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RESUMEN

Las plantas constituyen una alternativa natural para el control de las diferentes plagas que
causan considerables dafios a cultivos de gran importancia econdémica, ofreciendo seguridad
para el medio ambiente. En este trabajo se evalué la actividad insecticida y fungicida de
extractos etanélicos de las plantas: Pinus caribaea; Gliricidia sepium; Juniperus lucayana; Thuja
orientalis y Melia azedarach sobre Mocis latipes, Botrytis cinerea y Colletotrichum
gloeosporioides, ademas, se realiz6 un fraccionamiento biodirigido a partir de Juniperus
lucayana, utilizando la cromatografia de columna y la técnica de CLAE. Los extractos de las
plantas Melia azedarach L. y Juniperus lucayana mostraron los mejores resultados de actividad
insecticida y fungicida respectivamente. Del fraccionamiento del extracto etandlico de la madera
de Juniperus lucayana se lograron aislar 12 compuestos: cedrol, allo-cedrol, a-bisabolol,
widdrol, &cido B-chamigrenico, 10,11-dihidroxi-B-bisaboleno, naringenina, aromadendrina, 12-
hidroxi-o-pseudowiddreno, 3-hidroxipseudowiddran-6(7)-en-4-ol, 15-hidroxiallo-cedrol y 12-
hidroxiwiddrol, los cuatro ultimos de estructuras novedosas. Por otra parte, se estudio el efecto
de los compuestos aislados sobre el hongo B. cinerea.

Palabras claves: extractos de plantas, actividad biolégica, estudio fitoquimico.
NATURAL AGROCHEMICALS FROM CUBAN PLANTS

ABSTRACT

Plants constitute a natural alternative for pest control that attacks economical important crops,
decreasing environmental risk. In this paper, insecticidal and antifungal activity of ethanolic
extracts of Pinus caribaea; Gliricidia sepium; Juniperus lucayana; Thuja orientalis and Melia
azedarach were evaluated against Mocis latipes, Botrytis cinerea and Colletotrichum
gloeosporioides, besides, a bioassay-guided fractionation of J. lucayana by column
chromatography and HPLC was conduced. The best results of insecticidal and antifungal activity
were shown by Melia azedarach L. and Juniperus lucayana extracts, respectively. Fractionation
of ethanolic extract from the wood of Juniperus lucayana afforded eight known compounds
named: cedrol, allo-cedrol, a-bisabolol, widdrol, B-chamigrenic acid,10,11-dihydroxy-p-
bisabolene, naringenine, aromadendrine and four new compounds: 12-hydroxy-a-
pseudowiddrene, 3-hydroxypseudowiddran-6(7)-en-4-ol, 15-hydroxyallo-cedrol and 12-
hydroxywiddrol. The effect of isolated compounds on B. cinerea fungus was also studied.

Key words: plant extracts, biological activity, phytochemical study.
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INTRODUCCION

Muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que poseen propiedades
bioldgicas con importancia contra diferentes plagas, por tal motivo, el hombre ha desarrollado
investigaciones en las mismas para la obtencién de plaguicidas naturales™?. El empleo de estos
plaguicidas botanicos dentro de los Programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) ha
permitido mostrarlos como una alternativa de control eficaz, econémica, y sana para el medio
ambiente®. En este sentido, algunas especies de la flora cubana han sido utilizadas para la
elaboracion de diferentes bioplaguicidas. Tales son los casos del Nim (Azadirachta indica A.
Juss), Paraiso (Melia azedarach L.), Tabaco (Nicotiana tabacum L.), Crisantemo
(Chrysanthemum cinense Sabine), Flor de muerto (Tagetes erecta L.), Guirito espinoso
(Solanum globiferum L.), Afiil cimarrén (Indigofera suffruticosa Mill), entre otras®, algunas de
reconocimiento internacional como son el Nim y el paraiso>°. Por otra parte, los plaguicidas
naturales obtenidos de plantas, mas conocidos y utilizados a nivel mundial, son aquellos para el
control de insectos. En cambio la informacién referente a extractos vegetales para el control de
las enfermedades flingicas y bacterianas es mucho mas escasa, debido principalmente a que
los cambios son menos perceptibles y por lo tanto mas dificiles de estudiar. Teniendo en cuenta
estos antecedentes, y que a pesar de las investigaciones realizadas, se han estudiado muy
pocas plantas en relacion a la diversidad natural que ofrece el planeta, nos propusimos en este
trabajo evaluar la actividad insecticida y fungicida de extractos de especies de plantas cubanas
sobre Mocis latipes, Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides, asi como realizar
estudios biodirigidos a partir de una de las plantas mas activas.

MATERIALES Y METODOS

1. Recoleccién de las plantas y procesamiento del material vegetal.

Las plantas estudiadas (Tabla 1) fueron recolectadas en Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt” (INIFAT, Cuba) entre los meses
de Noviembre/03 y Agosto/04 e identificadas por el botanico Pedro Sanchez. Los diferentes
6rganos fueron secados en estufa a 40°C y molidos hasta polvo fino.

2. Obtencién y fraccionamiento de los extractos

Para la obtencidén de los extractos se partio de 50 g del material vegetal seco y molido. El
mismo fue extraido con etanol, utilizando el método de extraccion continua en Soxhlet, durante
6 horas. Posteriormente, los extractos alcohdlicos obtenidos se concentraron a presion
reducida en un rotaevaporador, resultando los crudos Petc, Getc, JFetc, JTetc, TFetc, TTetc y
Metc, seglin se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Plantas y extractos estudiados

PESO DE
. CLAVE DE
. MES DE ORGANO DE LOS
NOMBRE CIENTIFICO , LOS
RECOLECCION | LA PLANTA EXTRACTOS CRUDOS
(©)
Pinus caribaea M. Febrero/04 Follaje Petc 10.4
Gliricidia sepium J.S. Noviembre/03 Hojas Getc 13.4
Follaje JFetc 15.1
Juniperus lucayana B. Marzo/04
Madera JTetc 2.11
Follaje TFetc 21.7
Thuja orientalis L. Febrero/04
Madera TTetc 4.0
Melia azedarach L. Agosto/04 Frutos Metc 7.7

Segun los resultados de actividad biolégica y la Cromatografia en Capa Fina (CCD) realizada a
los diferentes extractos, se decidié comenzar a trabajar con el crudo etandlico de la madera de
Juniperus lucayana (JTetc) en cuanto al aislamiento y purificacion de los diferentes metabolitos
activos.

Fraccionamiento del extracto etandlico de J. lucayana

El crudo etanélico fue fraccionado en una columna primaria sobre gel de silice 60 utilizando los
sistemas de disolventes AcOEt/n-hexano y CHCIl:/MeOH de polaridad creciente, obteniéndose
finalmente 11 fracciones (F1-11). Las nuevas fracciones obtenidas tras cromatografiada en
columna las fracciones F-5, F-6, F-8 y F-9 fueron cromatografiadas sucesivamente en HPLC
con AcOEt/n-hexano, CH,Cl,/n-hexano y Acetona/n-hexano de variada polaridad, resultando los
compuestos 1 (863.7 mg), 2 (4.3 mg), 3 (66.1 mg), 4 (654.1 mg), 5 (14.9 mg), 6 (42.9 mg), 7
(5.6 mg), 8 (9.4 mg), 9 (2.7 mg), 10 (39.7 mg), 11 (520.5 mg) y 12 (29.3 mg).

3. Ensayos de actividad biolégica
3.1. Ensayos de actividad insecticida

3.1.1. Bioensayos por contacto.

Los crudos etandlicos Petc, Getc, JFetc, JTetc, TFetc, TTetc, Metc fueron probados al 25 %
en larvas de Mocis latipes del tercer estadio de desarrollo utilizando el método de aplicacion por
aspersion. Las evaluaciones se hicieron por conteos de los insectos vivos y muertos después
de 24, 48 y 72 horas y posteriormente se calcularon los porcentajes de mortalidad.

3.2. Ensayos de actividad fungicida
3.2.1. Ensayos antifungicos “in vitro” sobre B. cinereay C. gloeosporioides

Los crudos etandlicos Petc, Getc, JFetc, JTetc, TFetc, TTetc y Metc se evaluaron a una
concentracion de 500 ppm sobre B. cinerea y C. gloeosporioides utilizando el método de
envenenamiento del medio’. Las placas Petri se incubaron a 25 °C durante 6-7 dias, anotando
el didametro de la colonia cada 24 horas. Los ensayos se realizaron por triplicados y se
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determinaron los porcentajes de inhibicion del crecimiento de los hongos por comparacién con
el control. Asi mismo fueron evaluadas las fracciones F1-11 y los compuestos 1, 3, 4,5y 11
sobre B. cinerea a diferentes concentraciones.

Los compuestos 1, 4, 6, 7, 10, 11, 12 fueron evaluados sobre B. cinerea en la empresa NBT
(Newbiotechnic), para determinar su efecto de inhibicion de la germinacion de las esporas
mediante una técnica estandarizada en este propio laboratorio. Los resultados se promediaron
y Se expresaron como porcentajes de germinacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que solamente el extracto de Melia azedarach L. (Metc)
mostré una actividad significativa sobre las larvas M. latipes, alcanzandose hasta un 100 % de
mortalidad a las 72 horas del ensayo (Figura 1). El extracto TTetc obtenido de Thuja orientalis
también sobrepasé el 50 % de mortalidad, no siendo asi, para el resto de los extractos
probados.

Los resultados de la Figura 2 muestran que los extractos JFetc y JTetc obtenidos del follaje y
la madera de la planta Juniperus lucayana respectivamente, fueron los mas activos sobre B.
cinerea inhibiendo el crecimiento micelial del hongo entre un 60-90 % durante los 6 primeros
dias de duracién del ensayo, disminuyendo ligeramente el Gltimo dia para el extracto JFetc. Por
otra parte, no se deben descartar los resultados alcanzados con los extractos de la planta Thuja
orientalis L. pues se logro hasta un 71.1 % de inhibicion del hongo con el extracto TTetc en las
primeras 24 horas del ensayo.
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Figura 1. Actividad insecticida de los extractos etandlicos
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Figura 2. Ensayo de inhibicion de los extractos etandlicos sobre B. cinerea

De los resultados anteriores y teniendo en cuenta los estudios fitoquimicos realizados y
publicados sobre las plantas mas activas se decidi6 comenzar el estudio biodirigido de
actividad fungicida de la madera de J. lucayana.

El estudio de la actividad fungicida de las 11 fracciones (F1-11), obtenidas a partir del extracto
etanolico, mostrd resultados muy positivos, donde 6 de las fracciones: F-1, F-5, F-6, F-7, F-8 y
F-9 redujeron significativamente el crecimiento del micelio durante los 6 dias del ensayo en
comparacion con el control. La fraccion F-3 mostr6 una moderada actividad y las fracciones F-2,
4,10 y 11 no mostraron actividad.

El andlisis espectroscépico de los compuestos obtenidos del fraccionamiento de F-5, F-6, F-8 y
F-9 permiti6 determinar sus estructuras, correspondiendo a: cedrol(1), allo-cedrol(2), a-
bisabolol(3), widdrol(4), acido [3-chamigrenico(6), 10,11-dihidroxi-B-bisaboleno(8),
naringenina(10) y aromadendrina(12). Estos compuestos han sido aislados de varias especies
del género Juniperus®® aunque solamente el cedrol (1) habia sido encontrado previamente en
Juniperus lucayana. Sin embargo, los compuestos 12-hidroxi-a-pseudowiddreno(5), 3-
hidroxipseudowiddran-6(7)-en-4-ol(7), 15-hidroxiallo-cedrol(9) y 12-hidroxiwiddrol(11) resultaron
ser estructuras novedosas™.
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Figura 3. Compuestos aislados del extracto etanélico de la madera de J. lucayana

Los compuestos evaluados mostraron inhibicion del crecimiento del hongo alrededor de los 200
ppm, destacandose los compuestos cedrol (1), widdrol (4) y 12-hidroxi-o-pseudowiddreno (5).
Sin embargo, por debajo de los 50 ppm esta actividad disminuye llegando a ser inactivos a los
25 ppm. ElI compuesto 12-hidroxiwiddrol (11) mantiene una actividad moderada a la
concentracion mas alta probada (Figura 4). Estos resultados demuestran que estos
compuestos influyen en la actividad que muestra el extracto etandlico del tronco (JTetc) y que
un futuro estudio de transformaciones quimicas de sus estructuras pudiese mejorar su
actividad. En el caso del 12-hidroxi-a-pseudowiddreno (5) se hace necesario estudiar su
actividad a menores concentraciones, lo cual no fue posible en este trabajo debido a las
pequefas cantidades obtenidas del compuesto.
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Figura 4. Actividad fungicida de los compuestos 1, 3, 4, 5y 11 obtenidos de la madera de
J. lucayana

De los resultados mostrados en la Tabla 2, se infiere que solamente los compuestos 7 y 11
presentaron un efecto inhibitorio de la germinacion de las esporas del hongo B. cinerea. El
compuesto 11 present6 los mejores resultados a diferencia del ensayo anterior (inhibicion del
crecimiento micelial), lograndose un 0 % de germinacidon para ambas concentraciones. El
compuesto 7 fue mas activo a 200 ppm con tan solo un 32.0 % de germinacién pero ademas,
se observé una disminucién del tamafio de los tubos germinales. Sin embargo, el resto de los
compuestos no mostraron ningun efecto, existiendo un sobrecrecimiento para los compuestos
10y 12 a la concentracion de 100 ppm.
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Tabla 2. Porcentajes de germinaciéon de los compuestos evaluados (%).

Tratamiento 100 ppm | 200 ppm Observaciones
Control agua 98.5 98.5 -
Control agua-etanol 96.5 96.5 -

1 96.5 93.0 Ningun efecto
4 91.1 90.9 Ningun efecto
6 96.0 - A 200 ppm presenta cristales
7 70.9 32.0 Los tubos germinales son muy cortos
10 100 100 Sobrecrecimiento a 100 ppm
11 0 0 No existe germinacion
12 100 90.9 Sobrecrecimiento a 100 ppm
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