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Introduccion

Argentina es un importante productor y consumidor de cereales. En 2011 fue el segundo
exportador mundial de maiz y el tercero de trigo (Cotrisa, 2011). La incidencia de
enfermedades en campo causadas principalmente por Fusarium atentan contra las
expectativas productivas. Ademas, peligrosas micotoxinas sintetizadas por este hongo
ponen en riesgo la salud del consumidor. Estrategias frecuentemente utilizadas para su
control, como el uso de fungicidas comerciales, impactan negativamente sobre el
ambiente e inducen la resistencia flngica (Agrios, 2009).

Es necesario el desarrollo de fungicidas efectivos, de amplio espectro y con modos de
accion mas bioseguros. Metabolitos antifungicos provenientes de fuentes naturales, como
las plantas, serian una importante alternativa de eleccion.

Zuccagnia punctata es una especie nativa del Noroeste argentino utilizada en medicina
popular para el tratamiento de infecciones microbianas, entre otros usos (Ratera et al.,
1980). En investigaciones recientes demostramos que una fraccion etérea obtenida de la
tintura de Z. punctata presentaba una importante actividad antifingica sobre especies del
género Fusarium (Jimenez et al., 2010).

Objetivo

Aislar e identificar compuestos bioactivos responsables de la actividad antifungica de la
fraccion etérea de la tintura de Z. punctata.

Materiales y métodos

Material vegetal

Partes aéreas de Zuccagnia punctata Cav. (Fabaceae) se colectaron en el noroeste de la
Provincia de Tucuman, Argentina. Se identificaron taxon6micamente en la Catedra de
Fitoquimica, Inst. Estudios Vegetales “Dr. A. R. Sampietro”, FBQyF (UNT, Tucuman).

Preparacion de extracto etandlico

Partes aéreas de Z. punctata se secaron y pulverizaron en molinillo. Este material (10 g)
se extrajo con 100 ml de etanol 96% (v/v) a 37 °C durante 7 dias con agitacion.
Posteriormente se filtr6 a través de papel Whatman N° 1 y N° 17. El filtrado (tintura) se
conservo a 4 °C.

Fraccionamiento de latintura de Z. punctata
La tintura de Z. punctata se sec6 en evaporador rotatorio a 30 °C. El extracto seco (ES) se
extrajo con éter etilico a temperatura ambiente durante 12 hs, con relacion ES/solvente



4:1 (p/v). Posteriormente se filtro a través de doble papel Whatman N° 1. El filtrado se
secO a temperatura ambiente y se redisolvi6 en un volumen conocido de metanol,
obteniendo la fraccion denominada EEt.

Los constituyentes de EEt se fraccionaron mediante cromatografia en columna de
Silicagel (230-400 Mesh). Se utilizé como fase movil: hexano/acetato de etilo 6:1,7;
denominada M1. Las fracciones colectadas se analizaron por CCF (Silicagel F54+M1) y
se revelaron con Luz UV de 365 y 254 nm, y NP/PEG+UV365 nm. Se construyeron
perfiles de absorbancias de las fracciones a 280, 305 y 348 nm. Los datos obtenidos
permitieron reunir las fracciones en 5 grupos diferentes (1, 2, 3, 4y 5).

Determinacién de actividad antifungica de grupos de fracciones de EEt
Microorganismo: Se evalué la bioactividad frente a F. graminearum sensu stricto,
causante de podredumbres en cereales.

Bioautografia: Los constituyentes de cada grupo y de EEt (40 ug) se separaron por CCF
sobre placas de Silicagel F,s;4 con M1. Las mismas se secaron en condiciones de
esterilidad y se cubrieron homogéneamente por 5 ml de medio semisélido de Extracto de
malta-peptona (Quiroga et al., 2004) adicionado con sacarosa 2 % (p/v) y agar 0,8 % (p/v)
conteniendo una suspension de 2,5 x 10* esporas por ml. Se incubé a 25 °C durante 72
hs. La actividad fungitéxica se observé como halos claros sin crecimiento microbiano.

Identificacion de compuestos bioactivos

Las bandas activas reveladas por bioautografia se identificaron en placas no inoculadas
(Silicagel F,54+M1) y se visualizaron utilizando reveladores fisicos (UV365 y 254 nm) vy
quimicos (NP/PEG+UV365 nm, vainillin-sulfarico y FeClz). Las mismas se rasparon y
eluyeron con metanol a partir de placas sin revelado quimico. Las soluciones obtenidas se
analizaron por espectroscopia UV-VIS (200-600 nm) con y sin agregado de reactivos de
desplazamiento batocrémico (Mabry et al., 1970).

Las bandas de interés y sus espectros UV-VIS se compararon con bibliografia y
estandares analizados por los mismos métodos: 2°, 4 -dihidroxichalcona (Sta); 2, 4'-
dihidroxi-3"-metoxichalcona (Stb) y 2", 6”-dihidroxi-4"-metoxichalcona (Stc).

Las soluciones obtenidas previamente a partir de bandas bioactivas se secaron en
evaporador rotatorio, se pesaron y redisolvieron en acetato de etilo (200 ul). Alicuotas (10
ul) de cada solucion se analizaron por GC-MS. Se inyectaron a 200 °C (Split 1/75); la
separacion se realiz6 entre una fase movil de Helio y fase estacionaria (5% fenil-95%
dimetilpolixilosano) fijada a columna capilar Zebron ZB-5MSI Phenomenex (15 m x 0,25
mm). La fragmentacién se produjo por impacto electrénico a 70 eV.

Resultados

El fraccionamiento de EEt por columna de Silicagel permiti6 la separacion de

constituyentes bioactivos de distinto Rf en los grupos 2, 3, 4 y 5. Fig 1 muestra la

presencia de tales componentes revelados por bioautografia y CCF.

Se lograron aislar e identificar dos compuestos bioactivos: 2", 4"-dihidroxichalcona (DC) y

2’, 4 -dihidroxi-3"-metoxichalcona (DMC). Fig 2 y 3 muestran sus perfiles obtenidos por

CCF y sus espectros UV-VIS, respectivamente, con Rfsy Améadx coi nci dentes <co
respectivos estandares comerciales.



Fig 1. Bioautografia y TLC de grupos obtenidos por fraccionamiento de EEt.

a) ‘ b)

Referencia: a) y b) placas de TLC de EEt y grupos 1, 2, 3, 4 y 5 reveladas por bioautografia y con NP-PEG+UV 365
nm, respectivamente. Ma, Mb, Mc, Md y Me: bandas correspondientes a las zonas de inhibicion a, b, c, d y e,
respectivamente, observadas por bioautografia.

Fig 2. Comparacion por CCF de DC y DMC con estandares puros.

Referencia: placa de TLC revelada con NP-PEG+UV365 nm. Ca y Cb: bandas correspondientes a DC y DMC,
respectivamente;

Fig 3. Espectros UV-VIS de DC y DMC.
a) b

Referencia: a) y b) espectros UV-VI S con A mampuestos islentidieados en EEt; DC y DMC, respectivamente.

Los andlisis realizados sugieren la presencia de otros compuestos antifingicos
pertenecientes al grupo de los flavonoides, hasta el momento no identificados. Son
necesarios mas estudios orientados a su purificacion y elucidacion estructural.
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