2 oC hasta establecer los
experimentos simultaneamente (Angulo-Escalante et al.
2009).

Myrothecium roridum fue obtenido de una cepa
preservada en el cepario del laboratorio de Ecología del
INBIOTECA. La cepa fue reactivada en cajas Petri con
medio V8-Agar mediante la inoculación de discos de agar
de 6 mm de diámetro, el cual contenía el micelio del hongo.
Una vez reactivada, se inocularon cajas con medio V8-Agar
y ampicilina (35 µg/µL) tomando una espora con la punta
de una aguja y sembrándola por punción en el centro de
cada caja Petri de 5 cm de diámetro. Inmediatamente se
aplicaron, a una distancia de 2 cm de la espora y
directamente sobre el medio V8-Agar, los siguientes
tratamientos; extractos etanólicos (concentraciones de 25,
15 y 10 mg) provenientes de individuos crecidos a dos
altitudes (2,900 y 3,450 m snm), de dos fenofases (antesis y
producción de brotes) y diferente sexo (masculino y
femenino); con excepción del tratamiento de extracto de
organismos masculinos con brotes de una altitud de 3,450 m
(no se obtuvo extracto suficiente para el experimento).
Además, se aplicó un testigo control positivo de 0.0125 µg
de ingrediente activo de fungicida carbendazim (nombre
comercial Prozycar, Promotora Técnica Industrial, S.A de
C.V.) y un testigo control negativo 10 µL de etanol al 96 %
(Tabla 2).

En una caja Petri se colocaron tres concentraciones de
extractos etanólicos con sus respectivos testigos, para cada
altitud, fenofase y sexo. Para cada grupo de tratamiento se
usaron tres repeticiones. Como referencia de crecimiento
del hongo, se colocó una espora en tres cajas Petri. El
cultivo se sometió a incubación por 7 días a 28 °C en una
incubadora (marca Binder, USA), la variable de respuesta
fue, como inhibición, la distancia entre el crecimiento
micelial y los tratamientos, o en su caso, la invasión o no
del micelio sobre los tratamientos.

Tabla 1. Ubicación de los sitios estudiados de Baccharis conferta en diferentes altitudes en la ladera norte del Parque Nacional Cofre de
Perote, Veracruz, México.

Sitio Altitud (m snm) Exposición Pendiente Coordenadas Número de individuos observados

1 2,900 Noroeste 2.7º N 19° 34' 23.1''

O 97° 07' 59.3''

30

2 3,450 Norte 13º N 19° 31' 16.2''

O 97° 09' 37.7''

30

3 3,670 Noroeste 7º N 19° 30' 47.8''

O 97° 09' 46.5''

10
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La cepa de Alternaria solani fue adquirida del acervo de
la Colección de Microorganismos del Centro de
Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). Con un asa se
tomó una muestra para reactivar la cepa de este hongo
colocándola en una caja Petri con PDA, se incubó a 28 °C
hasta que el hongo presentara esporulación (20 días aprox.).

Una vez reactivada la cepa, se tomaron discos de agar de
0.8 cm de diámetro colocándolos en el centro de cajas Petri
con PDA. Los tratamientos aplicados fueron: extractos
etanólicos (concentraciones de 25 y 10 mg) provenientes de
individuos crecidos a dos altitudes (2,900 y 3,450 m), de
dos fenofases (antesis y producción brotes) y diferente sexo
(masculino y femenino), además se aplicó un testigo control
positivo con 10 µg de ingrediente activo de fungicida
mancozeb (nombre comercial Mancozeb Micro 80 pH,
VELSIMEX, S.A. de C.V.) y un testigo control negativo
con 10 µL de etanol al 96 % (Tabla 3).

En este experimento, cada tratamiento se aplicó de
manera individual en cajas Petri de 9 cm de diámetro, los

tratamientos se colocaron con micropipeta directamente
sobre el medio PDA a una distancia de 2 cm del hongo.
Para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones. El
cultivo se sometió a incubación por 7 días a 28 °C en una
incubadora marca Binder. La variable de respuesta fue la
inhibición de crecimiento del hongo (la distancia entre el
crecimiento micelial y los tratamientos o en su caso, la
invasión o no del micelio sobre los tratamientos).
 
Análisis de datos. Con los datos fenológicos se realizaron
dos tablas de contingencia para responder a las preguntas 1
y 2 (¿Son diferentes las fenofases vegetativas y
reproductivas de B. conferta entre organismos de diferente
sexo? y ¿Son diferentes las fenofases vegetativas y
reproductivas de Baccharis conferta a lo largo de un
gradiente altitudinal?). La primera tabla fue de tamaño
(12 × 5) × 2, la segunda (12 × 5) × 3, haciendo referencia a
los 12 meses del año, cinco fenofases, dos sexos y tres
altitudes. Los análisis se hicieron a través de una prueba de
χ2 usando la función assoc del paquete “vcd” (Meyer et al.

Figura 1. Fenofases de Baccharis conferta en el Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, México. A) producción de brotes, B) preantesis,
C) antesis masculina, D) antesis femenina, E) producción de semillas y F) senescencia.
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2006) en R versión 3.4 (R Core Team 2018). Esta función
realiza gráficas de relación extendidas que indican las
desviaciones de un modelo de independencia específico en
una tabla de contingencia.

 
Tabla 2. Tratamientos aplicados en el experimento de Baccharis
conferta sobre Myrothecium roridum in vitro. Del 1 al 35
representa el número de tratamiento.

Sitio Altitud Fenofase Masculinos Femeninos

Concentración mg

25 15 10 + - 25 15 10 + -

Número de tratamiento

1 2,900 m Antesis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Brotes 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

2 3,450 m Antesis 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Brotes * * * * * 31 32 33 34 35

*Tratamientos no incluidos en M. roridum debido a que no se
obtuvo extracto suficiente para el experimento. + Tratamiento
control positivo (carbendazim), - Tratamiento control negativo
(etanol).

 
El efecto de los extractos de B. conferta sobre

M. roridum, se midió después de 7 días de incubación. A
diferencia de otros trabajos donde consideran el crecimiento
micelial (López-Mora 2013), nosotros consideramos la
distancia entre el micelio y el tratamiento como variable de
respuesta; a mayor distancia mayor el efecto. En el modelo
incluimos como variables independientes la concentración
de los tratamientos, el sexo, la fenofase, la altitud y sus
interacciones. La variable respuesta fue la distancia (mm)
transformada en arcoseno de su raíz cuadrada (Zar 2010).
Las comparaciones múltiples se realizaron con el método de
ajuste de Bonferroni. Para los análisis se utilizó un modelo
lineal generalizado (GLM por sus siglas en inglés) de
SAS (2003).

 
Tabla 3. Tratamientos aplicados en el experimento de Baccharis
conferta sobre Alternaria solani in vitro. Del 1 al 32 representa el
número de tratamiento.

Sitio Altitud Fenofase Masculinos Femeninos

Concentración mg

25 10 + - 25 10 + -

Número de tratamiento

1 2,900 m Antesis 1 2 3 4 5 6 7 8

Brotes 9 10 11 12 13 14 15 16

2 3,450 m Antesis 17 18 19 20 21 22 23 24

Brotes 25 26 27 28 29 30 31 32

+ Tratamiento control positivo (mancozeb), - Tratamiento control
negativo (etanol).

Para el caso de A. solani, el efecto de los extractos se
midió a través de la invasión o no del micelio sobre los
tratamientos (presencia-ausencia del micelio, en este caso el
micelio del hongo creció más cerca de los tratamientos). Las
variables independientes fueron las concentraciones de los
tratamientos, el sexo, la fenofase, la altitud y sus posibles
interacciones y la variable respuesta la invasión o no del
micelio sobre el tratamiento. Los modelos fueron analizados
a través de un modelo lineal generalizado (GENMOD) de
SAS, con distribución binomial.

Resultados

Fenología. La fenología vegetativa en el sitio uno
(2,900 m snm) ocurrió de julio a diciembre (seis meses), en
el sitio dos (3,450 m snm) de septiembre a noviembre (tres
meses) y en el sitio tres (3,670 m snm) únicamente en
septiembre, registrando una fenología vegetativa de mayor
duración en la menor altitud. Mientras que la fenología
reproductiva en el sitio uno fue de enero a junio (seis
meses), en el sitio dos inició en diciembre y terminó en
agosto (nueve meses) y en el sitio tres persistió desde
octubre hasta agosto del siguiente año (11 meses). Por lo
que a mayor altitud se registró una fenología reproductiva
más prolongada (Tabla 4). Cabe señalar que todos los
individuos fenológicamente estaban sincronizados dentro de
los sexos, tiempos y altitudes.

En el mes de septiembre, todos los individuos de todos
los sitios se sincronizaron con la producción de brotes
(Tabla 4). Asimismo, con excepción de los organismos
ubicados a 3,670 m snm, la preantesis se observó de
diciembre a febrero y los tres sitios mostraron antesis en
primavera (Tabla 4). Sin embargo, el periodo más
prolongado de antesis tuvo lugar en el sitio tres (ubicado a
mayor altitud), persistiendo por siete meses (Tabla 4). La
producción de semillas se registró en el mes de abril a
2,900 m snm y en junio-julio a 3,450 m y 3,670 m snm.
Mientras que la senescencia de las partes reproductivas se
observó en periodos más reducidos en organismos
femeninos; en mayo y junio a 2,900 m y en agosto a 3,450 y
3,670 m snm (Tabla 4).

No encontramos una interacción significativa entre el
sexo, la altitud y las fenofases χ2 = 25.43, p = 0.28. Pero con
relación a la primera pregunta de investigación ¿son
diferentes las fenofases vegetativas y reproductivas de
B. conferta entre organismos de diferente sexo? Los
resultados señalan diferencias en las fenofases de
producción de semillas y senescencia a nivel de sexo. Esto
debido a que la producción de semillas únicamente se
presenta en organismos femeninos y se determinó una
asociación positiva entre la senescencia y los organismos
masculinos en el mes de junio (χ2 = 146.95, p = 0.002;
Figura 2). Los resultados también mostraron asociaciones
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positivas entre las fenofases producción de brotes,
preantesis y antesis en ambos sexos con los meses de
septiembre, enero y marzo, respectivamente (χ2 = 146.95,
p = 0.002; Figura 2).

Con relación a la segunda pregunta ¿son diferentes las
fenofases vegetativas y reproductivas de Baccharis conferta
a lo largo de un gradiente altitudinal? Los resultados
mostraron una asociación positiva entre la producción de
brotes y la altitud de 2,900 m, una asociación negativa entre
la antesis y la altitud de 2,900 m y una asociación positiva
entre la antesis y la altitud de 3,670 m (χ2 = 17.954,
p = 0 .021 en todos los casos; Figura 3).
 
Bioprospección in vitro de extractos etanólicos
relacionados con la fenología, altitud y sexo de plantas.
Efecto de Baccharis conferta sobre Myrothecium roridum.
La inhibición de los tratamientos con extractos etanólicos
de B. conferta sobre el crecimiento micelial de M. roridum,
fueron significativamente diferentes (F = 83, p < 0.001), de
la misma manera lo fueron entre concentraciones (F = 303,
p < 0.001), sexo (F = 21, p < 0.001), fenofases (brotes y
antesis) (F = 8, p = 0.005) y altitudes (F = 15, p = 0.002).
Asimismo, fueron diferentes las interacciones
concentraciones con sexo (F = 9.3, p < 0.001),
concentraciones con fenofases (F = 3.82, p = 0.005) y
fenofase con altitud (F = 29, p < 0.001; Tablas 5, 6 y 7).

La inhibición del crecimiento de M. roridum fue
significativamente mayor con la interacción de la

concentración de extracto de 10 mg y el sexo femenino de
B. conferta, sin embargo, presentó menor inhibición que el
tratamiento positivo (carbendazim; Tabla 5). De igual
manera, la interacción concentración de extracto etanólico
de 10 mg y la fenofase antesis tuvo mayor inhibición que el
resto de las interacciones, los controles positivos
presentaron mayor inhibición en comparación a todos los
tratamientos con extractos (Tabla 6). Por último, las
interacciones: antesis a 2,900 m snm y producción de brotes
a 3,450 m snm presentaron inhibición del crecimiento sobre
M. roridum (p < 0.05 en ambos casos; Tabla 7).

En la figura 4 se observa la diferencia del efecto de los
tratamientos; donde el tratamiento realizado con organismos
femeninos con brotes (3,450 m snm) y organismos
femeninos en antesis (2,900 m snm) presentaron mayor
inhibición (Figura 4 C y G, respectivamente).
 
Efecto de Baccharis conferta sobre Alternaria solani. Los
controles que resultaron positivo y/o negativo no se usaron
en el modelo debido a que en todos los casos fueron 0 y 1,
respectivamente (n = 6). El mejor modelo lineal
generalizado fue el que incluyó: el sexo (χ2 = 11.22,
p < 0.001), las fenofases (χ2 = 42.99, p < 0.001) y las
altitudes (χ2 = 4.89, p = 0.027) con diferencias
significativas. Los tratamientos con mayor inhibición sobre
A. solani fueron extractos femeninos y masculinos, en
antesis y brotes, pero sólo a la altitud de 3,450 m snm
(Tabla 8).

Tabla 4. Comparación fenológica de Baccharis conferta por sexo en tres sitios ubicados a diferente altitud en el Parque Nacional Cofre de
Perote, Veracruz, México.

Fenofase

Masculinos Femeninos

Altitud m snm Altitud m snm

2,900 3,450 3,670 2,900 3,450 3,670

Producción de
brotes

Julio, agosto,
septiembre,

octubre, noviembre
y diciembre

Septiembre, octubre
y noviembre

Septiembre Julio, agosto,
septiembre,

octubre,
noviembre y

diciembre

Septiembre,
octubre y

noviembre

Septiembre

Preantesis Enero y febrero Diciembre y enero Octubre Enero y febrero Diciembre y enero Octubre

Antesis Marzo Febrero, marzo,
abril y mayo

Noviembre,
diciembre enero,
febrero marzo,
abril y mayo

Marzo Febrero, marzo,
abril y mayo

Noviembre
diciembre, enero,
febrero, marzo,

abril y mayo

Producción de
semillas

NA NA NA Abril Junio y julio, Junio y julio

Senescencia Abril, mayo y
junio

Junio, julio y agosto Junio, julio y
agosto

Mayo y junio Agosto Agosto

NA: No aplica por que los organismos masculinos no producen de semillas.
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Figura 2. Asociaciones de Baccharis conferta entre sus fases
fenológicas (bro: brotes, pre: preantesis, ant: antesis, sem: semillas
y sen: senescencia), el sexo (f: femenino y m: masculino) y los
meses del año. El color azul intenso representa las asociaciones
positivas significativas.

Discusión

Fenología. Se muestra una amplia variación en la duración
de las fenofases de B. conferta en las diferentes altitudes y
sexos. Por ejemplo, la producción de brotes ocurre durante
varios meses, pero es significativamente mayor en la altitud
más baja (Figura 3). Esto sugiere que, a mayores altitudes
(es decir a menor temperatura) se desencadena un cambio
significativo en las fenofases de B. conferta. Esta respuesta,
coincide con los resultados observados para otras especies,
por ejemplo, en el haya europea (Fagus sylvatica L.) y el
roble (Quercus robur L.), se observó que los cambios en el
clima afectan su respuesta fenológica (Čufar et al. 2012,
Dittmar & Elling 2006, Guyon et al. 2010).

La producción de brotes ocurrió en septiembre en todos
los sitios (Tabla 4), esto coincide con que este mes exhibe la
mayor precipitación del año (Climate-data.org 2020). Lo
anterior contrasta con otros estudios realizados en especies
de sotobosque del bosque de Abies religiosa las cuales
reportan una relación significativa, a mayor precipitación
mayor floración (Bonilla-Valencia et al. 2017). Con
excepción de los organismos ubicados a 3,670 m snm, la
preantesis se observó en enero y febrero, y se encontró una
relación positiva entre la preantesis y el mes de enero
(Figura 2), siendo el mes con menor precipitación en esta
región (Climate-data.org 2020). La floración y
fructificación que observamos se presentó de noviembre a
julio (nueve meses) a 3,670 m snm, estos resultados
muestran un periodo más amplio de dichas fenofases con
relación a los reportados anteriormente por Vázquez (2014)
el cual fue de enero a junio a 3,000, a 3,600 y a 4,000 m
snm, así como los resultados de Cornejo-Tenorio & Ibarra-
Manríquez (2007) quienes las reportan de enero a julio en
altitudes de 2,500 a 3,320 m snm. La producción de

semillas se relacionó positivamente con los meses de junio
y julio (Figura 2), en contraste con la producción de
semillas en B. dracunculifolia que ocurre en la estación seca
de Belo Horizonte, Brasil (Espírito-Santo 2003).

Finalmente podemos concluir que la fenología de
B. conferta es diferente a través de un gradiente altitudinal y
se asocia inversamente con la temperatura, principalmente, es
decir a mayor altitud menor temperatura. El principal factor
climático que afecta la fenología de las plantas es la
temperatura (Menzel 2000), el fotoperiodo y la precipitación
(Donohue et al. 2015), esto sugiere que estos son los
principales factores que causan la variación en la fenología
de B. conferta a lo largo del gradiente altitudinal. Es también
conocido que la fenología está regulada por la expresión
genética del Flowering Locus C (FLC represor de la
floración sensible a la temperatura y al fotoperiodo), un FLC
homólogo o un locus equivalente v.gr., Oryza sativa L.,
Populus trichocarpa Torr. & A. Gray y Fagus crenata Blume
y el trigo, respectivamente (Kudoh 2016).

Aunque el tipo de suelo en los tres sitios es Andosol,
puede haber variaciones en su contenido de nutrientes y pH,
esto también podría contribuir a la variación de la fenología
de las plantas. Nosotros sostenemos la hipótesis de que la
temperatura y la precipitación son los factores que más
contribuyen a la variación de la fenología. Sin embargo, se
deberá probar en otro estudio donde se incluyan los factores
suelo - individuo - sexo - altitud - fotoperiodo -
precipitación - genes junto son sus interacciones para
evaluar la contribución de cada uno de estos factores sobre
la variación de la fenología de B. conferta.
 

Figura 3. Asociaciones entre la altitud y las fases fenológicas de
Baccharis conferta (bro: brotes, pre: preantesis, ant: antesis, sem:
semillas y sen: senescencia), el color azul intenso representa
asociaciones positivas significativas y el color rosa asociaciones
negativas significativas.
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Relación entre fenología, altitud y sexo con la
bioprospección in vitro. Efecto de Baccharis conferta sobre
Myrotecium roridum. El ambiente (altitud) donde crece
B. conferta, sus fenofases, las concentraciones de extractos
y el tipo de sexo son factores que interactúan y su efecto
varía sobre el crecimiento (inhibición) de M. roridum
(Tablas 5, 6 y 7). Es decir, su efecto se complejiza con las
posibles interacciones entre los niveles de estos factores.
Además, se observó que no necesariamente son las mayores
concentraciones de los tratamientos los que tienen mejores
efectos cuando hay otros factores con los que interactúan,
por ejemplo, el tratamiento a una concentración de 10 mg
con plantas femeninas en la fenofase antesis, presentó
mayor actividad respecto a otros tratamientos con mayor
concentración (Tablas 6 y 7).

Los resultados sugieren que la concentración de 10 mg de
extractos de plantas de sexo femenino, así como la
interacción de antesis con la altitud 2,900 m y los brotes a
3,450 m snm, son las mejores combinaciones para la
búsqueda de metabolitos secundarios con actividad
antifúngica en B. conferta. Cabe mencionar que el periodo
de colecta de material vegetal se puede reducir ya que hay
fenofases como la floración que se reducen a un mes del
año (marzo), en el sitio de menor altitud.
 
Efecto de Baccharis conferta sobre Alternaria solani. El uso
de extractos etanólicos de B. conferta y su efecto sobre el
crecimiento in vitro de A. solani, también nos permitió
identificar lo importante de considerar en las colectas de
plantas el sexo, las fenofases y altitudes. Por ejemplo, los

Tabla 5. Efecto de los tratamientos concentración extracto y sexo de Baccharis conferta sobre la inhibición del crecimiento (distancia) de
Myrothecium roridum in vitro. LSMean mínimos cuadrados promedio, por sus siglas en inglés.

Concentración del extracto Sexo
LSMean

Inhibición
Número de la
interacción

Diferencias significativas (p < 0.05) entre
interacción concentración y sexo

10 mg Femenino 0.16666667 1 1 vs 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8

10 mg Masculino -0.00511111 2 2 vs 1, 8

15 mg Femenino 0.02500000 3 3 vs 1, 8

15 mg Masculino 0.00322222 4 4 vs 1, 8

25 mg Femenino 0.02500000 5 5 vs 1, 8

25 mg Masculino 0.00322222 6 6 vs 1, 8

Control negativo 10 µL de etanol
(96 %)

Control 0.00322222 7 7 vs 1, 8

Control positivo 0.0125 µg
carbendazim

Control 0.65655556 8 8 vs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

 

 
Tabla 6. Resultados del efecto de las interacciones, concentraciones de extractos etanólicos de Baccharis conferta y la fenofase de las plantas,
sobre la inhibición (distancia) del crecimiento de Myrothecium roridum in vitro. LSMean es mínimos cuadrados promedio, por sus siglas en
inglés.

Concentración del extracto Fenofase
LSMean

Inhibición
Número de la
interacción

Diferencias significativas (p < 0.05) entre
interacción concentración y fenofase

10 mg Antesis 0.11666667 1 1 vs 3, 4, 5, 6, 7, 8

10 mg Brotes 0.04488889 2 2 vs 8

15 mg Antesis 0.02500000 3 3 vs 1, 8

15 mg Brotes 0.00322222 4 4 vs 1, 8

25 mg Antesis 0.02500000 5 5 vs 1, 8

25 mg Brotes 0.00322222 6 6 vs 1, 8

Control negativo 10 µL de etanol
(96 %)

Control 0.00322222 7 7 vs 1, 8

Control positivo 0.0125 µg
carbendazim

Control 0.66488889 8 8 vs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
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mejores resultados se obtuvieron con individuos femeninos
y masculinos, en ambas fenofases, pero únicamente en la
altitud de 3,450 m snm (Tabla 8); y a diferencia con
M. roridum, la concentración de 25 mg obtuvo el mejor
resultado.

Comparando los resultados y tendencias. Los experimentos
realizados en este trabajo sugieren claramente que en los
estudios de bioprospección en B. conferta, los metabolitos
secundarios en extractos etanólicos difieren de acuerdo con
la procedencia altitudinal, fenológica y sexo de la planta. En
B. dracunculifolia también se ha demostrado la variación de
metabolitos secundarios antifúngicos en hojas (Da Silva
2008). Sin embargo, no podemos comparar nuestros

resultados debido a que en ese estudio no se especifica el
sexo y la altitud donde fue colectada. Este dato es
importante ya que se han comparado los perfiles
cromatográficos de las hojas maduras y en brotes de
B. dracunculifolia y observaron que las hojas maduras no
contenían o tenían muy reducidos los metabolitos
secundarios de interés, a diferencia de los brotes (Park et al.
2004). La actividad antifúngica de los brotes puede
explicarse también por la presencia de compuestos en altas
concentraciones que las plantas presentan en tejidos
periféricos (en su mayoría acoplados a un azúcar para
prevenir la autotoxicidad), los cuales son los primeros en
entrar en contacto con herbívoros y patógenos (Palo 1984).

Tabla 7. Resultados del efecto de las interacciones, fenofase y la altitud de las plantas sobre la inhibición (distancia) del crecimiento de
Myrothecium roridum in vitro. LSMean es mínimos cuadrados promedio, por sus siglas en inglés.

Fenofase Altitud
LSMEAN
Inhibición

Número de la
interacción

Diferencias significativas (p < 0.05) entre
interacción fenofase y altitud

Control negativo 10 µL de
etanol (96 %)

Control 0.02500000 1 1vs 2, 3

Control positivo 0.0125 µg
carbendazim

Control 0.60833333 2 2 vs 1, 3, 4, 5, 6

Antesis 2,900 0.10555556 3 3 vs 1, 2, 4, 5

Antesis 3,450 0.00555556 4 4, vs 2, 3

Brotes 2,900 0.00000001 5 5 vs 2, 3

Brotes 3,450 0.06666667 6 6 vs 2

 

 

Figura 4. Efecto de Baccharis conferta sobre el crecimiento in vitro de Myrothecium roridum. Las letras indican los tratamientos:
A) masculinos con brotes a 2,900 m snm, B) femeninos con brotes a 2,900 m snm, C) femeninos con brotes a 3,450 m snm, D) masculinos en
antesis a 3,450 m snm, E) femeninos en antesis a 3,450 m snm, F) masculinos en antesis a 2,900 m snm, G) femeninos en antesis a 2,900 m
snm, H) Control negativo. Nota: En todas las cajas (A-G) se puede observar en el lado derecho el control positivo carbendazim (gotas
blancas), en todos esos sitios de las cajas no hubo crecimiento del hongo.
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Como lo señalan nuestros resultados, la bioprospección
de especies dioicas debe hacerse por separado con ambos
sexos. En Salix rigida Muhl. también se ha comparado el
contenido de compuestos por sexo, determinando que los
organismos femeninos presentan mayor concentración de
metabolitos, así como metabolitos ausentes en organismos
masculinos (Elmqvist et al. 1991), como resultado, los
ratones de la especie Microtus agrestis L. prefieren
alimentarse de los sauces (Salix myrsinifolia Salisb.)
masculinos sobre los femeninos (Danell 1983).

Considerar la fenofase en la colecta del material vegetal
para la bioprospección es relevante. En este estudio se
observaron diferencias significativas entre fenofases y con
interacción con los otros factores sobre M. roridum. Otro
ejemplo similar se observó en Artemisia molinieri Quézel,
M. Barbero & R.J. Loisel, en la cual se han registrado
variaciones en la composición de sus aceites esenciales en
diferentes etapas fenológicas, específicamente en la fase
vegetativa se reportó mayor cantidad de R-terpineno y tasas
más bajas de ascaridol, mientras que, en la floración, la
proporción de ascaridol aumentó mientras que la de R-
terpineno disminuyó (Masotti et al. 2003). De igual manera,
la concentración de metabolitos secundarios en Salix rigida
se reduce en la fructificación (Elmqvist et al. 1991). En
resumen, las fenofases pueden tener efectos diferenciados
dependiendo del organismo al que se apliquen los extractos
(Tablas 7 y 8).
 
Tabla 8. Respuesta de Alternaria solani a extractos etanólicos de
Baccharis conferta. Modelo lineal generalizado binomial con
variable respuesta (presencia-ausencia de la inhibición) y cuatro
variables independientes.

Factor Estimación Error estándar Valor Z Pr > |z|

10 mg 0.62878 0.8198 0.77 0.4438

25 mg 2.1098 1.1299 1.87 0.0619

Femenino 15.319 0.7438 20.59 < 0.0001

Masculino -12.579 1.3516 -0.31 < 0.0001

2,900 m snm 4.44E-16 0.8234 0.00 1.0000

3,450 m snm 2.7376 1.2071 2.27 0.0233

Antesis -14.4662 0.7306 -19.80 < 0.0001

Brotes 17.20439 0.7306 23.55 < 0.0001

 
La altitud (refiriéndonos a los factores ambientales

asociados a ella), es otra de las variables que influyó en la
actividad de los extractos sobre M. roridum y A. solani, en
la primera solo con interacciones con la fenofase y en la
segunda sin interacción con los otros factores (Tablas 7 y 8).
Como antecedente, se ha reportado que el piso térmico
donde se desarrollan las plantas puede influir en el
contenido de polifenoles totales y taninos condensados en

las especies Gliricidia sepium Kunth ex Steud. y Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Santacoloma-Varón &
Granados 2010) así como en la estructura y composición
química de Abies religiosa (Musule et al. 2016).

Otro estudio, reporta la importancia de los factores
ambientales sobre la concentración de metabolitos
secundarios en Smilax campestris Griseb., en la cual las
hojas más expuestas a la luz tienen mayor contenido de
glicósidos de quercetina y canferol, así como con el doble
de fenoles totales y niveles superiores de taninos. En este
caso sólo se analizaron ejemplares femeninos para descartar
que el sexo influía en los resultados (Rugna et al. 2007).

Todos los resultados mencionados incluyendo el nuestro,
refuerzan la importancia de los estudios de bioprospección
ligados a la fenología, el sexo y la altitud. Por lo tanto, es
relevante considerar que las evaluaciones de actividad
biológica o bioprospección se lleven a cabo incluyendo
aquellos factores o por lo menos tomar nota sobre el sexo
(en caso de ser dioico), el estado fenológico y la altitud a la
cual se colecta el material botánico. Consideramos que esto
debe formar parte de los conocimientos básicos sobre la
utilización terapéutica de productos de origen vegetal, ya
sean drogas, extractos, aceites esenciales u otros preparados
utilizados también en la medicina tradicional, como parte de
un control de calidad que garantice su eficacia. Incluso esta
información debería compartirse con las comunidades que
hacen uso de plantas medicinales, para que lleven a cabo un
uso adecuado de las mismas.

Para finalizar, estos resultados también pueden ser de
utilidad para los productores de plantas con uso medicinal
para que consideren la altitud en la que preferentemente
deben sembrar cada especie según los metabolitos
secundarios que esperen obtener, así como la fenofase y el
sexo en que deben ser colectados.
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