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RESUMEN

En los tltimos afos, el sector acuicola ha experimentado un répido crecimiento debido a su
relevancia en la produccion alimentaria. No obstante, las industrias de peces de agua dulce se
enfrentan a grandes desafios, incluyendo enfermedades causadas por Oomicetos, como
Saprolegniae. En este proyecto se evalud el efecto del extracto de Larrea tridentata sobre la
inhibicién de Saprolegnia Sp. mediante un bioensayo in vitro. Las cepas de Saprolegnia fueron
obtenidas de peces infectados con este Oomiceto. La identificacion del hongo se realizo via
morfologica obteniéndose dos cepas S. parasitica y S. Ferax. Las cuales fueron usadas en el
ensayo inhibitorio. El rendimiento fue de 167.5 mg/mL en metanol y 113 mg/mL en etanol, el
analisis fitoquimico revelo la presencia de fenoles, flavonoides y taninos, asi como una intensa
actividad antioxidante. En cuanto a la inhibicion del Oomiceto, se encontré que a una
concentracion arriba de 50 mg/mL presentaba una inhibiciéon completa del microorganismo.
Lo anterior permite concluir que el uso de extracto etandlico es una opcion potencial para su

uso en organismos acuaticos.
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Inhibitory Effect of Larrea Tridentata Hydroalcoholic Extracts on
Saprolegnia Sp

ABSTRACT

In recent years, the aquaculture sector has undergone rapid growth owing to its significance in
food production. Nonetheless, freshwater fish industries are encountering significant hurdles,
including diseases caused by Oomycetes, like Saprolegniae. This research project evaluates the
impact of Larrea tridentata extract on inhibiting Saprolegnia Sp. through an in vitro bioassay.
Saprolegnia strains were procured from fish afflicted with this Oomycete. Morphological methods
were employed to identify the fungus, resulting in the isolation of two strains - S. parasitica and
S. Ferax - which were tested in the inhibitory assay. The yield was found to be 167.5 mg/mL in
methanol and 113 mg/mL in ethanol. Phytochemical analysis revealed the presence of phenols,
flavonoids and tannins, as well as intense antioxidant activity. Concentrations above 50 mg/mL
exhibited complete inhibition of the Oomycete. This suggests that the utilization of an ethanolic

extract presents a promising option for implementation in aquatic organisms.
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INTRODUCCION

Las infecciones micéticas en ambientes dulceacuicolas son causadas principalmente por los
oomicetos oportunistas, que proliferan en los peces estresados y se acompafian de lesiones e
infecciones bacterianas (Pickering & Willoughby, 1982). Dentro del grupo de los Oomicetos se
reconocen varios 6rdenes, siendo el mas importante el orden Saprolegnia (Bruno et al., 2011). La
enfermedad producida por Saprolegnia sp principalmente afecta a peces de agua dulce. Sin
embargo, se ha encontrado en estanques de baja salinidad por lo que la distribucion es mundial.
Generalmente el primer signo de infeccion por Saprolegnia en estanques inicia con la aparicion
de manchas blancas o grises de forma algodonosas en la piel de los organismos (Barde et al.,
2020). Se ha observado la asociacion entre la infeccion y los factores ambientales (Perez et al.,
2016). No obstante, el estrés y la mala calidad de agua juegan un papel muy importante en la
supervivencia de los peces. El incremento de la temperatura del agua proporciona un entorno ideal
para el desarrollo de infecciones por Saprolegnia sp debido al debilitamiento del sistema
inmunolégico de los peces (Barde et al., 2020; Pavic¢ et al., 2021).

La infeccion por este moho afecta principalmente a peces como tilapia, salmon, tenca,
barramundi, esturiéon y carpas en un estadio sexualmente maduro (Bruno et al., 2011). En paises
asidticos la mortalidad anual en salmén ha llegado a sobrepasar el 50 % debido a S. parasitica lo
que indica que puede infectar a los peces en diferentes estadios de vida (Hatai & Hoshiai, 1992;
Sandoval-Sierra et al., 2014). De la misma manera, Saprolegnia afecto el cultivo de bagre en Uttar
Pradesh, India donde informaron pérdidas de mas del 52 granjas de cultivo. Los peces infectados
estaban letargicos, con nado erratico cerca de la superficie del agua, en el aislamiento de las
leciones de los peces se encontro la presencia de hifas no septadas que concuerdan con la infeccion
de una cepa virulenta de S. parasitica (Ravindra et al., 2022). En tilapia del Nilo evaluada en
estaques de Egipto se encontraron peces con necrosis y ulceracion de la piel con una prevalencia
de mas de 77 % similar a infecciones de afios anteriores (El-Gamal et al., 2023). Las infecciones
fingicas en la industria de la acuicultura ralentizan las operaciones y causan grandes pérdidas
economicas. El interés en el uso de extractos de plantas ha crecido en los tltimos afios debido a

su disponibilidad y a su facilidad de uso (Perez et al., 2016). En la actualidad, se conocen diversas
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especies botanicas que han demostrado tener propiedades antimicrobianas y antifungicas eficaces
contra numerosas plagas y enfermedades. Algunas de estas especies incluyen especies como
Schinus molle, Erythrina cristagalli L, Ruta graveolens, Larrea tridentata, Karwinskia
humboldtiana, Ricinus communis, Eucalyptus globulus, Ambrosia ambrosioides, N. glauca,
Ambrosia confertiflora, Datura discolor, Baccharis glutinosa, Proboscidea parviflora, Solanum
rostratum, Jatropha cinerea, Salpianthus macrodonthus y Sarcostemma cynanchoides. Estas
plantas han demostrado su utilidad como medidas efectivas de control contra una variedad de
microorganismos patogenos (R. G. Rodriguez et al., 2010; Tequida-Meneses et al., 2002; Zampini
et al., 2007). Este efecto se ha atribuido a diversos metabolitos secundarios como compuestos
fenolicos, flavonoides, cumarinas y alcaloides que le confieren una proteccion natural (A.
Rodriguez et al., 2000). Por ello, Larrea tridentata es utilizada en el manejo integrado de plagas y
enfermedades; debido a su alta efectividad y bajo costo. Se ha reportado que los extractos
etandlicos y metandlicos muestran actividad contra Botrytis cinerea, Colletotrichum coccodes,
Fusarium. Oxysporum f. sp, licopersici, A. flavus, A. niger, Penicilium chrysogenum, P.
expansum, Fusarium poae, F. moniliforme, Colletotricum gleosporides, Alternaria
alternata y Rhizopus sp (Jasso de Rodriguez et al.; Saldivar, 2003; Saldivar-Lira, 2003; Tequida-
Meneses et al., 2002).

METODOLOGIA

Muestras vegetales

Las hojas de Larrea tridentata fueron colectadas en Empalme, Sonora en las coordenadas 28° 2°,
41.755"'Ny 110°,36",3.14""0 en los meses de mayo-junio. La planta fue trasladada al laboratorio
de Acuacultura en el Tecnoldgico Nacional de México, Instituto Tecnologico de Valle de Yaqui.
El material colectado se seco por 23 dias bajo la sombra hasta obtener un peso constante (Moreno-
Limon et al., 2011). Una vez obtenido el peso constante cada muestra se limpio cuidadosamente
separando las hojas a partir de las cuales se realizaron los extractos.

Preparacion de extractos botanicos

La molienda de las hojas secas fue realizada con mortero hasta obtener un tamafio de particula de

0.5-1 mm. La preparacion de los extractos se realizo utilizando etanol y metanol en una
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proporcion de 300 g/L. Se dejo reposar durante 48 horas en obscuridad, se filtro y centrifugo a
3000 g, Se concentro el sobrenadante utilizando un rotavapor a 55°C hasta sequedad total (EI-
Gamal et al., 2023; Moreno-Limén et al., 2011).

Obtencion, aislamiento y confirmacién de Saprolegnia sp.

La obtencion de la muestra se realizé mediante un raspado en la zona lesionada y con un hisopo
estéril en las estructuras algodonosas (Perez et al., 2016). Las muestras fueron colocadas en
agar papa dextrosa (PDA) acidificado con 4cido tartarico (AT). La incubacion fue realizada a
una temperatura de 27 °C por 15 dias con observaciones diarias hasta obtener formacion de
colonias (Serrano-Martinez et al., 2014). Una vez obtenidas las colonias fungosas se
resembraron e identificaron taxonémicamente.

La Identificacion fue realizada mediante un examen macroscopico teniendo en cuenta tamafio,
forma, color de las superficies superior e inferior del medio, asi como color, textura, y
consistencia de cada colonia. Para la identificacion preliminar de las colonias, se aplico la
tincion con azul de lactofenol, con especial énfasis en las colonias blancas, algodonosas,
esponjosas, ligeramente abultadas y blandas (Deutsch et al., 2023; Zaror et al., 2004). La
observacion se realizo bajo un microscopio con un aumento de 10x y 400x observandose la
estructura y la replicacion del micelio (Dingtiirk et al., 2019; Koneman & Allen, 2008).

El inoculo se realizo cubriendo las colonias de hongos con solucion salina estéril, se agitaron
durante un minuto. Al término de ese tiempo se froto la superficie del hongo, de manera firme

y suave. La suspension obtenida fue colocada en tubos de vidrio de 15 mL. Antes de su
utilizacion la solucion fue homogeneizada (Moreno-Limén et al., 2011).

Efecto inhibitorio de extractos de Larrea tridentata sobre Saprolegnia

El efecto inhibitorio de los extractos de Larrea tridentata se realizo siguiendo la metodologia
reportada por Moreno-Limon et al., (2011) (30, 50, 70 y 100 mg/mL de extracto) con ligeras
modificaciones. La siembra se efectud en cinco placas por cada concentracion en medio avena
acidificado con acido tartarico. Se utilizo la técnica de dilucion del extracto en agar, para

posteriormente incubarse a una temperatura de 26°C por un periodo de 30 dias en el cual se
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tomaron los datos de crecimiento radial cada cinco dias con ayuda de un vernier (Cadena-Cadena
et al., 2023; Moreno-Limon et al., 2011).

Cuantificacion de flavonoides

Se colocaron 310 pL de cada extracto un una microplaca y se afiadieron 125 puL. de agua destilada,
9.5 uL de cloruro de aluminio al 10 % y 9.5 uL de nitrito de sodio al 5 %. Todas las soluciones
se incubaron durante 3 minutos. Pasado ese tiempo se agregaron 125 pL. de NaOH 0.5 M y
se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente en completa oscuridad. La absorbancia se midio
a 510 nm utilizando un lector de microplacas. La concentracion fue calculada mediante una curva
de calibracion con 2 mg/mL de catequinas como estandar (Kostennikova, 1983; Pérez-Pérez et
al., 2014).

Cuantificaciéon de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales se reactivo Folin-Ciocalteu 2N el procedimiento
consistid en mezclar 25 puL del extracto en una microplaca de 96 pocillos con 100 pL de
carbonato de sodio al 7,5 %. Adicionalmente se agregaron 125 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se incubo la placa durante 15 minutos a temperatura ambiente en completa
oscuridad. A continuacion, se midio la absorbancia a 760 nm. El contenido fenolico total de las
muestras se expresa en miligramos equivalentes de 4cido galico por gramo de extracto o muestra
(mg EAG/g). Para ello se construyo una curva de titulacion utilizando acido galico como patron
(Alejandro, 2009; Trevifio-Cueto et al., 2007; Zapata et al., 2014).

Cuantificacion de Taninos

Se empled N, N-dimetilacetamida (DMAC) al 0.1 % para determinar la presencia de taninos en
cada extracto. La solucion de DMAC se prepard disolviendo 50 mg de N, N-dimetilacetamida al
99 % en 50 mL de solucion de HCI al 10 %.En una microplaca de 96 pocillos, se afiadieron 50
pL del extracto y 250 pL del reactivo DMAC al 0.1 %. La microplaca se incubd durante 5 minutos
a temperatura ambiente y en ausencia total de luz. Inmediatamente después de completar el tiempo
de incubacion, se midio la absorbancia a 640 nm. A partir de los valores obtenidos, se construy6

una curva de calibracion utilizando 2 mg/mL de catequina como estandar, para determinar el
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contenido de taninos en las muestras. Los resultados se expresaron en miligramos de equivalentes
de catequina por gramo (mg EC/g) (Herrera-Fuentes et al., 2017; Trevifio-Cueto et al., 2007).
Ensayo de actividad antioxidante

Ensayo ABTS. Este método cuantifica la reduccion del color del radical ABTS+ por
antioxidantes, convirtiéndolo en ABTS. El radical ABTS+ es verde azulado y absorbe luz a 734
nm. Se genera mediante la oxidacion del compuesto ABTS con persulfato de potasio. El grado de
decoloracion, expresado como porcentaje de inhibicion del radical ABTS+, depende de la
concentracion de antioxidantes. En el andlisis, se mezclaron 100 pL de muestra con 1 mL de
solucion del radical ABTS+. La solucion del radical ABTS+ se prepard combinando soluciones
de ABTS y persulfato de potasio, y posteriormente se diluyd en un tampoén acido acético-acetato
de sodio hasta obtener una absorbancia de aproximadamente 0,7 nm. Las mediciones se realizaron
a 734 nm después de 30 minutos de reaccion y a temperatura ambiente. Los resultados se
expresaron mediante una curva de referencia construida con trolox como antioxidante en un rango
de concentraciones de 0-200 umol/L(Re et al., 1999).

El ensayo DPPH consta de mezclar los extractos etandlicos y metanolicos con agua destilada para
obtener concentraciones de 0,8 a 4 mg/mL. Se mezclaron 0,8 mL de cada dilucién con 1,6 mL de
una solucion de DPPH en metanol, con una concentracion de 20 mg/L, y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.Se midid la absorbancia a 517 nm utilizando un
espectrofotometro. Los resultados se convirtieron en porcentaje de inhibicion y se expresaron
como capacidad antioxidante en umol de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de extracto de
etandlico 6 metanolico (TEAC) (Molyneux, 2004).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante el paquete estadistico SPSS 22. Se utilizo
estadistica descriptiva como media y la desviacion estandar tratando de mantener la aleatoriedad
de las muestras. Para determinar diferencias significativas entre las medias pertinentes de

crecimiento se utilizo la prueba de Tukey con nivel de confianza del 95 %.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extractos en funcion del solvente utilizado

La eficiencia de la extraccion de fitoquimicos de Larrea tridentata varia segtin el tipo de solvente
empleado. En este contexto, se observd que el metanol presentd un rendimiento superior al del
etanol, y esta diferencia podria estar vinculada con las diferencias en polaridad entre ambos
solventes. Tanto el etanol (con un indice de polaridad de 4.3) como el metanol (con un indice de
polaridad de 5.1) son moléculas polarizadas. Esta polaridad da lugar a la formacion de cargas
parciales positivas y negativas en las moléculas, lo que les permite establecer enlaces de
hidrogeno con otras sustancias polares. Este indice de polaridad ejerce un impacto directo en la
capacidad de estos solventes para extraer determinados compuestos de las plantas (Gupta et al.,
1997). El rendimiento de 167.5 mg/mL en metanol y 113 mg/mL en etanol indica la cantidad de
fitoquimicos obtenidos por unidad de volumen de solvente. Otros estudios previos realizados en
Larrea tridentata reportaron rendimientos mas bajos, como 59.2 mg/mL, 53.3 mg/mL (Moreno-
Limon et al., 2011) y 6.573 mg/mL (Delgadillo-Ruiz et al., 2017) esta diferencia puede estar
relacionado con diferentes factores como la estacionalidad, el estrés hidrico, la geografia, los
factores de luz, la altitud, la temperatura y los factores del suelo (Ahmed et al., 2019). Estos
factores pueden influir en la produccion de metabolitos secundarios, provocando variaciones en
los rendimientos de extraccion (Delgadillo-Ruiz et al., 2017).

Analisis fitoquimico

El analisis fitoquimico de las hojas de Larrea tridentata revel6 la presencia de fenoles, flavonoides
y taninos. Se encontr6 que el extracto metandlico presentaba una mayor concentracion de fenoles
y taninos en comparacion con el extracto etandlico. Sin embargo, en el caso de los flavonoides,
el extracto etanolico mostraba un mayor contenido. Estas diferencias de concentracion entre los
dos extractos fueron estadisticamente significativas, como se indica en la Tabla 1. Los resultados
obtenidos son consistentes con el estudio realizado por Moreno-Limoén et al. (2011), quienes
también encontraron que los solventes metandlicos proporcionaban un mayor rendimiento en la
extraccion de compuestos fenolicos en Larrea tridentata. En otro estudio realizado con Larrea

tridentata colectada en la ubicacion 27°28'55.9"N 110°00'02.0"W en los mese de enero-febrero,
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se encontrd una concentracion de polifenoles de 228.88+3.45 mg de GAE 100 g1 (Cadena-
Cadena et al., 2023) colectada en los meses de abril y mayo. Esta concentracion es superior a la
mencionada en el estudio actual. Estas diferencias pueden deberse a las variaciones en las
condiciones ambientales, como la salinidad, el estrés hidrico y el tipo de suelo, que pueden afectar
el contenido de fitoquimicos en las plantas (Biber, 2006; Kumar et al., 2017) .

Tabla 1.

Cuantificacion fitoquimica de los extractos etanodlico y metandlicos de las hojas de Larrea
tridentata

Extractos
Compuesto quimico Etanol Metanol
Flavonides (mg CAT/g) 3.06 £0.05* 2.21+0.12°
Fenoles(mg EAG/g) 0.29+0.04* 0.35+0.017°
Taninos (mg CAT/g)) 1.73+0.033? 1.95+0.022°

*Resultados expresados en porcentaje como media mas-menos desviacion estandar (X+SD).

En estudios anteriores realizados por Moreno-Limoén et al. (2011) se encontro la presencia de
fitoquimicos y antimicrobianos en Larrea tridentata. Encontraron que la resina de la planta era
rica en compuestos fendlicos y demostraron su actividad antimicrobiana. Estos hallazgos
respaldan la idea de que la resina de Larrea tridentata es una fuente importante de moléculas
bioactivas en la planta. Estos compuestos pueden contribuir a las propiedades medicinales y
antioxidantes asociadas con Larrea tridentata.

Actividad antioxidante

Ensayos ABTS y DPPH

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos y metandlicos de las hojas de Larrea
tridentata se evalué mediante los ensayos ABTS y DPPH. Se encontré que la capacidad
antioxidante variaba segiin el método utilizado y la concentracion de cada extracto. Los resultados
mostraron un rango de potencial antioxidante de 1.40 a 2.99 uM TROLOX g para el ensayo
ABTS y de 0.10 a 2.16 uM TROLOX g! para el ensayo DPPH, como se indica en la Tabla 2. En
el ensayo ABTS, se observo que la actividad antioxidante aumentaba a medida que se
incrementaba la concentracion en ambos extractos. Por otro lado, en el ensayo DPPH, la

capacidad antioxidante fue mayor en los extractos con mayor concentracion. No se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas entre los extractos, pero si hubo diferencias
significativas entre las concentraciones de los tratamientos en todos los experimentos.

Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Martins et al. (2012), quienes informaron
que los compuestos responsables de la actividad antioxidante en Larrea tridentata son el acido
nordihidroguaiarético (NDGA), kaempferol y quercetina. Ademads, en la mayoria de los estudios
se ha reportado que los extractos obtenidos con metanol presentan los valores mas altos de
actividad antioxidante, seguidos por los extractos etanolicos y acuosos (Aguirre-Joya et al., 2018;
Trevino-Cueto et al., 2007). Moran Santibaiiez et al. (2019) encontraron que el extracto etanol-
agua era el mas eficiente y presentaba el contenido fenolico mas alto. Aguirre-Joya et al. (2018)
identificaron a NDGA, kaempferol y quercetina como los principales compuestos responsables
de la actividad antioxidante confirmando lo publicado por Martins et al. (2012).

Las diferencias encontradas entre los dos métodos de ensayo pueden deberse al mecanismo de
union de los radicales (Imeh & Khokhar, 2002). E1 DPPH es un radical libre organico, mientras
que el ABTS es un radical formado a partir de varias reacciones con peroxidasa y peroxido de
Tabla 2.

Capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) de los extractos hidroalcolicos de las hojas de Larrea
tridentata a distintas concentraciones

Extracto Concentracion ( %) ABTS (uM TRLOX/g)  DPPH (uM TRLOX/g)
10 1.4+0.19* 2.1+0.12%
20 1.81+0.10% 2.16+0.07?

Etanolico 30 2.314+0.33% 1.88+0.03%
40 2.44+0.12¢ 1.99+0.05%
50 2.58+0.22°¢ 1.7240.15¢
10 1.8+0.19* 1.2140.06%
20 2.11£0.04® 0.25+0.03°

Metanolico 30 2.374+0.23% 0.15+0.02°¢
40 2.70+0.22% 0.12+0.03¢
50 2.9940.15¢ 0.10+£0.03¢

*Resultados expresados en porcentaje como media mas-menos desviacion estandar (X+SD)/Letras diferentes significan
diferencias estadisticamente significativas
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hidrogeno (Kuskoski et al., 2005). Ademas, la solubilidad de los radicales también puede influir,
ya que el DPPH es soluble solo en medios organicos, mientras que el ABTS es soluble en medios
acuosos y alcoholicos, lo que permite la medicion de la actividad de compuestos hidrofilicos y
lipofilicos (Kuskoski et al., 2004; Moran-Santibafiez et al., 2019).

Porcentaje de crecimiento radial de Saprolegnia evaluada con extracto etandlico y
metandlico de Larrea tridentata

El extracto etanolico de Larrea tridentata exhibe un comportamiento dual, es decir, puede tener
efectos tanto fungistaticos como fungicidas en el crecimiento de Saprolegnia. Concentraciones de
30 mg/mL y 50 mg/mL detuvieron el crecimiento del hongo, mientras que concentraciones de 70
mg/mL y 100 mg/mL inhibieron completamente su crecimiento. A 30 mg/mL, el crecimiento
aument6 un 35 % en 5 dias y alcanz6 su méximo en 30 dias. Por otro lado, a 50 mg/mL, el
crecimiento aumento un 11 % en 30 dias. Estos resultados demuestran el efecto significativo del
extracto en diferentes concentraciones (Tabla 3). Estos resultados coinciden con investigaciones
previas en L. divaricata, que también mostraron efectos inhibidores en xilofagos, hongos y
levaduras mediante extractos etandlicos y metanélicos (Tequida-Meneses et al., 2002). Ademas,
se ha encontrado que el extracto etanolico de Larrea tridentata tiene actividad antimicdtica contra
diferentes especies de hongos, incluyendo Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum, Rhizopus
stolonifer, Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Trichophyton mentagrophytes y
Cryptococcus neoformans (Moreno-Limon et al., 2011).

El efecto inhibitorio del extracto metandlico es un efecto fungistatico y fungicida que depende de
las concentraciones: a 30 mg/mL el efecto inhibitorio presentado fue de 69 % a los 15 dias
decreciendo hasta llegar al 60 % a los 30 dias siendo un efecto fungistatico; en la concentracion
de 50 mg/mL el efecto inhibitorio fue de 100 % hasta los diez dias, a partir de ahi fue decreciendo

gradualmente hasta el 88 % a los 30 dias; en la concentracion de 70 y 100 mg/mL el efect
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Tabla 3

Porcentaje de inhibicion de extractos etanolicos y metanolicos.

Tiempo en
T % de Inhibicién
30 ETOH 30 METOH 50 ETOH 50 METOH 70 ETOH 70 METOH 100 ETOH 100 METOH
5 64.44£2.21° 24.6147.43° 100 40.1140.44° 100 58.4614.54 100 90.76+6.22
10 68.91£3.41% 9.61+25.32° 100 26.87+0.32° 100 44.68+0.53 100 89.68+7.32
15 69.07£0.50* 0 92.15+2.21° 7.75+0.33° 100 34.75+0.99 100 90.2544.10
20 66.45+0.222 0 90.07£1.12° 0 100 22.77£0.44 100 88.11+6.66
30 60.77£0.43* 0 88.88+1.77* 0 100 18.41£1.02 100 86.4310.22

*Resultados expresados en porcentaje como media mas-menos desviacion estandar (X+SD)/Letras diferentes significan diferencias estadisticamente significativas entre lineas
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Inhibitorio fue del 100 % durante todo el ensayo siendo un efecto fungicida. Segin
investigaciones previas realizadas por Quiroga et al. (2004) y Tequida-Meneses et al. (2002), los
extractos etanolicos y metanoélicos de L. divaricata (una especie divergente de Larrea tridentata)
son eficaces en la inhibicion del crecimiento de algunos xiléfagos fitopatogenos, hongos y
levaduras. Sin embargo, el analisis de los resultados reportados para A. flavus indicaron un efecto
inhibitorio en el crecimiento de 71.2 % y del 76 % con los solventes de metanol y etanol,
respectivamente. También reportaron que el extracto etanolico y metanodlico de Larrea tridentata
afectd el crecimiento de P. expansum, ya que el hongo presenté un didmetro de crecimiento de
0.5 cm mientras que el testigo tuvo un crecimiento de 1.2 cm, lo que represent6 una inhibicion
del 58.3 % y del 50 %, respectivamente (Moreno-Limoén et al., 2011; Tequida-Meneses et al.,
2002). Un estudio realizado por Bautista et al. (2004) se evalud la actividad antimicotica del
extracto etandlico de Larrea tridentata contra una variedad de hongos. Los resultados del estudio
indicaron que el extracto fue efectivo contra todos los hongos probados, incluyendo Fusarium
oxysporum, Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer (Lopez et al., 2004), Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Trichophyton mentagrophytes y Cryptococcus neoformans (Agiiero et
al., 2014). El analisis de las resinas mostro que el solvente etanol tenia la mayor actividad
fungicida, mientras que el solvente de metanol tuvo menos inhibicion, lo que puede atribuirse a
la volatilidad de los compuestos responsables de la inhibicion. Estos resultados respaldan la
actividad antifiingica de Larrea tridentata con lo reportado por varios autores. La polaridad del
solvente utilizado para preparar el extracto se relacion6 indirectamente con los datos obtenidos.
La diferencia en la efectividad de los extractos puede relacionarse con la polaridad del solvente
utilizado para prepararlos, donde el etanol parece tener una mayor actividad fungicida en
comparacion con el metanol. Esta variacion puede deberse a la volatilidad de los compuestos
responsables de la inhibicion en cada solvente. En general, estos hallazgos subrayan la
importancia del extracto de Larrea tridentata como una fuente potencial de compuestos

antifungicos con aplicaciones en la agricultura y la investigacion biomédica.
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Comparacion del porcentaje de crecimiento e inhibicion del extracto etandlico y metanoélico
de Larrea tridentata

La comparacion del crecimiento de Saprolegnia utilizando extractos metandlicos y etanolicos de
Larrea tridentata en diferentes concentraciones muestra que a una concentracion de 30 mg/mL, el
extracto metanolico alcanzo su maximo crecimiento a los 20 dias con un 125 %, mientras que el
extracto etandlico lo alcanzo a los 30 dias con un 40 %. A 50 mg/mL, el extracto metanolico
mostr6é un minimo de crecimiento del 60 % a los cinco dias, llegando a su méaximo con un 100 %
a los 30 dias. En cambio, el extracto etanolico tuvo un inicio de crecimiento del 7 % a los 15 dias
y finaliz6 con un 11 %. En las concentraciones de 70 y 100 mg/mL, no se observo crecimiento en
el extracto etanolico, mientras que el extracto metandlico mostrd un crecimiento del 41 % al 81
% a los 30 dias en la concentracion de 70 mg/mL, y del 9 % al 13 % en la concentracion de 100
mg/mL. En general, el crecimiento radial del Oomiceto fue mayor en el extracto metandlico en
todas las concentraciones evaluadas durante todo el ensayo (Figura 1).

En la prueba de comparacion de varias muestras, no se encontrd una diferencia significativa en el
crecimiento entre las concentraciones de 50, 70 y 100 mg mL™! del extracto etandlico, asi como
la concentracion de 100 mg/mL del extracto metanodlico. Sin embargo, se observaron similitudes
en diferentes dias de medicion entre las demas concentraciones evaluadas. Estos resultados
indican que el extracto metanodlico de Larrea tridentata puede promover un mayor crecimiento del
Oomiceto en comparacion con el extracto etanolico, y que la concentracion utilizada también

puede influir en el efecto inhibitorio del crecimiento.
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Figura 1
Crecimiento del hongo a diferentes concentracion de resinas metanolicas y etanolica medido de
5 a 30 dias
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Concentraciones

El extracto metandlico presentd mayor crecimiento comparado con el etanolico, en la
concentracion de 30mg ml™! a los 20 dias el metandlico tuvo su maximo crecimiento con 125
% mientras que el etandlico lo tuvo a los 30 dias con el 40 %; en 50mg/ml el metanolico tuvo
un minimo de 60 % a los cinco dias y su maximo a los 30 dias con el 107 %, en el caso del
extracto etandlico su crecimiento inicio a los 15 dias con 7 % y finalizo con 11 %; en las
concentraciones de 70 y 100mg/ml el extracto etanolico no se observo crecimiento, contrario
del extracto metandlico que en la concentracion de 70mg/ml crecié del 41 % a 81 % y en
100mg/ml de 9 % a 13 % hasta los 30 dias. El crecimiento radial del Oomiceto fue mayor en
el extracto metandlico durante todo el ensayo en las diferentes concentraciones. En la prueba
de comparacion de varias muestras, durante todo el ensayo no existe una diferencia
significativa entre las concentraciones del extracto etandlico de 50, 70, 100 mg/ml y metanol
de 100 mg/ml, mientras que los demas compartieron similitudes en diferentes dias de medicion
Los efectos inhibitorios de Larrea tridentata sobre el crecimiento de Saprolegnia fueron
evidentes en todas las concentraciones analizadas. A una concentraciéon de 30 mg/ml de
extracto etanolico, se observo un efecto inhibitorio constante a lo largo del tiempo. El punto
maximo de inhibicion, que alcanz6 el 69 %, se registré a los cinco dias. Por otro lado, a una
concentracion de 50 mg/ml de extracto etanolico, se observo una inhibicion del 100 % en los

primeros diez dias, pero esta disminuyo al 88 % a los 30 dias. Las concentraciones de 70 mg/ml
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y 100 mg/ml de extracto etan6lico mostraron un efecto inhibitorio del 100 % en todo el periodo
evaluado (Figura 1).

En contraste, el extracto metanolico exhibié un patréon de inhibicion diferente. A una
concentracion de 30 mg/ml, mostr6 inhibicidon solo en los primeros diez dias, siendo nulo el
efecto en el resto del ensayo. A 50 mg/ml de extracto metandlico, se observo un efecto
inhibitorio del 40 % a los cinco dias, pero este efecto desaparecio en el periodo de 20 a 30 dias.
En las concentraciones de 70 mg/mly 100 mg/ml de extracto metandlico, se encontrd un efecto
inhibitorio del 58 % a los cinco dias y del 18 % a los 30 dias en la concentracion de 70 mg/ml,
mientras que a 100 mg/ml se registrd un efecto inhibitorio del 90 % a los cinco dias y del 86

% en el dia 30.

La diferencia en la efectividad de los extractos puede deberse a la variabilidad en la cantidad
de principios activos presentes en la resina de la planta, que depende del solvente utilizado. El
principal compuesto responsable de la actividad biocida es el lignano, acido
nordihidroguaiarético (NDA) (Moreno-Limén et al., 2011). El extracto etanolico de Larrea
tridentata exhibe un efecto inhibitorio mas consistente y fuerte sobre el crecimiento de
Saprolegnia en comparacion con el extracto metandlico. No obstante, se requieren
investigaciones adicionales para comprender completamente los mecanismos y los efectos
especificos de estos extractos en Saprolegnia.

CONCLUSIONES

Los extractos metano6licos y etanolicos de Larrea tridentata presentaron actividad fungicida y
fungistatica sobre Saprolegnia parasitica en condiciones in vitro. El efecto inhibitorio de los
extractos fue mejor con etanol en comparacion con metanol, manteniendo el efecto fungistatico
los primeros 15 dias en las concentraciones bajas de 30 y 50 mg/ml y a partir de las concentracion
de 70mg/ml se presentd un efecto fungicida. En relacion a la extraccion de resina utilizando dos
solventes diferentes, se observé que el extracto obtenido con etanol mostré un rendimiento menor
en miligramos por mililitro en comparacion con el extracto obtenido con metanol. Sin embargo,

se encontrd que el extracto etandlico exhibid una mayor actividad inhibitoria contra Saprolegnia,
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un oomiceto comunmente encontrado en ambientes acuaticos. Ademas, la capacidad antioxidante
vario de acuerdo al método utilizado y posiblemente la variacion sea atribuida al tipo de molécula
que se encuentra interactuando. Tanto el etanol como el metanol demostraron tener un efecto
fungistatico sobre el oomiceto durante los primeros 15 dias, aunque esta actividad disminuy6 en
las concentraciones de 30 y 50 mg/ml a medida que avanzaba el periodo de cultivo. Por lo ya
descrito se puede argumentar el uso de extractos etanolicos de Larrea tridentata como alternativa
profilactica para tratar infecciones por Saproelgnia y tiene el potencial para utilizarse como
protocolo sanitario en el manejo de instalaciones acuicolas.
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