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RESUMEN

El fraccionamiento bioguiado del extrac-
to etandlico de la parte aérea de Piper sep-
tuplinervium (Piperaceae) permiti6 la ob-
tencion de dos substancias de tipo
flavonoide, activas contra dos cepas de
hongos fitopatdgenos (Fusarium oxyspo-
rum £. sp. dianthi y Botrytis cinerea). Las
estructuras de los compuestos aislados
fueron determinadas de acuerdo con el
analisis espectroscopico (RMN uni y bi-
dimensional, EMAR). La actividad anti-
fangica fue determinada por ensayo en
disco, seguido por bioautografia directa
sobre las dos cepas de hongos en prueba.

Palabras clave: Piper septupliner-
vium, Piperaceae, flavonoides, actividad
antifiingica.

ABSTRACT

Guided fractionation of ethanolic extract
of aerial part of Piper septuplinervium

(Piperaceae) yielded two flavonoid-type
active substances against two strains of
phytopathogenic fungi (Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi and Botrytis cine-
rea). The structures of isolated com-
pounds were determined by spectrosco-
pic analysis (single-and two-dimensional
NMR, HRMS). The antifungal activity
was determined by disk test, followed by
direct bioautography against the two
strains of fungi tested.

Key Words: Piper septuplinervium, Pi-
peraceae, flavonoids, antifungal activity.

RESUMO

O fracionamento bio-guiado do extrato
etandlico da parte aérea de Piper septupli-
nervium (Piperaceae) permitiuobter duas
substancias flavondidesativas contra duas
linhagens de fungos patogénicos (Fusa-
rium oxysporum f. sp. Dianthi e Botrytis
cinerea). Mediante a analise espectrosco-
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pica (RMN mono e bidimensional, RMS)
determinaram-se as estruturas desses
compostos. A atividade antifingica foi
determinada pelo teste de disco, seguido
por bio-autografia direta sobre duas inha-
gens flingicas testadas.

Palavras-chave: Piper septupliner-
vium, Piperaceae, flavondides, atividade
antifingica.

INTRODUCCION

La agricultura en Colombia representa un
renglén importante en la economia del
pais, teniendo en cuenta que esta contri-
buye con un 20 % al producto interno bru-
to (1). Segin el Ministerio de Comercio,
Industria y Turismo del pais, de los 20
productos mas exportados por Colombia,
13 son productos agricolas, entre los que
se destacan el café, diversos tipos de fru-
tas y las flores (2).

Varios problemas fitosanitarios afec-
tan los cultivos, como el ataque de pat6-
genos que disminuyen notablemente tanto
la calidad como la cantidad de la produc-
cion. Las pérdidas en las cosechas debi-
das a enfermedades fiingicas pueden estar
cercanas al 12% en el mejor de los casos;
los paises en desarrollo pueden superar
este valor (3).

Para el control de los hongos fitopat6-
genos se emplean fungicidas sintéticos,
muchos de los cuales son altamente toxi-
cos tanto para los agricultores como para
los consumidores y el ambiente. Por tal
motivo, se estin buscando alternativas
para disminuir al maximo el uso de estas
sustancias toxicas, mediante el desarrollo
de nuevos productos fitosanitarios de bajo
impacto ambiental y de accion especifica
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(4). Las plantas pueden ser una fuente
para encontrar sustancias utiles en el sec-
tor agricola, pues producen diversos me-
tabolitos secundarios como defensa qui-
mica y han sido usadas empiricamente
por el hombre como agentes de protec-
cion de cultivos desde hace muchos afios
(5). Ejemplo de esto son las especies ve-
getales pertenecientes a la familia Pipera-
ceae, ampliamente utilizadas de manera
tradicional en la proteccion de cultivos y
como fuente de fitomedicamentos (6). El
género Piper, perteneciente a la familia
Piperaceae, es el mis abundante con un
total de 1000 especies; a pesar de su ori-
gen asiatico, en el pafs existe cerca del
20% del total de especies del género Pi-
per reportadas en el mundo (7), muchas
de las cuales son especies endémicas co-
lombianas, como la especie Piper
septuplinervium, objeto del presente
estudio.

Ademas de la importancia que revisten
las especies del género Piper por sus usos
tradicionales, son relevantes los estudios
fitoquimicos los cuales han mostrado la
presencia de metabolitos secundarios
como amidas, flavonoides, derivados de
acido benzoico y fenil propanoides prin-
cipalmente (8), los que en su mayoria po-
seen actividades insecticidas y antifingi-
cas comprobadas (9-12). En este trabajo
se presenta el aislamiento bioguiado de
dos metabolitos tipo flavonoide con acti-
vidad antifiingica contra dos cepas de
hongos fitopatdgenos: Fusarium oxyspo-
rum f sp. dianthi, responsable del marchi-
tamiento vascular del clavel, y Botrytis
cinerea responsable de la enfermedad co-
nocida como moho gris caracteristica de
hortalizas y frutas que cominmente se
manifiesta como tizones en las inflores-
cencias, pudricién de los frutos, asi como
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cancrosis o pudriciones de los tallos (13).
Las cepas escogidas para este estudio po-
seen una importancia econdémica teniendo
en cuenta que los productos agricolas que
se ven afectados por estos hongos son de
importancia econdmica para nuestro pais
ya que tanto el clavel como las frutas y
hortalizas son actualmente productos de
exportacion 'y generan importantes
dividendos econdmicos.

MATERIALES Y METODOS

General

En la cromatografia de columna flash se
uso silica gel 60 de 0,040 mm a 0,063 mm
Merck®, para la cromatografia en capa
delgada se emplearon cromatoplacas
Merck® de silica gel HF,s, de 0,3 mm de
espesor usando como reveladores luz UV
de 254 nm, 365 nm, vapores de I, y vaini-
llina-acido fosférico 50%. Los espectros
RMN 'H, RMN "“C, COSY, DEPT,
HMQC, HMBC, fueron registrados en
un equipo Brucker Avance 400 utilizando
TMS como estandar interno. Los puntos
de fusién fueron tomados en un equipo
Mel-temp II Laboratory Devices. Los es-
pectros de masas EMAR fueron tomados
en el equipo LCMS-IT-TOF Shimadzu
DGU-20AS.

Material vegetal

La muestra utilizada para este estudio co-
rresponde a la parte aérea de la especie
Piper septuplinervium (Piperaceae), re-
colectada en la vereda San José Bajo del
municipio de Granada (Cundinamarca) y
determinada por el bi6logo Adolfo Jara
Muiioz. Un espécimen reposa en el Her-
bario Nacional Colombiano del Instituto

de Ciencias Naturales con el nimero
COL-517695.

Material biol6gico

Las cepas flingicas empleadas en el ensa-
yo corresponden a F. oxysporum f. sp.
dianthi y B. cinerea. Todas las cepas fue-
ron mantenidas en incubadora a 27 + 1
°C en medio de papa-dextrosa-agar
(PDA).

Ensayo de actividad antifiingica

La determinacion de la actividad antifin-
gica del extracto se realiz6 por el método
de difusiéon en disco (14). El medio de
cultivo (PDA) fue inoculado con 100 uL
de una suspension de esporas de 10° UFC
enuna caja de Petri de 9 mm de didmetro.
Se prepararon soluciones en metanol de
cada extracto en diferentes concentracio-
nes (50, 40,25y 10 ug/uL) y se aplicaron
10 uL de cada solucién sobre discos de
papel filtro, colocados sobre el medio
inoculado, correspondiendo a 500, 400,
250 y 100 ug de cada extracto aplicado.
Las cajas de Petri fueron selladas con pa-
rafilm e incubadas por tres dias a 28 °C.
Posteriormente, se midio el halo de inhi-
bicion alrededor de los discos de papel en
mm y se determind la CMI de cada ex-
tracto, definida como la minima cantidad
de extracto que causa inhibicién en el cre-
cimiento del hongo. Cada ensayo se reali-
z6 por triplicado y se usaron Benomil e
Iprodiona como controles positivos para
las cepas de F. oxysporum 'y de B. cine-
rea, respectivamente, en cantidad mini-
ma de 10 ug en ambos casos.

La determinacion de la actividad anti-
fingica de las fracciones y los compues-
tos puros se realizO por el método de
bioautografia directa (15). Diez microli-
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tros de las soluciones de las fracciones y
los compuestos puros se prepararon, en
diferentes concentraciones correspon-
dientes a 100, 50, 25, 10, 5,2y 1 ug de
compuestos puros, y 300 ug de fracciones
aplicados. Las muestras se aplicaron a las
placas de TLC y se eluyeron en los siste-
mas cloroformo-metanol (95:5) y n-hexa-
no-AcOEt (8:2). Después de dejar secar
los cromatogramas para eliminar total-
mente el solvente, se procedid a asperjar-
los con una suspension de esporas de hon-
gos en solucién de caldo nutritivo de
KH,PO, 0,7%, Na,HPO,. 2H20 0,3%,
KNO; 0,4%, MgS0,.7H,0 0,1%, NaCl
0,1% y glucosa 30%; posteriormente, las
placas se incubaron durante 72 horas en la
oscuridad en una cdmara himeda a 25
°C. Finalmente, las placas de TLC se ex-
pusieron a la luz UV (254 nm) y a los va-
pores de yodo para detectar las zonas de
inhibicidn, lo que indica la actividad inhi-
bitoria contra el crecimiento del hongo.
Se utiliz6 Benomil e Iprodiona como con-
trol positivo a una cantidad de 1 ug en am-
bos casos; los disolventes utilizados para
las muestras se emplearon como contro-
les negativos.

Extraccion y aislamiento

La parte aérea de Piper septuplinervium
seca y molida (980 g) fue sometida a ex-
traccion por percolacion con etanol al
96 %, obteniéndose 70 gramos de extrac-
to, fraccionado por cromatografia en co-
lumna flash con la mezcla tolueno-acetato
de isopropilo en gradiente desde 9:1 hasta
1:9 y posterior lavado con metanol, obte-
niendo 18 fracciones totales marcadas
como F1 a F18. Las fracciones activas,
de acuerdo con la bioautografia en croma-
tografia en capa delgada sobre silica gel,
fueron purificadas por medio de cromato-
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grafia en columna flash sucesiva con las
mezclas hexano-acetona y diclorometa-
no-acetona en diferentes proporciones,
obteniendo los compuestos 1 (512 mg), 2
(150 mg).

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 1 es un s6lido blanco que
cristaliza en forma de agujas, pf: 189-190
°C, no posee absorcion en el UV Asgs 1,
presenta coloracién amarilla con vainilli-
na-acido fosférico, y coloracién negra
con vapores de I, da prueba positiva al
reactivo de FeCl; indicando la presencia
de OH fendlico. El espectro RMN 'H
(400 MHz, Me,CO-ds) muestra la pre-
sencia de las sefiales en 67,27 (d, J=17,3
Hz, 4H) y 67,17 (m, 1H), caracteristicas
de los hidrégenos de un anillo aromatico
monosustituido. Las sefiales de los proto-
nes en 06,03 (d, J=2,1 Hz, 1H) y 65,97
(d, J=2,1, 1H) son caracteristicas de un
anillo aromatico tetrasustituido cuyos hi-
drogenos se encuentran en posicion meta.
La presencia de los dos anillos aromati-
cos se confirma por las sefiales del espec-
tro de RMN "*C (100 MHz, Me,CO-dy)
en 0929, 097,9, 06106,8, 06127,6,
0130,1, 0130,2, 0143,7, 6165,5,
0166,6, 0169,5, las cuales corresponden
a desplazamientos tipicos de carbonos
sp?, en especial carbonos aromaticos que,
segin el experimento DEPT 135 y en
comparacion con el espectro RMN “C,
corresponden a 7 metinos y 5 carbonos
cuaternarios, los tres udltimos carbonos
cuyo desplazamiento quimico se debe a la
presencia de sustituyentes oxigenados.
Es importante anotar que dos de las sefia-
les de metinos en 0130,1y 6130,2 poseen
el doble de la intensidad de las demas, con
lo cual se concluye que cada una corres-
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ponde a dos carbonos que deben ser equi-
valentes (16). Las sefiales en 032,4 y
047,4, las cuales segin el espectro
HMQC se correlacionan con las sefiales
en 02,95 (t,J =7,7,2H) y 63,3 (t,J =
7,7, 2H), respectivamente, junto con la
sefial en 6206 correspondiente a un car-
bono carbonilico cetdénico, son caracte-
risticas de un sistema de carbonilo; los
protones ¢ y 3, de una estructura tipo
dihidrochalcona (17a).

La sefial en d14,9 (s, 1H) es caracte-
ristica de un hidrégeno quelatado con un
grupo carbonilo, lo cual es comiin en sis-
temas flavonoides y confirma la presencia
de OH fendlico. Finalmente, los acopla-
mientos a larga distancia presentados en

el experimento HMBC entre la
sefial en 03,3y 02,95 a dos y tres

Figura 1. Estructura del compuesto 1.

presencia de uvangoletina en la familia
Piperaceae.

El compuesto 2 es un sélido amarillo
amorfo cuyo punto de fusién es 261 °C,
posee fluorescencia amarilla intensa en

> Tabla 1. Datos RMN “C (100 MHz) tomados en

enlaces con la sefial en 0143, asi  Me2CO-ds
como entre la sefial de 63,3 y c s DEPT HMOQC
02,95 a dos y tres enlaces con la
sefial en 6206 permiten hacer la C-1 143,7 C -
conexion entre los fragmentos e c2 130.2 CH 7.27
identificar el compuesto 1 como

. . .- . L. . C-3 130,1 CH 7,27
27, 4°- dihidroxi-6 “-metoxi-
dihidrochalcona, comunmente C4 127,6 CH 7,17
conocida como uvangoletina, 5 1301 CH 7.27

sl i las famili
aislada de especies de las familias c6 130.2 cH 727
Anonacea (18), Ptaeroxylaceae
(19), y Zingiberaceae (20) En la Ca 47.4 CH, 3,30
Figura 1 se presenta la estructura cB 32,4 CH, 2,95

1 ngoletina.
de la uvangoletina c-0 206 c B
A pesar de que este compuesto S 106,8 ¢ -
ha sido reportado anteriormente, c-2' 169,5 C -
los datos espectroscOpicos repor- c3' 97.9 CH 5.97
tados corresponden a experimen-
tos RMN BC de 15 MHz (21); c4 166,6 C -
por tanto, en la Tabla 1 se repor- C-5' 92,9 CH 6,03
tan los da.tos espgctroscoplcos c6' 165.5 c .
correspondientes a °C 100 MHz.
Este es el primer reporte de la OCH,-6 57,2 CH, 3,86
29
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Tabla 2. Valores de CMI contra el crecimiento de los dos hongos fitopatégenos para el extracto
etandlico de Piper septuplinervium y los controles usados por el método de difusion en disco.

Cantidad minima inhibitoria (ug)

Muestra ensayada

F. oxysporum f. sp. dianthi B. cinérea
Extracto etandlico P. septuplinervium 100 100
Benomil 10 -
Iprodiona - 10

UV Asgs nms Coloracién naranja intensa al
revelarse con vainillina-4cido fosférico, y
coloracion amarilla con vapores de I,. Pre-
senta prueba positiva con el reactivo de
FeCl; indicando la presencia de OH fend-
lico. La asignacién por resonancia magné-
tica nuclear (‘H, “C, DEPT, COSY,
HMQC, HMBC), EMAR, y la compara-
cion con los datos reportados en la literatu-
ra (17b) permitieron identificar el com-
puesto 2 como 5,7-dihidroxi-flavona,
cominmente conocida como chrysina, ais-
lada anteriormente de especies de las fami-
lias Lamiaceae (22), Fabaceae (23), Che-
nopodiaceae (24), Orchidaceae (25).

Uvangoletina y chrysina son objeto de
investigacion continua por su importante
y comprobada actividad citotoxica sobre
varias lineas celulares. Ademads, se ha
comprobado la actividad antifiingica in
vitro de la chrysina sobre cinco cepas de
hongos, entre las cuales se encuentra la

forma especial cepae del hongo Fusarium
oxysporum, la cual ataca especificamente
cultivos de ajo y cebolla (25). En esta in-
vestigacion, mediante el aislamiento bio-
guiado del extracto etandlico de la parte
aérea de Piper septuplinervium, se evi-
denci6 la importante actividad antifingi-
ca contra Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi y Botrytis cinerea de los anterio-
res compuestos de tipo flavonoide, repre-
sentada en los valores determinados en la
cantidad minima inhibitoria, los cuales se
presentan en las Tablas 2 y 3.

La Tabla 2 evidencia la cantidad mini-
ma inhibitoria del extracto de Piper sep-
tuplinervium, comparada con los contro-
les utilizados para el ensayo, que
corresponden a los principios activos de
fungicidas comerciales cominmente uti-
lizados en el tratamiento en campo de las
enfermedades causadas por las cepas de
hongos objeto de esta investigacion. Si

Tabla 3. Valores de CMI contra el crecimiento de los dos hongos fitopatdgenos para los compues-
tos puros y los controles usados por el método de bioautografia directa.

Muestra ensayada

Cantidad minima inhibitoria (ug)

F. oxysporum f. sp. dianthi B. cinérea
Uvangoletina 2 100
Chrysina 2 >100
Benomil 1 -
Iprodiona - 1
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bien las cantidades minimas inhibitorias
de los controles no son comparables con
la obtenida para el extracto. Es importan-
te tener en cuenta que los controles usa-
dos en el ensayo son compuestos puros y
los extractos vegetales son mezclas muy
complejas de cientos de compuestos en
diversas cantidades; por eso se ensayan
concentraciones relativamente altas de
forma que es bastante posible que los me-
tabolitos causantes de la actividad ejerzan
su efecto en cantidades muy pequefas. Lo
anterior se confirma con los resultados de
la Tabla 3, pues a diferencia de lo que su-
cede con el extracto, las cantidades mini-
mas inhibitorias presentadas por uvango-
letina (1) y chrysina (2) son comparables
con los controles positivos usados en el
ensayo. Es de destacar que los compues-
tos aislados tienen mayor efecto sobre la
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, lo
cual es un resultado bastante importante,
considerando que las mayores pérdidas
de los productores de clavel se deben al
marchitamiento vascular de los esquejes,
causado por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi. Esta situacion repercute enorme-
mente en las divisas por exportaciones si
se tiene en cuenta que Colombia es el se-
gundo exportador mundial después de
Holanda. (26)
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