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Resumen. Se evalu¢ el efecto antifiingico de polvos, extractos
y fracciones de hojas de Cestrum nocturnum del estado de
Morelos, México, mediante bioensayos de inhibicion micelial
de tres aislados de Rhizopus stolonifer. Se observo una curva
de dosis efecto de los polvos a las concentraciones de 0.5, 2,
5y 10 mg/mL en los aislados de Cuautla y San Carlos. Los
polvos tuvieron un efecto inhibitorio significativo de 10 a
44%. Los extractos etandlicos y acuosos no tuvieron efecto
sobre la inhibicion micelial de los tres aislados a las tres dosis
probadas. Los extractos acetonicos tuvieron un efecto
inhibitorio de 2 a 22%. Los extractos metandlicos tuvieron un
efecto inhibitorio significativo a dosis de 5 y 10 mg/mL sobre
los aislados de Cuautla (18 y 62%) y San Carlos (14 'y 76%),
respectivamente. El aislado de Yautepec presentdé un mayor
efecto a las tres dosis ensayadas con una inhibicion del
crecimiento micelial de 46 a 94%. El extracto de metanol se
someti6é a una cromatografia en columna aislandose dos
fracciones 8-11y 12-19, las cuales presentaron una inhibicion
del crecimiento micelial de 6 a 66% y de 8 a 50%,
respectivamente, sobre los tres aislados de R. stolonifer.
Estudios preliminares mostraron que estas fracciones
corresponden a saponinas esteroidales.

Palabras clave adicionales: Biofungicidas, fracciones,
actividad bioldgica, huele de noche.

Abstract. The antifungal effects of leaf powders, extracts,
and fractions of Cestrum nocturnum from Morelos state,
Mexico, were evaluated on three isolates of Rhizopus
stolonifer using mycelial inhibition bioassays. A dose-effect
curve at concentrations of 0.5, 2, 5, and 10 mg/mL was
observed in isolates from Cuautla and San Carlos. Leaf
powders had a significant inhibitory effect from 10 to 44%.
Ethanolic and aqueous extracts did not have effect on mycelial
inhibition in any of the isolates at the three rates tested.

Acetonic extracts had an inhibitory effect from 2 to 22%.
Methanolic extracts had a significant inhibitory effect on
isolates from Cuautla (18 and 62%) and San Carlos (14 and
76%), respectively, at 5 and 10 mg/mL. The isolate from
Yautepec showed a greater effect at the three rates tested
with a mycelial inhibition from 46 to 94%. The methanolic
extract was subjected to chromatography column, where two
fractions 8-11 and 12-19 were isolated; these showed mycelial
growth inhibition from 6 to 66% and from 8 to 50%, respectively,
on the three isolates of R. stolonifer. A preliminary study
showed that these fractions corresponded to steroidal
saponins.

Additional keywords: Biofungicides, fractions, biological
activity, night blooming jessamine.

El uso de fungicidas sintéticos ha originado perjuicios en los
consumidores de frutos y hortalizas tratados con dichas
sustancias, porque los residuos persisten en altas
concentraciones, toxicas para el ser humano. La resistencia
quimica que tienen estos compuestos a la degradacion ha
causado contaminacién por su acumulacion en suelos,
plantas, animales y en el mismo hombre, lo que ocasiona
alteraciones en los procesos bioquimicos normales y por lo
tanto, graves enfermedades. Debido a todos los
inconvenientes que presenta el manejo de compuestos
sintéticos, se han desarrollado alternativas naturales, entre
las cuales se encuentra el uso de extractos vegetales, con los
que se han obtenido resultados prometedores. Ademas, los
extractos vegetales tienen las ventajas de poseer un origen
biologico, ser biodegradables y manifestar un minimo impacto
negativo sobre la salud humana y el medio ambiente (Bravo
et al.,2000; Montes, 1996; Vazquez et al., 1996). En México
existe una gran diversidad de especies botanicas que se
emplean comunmente para el control de enfermedades en
humanos; sin embargo, su uso en el control de fitopatdgenos
es escaso. Entre ellas se encuentra la especie botanica llamada
“huele de noche” (Cestrum nocturnum L.), la cual se
encuentra ampliamente distribuida en las zonas tropicales y
es comun en varios estados de la Republica como Guerrero,
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Jalisco y Oaxaca (Rwedowsky, 1983). Esta planta ademas de
ser de ornato por su caracteristico aroma, se utiliza en la
herbolaria mexicana como antiespasmodico contra erupciones
cutaneas y especialmente en tratamientos de epilepsia
(Buznego et al., 1997; Martinez, 1994). En el aspecto
fitopatologico pocos estudios se han realizado con esta
planta; sin embargo, Bravo ef al. (2000) reportan que C.
nocturnum sobresalid entre 97 especies botanicas por su
efecto fungicida sobre Fusarium moniliforme Sheldon.
También Hernandez-Albiter et al. (2007) mencionan la
actividad fungicida de extractos crudos de C. nocturnum
contra Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc.
Igualmente hemos encontrado que polvos y extractos
metandlicos de C. nocturnum inhiben el crecimiento micelial
y esporulacion de Fusarium spp. aislado de ciruela mexicana
(Spondias purpurea L.) (datos no publicados). Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. es el agente causal de
enfermedades postcosecha de varios frutos y vegetales, es
un hongo de crecimiento rapido que se desarrolla en un amplio
intervalo de temperaturas y humedades relativas (Nishijima
et al., 1990). Para Rhizopus se han reportado 10 diversas
especies vegetales con actividad antifingica. Extractos de
semilla de Citrus paradisi Macfad inhibieron el crecimiento
micelial en un 87% e inhibieron en un 100% la infeccion en
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (Gerardo et al., 1995).
Extractos acuosos y polvos de hojas de Annona cherimola
Mill., A. reticulata L., Bromelia hemisphaerica Lam., Carica
papaya L., Citrus limon (L.) N.L. Burm., Pithecellobium dulce
(Roxb.) Benth., Crataegus mexicana Moc 'y Sess 'y Pouteria
sapota Jacques inhibieron en 100% la esporulacion de R.
stolonifer aislado de ciruela mexicana (Bautista-Baios et al.,
2000a, b). Polvo de hojas de Pithecellobium dulce inhibieron
enun 80% el crecimiento micelial de R. stolonifer aislado de
fresa (Fragaria x ananassa Duch.) y los extractos acuosos
de esta especie vegetal inhibieron en un 44% la infeccion de
frutos de fresa (Bautista-Bafios et al., 2003). El presente
estudio evalua el efecto antifingico de polvos, extractos
acuosos, etandlicos, metanodlicos y acetonicos y fracciones
de hojas de C. nocturnum en el desarrollo micelial de tres
aislados de R. stolonifer.

MATERIALESYMETODOS

Material vegetal. La colecta de hojas frescas de Cestrum
nocturnum se realizo en junio y julio en el campo experimental
del Centro de Desarrollo de Productos Bioticos (CEPROBI)
del Instituto Politécnico Nacional en San Isidro Yautepec,
Morelos, México. En el Laboratorio Fitosanitario del
CEPROB]I, las hojas fueron seleccionadas desechandose las
que presentaron dafios mecanicos, enfermas o con plagas.
Se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al
1% y posteriormente se lavaron con agua destilada. Se secaron
con papel secante y se procedio a cortarlas en cuadros de
aproximadamente 5 mm. Para la obtencion de los polvos, las
hojas se secaron al aire y después se molieron finamente y se
almacenaron a temperatura ambiente (26°C) en botellas de

color ambar hasta su uso.

Extraccion y aislamiento de fracciones metanélicas.
Preparacion de extractos acuosos, etandlicos, metanolicos y
acetonicos. Estos extractos de hojas frescas fueron
preparados siguiendo la metodologia de Ahmad y Prasad
(1995): se pesaron 200 g de cada muestra adicionandoles 1000
mL de cada uno de los disolventes en matraces separados
(2:10 p/v), y se dejaron reposar durante 48 h a temperatura
ambiente. Luego se filtraron en papel Whatman No. 10, se
concentraron en un rotavapor (Buche Waterbath B-480) y se
obtuvieron los siguientes rendimientos: extracto acuoso
(59.55%), etandlico (48.0%), metanolico (37.15%) y acetonico
(20.15%). El extracto metanolico (1 g) fue sometido a una
cromatografia en columna (CC) con Silica Gel 60 (Merck, 100
g) y eluida con una mezcla de cloroformo metanol aumentando
lapolaridad (9:1, 8:2,7:3,6:4,5:5,4:6,3:7,2:8,1:9y0:10). Se
obtuvieron 35 fracciones las cuales fueron analizadas por
cromatografia en capa fina (CCF) usando placas de Silica Gel
(Merck, 0.25 mm) y eluidas con cloroformo:metanol (1:9). Las
placas fueron evaluadas en luz visible después de asperjarlas
con acido sulftrrico:etanol (1:19) y calentadas sobre una
parrilla a 150°C por 1 min. Las fracciones con patrones
cromatograficos similares se mezclaron. Se obtuvieron ocho
mezclas y la fraccion 8-11 produjo un polvo verde oscuro
(compuesto 1, Rf=0.4) y la fraccion 12-19 produjo un liquido
amarillo (compuesto 2, Rf =0.3).

Microorganismos. Se realizo el aislamiento de cepas de R.
stolonifer a partir de jitomate infectado naturalmente,
cosechado en tres sitios diferentes del estado de Morelos:
Cuautla (R1), San Carlos (R2) y Yautepec (R3). Los frutos se
colocaron en camara humeda a 25°C hasta la aparicion de los
sintomas (cuatro dias). Fragmentos de tejido infectado se
colocaron en cajas de petri conteniendo el medio de papa-
dextrosa-agar (PDA). La caracterizacion morfologica se realizo
considerando la morfologia colonial en este medio y la
presencia de micelio aéreo no septado, esporangiéforos
delgados erectos, esporangios globosos, de paredes
delgadas, columela prominente y de color blanco cuando son
jovenes y negro al madurar. Las esporangiosporas fueron
globosas a ovales o angulares lisas y con estrias
longitudinales (Schipper, 1984).

Bioensayo. Los polvos de hojas fueron preparados a cuatro
concentraciones (0.5,2.0, 5.0y 10.0 mg/mL) y se adicionaron
a PDA. Cada uno de los extractos y fracciones metanoélicas
se adicionaron por separado en medio de crecimiento de PDA
para obtener una concentracion final de 2, 5 y 10 mg/mL de
los extractos, 30 y 50 pg/mL de las fracciones. Todas las
mezclas fueron esterilizadas a 15 Ib/cm? a 121°C y vaciadas en
cajas de petri (60 x 15 mm). Se usaron seis repeticiones para
los polvos y extractos y tres repeticiones para las fracciones.
Un disco de agar de 5 mm conteniendo el respectivo patdogeno
se coloco en el centro de cada caja. Las cajas fueron incubadas
en la oscuridad por un dia a 25°C y el crecimiento micelial se
midié en cm con un vernier. Las placas de Petri testigo
contenian unicamente PDA. Todos los bioensayos fueron
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llevados a cabo por triplicado. El efecto inhibitorio del
crecimiento micelial se calculé como sigue: % inhibicion =
crecimiento micelial del testigo - crecimiento micelial del
tratamiento / crecimiento micelial del testigo x 100.

Analisis estadistico. Los tratamientos fueron arreglados en
un disefio completamente al azar. Se realizé un analisis de
varianza con los datos obtenidos.

RESULTADOSY DISCUSION
Efecto antifingico de polves. Se observo una curva de
respuesta dosis-efecto a las tres y cuatro concentraciones
sobre R. stolonifer aislado de Cuautla y San Carlos,
respectivamente. Para el aislado de Yautepec se tuvo un efecto
inhibitorio de 14 a 32% a dosis de 5 y 10 mg/mL. Los polvos
de hojas de C. nocturnum tuvieron un efecto inhibitorio
significativo de 10 a 44% sobre R. stolonifer (Fig. 1). En este
estudio se observo que los aislados de R. stolonifer mostraron
diferente susceptibilidad debido probablemente a la
diversidad metabdlica intrinseca de los diferentes aislados.
Estos resultados concuerdan con nuestras observaciones
sobre la inhibicion que los polvos de C. nocturnum tienen
sobre el crecimiento de Fusarium spp. aislado de ciruela
mexicana (datos no publicados).
Efecto antifuangico de extractos. Existieron diferencias
altamente significativas entre los tratamientos. Los extractos
etanolicos y acuosos no tuvieron ningun efecto sobre el
crecimiento micelial de los tres aislados a las tres dosis
ensayadas. Previamente Bautista-Bafios et al. (2003)
reportaron que los extractos acuosos y etanolicos de hojas
de Pithecellobium dulce no tuvieron efecto sobre la
inhibicion del crecimiento micelial de R. stolonifer aislado de
fresa. El extracto acetonico inhibid el crecimiento micelial de
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Fig. 1. Efecto de polvos de hojas de Cestrum nocturnum
sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de
tres aislados de Rhizopus stolonifer. Cuautla (R1), San Carlos
(R2) y Yautepec (R3).

los aislados de Cuautla (6%) y San Carlos (2%) a dosis de 10
mg/mL,y al aislado de Yautepec a dosis de 5 (6%) y 10 mg/mL
(22%). Los extractos metandlicos tuvieron un efecto
estadisticamente significativo a dosis de 5 y 10 mg/mL sobre
los aislados de Cuautla (18 y 62%) y San Carlos (14 'y 76%).
Para el aislado de Yautepec se observo un mayor efecto a las
tres dosis ensayadas presentandose una inhibicion del
crecimiento micelial de 46 a 94% (Fig. 2). Previamente se ha
reportado inhibicion del crecimiento micelial de diversos
hongos con extractos metanolicos de diferentes especies
botanicas. Barrera et al. (2002) reportaron la disminucion del
crecimiento micelial de Botrytis cinerea Pers.:Fr., C.
gloeosporioides y R. stolonifer con extractos metanolicos
de semillas de Pithecellobium dulce los cuales contenian
diversas saponinas triterpénicas (Barrera-Necha et al., 2003).
Gamboa et al. (2003) reportaron inhibicion del crecimiento
micelial de Rhizoctonia solani Kihn y Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary con extractos metandlicos de
Fluorensia cernua DC. Extractos con metanol de Larrea
tridentata (Seesé y Moc. ex D.C.) Coville y Euphorbia
eriantha Benth. inhibieron el crecimiento micelial de
Aspergillus flavus Link:Fr. y A. parasiticus Speare a dosis de
500 ppm (Vargas-Arispuro et al., 1997). Igualmente, extractos
metandlicos de C. nocturnum inhibieron el crecimiento micelial
y esporulacion de dos cepas de Fusarium spp. aisladas de
frutos de papaya (Carica papaya L.) y ciruela mexicana. El
metanol es un disolvente de compuestos polares diversos,
como alcaloides, azticares y saponinas. El extracto de metanol
puede contener una mezcla de estos compuestos y es
necesario el aislamiento y purificacion del compuesto activo
biologicamente mediante técnicas de cromatografia en
columnay en capa fina (Chang, 1998).

Efecto antifungico de fracciones. Las ocho subfracciones
obtenidas del extracto metanolico sometido a CC fueron
probadas con los tres aislados de R. stolonifer. Existieron
diferencias altamente significativas entre los valores
obtenidos, e inhibieron el crecimiento micelial entre un 4 a
66% a dosis de 30 y 50 ng/mL. El aislado mas sensible fue el
de Yautepec cuyo crecimiento fue inhibido por cuatro
subfracciones a las dosis de 30 y 50 pg/mL (F 8-11 y F 12-19)
ya50 pug/mL (F20-26 y F 27-35). El aislado de Cuautla fue el
menos sensible, sélo dos subfracciones (F 8-11 y F 12-19)
inhibieron su crecimiento a las dos dosis. El aislado de San
Carlos presento inhibicion del crecimiento micelial con tres
subfracciones (F 8-11, F 12-19 y F 20-26). Cuatro fracciones
no presentaron efecto sobre el crecimiento micelial de los
tres aislados (Fig. 3). En este estudio se observd que las
fracciones mas polares mostraron mayor inhibicién del
crecimiento micelial de R. stolonifer (F8-35). Estudios
preliminares mostraron que las fracciones 8-11 y 12-19
corresponden a saponinas esteroidales. Se han reportado en
la literatura 16 saponinas esteroidales en hojas frescas de C.
nocturnum y ocho de ellas presentaron actividad citotoxica
sobre células cancerigenas (Mimaki et al., 2001, 2002; Viqar
etal., 1991). No hay reportes en la literatura sobre la actividad
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antifungica de saponinas esteroidales sobre hongos

fitopatogenos.

CONCLUSIONES
Este es el primer estudio sobre la actividad antifingica de
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polvos, extractos y fracciones de Cestrum norcturnum. Los
polvos, los extractos metanolicos y las fracciones 8-11y 12-
19 tuvieron propiedades antifiingicas efectivas. Es necesario
realizar mayores investigaciones para determinar el efecto de
estos componentes sobre frutos en estudios in situ.
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