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Resumen

Los extractos de las hojas de la planta conocida localmente como
‘mata ratdn’ (Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.), tienen po-
tencial como biofungicidas, debido a la presencia de flavonoides
con propiedades alelopaticas, destacandose su efecto sobre hon-
gos fitopatdgenos. El objetivo de esta investigacion fue determi-
nar los flavonoides presentes en el extracto etandlico de hojas
de G. sepium empleando cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). Adicionalmente, se evalud el efecto in vitro de los estanda-
res comerciales de los flavonoides identificados sobre dos cepas
de Colletotrichum acutatum, aisladas de frutos de fresa con antrac-
nosis. Se identificaron y cuantificaron los flavonoides acido orto-
cumadrico (28,26%), cumarina (3,71%), quercetina (2,42%), luteolina
(1,07%), kaenferol (0,36%) y miricetina (0,1%). Se evaluaron in vitro
tres estandares de los compuestos encontrados en mayor propor-
cién en el extracto. Las concentraciones ensayadas fueron 0,125;
0,250 Y 0,50%, de los cuales sélo la cumarina y el acido orto-cumari-
co ejercieron un efecto sobre la inhibicién del crecimiento micelial
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y de la esporulacién de C. acutatum. El efecto de la cumarina al
0,25y 0,5 % fue fungicida, mientras que el dcido orto cumarico al
0,5% tuvo un efecto fungistdtico. Estos resultados evidencian el po-
tencial de los extractos vegetales de G. sepium como biofungicida
para el manejo ecoldgico de la antracnosis de la fresa.

Palabras clave: Cliricidia sepium, Colletotrichum acutatum, flavo-
noides, biofungicida, antracnosis.

Flavonoids in Leaves of Gliricidia Sepium and Their
Effect In Vitro on Colletotrichum Acutatum

Abstract

Extracts from leaves of the plant known locally as “mouse killer”
(Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.) have potential as biofun-
gicides, due to the presence of flavonoids with allelopathic prop-
erties, highlighting their effect on plant pathogenic fungi. The ob-
jective of this research was to determine the flavonoids present
in ethanol extract from G. sepium leaves using high performance
liquid chromatography (HPLC). Additionally, the in vitro effect of
commercial standards of the identified flavonoids was tested on
two strains of Colletotrichum acutatum isolated from strawberry
fruit with anthracnose symptoms. The flavonoids, ortho-coumaric
acid (28.26%), coumarin (3.71%), quercetin (2.42%), luteolin (1.07%),
kaenferol (0.36%) and myricetin (0.1%) were identified and quanti-
fied. Three standards of the compounds found in greater propor-
tion in the extract were tested in vitro. The concentrations tested
were 0.125, 0.250 and 0.5%, of which only coumarin and ortocumar-
ic acid had an inhibitory effect on the mycelial growth and sporu-
lation of C. acutatum. Coumarin at 0.25 and 0.5 % had a fungicidal
effect, while ortho coumaric acid at 0.5% showed a fungistatic ef-
fect. These results demonstrate the potential effect of G. sepium
extracts as biofungicides for the ecological management of straw-
berry anthracnose.

Keywords: Gliricidia sepium, Colletotrichum acutatum, flavonoids,
biofungicides, anthracnose.



Boletin del Centro de Investigaciones Bioldgicas 17
Vol. 48, N° 2, mayo-agosto 2014, Pp. 115 - 130

Introduccion

La planta conocida localmente con el nombre comun de ‘mata
raton’ (Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.), perteneciente a la
familia Fabaceae, es originaria de Centroamérica y en Venezuela es am-
pliamente conocida en las regiones célidas (Hoyos 1992). Los extrac-
tos de hojas, semillas y cortezas de G. sepium tienen un gran potencial
como biocida, ya que de éstos se han aislado e identificado un gran
nimero de flavonoides, incluyendo la cumarina (C) con propiedades
fungicidas, rodenticidas e insecticidas (Hochman 1966, Herath et al.
1998). Se ha sugerido que este grupo de metabolitos secundarios (MS)
deberia utilizarse para crear una nueva generacion de fungicidas que
sean mdas compatibles con el ambiente (Razavi 2011). Otros flavonoides
identificados y cuantificados, a partir de las hojas de esta planta, son el
acido-ortocumarico (AC) y la miricetina (Ramamoorthy y Paliwal 1993).

Las propiedades antifungicas de G. sepium han sido comprobadas
con diversos hongos fitopatdégenos. En tal sentido Martin et al. (2003)
evaluaron el efecto in vitro del extracto acuoso (EA) de las hojas, obte-
nido por irradiacién con microondas sobre el crecimiento micelial del
hongo Corynespora cassicola, causante de manchas foliares en lechosa
(Carica papaya), reportando que una concentracion al 10% logra inhibir
en un 91,4% el crecimiento del hongo. Asi mismo, Ortiz (2010) evalué el
efecto del extracto etandlico (EE) de hojas G. sepium sobre la germina-
cién in vitro de los conidios de Septoria apiicola encontrando un efecto
fungicida, con el 1,25% de concentracién y sobre la enfermedad en las
plantas de apio (Apium graveolens var. dulce) con el 19% del EE. De igual
manera, Urdaneta et al. (2012) encontraron que el EE de G. sepium al 2%
logrd inhibir el crecimiento micelial y la esporulacién del hongo Colle-
totrichum acutatum, causante de la antracnosis en fresa pero la reduc-
cién significativa de la severidad de esta misma enfermedad, en frutos
de fresa, fue alcanzada con la concentracién del 20%.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar los flavo-
noides presentes en el extracto etandlico de hojas de Gliricidia sepium
y su efecto in vitro sobre Colletotrichum acutatum.
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Materiales y métodos

Determinacion de los flavonoides

La investigacion se realizé con el extracto etandlico de hojas de
C. sepium obtenido previamente por Urdaneta et al. (2012), el cual fue
almacenado en frascos de vidrio estériles, color ambar, en condiciones
de refrigeracién a 4° C hasta el momento en el cual que se realizaron
los ensayos. La identificacién y cuantificacién de los flavonoides acido
orto-cumarico, cumarina, kaenferol, luteolina, miricetina y quercetina
se realizé por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La preparacién de la muestra del EE para el anadlisis de los flavo-
noides kaenferol (K), luteolina (L), miricetina (M) y quercetina (Q) se
llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento de dilucién propuesto
por Vargas et al. (2006). Se tomd 1 mL del extracto y se diluyé con agua
destilada hasta un volumen final de 10 mL. Posteriormente, esta prime-
ra dilucidn se filtrd tres veces por gravedad con filtros de nylon Millipo-
re de 0,45 um, se tomaron 150 pL y se mezclaron con 600 pL de agua
destilada acidificada (pH 2,5) con acido clorhidrico (1,2 M).

Las soluciones estdndares del kaenferol (K), quercetina (Q), miri-
cetina (M) y luteolina (L) se prepararon en metanol (MERCK®), grado
HPLC, a una concentracién de 1000 ppm (mg.L™") empleando los estan-
dares comerciales de estos flavonoides. Las soluciones de trabajo se
prepararon por dilucidon a partir de las soluciones madre a las concen-
traciones de 30 mg.L™" para L, My Q; y de 20 mg.L™" para K.

La separacién cromatografica se realizd en un cromatdgrafo
Shimadzu modelo SCL-10, equipado con detector UV a una longitud
de onda de 280 nm y una columna Zorbax SB-C (4,6 mm ID x 250
mm) (5um) de fase reversa a temperatura ambiente. La fase mavil
estuvo conformada por fosfato didcido de potasio (KH,PO,) 0,025
M:acetonitrilo (66,7:33,3%v/v), y a un flujo de 1,0 mL. min™. El volumen
de inyeccidn fue de 20 pL. Los solventes empleados en la fase mdvil se
filtraron a través de una membrana de 0,45 um y se sometieron a ultra-
sonido durante 10 min. El procesamiento de los datos y la obtencién de
los resultados se realizaron por medio del software Cromat 1,1°.

En el caso de los flavonoides dcido orto cumdrico (AC) y la cumarina (C), se
tomaron 0,5 mL del EE, se llevd a un volumen final de 10 mL con agua desioni-
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zada y se filtré con papel filtro Millipore® de 0,45 pm. De esta dilucion se toma-
ron 0,5 mLy se llevé a un nuevo volumen final de 10 mL con agua desionizada
acidificada (pH 2,5) con &cido clorhidrico (0,1 N). Con esta dilucién se cuantificé
el AC. Posteriormente, de la segunda dilucién se tomaron 150 pL y se mezclaron
en 600 pL de agua desionizada acidificada (tercera dilucién); de aqui se tomaron
100 pLy se mezclaron con 100 pL de agua destilada acidificada (cuarta dilucién),
la cual se utilizd para cuantificar la C.

Para la preparacién de los flavonoides ACy C se utilizaron estdnda-
res puros disueltos en metanol (Merck®), grado HPLC, a una concentra-
cién de 22 y 11,05 mg-L™, respectivamente. La determinacion se realizd
en un cromatdégrafo Waters 600 pump, equipado con un detector Wa-
ters 486 UV operado a una sensibilidad de 0,1y una longitud de onda
de 254 nm, con una columna Bondapak-C , (3,9 mm x 300 mm) de fase
reversa a temperatura ambiente. La fase mdvil estuvo conformada por
metanol:agua (50:50%v/v), el flujo fue de 1,0 mL.min™"y el volumen de
inyeccion de 20 pL. Los solventes empleados en la fase mdvil se filtra-
ron a través de una membrana de 0,45 um y después se sometieron a
ultrasonido durante 5 min. El procesamiento de los datos y la obten-
cién de los resultados se realizé por medio del software Empower 2,0°.

En ambos casos, las muestras diluidas del EE y las soluciones de
trabajo de los flavonoides se inyectaron por triplicado obteniéndose
los cromatogramas respectivos. Se determind el tiempo de retencion
(Tr) en min. y el drea bajo la curva del pico en funcién de las obtenidas
con cada uno de los estandares.

La identificacidn de los flavonoides presentes en el EE de G. sepium
se realizé comparando los tiempos de retencién (Tr) obtenidos con los
de los estandares. Para su cuantificacion, se calcularon los factores de
respuesta (RF) para cada uno de los estandares, utilizando la férmula:

RF = ppm/A

donde:

ppm, concentraciéon (mg.mL™) de la solucién de trabajo del estdndar
respectivo.

A, drea del pico obtenida en el cromatograma
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Una vez calculados los RF de los estdandares y su coeficiente de
variacién, se calculd el contenido de los flavonoides (mg.mL") presen-
tes en la muestra del extracto etandlico utilizando la férmulaanterior.

Finalmente, se calculd la concentracién del flavonoides (g/100 g
de hojas secas), considerando el volumen (en mL) del EE obtenido por
reduccién en un rotavapor (15 mL), nimero de diluciones realizadas a
la muestra (factor de dilucién), factor de concentracién (volumen del
macerado sometido a la reduccién de 350 mL) y los gramos de hojas
secas (434,58 g) maceradas en etanol al 96%.

Efecto in vitro de los patrones de flavonoides sobre
Colletotrichum acutatum

Los metabolitos secundarios evaluados fueron los flavonoides
AC, Cy Qen sus presentaciones comerciales. Se utilizaron dos cepas de
C. acutatum, aisladas de frutos de fresa con antracnosis en los estados
Lara y Trujillo (L1F5 y Tr3F4), las cuales fueron reactivadas en medio
papa dextrosa agar acidificado (PDAA) y cultivadas durante una sema-
na antes de las pruebas. Las cantidades correspondientes de cada fla-
vonoide fueron mezcladas en medio papa dextrosa agar (PDA), inme-
diatamente después de la esterilizacidn a las concentraciones de 0,125,
0,25y 0,5% (m/v).

El medio de cultivo PDA con la correspondiente concentracién del
MS se dispensd en platos Petri de 5 cm de didmetro (5 mL/plato) y una
vez solidificado, en el centro de cada plato, se colocé un disco de 5 mm
de didmetro de PDA con micelio del hongo. Luego se incubd a 27+2°C.

Se realizaron tres repeticiones por concentracion y por cepa del
hongo. El didmetro de la colonia se marcé y midié diariamente por el
reverso del plato Petri hasta que la colonia en el tratamiento testigo
(sin extracto) lo cubrid totalmente (Rodriguez y Sanabria 2005). Con los
datos del dltimo dia de evaluacidn del crecimiento micelial, se calculé el
porcentaje de inhibicién micelial (ICM) y el porcentaje de inhibicién de la
esporulacion (IE) para cada tratamiento. La prueba se realizé dos veces.

Para determinar el efecto fungicida o fungistatico de los MS, los
discos del hongo que no presentaron crecimiento micelial en los trata-
mientos evaluados se transfirieron a platos Petri con el medio PDA libre
de los MS, los cuales se mantuvieron a 25 °C con fotoperiodo de 12 h
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durante siete dias se evalud el desarrollo de las colonias. Se considerd
un efecto fungicida en aquellos que no presentaron crecimiento del
hongo y fungistatico para los que si lo presentaron.

Andlisis estadistico

Se realizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2x3x3, siendo los factores y niveles de cada uno: cepas de Colletotri-
chum acutatum (L1F5 y Tr3F4), metabolito secundario (AC, C, Q) y con-
centracion de éstos (0,125, 0,25y 0,5 %). Los datos se sometieron al ana-
lisis de varianza y comparaciéon de medias mediante la prueba de Tukey
(5 %) utilizando el programa estadistico Statistix versién 8.0 (Analytical
Software 2003).

Resultados y discusién

Flavonoides presentes en el extracto etandlico de las hojas
de Gliricidia sepium

El andlisis por HPLC permitid identificar seis flavonoides en el EE
de G. sepium: 4cido orto cumdrico, cumarina, kaenferol, luteolina, mi-
ricetina y quercetina (Figuras 1y 2). La presencia de estos flavonoides
en hojas y otros érganos de G. sepium ha sido sefialada por Griffiths
(1962), Ramamoorthy y Paliwal (1993), Rastrelli et al. (1999) y Kaniam-
pady (2007). La Tabla 1 muestra que el acido orto cumarico es el flavo-
noide que se encuentra en mayor proporcidon en las hojas de G. sepium
(28,26%), seguido de cumarina (3,71%), quercetina (2,42%), luteolina
(1,07%), kaenferol (0,36%) y miricetina (0,1%). Kaniampady et al. (2007)
analizaron el aceite esencial de hojas de G. sepium, por cromatografia
de gases, y reportaron un contenido superior de cumarina, 18,2%, en
comparacion al obtenido en la presente investigacion. Esta diferencia
podria ser explicada porque la sintesis de estos compuestos depende
de la fase especifica del desarrollo y de las condiciones a las cuales es-
taban sometidas las plantas en el momento de recolectar el material
vegetal (Sepulveda et al. 2003, Cseke et al. 2006, Wink 2010).
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Figura 1. A. Cromatogramas de una mezcla de patrones o estandares de
kaenferol (20 mg.L-1), luteolina, miricetina y quercetina (30 mg.L-1).
B. Cromatograma del extracto etandlico de hojas de Gliricidia sepium, a una
longitud de onda de 280 nm y fase mdvil isocratica de fosfato de potasio
(KH2P0O4) 0,025 M/acetonitrilo (66,7:33,3% v/v)

Efecto in vitro de los patrones de flavonoides (estandares)
sobre de Colletotrichum acutatum

Se evidencié un comportamiento diferencial de las dos cepas
(L1F5 y Tr3F4) ante algunos de los flavonoides y sus concentraciones
evaluadas (p<0,01). La cumarina a las concentraciones de 0,25 y 0,50%
logré inhibir completamente el crecimiento micelial de las dos cepas de
C. acutatum (ICM=100%), pero a 0,125% se observé un comportamien-
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Figura 2. Cromatogramas correspondientes a la determinacién de (A)
Estandar de acido orto coumarico (22 mg L-1), (B) Estandar de cumarina
(11,05 mg L-1), (Q) y (D). Cromatogramas del extracto etandlico de hojas de
Gliricidia sepium, a una longitud de onda de 254 nm y fase mdvil isocrética de
metanol/agua (50:50% v/v).

to contrastante entre las dos cepas; para L1F5 y Tr3F4 los valores de
ICM fueron de 100% y 76,33%, respectivamente (Tabla 2). El efecto del
acido orto cumarico (AOC) al 0,5%, para las dos cepas, fue similar con
ICM de 97,67% para L1F5y 94,67% para Tr3F4. La cepa L1F5 fue mas sus-
ceptible a las concentraciones de este acido al 0,125% y 0,25% con ICM de
36,67%y 89,33 % respectivamente, mientras que la cepa Tr3F4 presentd ICM
de 44,0% (AOC 0,25%) y 12,33% (AOC 0,125%). La cepa Tr3F4 resulté menos
susceptible a las concentraciones de AOC (0,125 y 0,25%) y de C (0,125%),
probablemente debido a la variabilidad genética entre ellas, lo cual resulta
en la reduccion de su sensibilidad al compuesto quimico (Damicone 2004).
Por otra parte, la quercetina (Q) ejercié un menor efecto sobre el ICM en
comparacion con la Cy el AOC, aprecidandose un comportamiento similar a
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Tabla 2. Inhibicién de crecimiento micelial (ICM)
de las cepas de Colletotrichum acutatum (L1F5 Y TR3F4)
por efecto de tres concentraciones de los flavonoides cumarina (C),
acido ortocumarico (AOC) y quercetina (Q). Valores con la misma letra
no difieren estadisticamente, Tukey (p=< 0,05)

Cepa Metab Conc (%) ICM (%) Grupo
L1F5 C 0,125 100 A
L1Fs5 C 0,25 100 A
L1F5 C 0,5 100 A
Tr3F4 C 0,25 100 A
Tr3F4 C 0,5 100 A
L1Fs5 AOC 0,5 97,67 A
Tr3F4 AOC 0,5 94,67 AB
L1Fs5 AOC 0,25 89,33 B
Tr3F4 C 0,125 76,33 C
Tr3F4 AOC 0,25 44,00 D
L1Fs5 AOC 0,125 36,67 E
Tr3F4 Q 0,5 24,33 F
L1F5 Q 0,5 22,00 FG
Tr3F4 Q 0,125 20,67 FG
Tr3F4 Q 0,25 19,33 FGH
L1Fs5 Q 0,25 17,00 GH
Tr3F4 AOC 0,125 12,33 HI
L1F5 Q 0,125 8,33 |

las concentraciones de 0,25 y 0,5%, para las dos cepas; la mayor concentra-
cién (0,5%) sélo logré un ICM de 22,0%, para L1F5, y de 24,33%, para Tr3F4.

La cumarina (C) en todas las concentraciones evaluadas y el dcido
orto cumarico (AOC) al 0,5% lograron inhibir la esporulacién de C. acu-
tatum con valores de IE muy cercanos al 100% (Figura 3); el AOC al 0,25%
y 0,125 produjo% de IE de 84,5% y 63,67%, respectivamente. En relacién
al efecto de la quercetina (Q) sobre el IE, se aprecia que a medida que
se incrementa la concentracion disminuye la esporulacién del hongo,
pero sin diferencias significativas entre 0,25% y 0,5%, con valores de in-
hibicion de 61,17% y 78,5% respectivamente.
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Figura 3. Inhibicion de la esporulacién (promedio) para las dos
cepas de Colletotrichum acutatum (L1F5 y Tr3F4) ante el efecto de tres
concentraciones de flavonoides: cumarina (C), acido ortocumérico (AOC)
y quercetina (Q). Valores con la misma letra no difieren estadisticamente,
Tukey (p< 0,05).

En relacion al acentuado efecto de la cumarina sobre C. acutatum,
Razavi (2011) sugiere que este grupo de MS deberia utilizarse para crear
una nueva generacion de fungicidas que sean mas compatibles con el
ambiente, basado en los resultados de Razavi et al. (2010), quienes re-
portaron el efecto inhibitorio de tres cumarinas, aisladas de semillas
de Zosima absinthifolia, sobre el crecimiento micelial y esporulacién del
Sclerotinia sclerotiorum hasta a la dosis de 0,01 mg.mL™".

La quercetina ejercié un menor efecto sobre el crecimiento mice-
lial del hongo C. acutatum; resultado que coincidié con los sefialados
por Bravo et al. (2003), quienes evaluaron el efecto de un estandar de
este mismo compuesto en las dosis de 250, 500 y 750 mg.mL™, sobre
el crecimiento micelial de tres cepas de C. gloeosporioides sin encontrar
diferencias significativas con el control.

Se determind ademds que el efecto inhibitorio del AOC (0,5%) y la C
(0,125%) fue de tipo fungistatico, porque inhibieron el crecimiento micelial
delas dos cepas del hongo, sdlo al estar en contacto con el MS mezclado en
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el medio PDA. La cumarina, por su parte, resultd ser téxica a las dos cepas
de C. acutatum a 0,25 y 0,5%, y no hubo crecimiento después de siete dias
que los discos fueron transferidos a PDA, de alli que este MS, a dichas con-
centraciones, tuvo propiedades fungicidas (Tabla 3).

Estos resultados demostraron que la cumarina presentd una mayor
actividad antifungica sobre el desarrollo in vitro de C. acutatum, comparado
con el acido orto cumarico. En tal sentido, Bhumika et al. (2007), determi-
naron el mecanismo de accién de algunas cumarinas sobre la levadura Can-
dida albicans, en las cuales redujeron la respiracidn y el contenido de ergos-
terol de las células e incrementaron la pérdida de los aminoacidos a través
de la membrana induciendo la muerte de las células; probablemente éstos
sean los mismos mecanismos de accién por los cuales la cumarina comer-
cial evaluada ocasiond la muerte de las dos cepas de C. acutatum.

Tabla 3. Crecimiento de las cepas de Colletotrichum acutatum
(L1F5 Y TR3F4) en platos con PDA y determinacién del efecto fungicida
o fungistatico de la cumarina (C) y el cido ortocumarico (AOC)

Primer ensayo Segundo ensayo

Metab. Sec. L1F5 TR3F4 L1F5 TR3F4
€ 0,125% R1 sC X X NE
C 0,125% R2 X X X NE
C0,125% R3 X SC X NE
C0,25% R1 SC SC SC SC
C0,25% R2 SC SC SC SC
C0,25% R3 sC SC SC SC
C0,5%R1 SC SC SC SC
C0,5% R2 sC SC SC SC
C0,5%R3 SC SC SC SC
AOC 0,25% R1 X NE NE NE
AOC 0,25% R2 X NE NE NE
AOC 0,25% R3 X NE NE NE
AOC 0,5% R1 X X X NE
AOC 0,5% R2 X X X NE
AOC 0,5% R3 X X X NE

R (1, 2, 3)=repeticiones, X= crecimiento en PDA, SC= sin crecimiento y NE= no evaluado.
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Seguin Kawase et dl. (2001), la presencia de fenoles y los grupos hidroxia-
cidos carboxilicos en el nticleo de la cumarina son necesarios para la actividad
antimicrobiana de éstas. Sardari et dl. (1999) hicieron referencia a que el grupo
hidroxilo libre en la posicidn seis del nticleo cumarinico, es una consideracion es-
tructural muy relacionada con la actividad antifuingica de este MS.

Conclusiones

En el extracto etandlico de hojas de Gliricidia sepium se cuantifica-
ron los flavonoides acido orto cumdrico, cumarina, quercetina, luteoli-
na, kaenferol y miricetina.

La cumarina comercial ejercid un efecto fungicida sobre las dos
cepas de C. acutatum evaluadas a las concentraciones de 0,25 y 0,5%,
mientras que el dcido ortocumdrico sdlo tuvo una accién fungistatica al
0,5%. La quercetina no inhibid significativamente el crecimiento micelial
de C. acutatum.
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