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RESUMEN

Se evaluo el efecto antifingico del extracto hidroalcohodlico de fruto de B. pinguin frente a un hongo aislado de
frutos enfermos en estado de pudricion de Cacao (Theobroma cacao L.) mediante un ensayo de inhibicion de
crecimiento micelial empleando el método de dilucion en agar. El extracto tuvo un efecto antifungico bastante
notorio en un rango de concentraciones entre 2,5y 10 % (V/V) y se pudo evidenciar ademas una fuerte relacion
dosis-respuesta. Un analisis fitoquimico preliminar, permitié identificar flavonoides, antraquinonas, taninos, sa-
poninas y glucdsidos cardiotonicos como los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto hidro-
alcoholico de B. pinguin; sin embargo, aqui se discute sobre la Pinguinaina, como principal responsable de dicha
actividad.
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ABSTRACT

The antifungal effect of hydroalcoholic extract of B. pinguin fruit against an isolated fungus from diseased fruits
cocoa (Theobroma cacao L) in state rot, by an inhibition assay using the method mycelial growth agar dilution.
The extract had a remarkable antifungal effect in a range of concentrations between 2.5 and 10% (V /V) and could
also show a strong dose-response relationship. A preliminary phytochemical analysis identified flavonoids, an-
thraquinones, tannins, saponinas and cardiac glycosides as the main secondary metabolites present in the aqueous
alcoholic extract of B. pinguin; however, it is discussed on the Pinguinaina, as the main responsible for the activity.
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1. INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas que afrontan a nivel
mundial los cultivadores de Cacao (Theobroma cacao
L.) son las infecciones causadas por hongos fitopa-
togenos como Moniliophthora roreri, Ceratocystis
fimbriata, Collectotrichum gloesporoides, Crinipellis
perniciosa, hongos del complejo Phytophthora, entre
otros, que pueden generar pérdidas hasta del 100 %.
En Colombia el hongo fitopatégeno Moniliophthora
roreri es causante de la enfermedad denominada Mo-
niliasis o pudricion acuosa que puede causar pérdidas
hasta del 90 % de la produccion de Cacao. Los fungi-
cidas de sintesis quimica para el control de M. roreri
no son del todo satisfactorios o son inconsistentes de
aflo a afo, y su alta frecuencia de uso estd asociado
a la contaminacién ambiental y a mayores costos de
produccion que resulta antieconomico para el cacao-
tero (1). El manejo de estas enfermedades se basa en
la integracion de practicas agrondmicas como la tec-
nificacion, la reduccion del inoculo primario, la siem-
bra de clones de alta productividad y la implemen-
tacion permanente de practicas de saneamiento y de
manejo cultural; sin embargo, la poca capacitacion a
los productores y sus bajos recursos econdmicos para
implementarlos hacen dificil su implementacion (2).

Los plaguicidas naturales han sido usados en la agri-
cultura como una alternativa para el manejo de pro-
blemas fitosanitarios y muestran ventajas; por ejem-
plo, en su mayoria son biodegradables y no afectan
la salud del hombre ni la del medio ambiente (3). Lo
anterior permite generar un interés permanente en la
busqueda de plaguicidas naturales. y en este aspecto,
las plantas representan un potencial enorme ya que
contienen principios activos los cuales extraidos en
forma adecuada y administrados en dosis suficientes,
producen efectos insecticidas o fungicidas que permi-
ten el manejc de insectos-plaga y de microorganismos
fitopatogenos (4), (5).

Bromelia pinguin L. (Bromeliaceae) es una planta
ampliamente distribuida en toda América central y el
caribe, conocida como Pifiuela, Maya, o Pifia de raton
(6), (7), (8). El fruto es comestible aunque ocasiona
irritacion ligera en los labios sin efectos nocivos y
también pequefios dolores ulcerosos sobre los dedos
de las personas quienes manipulan su pulpa aunque
de caracter reversible (9). Ademas de ser considera-
do como un posible alimento funcional (10), su fruto
ha sido usado en fitoterapia como antihelmintico y
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para tratar la tosferina y el escorbuto (11). También
es considerado como una fuente rica en proteasas,
especialmente pinguinaina; esta ultima, considerada
un preparado proteico cuya composicion podria ser
variable (9), (11).

Varios estudios han mostrado evidencias sobre la ac-
tividad antibacteriana y fungitoxica del fruto de B.
pinguin frente a distintas cepas de hongos y bacterias;
sin embargo, atin no existen estudios que pretendan
establecer algun tipo de actividad frente a patogenos
fungicos de Cacao (Theobroma cacao L.). En este
sentido el objetivo de este trabajo fue investigar sobre
la posible actividad fungicida que podria tener un ex-
tracto hidro-alcohdlico de fruto de B. pinguin frente
a un hongo aislado de frutos enfermos en estado de
pudricion de Cacao, y ademads establecer mediante un
analisis fitoquimico preliminar, el contenido de sus
principales metabolitos secundarios.

2. METODOLOGIA
Obtencion del material vegetal.

El material vegetal constituido por el fruto de B. pin-
guin L. fue obtenido en una zona rural cercana al mu-
nicipio de Florencia en el departamento del Caque-
ta-Colombia, en el mes de septiembre del afio 2015.
Los frutos fueron cortados en trozos pequefios y so-
metidos a secado en estufa eléctrica a 43 + 2°C duran-
te 4 dias consecutivos y posteriormente fue pulveriza-
do en un molino convencional, obteniéndose 2385 g
de material vegetal.

Obtencion del extracto hidroalcoholico.

El material pulverizado se sometid a un proceso de
sucesivas extracciones por maceracion con etanol al
75 % hasta agotar matriz. Luego de cada extraccion el
material vegetal fue filtrado mediante vacio usando
papel filtro Whatman No. 1y el filtrado se concentrd
a presion reducida para eliminar el alcohol. Posterior-
mente dicho filtrado se dejo durante un mes a tempe-
ratura ambiente y tapado con papel aluminio al cual se
le hicieron pequefios orificios para permitir al elimi-
nacion de cualquier vestigio de etanol en la muestra,
obteniéndose finalmente 60 mL de un liquido relativa-
mente denso y de color café oscuro (Extracto hidro-
alcohdlico). Este extracto se almacen6 a temperatura
ambiente en un tubo pléstico con tapa-roscadebida-
mente rotulado para los posteriores analisis quimicos
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Transcurrido este tiempo, y con la ayuda de unaaguja
de diseccion estéril se inoculd en todo el centro de
la caja de Petri una fraccidon del hongo de 15 dias de
crecimiento y cada caja fue mantenida en estufa para
cultivos a 26 o C durante un periodo de 12 dias. Como
control positivo en lugar de extracto se adicion6 al
medio de cultivo el fungicida comercial de amplio
espectro Ridomil® (Metalaxyl-M + Mancozeb) en
una concentraciéon de 500 ppm. El control negativo
consistid en el hongo creciendo en medio de cultivo
sin ningun aditivo adicional o extracto.

Medicion del crecimiento.

El crecimiento del hongo fue seguido mediante regis-
tro fotografico y las mediciones de crecimiento radial
se hicieron a partir del cuarto dia, justo cuando el con-
trol negativo alcanzo6 su crecimiento completo en la
caja de Petri, hasta el dia 7.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Analisis fitoquimico preliminar del extracto hi-
droalcoholico de Bromelia pinguin

Tipo de metabolito Resultado
secundario

Flavonoides +
Leucoantocianidinas -
Antraquinonas +
Taninos +
Cumarinas -
Alcaloides +
Saponinas +
Glucosidos cardiotonicos +
Esteroides y/o triterpenos +

+ = Presencia, - = Ausencia, + = No concluyente

Como puede apreciarse en la tabla 1, el extracto hi-
droalcohdlico de Bromelia pinguin mostré la presen-
cia de flavonoides, taninos, saponinas,antraquinonas,
y glucosidos cardioténicos, en tanto que las pruebas
para alcaloides, triterpenos y esteroides no fueron
concluyentes. A pesar de los pocos estudios fitoqui-
micos reportados; metabolitos como flavonoides, ta-
ninos y cumarinas, terpenos y saponinas ya han sido
descritos para esta planta (20), (21), (10), mientras
que para los alcaloides y glucdsidos cardiotdnicos
aun no existe reporte alguno. Es bien sabido que la
composicion y contenido de metabolitos presentes en
una planta puede variar de acuerdo a condiciones geo

graficas, clima, suelo,estado vegetativo de la planta
al momento de recoleccion y también debido a posi-
blesvariaciones genéticas de la planta (22). De igual
manera, las pruebas negativas o poco concluyentes
para el caso de cumarinas y terpenos respectivamente,
pueden estar asociadas también a la baja concentra-
cion de estos constituyentes en el extracto y la poca
sensibilidad del método para ser detectados. Para el
caso de alcaloides se sabe también que ciertos grupos
en moléculas de proteinas pueden dar falsos positivos.

Actividad antifiingica.

Con respecto a la actividad antifingica se pudo evi-
denciar que el extracto hidroalcohdlico de Bromelia
pinguin posee un efecto inhibitorio sobre el creci-
miento in vitro del patégeno fingico que genera la
pudricion del fruto de Theobroma cacao L. En la figu-
ra 3 se muestra un registro fotografico del crecimiento
del hongo durante 7 dias en la cual se puede obser-
var claramente un efecto inhibitorio el cual ademads
es dependiente de la dosis. Para concentraciones de
extracto mayores de 10 % V/V no se observo creci-
miento luego de 7 dias de incubacion, mientras que
a dosis menores su crecimiento fue notorio y a partir
del cuarto dia ya se observaban diferencias significa-
tivas de crecimiento radial entre las concentraciones
de extracto evaluadas, y entre éstas y los respectivos
controles.

Los mismos resultados mostrados en la figura3pero
expresados en términos de porcentaje de inhibicion
de crecimiento radial en la tabla 2 permiten obser-
var una inhibicion del 100 % del crecimiento radial
a una concentracion de extracto de 10 % v/v o ma-
yores y sin efecto significativo o ninguno (0-9,3 %
de inhibicién) a concentraciones de extracto de 0.6
% v/v o menores. Se ha reportado que en ensayos
de efectividad bioldgica para cualquier fungicida un
70 % de inhibicion es considerado aceptable (23) y
en este experimento dicha inhibicion corresponde a
una concentracion alrededor de 5 % v/v de extracto.
Estos resultados aunque alagadores no son del todo
novedosos, pues no es la primera vez que se reporta
actividad antifungica para el fruto de B. pinguin. Ya
en anos anteriores se habia descrito una significativa
actividad antifungica del extracto de pulpa del fruto
de esta planta frente a Trichophyton mentagraphytes y
T. rubrum (24), incluso, un estudio reciente ha demos-
trado que B.pinguin inhibe la poblacion de hongos y
bacterias en suelos donde esta planta crece (8). Del
fruto También existen reportes sobre la actividad anti
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bacteriana frente a varias cepas patogénicas humanas

(10).
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Figura 1.Registro fotografico del crecimiento de patogeno
fingico frente a distintas concentraciones de extracto de
Bromelia pinguin
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Sin embargo, hay que considerar aqui la presencia
en B. pinguin de enzimas proteasas, en particular la
pinguinaina, un pre parado enzimatico con actividad
proteolitica presente en el fruto de esta especie la cual
ya ha sido blanco de diferentes estudios (27), (28),

(29), (9), (30).

Dicha enzima podria ser la responsable de la activi-
dad antifiingica frente al patdégeno fungico que afecta
el fruto de Theobroma cacao L. encontrada en este es-
tudio. Ademas de la amplia diversidad estructural de
los metabolitos secundarios con efecto antifingico,
también se han descrito proteinas antifiingicas (25),
(31), (32), e incluso se han caracterizado algunas a
partir de plantas (33) (34) y otros organismos (35),
(36), (37), (38).

Multiples mecanismos de accidn antifingica podrian
estar involucrados en la inhibicion de esta enzima so-
bre el patdogeno fungico que genera la pudricion del
fruto de Theobroma cacao L., como por ejemplo estar
atravesando la membrana e interferiendo en la sintesis
de ADN, y ARN. También podria estar inhibiendo la
cadena respiratoria celular o disminuyendo el ATP

Tabla 2. Inhibicion del crecimiento del hongo frente al extracto hidroalcohdlico de B. Pinguin (Resultado promedio de

tres mediciones)

Concentracion de Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
extracto (% V/V) o5 de inhibicion | Y% de inhibicion | % de inhibicion | % de inhibicion
20 100 100 100 100
10 100 100 100 100
5 83,8 80 76,8 76
2.5 46,6 34,9 28 26
0,6 93 47 2 0
03 2.4 2.4 0 0
Control positivo 100 100 100 100

La lista de metabolitos secundarios que han mostrado
actividad antifungica es tan amplia como su diversi-
dad estructural o el espectro de actividades biologi-
cas que algunos de ellos muestran y es por esto que
seria muy apresurado establecer con exactitud una
relacion entre el efecto inhibitorio mostrado por el
extracto hidroacohoélico de B. pinguin y alguno de
sus metabolitos presentes. Flavonoides, saponinas,
alcaloides, terpenos y muchos otros han sido reporta-
dos muchas veces haciendo mencion sobre sus acti-
vidades antifungicas (25), (26).
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(39); o podrian estar alterando la permeabilidad de la
membrana formando poros y ocasionando la pérdida
de iones y otros solutos (40). También podria estar
hidrolizando o interferiendo en la sintesis de compo-
nentes esenciales de la pared celular como la quitina,
el quitosan, entre otros (41). De cualquier manera,
establecer la responsabilidad de la pinguinaina en la
inhibicién in vitro de M. roreri al igual que algunos
de estos u otros mecanismos de accidon requerira de
otros estudios. Actualmente en nuestros laboratorios
se llevan a cabo experimentos de inhibicion con el
preparado enzimatico tanto in vitro como in vivo.
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.3. CONCLUSIONES

Por primera vez se estudio la actividad antifingica
frente a un hongo aislado de frutos enfermos de Cacao
(Theobroma Cacao) del extracto hidroalcohoélico de
B. pinguin del Caqueta, region Amazonica Colombia-
na, encontrandose un significativo efecto inhbitorio
sobre el crecimiento micelial del hongo, que es ade-
mas dependiente de la dosis. Los resultados obtenidos
y los antecedentes de B. pinguin sefialan a la Pingui-
naina como la principal responsable de la actividad,
considerando sin embargo que es necesario llevar a
cabo otros estudios para tratar de resolver esta hipo-
tesis. De igual forma se estan llevando a cabo otros
ensayos para identificar el hongo.
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