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Portada

El proceso comunitario de aprendizaje y aprovechamiento
sustentable de hongos comestibles a partir de residuos
agricolas, como rastrojo de maiz y frijol, representa una
alternativa agroecologica que fortalece la soberania
alimentaria, promueve el uso responsable de recursos
locales y contribuye a la revitalizacion del conocimiento
etnomicologico tradicional. La participacion comunitaria,
el intercambio gastronémico y la transmision
intergeneracional de saberes reflejan la estrecha relacion
entre patrimonio biocultural, innovacién tecnoldgica y
resiliencia social en contextos rurales indigenas.

The community-based process of learning and sustainable use
of edible mushrooms through agricultural residues, such as
maize and bean straw, represents an agroecological
alternative that strengthens food sovereignty, promotes the
responsible use of local resources, and contributes to the
revitalization of traditional ethnomycological knowledge.
Community participation, gastronomic exchange, and the
intergenerational transmission of knowledge reflect the close
relationship between biocultural heritage, technological
innovation, and social resilience in indigenous rural contexts.

por/by
Rafael Fernandez Nava
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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultdineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un namero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio
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12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

oUW t

-

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayutscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.
Cuerpo del texto: Fuente tamafo 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.
Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.
Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.
Titulo de imagenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su
descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300
dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propoésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:
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RESUMEN: Dysphania ambrosioides es una planta aromatica utilizada en la medicina
tradicional con propiedades antifingicas y antiparasitarias. En el sector agricola, los
hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Curvularia lunata y Colletotrichum
gloeosporioides generan pérdidas significativas en cultivos de importancia econémica y
su control se basa en fungicidas que generan resistencia y toxicidad. Por otro lado, la
enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi afecta a millones de personas;
la inhibicion del protozoario se limita a dos farmacos comerciales con efectos
secundarios severos. Las actividades antifungicas y tripanocidas de D. ambrosioides se
han enfocado en su aceite esencial, con poca informacion sobre extractos de diversa
polaridad. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial antifungico y tripanocida
in vitro de extractos generales (hexdnicos, metandlicos y acuosos) y selectivos
(alcaloides) de las partes aéreas de D. ambrosioides. La actividad antifungica se evaluo
sobre F. oxysporum, C. lunata y C. gloeosporioides; mientras que la actividad
tripanocida se examino frente a dos cepas de Trypanosoma cruzi (NINOA y Al).

Todos los extractos tuvieron actividad antifiingica. El extracto hexanico inhibi6 de forma
completa el crecimiento micelial de C. gloeosporioides; el acuoso presentd su actividad
inhibitoria mas alta frente a C. lunata (91%) y el de alcaloides sobre C. gloeosporioides
(86%). El extracto metandlico inhibié el crecimiento de los tres fitopatdogenos con
potencia similar (81-82%); por lo que fue seleccionado para su separacion mediante una
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columna cromatografica en ocho fracciones que mostraron actividad inhibitoria sobre C. lunata
(17 a 85%). En cuanto a la actividad tripanocida, el extracto hexanico presentd actividad
significativa contra T. cruzi Al (Clsp=72.3 ug-mL-"), el extracto acuoso fue activo frente a ambas
cepas (Al: Clsp = 88.0 y NINOA: 105.3 pug-mL"), mientras que las fracciones hexanicas del
extracto metandlico exhibieron la mayor potencia (Clso=51.9 ug'mL"' en Al y 57.1 uyg'mL"! en
NINOA). La mayoria de los extractos mostraron baja citotoxicidad (CCsp > 200 pg-mL™). El
andlisis por cromatografia de capa fina del extracto metanolico revelado con sulfato cérico y
vainillina permitié observar cinco y seis compuestos, respectivamente; y el reactivo de
Dragendorff revelo la presencia de al menos un alcaloide.

En conclusion, la quimiodiversidad antifingica y tripanocida de D. ambrosioides es de variada
polaridad. Los extractos mostraron actividad antifiingica, particularmente sobre C. lunata,
mientras que la actividad tripanocida fue ligeramente mas potente sobre la cepa Al que sobre
NINOA. Hay metabolitos secundarios que pudieran ser principios activos con baja citotoxicidad
formando parte de extractos totales o fracciones de ellos.

Palabras clave: extractos alcaloidales, extractos de metabolitos, epazote, epimastigotes,
Trypanosoma cruzi cepa NINOA, Trypanosoma cruzi cepa Al, Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici cepa ATCC 9848, Curvularia Ilunata cepa NACF0030, Colletotrichum
gloeosporioides cepa NCBI HM562712.

ABSTRACT: Dysphania ambrosioides is an aromatic plant used in traditional medicine for its
antifungal and antiparasitic properties. Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, affects
millions of people; inhibition of the protozoan is limited to two commercial drugs with severe
side effects. In the agricultural sector, phytopathogenic fungi such as Fusarium oxysporum,
Curvularia lunata, and Colletotrichum gloeosporioides cause significant losses in economically
important crops, and their control relies on fungicides that can lead to resistance and toxicity. The
antifungal and trypanocidal activities of D. ambrosioides have focused on its essential oil, with
little information on extracts of varying polarity. This study aimed to evaluate the in vitro
trypanocidal and antifungal potential of general (methanolic, hexane, and aqueous) and selective
(alkaloid) extracts of the aerial parts of D. ambrosioides. Antifungal activity was evaluated
against the phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, and Colletotrichum
gloeosporioides; while trypanocidal activity was examined against two strains of Trypanosoma
cruzi (NINOA and Al).

All extracts exhibited inhibitory activity against the phytopathogens. The hexane extract
completely inhibited the mycelial growth of C. gloeosporioides; the aqueous extract showed the
highest inhibitory activity against C. [unata (91%), and the alkaloid extract against C.
gloeosporioides (86%). The methanolic extract inhibited the growth of all three phytopathogens
with similar potency (81-82%); therefore, it was separated by column chromatography into eight
fractions that showed inhibitory activity against C. lunata (17-85%).

Regarding trypanocidal activity, the indigenous isolate A1 was more sensitive than NINOA. The
hexane extract showed significant activity against 7. cruzi Al (ICso = 72.3 pg-mL™"), while the
aqueous extract showed activity against both strains (ICso = 88.0 and 105.3 pg-mL™"). The hexane
fractions exhibited the greatest potency (ICso = 51.9 pg-mL™" for Al and 57.1 pg-mL™" for
NINOA). In general, most extracts showed low cytotoxicity (CCso > 200 pg-mL™).

Thin-layer chromatography analysis of the methanolic extract, developed with ceric sulfate and
vanillin, revealed five and six compounds, respectively. Meanwhile, Dragendorff's reagent
revealed the presence of at least one alkaloid. These results indicate that the antifungal and
trypanocidal chemodiversity of D. ambrosioides is of varied polarity and is not limited to volatile
oils; there are secondary metabolites that could be active principles with low cytotoxicity,
forming part of total extracts or fractions thereof.

Key words: alkaloid extracts, metabolite extracts, epazote, epimastigotes, Trypanosoma cruzi
strain NINOA, Trypanosoma cruzi strain Al; Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici cepa ATCC
9848, Curvularia lunata cepa NACF0030, Colletotrichum gloeosporioides cepa NCBI
HMS562712.
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INTRODUCCION

Dysphania ambrosioides (L) Mosyakin & Clemants es una hierba aromatica nativa de la region
de Mesoamérica; en México se le conoce comunmente como epazote y se utiliza desde tiempos
prehispanicos como planta medicinal. Se han documentado sus actividades antihelminticas,
antiprotozoarias, antibacterianas y antifingicas (Gomez-Castellanos, 2008; Heredia Severino et
al., 2025; Kasali et al., 2021). Estas propiedades se atribuyen a su rica quimiodiversidad, cerca
de 300 metabolitos secundarios se han identificado de varias partes de la planta, incluyendo
alcaloides, flavonoides y terpenos; los aceites esenciales de las partes aéreas han aportado casi el
60% de las moléculas conocidas del epazote, entre ellas, los monoterpenos ascaridol, p-cimeno y
carvacrol (Kiuchi et al., 2002; Almeida-Bezerra et al., 2019; Kasali et al., 2021; Kasrati et al.,
2024; Heredia Severino et al., 2025).

En relacion a la actividad antifungica del epazote, hay antecedentes de extractos que inhiben el
crecimiento de fitopatogenos, entre ellos, Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceous, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae 'y
Fusarium semitectum (Jardim et al, 2010; Stappen et al, 2018). Ello indica que la
quimiodiversidad de D. ambrosioides pudiera constituir una fuente de principios activos para la
agricultura en el control de enfermedades fitofungicas; en México por ejemplo, Colletotrichum
gloeosporioides ocasiona pérdidas por la antracnosis foliar de hasta un 20% de la produccion del
aguacate y hasta un 60% en mango; a su vez Fusarium oxysporum, causante de la fusariosis
vascular, es responsable del 60 al 100% del dafio al cultivo de Gladiolus grandiflorus; mientras
que Curvularia lunata causa pérdidas del 55% en diversos cultivos de cereales al provocar la
enfermedad de la mancha foliar del maiz (Carrillo-Fasio et al., 2005; Rios-Herrera et al., 2017,
Rios-Hernandez et al., 2021). Estas enfermedades se combaten mediante fungicidas quimicos
como Captan, System Cuy y Miclobutanil (Peldez-Alvarez et al., 2016; Garcia-Ordaz et al.,
2021; Moran-Barreiro y Mora-Castro, 2022); no obstante, las restricciones higiénico-sanitarias
para su uso son cada vez mas estrictas, debido a sus efectos toxicos y la induccion del desarrollo
de patdgenos resistentes (Siddiqui & Ali, 2014).

Ademas, los extractos o metabolitos secundarios individuales de D. ambrosioides también tienen
actividad contra protistas parasitos, entre ellos, Leishmania amazonensis, Leishmania donovani
y Leishmania tropica (Fidalgo, 2007; Zohra et al., 2019), Trypanosoma cruzi (Kiuchi et al., 2002;
Pagotti et al., 2021), Trypanosoma brucei brucei (Nibret y Wink, 2011) y Giardia lamblia (Neiva
et al, 2014). Estas actividades y su reconocido uso en la medicina tradicional como
antiparasitario (Kasali ef al., 2021; Heredia Severino ef al., 2025) pudieran ser una alternativa
para el control de parasitos de importancia médica, incluyendo, Trypanosoma cruzi, un protozoo
responsable de la enfermedad de Chagas, quiza el padecimiento parasitario de mayor importancia
en América Latina, tanto por su morbi-mortalidad como por su importancia econémica. Se estima
que T. cruzi afecta a alrededor de 6-8 millones de personas en todo el mundo y causa
aproximadamente 50000 muertes al afio, ademas, genera un gasto global de 627.5 millones de
dolares al afio en costos de atencion médica (Lidani et al., 2019). Segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (2022), la enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises del
continente americano; sin embargo, el padecimiento también va en ascenso en Australia, Japon
y varios paises de Europa (Lidani et al., 2019; Penia-Callejas et al., 2022). En México se estima
una seroprevalencia de 4.06 millones de personas infectadas y tres cuartas partes del territorio
son consideradas zonas endémicas de la enfermedad (Bravo-Ramirez et al., 2023). A pesar de ser
un serio problema de salud publica, practicamente so6lo hay dos medicamentos disponibles para
el tratamiento de la enfermedad: el Nifurtimox y el Benznidazol. Ambos farmacos son eficaces
en etapas agudas, pero con eficacia limitada y efectos adversos frecuentes en la fase cronica (Sales
et al., 2017). Bajo este panorama, es necesaria la busqueda de nuevos agentes terapéuticos para
la enfermedad de Chagas.

Se ha demostrado la actividad fungicida (Jardim et al., 2010) y tripanocida (Pagotti et al., 2021)
de D. ambrosioides, principalmente de los aceites esenciales de sus partes aéreas o de algunas de
sus moléculas aromaticas (Kasali ef al., 2021; Heredia Severino et al., 2025). Sin embargo, los
aceites esenciales son extractos selectivos de metabolitos volatiles, dejando el resto de la
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quimiodiversidad sin ser evaluada. Asimismo, son escasos los estudios que evaluan mas de un
tipo de extracto y que simultaneamente evaluen la actividad antifingica y tripanocida (Zohra et
al., 2019), asi como aquellos que incluyan a Curvularia lunata, cuya evaluacion ain es muy
limitada (Ramirez-Mares y Hernandez-Carlos, 2015; Kasali ef al., 2021; De la Cruz Chacén y
Santiago Martinez, 2024).

Este trabajo tuvo como objetivo determinar si extractos de polaridad diversa de las partes aéreas
de D. ambrosioides tienen: a) la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos fitopatogenos y
b) actividad tripanocida sobre T. cruzi. La exploracion de la actividad de extractos de variada
polaridad permite asociar el tipo de metabolitos contenidos en los extractos a cada actividad o si
hay extractos con potencial dual. Los resultados de ello permitiran establecer estudios dirigidos
a encontrar los principios activos para cada tipo de actividad.

MATERIALES Y METODOS

La obtencion de los extractos y sus fracciones, asi como la actividad antifungica de D.
ambrosioides se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal del Instituto de
Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH).
Los ensayos de citotoxicidad y actividad tripanocida se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Estudios Epidemiologicos, Clinicos, Disefios experimentales e investigacion de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma Benito Juarez de Oaxaca.

Material vegetal

Las partes aéreas (tallos y hojas) frescas de D. ambrosioides (5,500 g) fueron adquiridas en el
mercado de Union Hidalgo, Oaxaca, procedentes del estado de Puebla, México, en el periodo de
junio a septiembre del 2024. El material se secé durante 10 dias a la sombra a temperatura
ambiente y posteriormente se moli6 hasta su pulverizacion con ayuda de una licuadora comun;
el peso seco de la muestra fue de 555 g. Aun cuando se trata de una planta muy reconocida
popularmente, se realizé un ejemplar de herbario que fue depositado en el Herbario Eizi Matuda
de la UNICACH con el numero de catalogo 047243.

Obtencion de extractos y fraccionamiento de D. ambrosioides

Se realizaron tres extractos generales (hexanico, metandlico y acuoso) y un extracto selectivo
(alcaloides). Para la obtencion de cada extracto se utilizaron 100 g del material vegetal seco y
pulverizado.

Se realizaron tres extracciones generales en una proporcion de 1:10 material vegetal:disolvente;
para el extracto metandlico se empleé metanol al 70% siguiendo el método de Kandsi et al.
(2021); el extracto hexanico se obtuvo por maceracion en frio; y el extracto acuoso se extrajo con
agua destilada en ebullicion durante 10 minutos segiin Ramos-Guerra (2005), posteriormente el
extracto se filtré por gravedad utilizando papel filtro de cafetera. Los disolventes organicos de
cada extracto se eliminaron a presion reducida en un rotaevaporador (Buchi R.200). En tanto que
el extracto acuoso se dejo secar en condiciones de laboratorio y a temperatura ambiente, durante
el secado se colocaron alicuotas de metanol concentrado como microbicida. Al final, el polvo
seco se guardo en frascos de color ambar.

El extracto de alcaloides se realiz6 siguiendo el método de Shoaib efal, (2016) con
modificaciones. Para ello, el material vegetal primero fue macerado en hexano por 48 h y
posteriormente fue extraido por maceracion durante 4 h con 400 mL de acido acético al 10%; el
material botanico se retir6 por filtracion a gravedad; en tanto que la fase acida acuosa se ajusto a
pH 9.0 con la adicion de disolucion de carbonato de sodio saturada; la fase alcalina se extrajo tres
veces con 50 mL de cloroformo en un embudo de separacion. Las extracciones cloroférmicas se
reunieron y concentraron a presion reducida en un rotacvaporador (Buchi R.200).
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Fraccionamiento del extracto metandlico de D. ambrosioides

Por su actividad antifungica y rendimiento alto, el extracto metanolico fue seleccionado para su
separacion en columna cromatografica; para ello, se utilizé una columna de vidrio de cinco cm
de diametro, empacada con 60 g de silica gel 60-200 para columna (J.T.Baker) como fase
estacionaria, lo que origind una columna de 10 cm de altura. La elucion se realizd con tres fases
moviles de polaridad progresiva (hexano 100% / acetato de etilo 100% / metanol 100%). Este
fraccionamiento dio origen a ocho fracciones: dos fracciones hexéanicas, una de acetato de etilo y
cinco metandlicas.

Obtencion del cultivo fingico

Las cepas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ATCC 9848, Colletotrichum gloeosporioides
NCBI HM562712 y Curvularia lunata NACF0030 fueron proporcionadas por el cepario de
fitopatogenos del Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias
Biologicas de la UNICACH. Se mantuvieron a una temperatura entre 3-5 °C en agua destilada y
se replicaron en cajas de Petri previamente esterilizadas utilizando agar-papa-dextrosa (PDA, BD
Bioxon) como medio de cultivo; las placas se incubaron a 27 + 2 °C durante 5—7 dias dependiendo
de las cepas, hasta obtener un crecimiento micelial activo.

Pruebas in vitro de la capacidad antifiingica

Para evaluar la capacidad antifingica, se emple6 el método de inhibicion micelial en medio de
cultivo envenenado propuesto por Amini y Dzhalilov (2010) con modificaciones en las
concentraciones. Los extractos generales se evaluaron a 1, 10, 100 y 1000 pg'mL™! en PDA; en
tanto que las fracciones del extracto metandlico se evaluaron unicamente a 100 pg-mL-', dado
que a tal concentracion, el extracto mostrd la actividad inhibitoria mas alta sobre C. lunata (el
fitopatogeno menos estudiado). E1 PDA envenenado se distribuy6 sobre las cajas de Petri con
cinco repeticiones por concentracion. Después de 24 h de prueba de esterilidad, se colocaron
discos de PDA de cinco mm con micelio de cada hongo en el centro de la placa de Petri y se
incubaron a 27 £ 2 °C. El extracto hexanico fue disuelto en dimetilsulféxido (DMSO), el
metandlico y alcaloidal en metanol y el extracto acuoso en agua. Tanto el DMSO como el metanol
no rebasaron el 5% del volumen del PDA. Se emplearon controles negativos (metanol y DMSO)
y como referencia de la actividad se incluy6 un control con el fungicida comercial Captan 50 WP
ADAMA a 100 pg-mL"'. Después de que el control negativo cubri6 la superficie del agar, se
midi6 el didmetro de inhibicion del crecimiento (cm) del micelio. La actividad inhibitoria se
expresd como porcentaje de inhibicion, segun la formula:

DC—-DT
% Inhibicion = | ——— |100
DC

Donde DT es el diametro de crecimiento del tratamiento y DC es el didmetro del control negativo.

Prueba in vitro de la actividad tripanocida

Las formas epimastigote de 7. cruzi cepa de referencia NINOA y un aislado autéctono (Al) se
mantuvieron viables mediante cambio de cultivo fresco semanal a 28 °C en medio liver infusion
triptasa (LIT) (BBL Biosate Peptone, BD) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%
(Biowest) y 1% de penicilina-estreptomicina (Biowest Antibiotic-Antimycotic 100X). Los
epimastigotes de ambas cepas se ajustaron a 1 x 10° parasitos mL"! y se distribuyeron en placa
estéril de 96 pozos. Los extractos y fracciones se disolvieron inicialmente en DMSO (0.2%) a 10
mg-mL". Seguido, se realizaron diluciones seriadas utilizando medio LIT, incluyéndose
concentraciones seriadas de (200 a 0.78 ug-mL™"); se incluyeron controles negativos (DMSO y
metanol 0.2%) y positivos (Nifurtimox; Roche® y Benznidazol, ALDRICH). Las placas se
incubaron durante 24 h a 28 °C. La viabilidad de 7. cruzi se determin6 mediante el ensayo MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol) con la formacién de formazan
insoluble por enzimas mitocondriales, para lo cual se lavaron las células con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y se adiciono MTT a concentracion de 2.5 mM a cada pozo y se
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incubo a 37 °C por 4 h. Posteriormente se adiciond alcohol isopropilico acido para solubilizar el
formazan y la densidad optica se midi6 a 540 nm en un lector de microplacas. Los valores de la
concentracion inhibitoria semimaxima (Clso) se determinaron mediante el analisis de Probit
(Delgado-Maldonado ef al., 2025; Navarrete-Carriola et al., 2025; Sanchez-Palestino et al., 2025).

Ensayo de citotoxicidad e indice de selectividad

El efecto citotoxico de los extractos y sus fracciones se evalud en células de la linea J774.2
(macrofagos de ratdon) provenientes de la coleccion de células de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Auténoma “Benito Juarez” de Oaxaca. Para ello, se cultivaron en
placas de 96 pocillos que contenian medio RPMI 1640 (BIOWEST, MAYIMEX) suplementado
con SFB al 10% y 100 U pg/mL de penicilina-estreptomicina con glutamina (2mM). Se afiadieron
los extractos y fracciones a una concentraciéon maxima de 200 pg-mL! y se incubaron a 37 °C
durante 24 h en incubadora de CO» (Thermo SCIENTIFIC, Water Jacket). La viabilidad se evalud
por el método de MTT para lo cual se lavaron las células con PBS y se adicion6 MTT a
concentracion de 2.5 mM a cada pozo y se incubd a 37 °C por 4 h. Posteriormente se adiciond
alcohol isopropilico acido para solubilizar el formazan y la densidad optica se midié a 540 nm en
un lector de microplacas. El ensayo se realiz6 por triplicado y se expresoé la media y error estandar.
La concentracion citotoxica semimaxima (CCsp) se determiné mediante analisis de Probit. Se
calcul6 el indice de selectividad (IS) para estimar la relacion entre la citotoxicidad y la eficacia
tripanocida de los extractos y fracciones (IS= CCso/Clso) (Delgado-Maldonado et al., 2025;
Navarrete-Carriola ef al., 2025; Sanchez-Palestino ef al., 2025).

Analisis cromatografico

El extracto metandlico y sus fracciones se analizaron sobre cromatografia en placas finas de silica
gel, para ello se aplicaron 5 uL de cada extracto disuelto a 10 mg-mL! en una linea de aplicacion
a dos cm del borde de la placa cromatografica. Para el extracto de alcaloides se usé como fase
movil cloroformo-metanol 9:1 y como revelador especifico reactivo de Dragendorff (Svendsen y
Verpoorte, 1983 citado en Chong, 2020). Para el extracto metandlico y las fracciones resultantes
se utilizé como fase movil metanol: acetato: hexano en una proporcion 7:2:1 y tres reveladores
cromatograficos de vainillina, sulfato cérico y reactivo Dragendorff para una visualizacion
diferenciada de los compuestos (Chambi & Pacheco, 2017).

Se calculo el factor de retencion (Rf) para cada componente visible (mancha o punto) del perfil
cromatografico de los extractos, utilizando la ecuacion

Rf =dRE / dRS

donde: dRE es la distancia recorrida por cada mancha observable en el recorrido del extracto y
dRS es la distancia recorrida por la fase movil; cada mancha cromatografica fue considerada como
un solo compuesto. Ademas, se calculd el % de area cromatografica al estimar el area de cada
mancha del perfil en cromatografia en capa fina con Imagel, un programa de procesamiento
digital de imagen de dominio publico desarrollado por la agencia estadounidense National
Institutes of Health, NIH.

% drea = Cdrea del compuesto [ drea total de todos los compuestos D X 100

Analisis estadisticos

El anélisis estadistico para la actividad antifiingica se bas6 en la comparacion entre los extractos,
debido a que los datos no cumplieron con el supuesto de normalidad y homogeneidad de varianza;
se emplearon pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis, seguidas de la prueba U de Mann-Whitney
con un nivel de significancia de p < 0.05; ademas, se realiz6 un analisis de componentes
principales (PCA) como anélisis exploratorio. Todos los analisis se realizaron con el programa
estadistico PAST de licencia libre.
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Para la actividad tripanocida los valores de Clsoy CCs se determinaron mediante el analisis de
Probit; para ello, se utilizaron los datos correspondientes al porcentaje de viabilidad celular que
se transformaron en una funcioén lineal frente al logaritmo de la concentracion, sobre la cual se
realizé un andlisis de regresion para estimar la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la
poblacion.

RESULTADOS

Actividad antifiungica in vitro de extractos y fracciones de D. ambrosioides

Todos los extractos de D. ambrosioides presentaron actividad antifiingica, con porcentajes de
inhibicion que variaron entre el 0.4 y 100%, dependiendo del extracto, la concentracion y el
fitopatogeno evaluado (Figura 1 y Tabla 1). Los extractos hexanico, metandlico y alcaloidal
inhibieron a los tres fitopatdgenos, aunque con diferencias entre ellos. El extracto hexanico
detuvo por completo el crecimiento micelial de C. gloeosporioides (100% de inhibicién). En tanto
que el extracto metanolico inhibi6 en la misma proporcion a los tres fitopatogenos (p= 0.8).

Por su parte el extracto acuoso presentd actividad relevante solo sobre C. lunata (52 a 91% de
inhibicion micelial).
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Figura 1. Actividad de extractos de las partes aéreas de Dysphania ambrosioides sobre el crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y Curvularia lunata.

Figure 1. Activity of extracts from the aerial parts of Dysphania ambrosioides on the mycelial growth of Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides and Curvularia lunata.
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Tabla 1. Tasa inhibitoria micelial de extractos de las partes aéreas de Dysphania ambrosioides sobre el crecimiento

de hongos fitopatogenos.

Table 1. Mycelial inhibitory rate of extracts from the aerial parts of Dysphania ambrosioides on the growth of

phytopathogenic fungi.

Inhibicion del crecimiento micelial (%)

Extracto: pg-mL™! F. oxysporum C. lunata C. gloeosporioides
Extracto metanolico
1000 55%b 74% 78%a
100 73%b 77% 81%a
10 82%b 82% 72%b
1 78%a 69% 79%a

2 2 2
Test Kruskall-Walis gino'_o (1)8 9 gino,_ogj gino._og' !
Extracto hexanico
1000 45%b 82%a 100%
100 53%b 79%a 100%
10 59%a 74%b 100%
1 61%a 81%a 100%

2 2 2
Test Kruskall-Walis gino._o (1)53 1():310._0 (1)32 5210?80'76
Extracto acuoso
1000 0.4%b 91%a 46%
100 2%b 85%a -0.8%b
10 7%a 82%a 12%ab
1 6%a 52%b -3%Db

2 2 2
Test Kruskall-Walis gino'_o(l)g'g I()?ino.—o(l)éllﬂ gino.—o(l)élll
Extracto alcaloidal
1000 62% 73% 80%
100 68% 80% 82%
10 61% 75% 86%
1 62% 78% 62%

2 2 2
Test Kruskall-Walis I()jin()._Sz 5210?71 4 I():in()__()g
Actividad del Captan a 100 204 65% 539

pg-mL”

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante el analisis de Kruskal-Wallis y U Mann-
Whitney con nivel de significancia de p < 0.05. Las letras indican diferencias entre los tratamientos.
Comparisons between treatments were made using Kruskal-Wallis and Mann-Whitney analyses at 95%
probability levels. Letters indicate significant differences between treatments.

El control positivo (Captan) tuvo actividades similares o por debajo a la de los extractos a 100

pug-mL,

El PCA confirmo las tendencias de cada extracto, agrupando cada hongo con el extracto al que
fue mas sensible. El extracto metanolico sobresale en el centro del cuadrante, ya que inhibid en

la misma proporcion a los tres fitopatogenos (Figura 2).
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Figura 2. Analisis de componentes principales de la actividad antifingica de los extractos de las partes aéreas
Dysphania ambrosioides sobre F. oxysporum, C. gloeosporioides y C. lunata. Los dos primeros componentes
principales explican el 95% de la variabilidad en los datos.

Figure 2. Principal component analysis of the antifungal activity of extracts from the aerial parts of Dysphania
ambrosioides on Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides andd Curvularia lunata. The first two
principal components explain 95% of the variability in the data.

El extracto metanolico dada su potencia antifingica similar se separd en columna cromatografica
en ocho fracciones (Figura 4). Las fracciones hexanicas (FISH y FII) presentaron mayores
porcentajes de inhibicion sobre C. lunata (77-81%) que la fraccion de acetato de etilo (FIII: 35%)
y las fracciones metandlicas (FISM, FIV, FV FVI y FVII) que mostraron una inhibicion entre 17
y 34% (Tabla 2).

Tabla 2. Tasa inhibitoria micelial de las fracciones del extracto metandlico de las partes aéreas de Dysphania
ambrosioides sobre el crecimiento de Curvularia lunata.

Table 2. Mycelial inhibitory rate of the fractions of the methanolic extract of the aerial parts of Dysphania
ambrosioides on the growth of Curvularia lunata.

Fraccion Concentracion
100 pg-mL!

X | o’ I G
FISH 81%A 14 3
FII 77%A 18 4
FV 37%B 7 3
FIII 35%B 14 4 Ch?=33.54
FVI 34%B 20 5 p=0.008
FIV 29%B 43 7
FVII 17%C 33 6
FISM 17%C 40 6

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante el andlisis de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney al
95% de probabilidad. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos. Se presenta el
promedio (X), la varianza (c?) y la desviacion estandar (o).
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Comparisons between treatments were made using Kruskal-Wallis and Mann-Whitney analyses at 95%
probability levels. Letters indicate significant differences between treatments. The average (X), variance (c2)
and standard deviation are presented (o).

Actividad tripanocida in vitro de extractos y fracciones de D. ambrosioides

Los extractos y fracciones de D. ambrosioides presentaron una respuesta diferencial frente a
ambas cepas de T. cruzi. En general, la cepa Al resultd mas sensible que la cepa NINOA (Tabla 3).
El extracto acuoso fue el tnico que present6 actividad tripanocida en ambas cepas, con valores
de Clsode 88.03 pg'mL' (A1) y 105.32 ng-mL"! (NINOA); el extracto hexanico exhibi6 actividad
solo sobre T. cruzi Al (Clso de 72.35 pg-mL-') y los extractos alcaloidal y metandlico no
presentaron actividad significativa (>200 pg-mL™).

A diferencia de la actividad antifingica, las fracciones derivadas del extracto metandlico
presentaron actividad tripanocida més alta que el extracto original.

En particular, destacaron las fracciones hexanicas, la fraccion FISH tuvo el Clsp mas bajo (51.9
ug-mL") frente a T. cruzi cepa Al, mientras que la fraccion FII mostro el efecto mas potente
sobre la cepa NINOA (Clso= 57.1 pg-mL™"). Otras fracciones sobresalientes sobre T. cruzi Al
fueron las fracciones metandlicas FIV y FVII (Clsp=61.2 y 83.1 pg-mL") y la de acetato de etilo
FIII (Cls¢=72.9 ng'mL™"). La fraccion metanolica FISM presentd Clso de 126.6 pg-mL! sobre la
cepa NINOA.

Las fracciones restantes mostraron valores de Clso superiores a 200 ug-mL-! en al menos una de
las cepas.

Tabla 3. Actividad tripanocida in vitro de extractos y fracciones del extracto metanolico de la parte aérea de Dysphania
ambrosioides contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
Table 3. In vitro trypanocidal activity of extracts and fractions of the methanolic extract of the aerial part of Dysphania
ambrosioides against epimastigotes of Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi NINOA Trypanosoma cruzi Al

Extracto Clso (ug-mL™) Clso (ug-mL")
Metanolico >200 >200
Hexanico >200 72.34+0.0189
Acuoso 105.31+£0.0192 88.02+0.0189
Alcaloidal >200 >200
FISH >200 51.93+0.0228
FISM 126.60+0.0187 >200
FII 57.07+£0.0211 159.03+0.0347
FIII >200 72.91+0.0195
FIV >200 61.174£0.0195
FV >200 >200
FVI >200 >200
FvIll >200 83.07+£0.0171
Nifurtimox 7.09+0.051 19.30+0.08
Benznidazol 30.27+0.068 39.08+0.07

Los resultados se expresan como la concentracion inhibitoria semimaxima (Clso), que representa la dosis

necesaria para inhibir en un 50% a epimastigotes de 7. cruzi.

The results are expressed as the half-maximal inhibitory concentration (ICso), which represents the dose
required to inhibit 7. cruzi epimastigotes by 50%.
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Citotoxicidad e indice de selectividad

La mayoria de los extractos y fracciones presentaron una concentracion citotoxica de CCso > 200
ug-mL!, excepto el extracto de alcaloides (CCso = 123.84 ug-mL") y las fracciones FII (CCs =
143.15 pg'mL") y FVI (CCsp = 160.79 ug-mL™"). Estos resultados indican que la mayoria de los
extractos y fracciones de D. ambrosioides con actividad antifungica y/o tripanocida no presentan
efectos toxicos relevantes sobre células viables de macrofagos J774.2 (Knauth et al., 2018;
Albuquerque et al., 2024). Los indices de selectividad (IS) de las fracciones y compuestos frente
a la cepa NINOA de T. cruzi resultaron inferiores (IS= 0.61-2.50) en comparacién con los
farmacos de referencia Beznidazol (IS = 4.42) y Nifurtimox (IS= 23.15); en el caso de la cepa
Al de T. cruzi, las fracciones FISH (IS = 3.85) y FIV (IS = 3.26) presentaron un indice de
selectividad comparable al Beznidazol (IS = 3.42) (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad Citotoxica e indice de selectividad de los extractos y fracciones de las partes aéreas de Dysphania
ambrosioides sobre la linea celular J774.2.
Table 4. Cytotoxic activity and selectivity index of extracts and fractions of the aerial parts of Dysphania ambrosioides

on the cell line J774.2.

Extracto Mg&‘:ifg":jgf‘)z IS NINOA IS Al
Metandlico >200 >1 >1
Hexanico >200 >1 >2.76
Acuoso >200 >1.89 >2.27
Alcaloide 123.84+0.0276 0.61 0.61
FISH >200 >1 >3.85
FISM >200 >1.57 >1
FII 143.15+0.0189 >2.50 0.90
FIII >200 >1 >2.74
FIV >200 >1 >3.26
FV >200 >1 >1
FVI 160.78+0.0180 0.80 0.80
FVII >200 >1 2.40
Nifurtimox 164.20+0.25 23.15 8.50
Benznidazol 133.90+0.25 4.42 3.42

Los resultados se expresan como la concentracion citotéxica media (CCso), que representa la dosis
necesaria para reducir la viabilidad celular en un 50%. IS = Indice de Selectividad (CCs¢/Clso)
The results are expressed as the mean cytotoxic concentration (CCsg), which represents the dose required

to reduce cell

viability by 50%. SI = Selectivity index (CCso/Clso)

Analisis cromatogriafico del extracto metanélico

El perfil cromatografico del extracto metanoélico revelado con sulfato cérico y vainillina permitid
observar cinco y seis compuestos, respectivamente. En ambos cromatogramas, el compuesto
menos polar (Rf = 0.62) fue el de mayor area cromatografica (Figura 3a-b). En tanto que el
reactivo de Dragendorff reveld la presencia de un alcaloide, en la seccion mas polar de la
cromatografia (Figura 3c).

El fraccionamiento en columna cromatografica del extracto metanolico dio origen a ocho
fracciones. Las fracciones hexanicas (FISH y FII) presentaron de dos a cuatro compuestos de
polaridad media a baja (Rf = 0.06-0.87) (Figura 4a y b). La fraccion de AcOEt (FIII) mostr6 tres
compuestos apolares (Rf = 0.70-0.90). Las fracciones metanolicas FV y la soluble en metanol
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(FISM) presentaron un compuesto alcaloidal (Figura 4c). La FV mostré ademas la presencia de
otros dos compuestos de baja polaridad (Rf = 0.1 y 0.25) evidenciados con vainillina y sulfato
cérico. La fraccion FVI no mostr6 presencia de compuestos organicos.

Rf %de area
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Figura 3. Cromatografia de capa fina del extracto metanolico de las partes aéreas de Dysphania ambrosioides: revelado
con a) sulfato cérico; b) vainillina en acido sulfurico y ¢) Dragendorff.

Figure 3. Thin-layer chromatography of methanolic extract of the aerial parts of Dysphania ambrosioides: developed
with a) ceric sulfate; b) vanillin in sulfuric acid; and c¢) Dragendorff acid.
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Figura 4. Cromatografias de capa fina de fracciones del extracto metandlico de las partes aéreas de Dysphania
ambrosioides separado en columna cromatografica. Las cromatografias estan reveladas con: a) sulfato cérico; b)

vainillina y ¢) Dragendorff
Figure 4. Thin-layer chromatography of fractions of the methanolic extract of the aerial parts of of Dysphania

ambrosioides separated on a chromatographic column. The chromatograms were developed with: a) ceric sulfate; b)
vanillin; and ¢) Dragendorff reagent.
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DISCUSION

La evaluacion de extractos de variada naturaleza quimica (hexanico, metanoélico, acuoso y de
alcaloides) permitié determinar de forma dirigida el potencial antifingico y tripanocida de D.
ambrosioides. La estrategia de evaluar extractos de polaridad diversa fue sustentada en la amplia
diversidad fitoquimica del epazote constantemente documentada (Gutiérrez Foronda, 2017; Jesus
et al., 2017; Kandsi et al., 2021). Algunos de los extractos exhiben un notable potencial
antifingico relevante frente a Fusarium oxysporum (82% de inhibicion), Curvularia lunata
(91%) y Colletotrichum gloeosporioides (100%); ademas de un potencial tripanocida frente a 7.
cruzi cepa Al (Clso=51.9 ug'mL") y cepa NINOA (Cl5p=57.07 pg-mL™).

La mayoria de los extractos activos, solo lo fue en una de las dos actividades ensayadas, por
ejemplo, los extractos metandlico y alcaloidal con potencia antifungica atractiva, fueron
consideradas sin actividad tripanocida. Mientras que el extracto acuoso que fue activo solo contra
un fitopatogeno fue capaz de inhibir a las dos cepas de 7. cruzi. La excepcion a ello fue el extracto
hexanico, capaz de inhibir con buena potencia a los tres hongos y a una de las cepas de T. cruzi.
Estos hallazgos permiten asociar la actividad a ciertos tipos de metabolitos secundarios (MS).
Por ejemplo, tanto en el extracto metandlico como en el alcaloidal fue posible detectar la
presencia de alcaloides, los cuales son MS nitrogenados relevantes para la actividad antifiingica
pero no para la tripanocida. Borges ef al., (2012) recientemente aislaron nueve alcaloides de las
partes aéreas. En este estudio, es muy evidente que en el extracto metanolico del epazote y en sus
fracciones mas polares hay un alcaloide muy visible en su perfil. En el extracto hexanico es
posible asociar MS de menor polaridad a su actividad dual, por ejemplo, se ha reportado la
presencia de monoterpenos, como el ascaridol y 6xido de cis-piperitona (30%), trans-isoascaridol
(18%), p-cimeno (13%) y a-terpineno (12%) Pagotti efal,, (2021) con actividades
antimicrobianas y antiparasitarias. Es decir, mientras que extractos con presencia de alcaloides
concentran su actividad sobre hongos fitopatogenos, extractos posiblemente con terpenos
muestran mayor amplitud en su actividad biologica.

Algo relevante de este estudio tiene que ver con la citotoxicidad, ya que la mayoria de los
extractos activos del epazote son considerados no toxicos de acuerdo con el criterio de
Albuquerque ef al., (2024) y Knauth et al., (2018), quienes establecen que valores de CCso > 200
ng-mL-' se consideran de baja citotoxicidad. Ello toma importancia para identificar extractos con
actividad tripanocida y baja toxicidad. Bajo esos supuestos, el extracto hexanico seria un
candidato potencial para continuar con sus estudios, dado que mostr6 actividad tripanocida (Clso
=72.4 pg-mL") con baja o nula toxicidad (CCso > 200 pg-mL™").

Este resultado es congruente con la quimica conocida de la especie, el extracto hexanico similar
al aceite esencial puede contener varios monoterpenos comunes (MacDonald et al., 2004). En
trabajos previos, los reportes del aceite esencial indican Clsy que van desde 63.03 pg-mL’!
(Kandsi et al., 2021) hasta 21.3 ug-mL"! constituidos principalmente por 69% de terpineno y 17%
de ascaridol (Borges ef al., 2012), o aceites esenciales con Clsp = 12.2 ug'mL! con la presencia
de 6xido de cis-piperitona (30 %), trans-isoascaridol (18%), p-cimeno (13%) y a-terpineno (12%)
(Pagotti et al., 2021).

En este mismo sentido, los otros extractos candidatos para la actividad tripanocida serian las
fracciones mas polares del extracto metanolico (FIII, FIV y FVII), que ofrecerian la posibilidad
de obtener moléculas hidrofilicas, lo cual va de la mano con la actividad del extracto acuoso que
fue capaz de inhibir a ambas cepas de T. cruzi (Clsp = 88.02 - 105.32 pg'mL') sin mostrar
citotoxicidad.

La capacidad tripanocida del extracto acuoso apoyaria las formas de administracion en la
medicina tradicional del epazote, en la que cominmente se preparan infusiones o tés del epazote
para el tratamiento de enfermedades parasitarias (MacDonald et al., 2004). No se encontraron
estudios anteriores de la actividad tripanocida del extracto acuoso frente a 7. cruzi; pero si
actividades sobre Leishmania amazonensis con 82.1% de inhibicién del crecimiento a 100 pg-
mL"' (De Queiroz et al., 2014) y Clso de 68.4 ug-mL"! sobre L. amazonensis y Clso de >100 pg-
mL! para L. chagasi (Albuquerque et al., 2024). Es decir, se trata de un extracto con propiedades
antiparasitarias sustentado en su uso tradicional.
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La actividad tripanocida de extractos y compuestos en epimastigotes de 7. cruzi son un modelo
de actividad vigente y muy utilizado porque son la forma replicativa de 7. cruzi mas facil de
cultivar in vitro masivamente. Permiten realizar determinaciones rapidas del potencial
farmacoldgico y antecede a modelos mas complejos y costosos (Arias et al., 2025). Sin embargo,
es importante sefialar que aunque los extractos muestren una alta actividad tripanocida contra
epimastigotes podrian resultar ineficaces en modelos intracelulares (amastigotes) o in vivo. Por
tanto, el modelo de epimastigotes es una herramienta inicial para la busqueda de farmacos y debe
complementarse con los modelos in vitro de formas intracelulares (amastigotes) o modelos in
vivo para validar la eficacia terapéutica real.

El tiempo de exposicion al tratamiento es un parametro crucial en las pruebas farmacolégicas,
diferentes tiempos de exposicion a la misma sustancia pueden generar resultados variables con
implicaciones importantes, incluyendo la de rechazar erroneamente la hipdtesis nula cuando es
verdadera. Para T. cruzi, los tiempos de exposicion varian de 24 h a 264 h, la evaluacion a 24 h
es uno de los mas frecuentes. Por ejemplo, para 7. cruzi cepa y (Tcll), la inhibicion de la
multiplicacion del parasito por benznidazol requirié menor cantidad de fairmaco con tiempos de
exposicion mas prolongados (en el intervalo de 24 a 72 h) (Arias ef al., 2025). Por lo que la
actividad en este estudio con los extractos de D. ambrosioides determinada a 24 h es un indicativo
de que hubiera la posibilidad de ser més alta con tiempos de exposiciones mayores.

Esta evidencia preliminar antiparasitaria de D. ambrosioides debe conducir a realizar estudios de
mayor alcance para determinar los tiempos de exposicion Optimos para la actividad, asi como la
potencia en los otros estadios del parasito.

En relacion con la actividad antifingica y baja citotoxicidad, el extracto metanolico y el hexanico
son candidatos para la busqueda de principios activos, dada su capacidad de inhibir con buena
potencia el crecimiento micelial de los tres fitopatogenos (73-81% y 53-100% a 100 pg-mL-!
respectivamente) y su nula citotoxicidad (CC50 > 200 pg-mL™). Se trata de extractos con perfiles
de MS distintos, mientras que el metandlico tendria mayor niimero de moléculas polares, el
hexanico tendria mayormente MS lipofilicos. Es decir, el epazote posee una amplia gama de
metabolitos antifungicos, reflejo de su capacidad metaboélica para defenderse de enemigos
naturales, mismos que podrian ser factibles de emplearse en la rama de la agronomia. Ademas,
aunque no fue un objetivo, las actividades antifungicas fueron cercanas a las que se obtuvo con
el control positivo (Captan), lo que de alguna manera relativizan el potencial antifingico de los
extractos del epazote.

Este estudio representa el primer reporte del potencial antifingico del epazote contra C. lunata,
en la que el extracto acuoso (91% a 1000 pg-mL") pudiera ser relevante para establecer una
transferencia tecnologica debido a su baja toxicidad. La potencia observada supera la eficacia de
extractos de otras especies, como los de Byrsonima bucidifolia y Morella cerifera que a
concentraciones 30 veces mayores tuvieron actividades cuatro veces menor (Cruz-Cerino, 2022)
o que, el del extracto de Allium sativum que para alcanzar una inhibiciéon comparable (94%)
requiere concentraciones 150 veces mayores (Castaiieda et al., 2021). Por otro lado, los valores
negativos observados en el crecimiento micelial de C. gloesporioides parece indicar una
estimulacion ligera del crecimiento en lugar de inhibirlo, respuestas similares han sido reportadas
por Vasquez-Covarrubias ef al., (2014) y Garduiio-Pizana et al., (2010) sobre F. oxysporum.
Estos autores atribuyen el efecto a los requerimientos energéticos y nutricionales del hongo y
proponen que el extracto acuoso proporciona compuestos ricos en carbono y nitrogeno que el
hongo es capaz de asimilar y aprovechar para su beneficio. También existe la posibilidad que se
deba al fenomeno de hormesis (Hadacek et al., 2011). La hormesis es el efecto estimulante de
agentes toxicos a bajas concentraciones. Muchos farmacos presentan un comportamiento de
dosis-respuesta hormético (Calabrese, 2008).

Algunos estudios han sefialado que el aceite esencial de D. ambrosioides presenta un CCso de
275 pug-mL! contra macréfagos (Borges et al., 2012), estos valores son cercanos al extracto de
alcaloides y de las fracciones FII y FVI (CCso= 123.8, 143.2 y 160.8 pg-mL"! respectivamente)
que aunque con actividad presentan este detalle en contra; tal toxicidad podrian deberse a la
presencia de terpenos como carvacrol, 6xido de cariofileno y ascaridol, compuestos con efecto
toxico en cultivos de macréfagos murinos (G. D. Da Silva et al., 2016).
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El extracto alcaloidal, carece de antecedentes que evalten su actividad antifungica y tripanocida.
La presencia de alcaloides como licorina, crinina, galantamina y desmetilmaritidina en D.
ambrosioides y con actividad conocida frente a Candida (Locarek et al., 2015; L. C. Silva et al.,
2022) podrian explicar la elevada inhibicion antifungica observada en este estudio (68—80%). En
contraparte el extracto de alcaloides no mostrd actividad tripanocida (Clso> 200 pug-mL"). Otros
extractos con el mismo tipo de alcaloides como el de Habranthus brachyandrus presentan
actividad (Clso de 0.66 ug mL™) sobre amastigotes (Martinez-Peinado ef al., 2020). Esta
diferencia entre la actividad podria deberse segiin Raquel-Fernandez et al., (2021) a la presencia
de la licorina (activa) y la 1-O-acetilcaranina (débilmente activa). Tal vez para D. ambrosioides,
la ausencia o baja proporcion de estos alcaloides podria explicar la falta de actividad frente al
parasito.

A diferencia de la importante actividad antifiingica, el extracto metanoélico no presentd efecto
tripanocida (Clsp > 200 pg-mL™"). Este resultado es consistente con lo reportado por Abe ef al.,
(2002), quienes tampoco observaron actividad contra 7. cruzi. Aunque difiere de lo informado
por Nibret y Wink, (2011), quienes describieron una actividad con un Clsode 38.5 ug-mL'. Estas
diferencias podrian deberse al método de extraccion o al sitio donde la planta crece.

Las fracciones del extracto metanolico presentaron baja actividad antifungica en relacion con el
extracto crudo. Kandsi et al., (2021) reportaron que el extracto hidroetandlico crudo presento
mayor efecto antiespasmodico que las fracciones de acetato de etilo y cloroformo. Estos
resultados sugieren que la separacion en fracciones puede dar lugar a efectos antagénicos que
disminuyen la eficacia del extracto sobre C. lunata, F. oxysporum y C. gloeoporioides. En
contraste las fracciones presentaron actividad tripanocida, FISH present6 Clso de 51.9 pg-mL!
sobre la cepa Al y la FII mostr6 el mejor efecto con Clso= 57.1 ug-mL~! contra NINOA. Esto
sugiere que el fraccionamiento permitidé concentrar metabolitos bioactivos especificos,
posiblemente monoterpenos o compuestos menos polares que fueron extraidos por el hexano.
Kiuchi et al., (2002) lograron aislar cuatro hidroperdxidos monoterpénicos de tipo p-mentano
(2a-5a) con mayor actividad tripanocida que el ascaridol.

CONCLUSION

Los extractos generales y alcaloidal de D. ambrosioides mostraron actividad antifingica
diferencial, destacando el extracto acuoso frente a C. lunata (91%), el hexanico contra C.
gloeosporioides (100%) y el metanodlico por su accion uniforme sobre las tres especies de hongos
(81-82%). En contraste, las fracciones obtenidas del extracto metanolico presentaron mayor
eficacia que el extracto completo frente a 7. cruzi, destacando la fraccion FISH sobre la cepa Al
(Clsp = 51.91 pg'mL™") y la FII contra NINOA (Clsp = 57.1 ug'mL™") lo que sugiere que el
fraccionamiento concentrd metabolitos activos en la parte menos polar del extracto metandlico.
Varios de los extractos y fracciones activas exhibieron, a su vez, baja citotoxicidad en macrofagos
J774.2, lo que apoyaria su seguridad biologica.

Estos resultados indican que la quimiodiversidad antifingica y tripanocida de D. ambrosioides
es de variada polaridad y que hay metabolitos secundarios que pudieran ser principios activos
con baja citotoxicidad formando parte de extractos totales o fracciones de ellos.
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