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RESUMEN

El analisis fitoquimico de las especies de Salvia incluidas en este trabajo permitio
identificar a cinco terpenos, de los cuales, el acido oleandlico (60), el acido kerlinico
(76) y el 3B,20,25-trihidroxilupano (77) se encontraron como compuestos
mayoritarios, mientras que los compuestos 383,20-dihidroxilupano (78) y lupeol (79)
fueron minoritarios. Ademas de los metabolitos naturales, el estudio quimico de 77
generd cinco compuestos que fueron producto de reacciones de acetilacion,

oxidacion e hidrolisis acida, con ello se obtuvieron los derivados 80-84.

El ensayo antifungico in vitro evidencio inhibicion del crecimiento micelial de
los fitopatdgenos de prueba, los extractos de diclorometano de hojas y flores de S.
dugesii y S. plurispicata fueron los que proporcionaron mayor inhibicion.
Adicionalmente, se realizé el ensayo antifungico de los compuestos naturales y
derivados, de los cuales, el acido kerlinico (76) mostré la mayor inhibicion del
crecimiento micelial, al mismo tiempo se determind que dicha inhibicion es

dependiente de la concentracion.

Palabras clave: Salvia, extractos, actividad antifungica, terpenos, derivados.

XVII



ABSTRACT

The phytochemical analysis of Salvia species included in this work allowed the
identification of five terpenes, the majority compounds of them were oleanolic acid
(60), kerlinic acid (76) and 38,20,25-trihnydroxylupane (77) and the minority
compounds were 3(,20-dihydroxylupane (78) and lupeol (79). Also, the chemical
study of 77 generated five compounds by acetylation, oxidation and acid hydrolysis
reactions, thereby obtaining the derivatives 80-84.

The in vitro antifungal assay showed inhibition of mycelial growth of the test
phytopathogens, dichloromethane extracts of leaves and flowers of S. dugesii and
S. plurispicata were those that provided the greatest inhibition. Additionally, the
antifungal assay of natural compounds and their derivatives was performed and the

greatest inhibition of mycelial growth was showed by the kerlinic acid (76) at the

same time it was determined that such inhibition is concentration-dependent.

Key words: Salvia, extracts, antifungal activity, terpenes, derivatives.
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1. INTRODUCCION

El sector agroalimentario en México es uno de los pilares econdmicos mas
importantes debido a que proporciona empleos, ingreso de divisas y seguridad
alimentara al pais. En los ultimos afios el sector agricola se ha enfrentado a varios
desafios relacionados con la disminucién del rendimiento de los cultivos debido a
plagas, enfermedades y tensiones abioticas. Diversos plaguicidas se han utilizado
ampliamente para controlar las enfermedades fungicas que afectan a varios
cultivos. Durante las ultimas décadas, la producciéon agricola se ha intensificado
gracias al uso de dichos plaguicidas, lo que ha llevado a una estabilidad econdmica.
Por otra parte, la busqueda de alternativas para el control de enfermedades en la
agricultura ha ganado importancia debido a que algunos patogenos fungicos han
ganado resistencia hacia los antifungicos comerciales, ademas de que algunos
productos quimicos sintéticos han sido prohibidos debido a su toxicidad (Brauer
et al., 2019).

Entre los cultivos de interés agricola de la region costa de Oaxaca se
encuentra el cultivo de platano (Musa sp.). Oaxaca ocupa el octavo lugar en la
produccion de este fruto (SADER-SIAP, 2019). El cultivo de platano es susceptible
a enfermedades fungicas entre las que destaca el llamado mal de Panama
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense) (Ploetz et al., 2003). Durante la primera mitad
del siglo XX, Fusarium causo una gran destruccion de cultivos en América Central,
Panama fue uno de los paises mas severamente afectados, de ahi deriva el nombre
de mal de Panama (Jeger et al., 1996).

Se han realizado trabajos de investigacion enfocados al descubrimiento de
agentes naturales, en donde el reino vegetal sobresale por ser el productor mas
eficiente de metabolitos secundarios con actividad bioplaguicida (Dubey et al.,
2011), algunas sustancias de origen natural han demostrado una actividad
antifungica prometedora por lo que podrian convertirse en una alternativa para
combatir hongos fitopatégenos para la agricultura (Brauer et al., 2019).

La familia Lamiaceae ha sido objeto de estudios intensivos orientados al
aislamiento de diferentes tipos de metabolitos secundarios. El género Salvia es el

mas abundante dentro de la familia, con aproximadamente 1000 especies



Introducciéon

distribuidas por todo el mundo (Figura 1) (Walker et al., 2004). Las especies de
Salvia se caracterizan por ser aromaticas, se utilizan como especias y hierbas
culinarias, en la industria cosmética y medicina tradicional dada sus propiedades
bioactivas (Ghorbani & Esmaeilizadeh, 2017). El estudio quimico de diversas
especies de Salvia ha permitido establecer un perfil fitoquimico caracterizado por
flavonoides, terpenos y compuestos fendlicos (Lu & Foo Yeap, 2002; Wu et al.,
2012), por lo que sus especies representan un material excelente para el

aislamiento de compuestos con propiedades bioldgicas distintas.
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Figura 1. Centros de diversidad del género Salvia. Numero aproximado de
especies en cada region. Tomado de Walker et al., 2004.



2. ANTECEDENTES

2.1 Diversidad vegetal de México

México ocupa el quinto lugar en riqueza de plantas vasculares, después de Brasil,
Colombia, China e Indonesia (CONABIO, 2020), con 23 424 especies de las cuales
se estima que el 50 % son endémicas. Las angiospermas son las representantes
con mayor diversidad vegetal en el territorio nacional con 22 126 especies, en este
grupo las familias que destacan principalmente por su numero de géneros y
especies son: Asteraceae, Fabaceae, Orchidaceae, Poaceae, Euphorbiaceae,
Rubiaceae, Cactaceae y Lamiaceae (Villasefor, 2016).

En la Republica Mexicana, la mayor concentracién de la diversidad se
encuentra a lo largo de un area que va de Chiapas, Oaxaca y se prolonga por un
lado hacia el centro de Veracruz y por el otro a Guerrero, Sinaloa y Durango
(Rzedowski, 1991). El Estado de Michoacan ocupa el sexto lugar en riqueza

floristica en México (Villasefior, 2016).

2.2 Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae es una de las mas diversas a nivel mundial con cerca de 236
géneros y 7 173 especies (Harley etal., 2004; Martinez-Gordillo et al., 2013).
Presenta distribucién subcosmopolita y es muy diversa en zonas templadas. Sus
especies se caracterizan por ser aromaticas, por lo que han sido utilizadas ya sea
como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), como especies ornamentales
(Coleus, Salvia, Scutellaria), ademas de su uso en la cosmética (Lavandula,
Calamintha) y la medicina (Salvia, Mentha, Lavandula) (Karpinski, 2020; Martinez-
Gordillo et al., 2013).

Lamiaceae se ubica entre las diez familias con mayor diversidad en México
(Villasefor, 2016). Distribuidas en 32 géneros que, a su vez, incluyen 591 especies.
Esto significa que el 8.23 % de las especies y el 13.55 % de los géneros de
Lamiaceae del planeta, existen en México. Con respecto al endemismo de las
especies de nuestro pais, este corresponde al 65.82 % (Martinez-Gordillo et al.,

2013). Por otro lado, Michoacan cuenta con 105 especies nativas y/o naturalizadas,



registrando asi el 1.4 % de las conocidas en el mundo y 17.7 % de las que se

reportan para México (Lara-Cabrera et al., 2016).

2.3 Género Salvia

El género Salvia es el mas diverso de la familia Lamiaceae, es nativo del
Mediterraneo y se distribuye ampliamente en el sudeste de Asia, en América Central
y del Sur y la regién Euro Mediterraneo (Georgiev & Pavlov, 2017). Debido a su
variacion morfolégica, Salvia se clasifica en cinco subgéneros: Salvia, Audibertia,
Calosphace, Leonia y Sclarea. En México se encuentran especies principalmente
de los subgéneros Calosphace y Audibertia (Walker et al., 2004). Se han registrado
328 especies de las cuales del 85-88 % son endémicas (Cornejo-Tenorio & Ibarra-
Manriquez, 2011). Para Michoacan el registro es de 62 especies, de las cuales S.
cyanantha, S. indigocephala, S. gravida, S. synodonta y S. vasquezii subsp.
tancitaroensis son endémicas del Estado (Lara-Cabrera et al., 2016).

El nombre de Salvia proviene del latin salvare, que significa curar, varias
especies son empleadas en la medicina tradicional por sus diversas actividades
biolégicas (Kamatou et al., 2008; Khedher et al., 2017). Existen muchas diferencias
en los efectos farmacoldgicos de sus especies. Los estudios sobre la relacién
estructura-actividad dentro del género son necesarios para explicar los mecanismos
de actividad bioldgica (Jager & van Staden, 2000). En décadas recientes, con el
aumento en el conocimiento farmacologico sobre el efecto benéfico de Salvia,
especialmente S. officinalis, se ha logrado determinar su actividad como
antibacteriano, antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral. Sus componentes han
sido muy eficaces en el desarrollo de nuevos farmacos naturales para prevenir,
controlar o tratar muchos problemas de salud, como la diabetes, el Alzheimer y el
cancer (Hamidpour etal., 2014). Ademas de S. officinalis; S. miltiorrhiza y S.
lavandulifolia son algunos ejemplos de especies ampliamente utilizadas en las

industrias farmacolégica, cosmética y de alimentos (Georgiev & Pavlov, 2017).



2.4 Constituyentes quimicos del género Salvia

El género Salvia ha sido de gran interés debido a la variedad de metabolitos
secundarios que produce; hasta el 2011, se reportaron cerca de 730 compuestos
aislados de 134 especies de Salvia, los cuales se agrupan en siete tipos:
sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos, esteroides, polifenoles vy
otros. Los principales constituyentes de Salvia son terpenos y flavonoides, de los
cuales, mas del 80 % son diterpenos (Wu et al., 2012). Los compuestos esteroidales
que frecuentemente se han encontrado en Salvia son el estigmasterol (1) y -
sitosterol (2) (Figura 2). A medida que avanza la investigacion fitoquimica del
género, se elucidan nuevas estructuras principalmente de esqueletos terpénicos.
Por lo que es de suponer que el numero de metabolitos de Salvia es muy superior

a los reportados hace nueve anos.

Figura 2. Estructura quimica del estigmasterol (1) y B-sitosterol (2).

2.4.1 Aceites esenciales de Salvia

Las especies de Salvia se caracterizan por ser aromaticas, sus aceites esenciales
son economicamente importantes en el mundo debido a su uso en los alimentos,
como agente saborizante, en perfumeria y cosméticos; asi como su uso medicinal
(Georgiev & Pavlov, 2017; Ulubelen, 2000). Los aceites esenciales provenientes de
varias especies de Salvia son fuentes valiosas para la busqueda de compuestos de
interés farmacolégico, incluyendo la actividad antimicrobiana, antioxidante y
anticancerosa (Poulios et al., 2020; Privitera et al., 2019). Entre los compuestos
comunmente encontrados en los aceites esenciales de Salvia estan monoterpenos
y sesquiterpenos hidrocarbonados u oxigenados. Como por ejemplo en Salvia

officinalis y S. hispanica, dos especies representativas para Europa y América. S.
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officinalis es nativa del Mediterraneo, es la especie mas estudiada del género; su
aceite esencial se comercializa y esta formado principalmente por a-tujona (3) (18-
43 %), B-tujona (4) (3-8.5 %), alcanfor (5) (4.5-24.5 %), 1,8-cineol (6) (5.5-13 %), a-
humuleno (7) (0-12 %), a-pineno (8) (1-6.5 %), canfeno (9) (1.5-7 %) y acetato de
bornilo (10) (2.5 %). Con la determinacion de los componentes principales se logro
definir la quimiotaxonomia de la especie, se identificaron cinco quimiotipos, en
donde el mas comun fue el representado por a-tujona>alcanfor>1,8-cineol; seguido
de a-humuleno; un tercer quimiotipo representado por B-tujona; el cuarto grupo
formado por 1,8-cineol/alcanfor y finalmente el quimiotipo de esclareol/a-tujona
(Figura 3) (Craft et al., 2017).

T o o oy

Figura 3. Terpenos de Salvia officinalis.

S. hispanica es conocida comunmente como Chia, es una especie de
consumo tradicional en América Central y es originaria de México-Guatemala. En
su aceite esencial se encontraron a los terpenos (Z)-cariofileno (11) (11.5 %), (E)-
cariofileno (12) (10.6 %), a-humuleno (7) (4.8 %), 6-amorfeno (13) (3.1 %), y y-
gurjuneno (14) (3.1 %); asi como a los sesquiterpenos oxigenados como el a-
eudesmol (15) (3.8 %), 6xido de cariofileno (16) (2.7 %), y espatulenol (17) (2.2 %)
(Figuras 3 y 4) (Elshafie et al., 2018).
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Figura 4. Sesquiterpenos de Salvia hispanica.

El perfil quimico de los aceites esenciales depende de los rasgos genéticos,
el ciclo de vida de la planta, la temporada de cosecha, asi como del clima
predominante, las precipitaciones y los nutrientes disponibles (Lim Ah Tock et al.,
2020).

Las caracteristicas cualitativas de los aceites esenciales provenientes de
diferentes paises son similares; sin embargo, han mostrado importantes variaciones
cuantitativas en el contenido de los compuestos principales, razon por la cual estos
aceites probablemente muestran diferentes actividades bioldgicas (Georgiev &
Pavlov, 2017).

2.4.2 Diterpenos de Salvia

Se ha establecido que los metabolitos secundarios mas caracteristicos y
diversificados para el género son los diterpenos (Baldomero Esquivel, 2008);
principalmente del tipo abietano 18 y neo-clerodano 19 (Figura 5). Los diterpenos
con esqueleto de abietano se han encontrado principalmente en especies de Asiay
Europa, mientras que los del tipo neo-clerodano en especies de Ameérica Central y
América del Sur (Ulubelen, 2000). Entre los diterpenos, ademas de abietanos y
clerodanos, también se han descrito labdanos 20, pimaranos 21, kauranos 22,

totaranos 23 e icetexanos 24 (Figura 5) (Wu et al., 2012).
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Figura 5. Esqueleto de diterpenos del género Salvia.

2.4.2.1 Diterpenos encontrados en salvias mexicanas

En comparacion con las salvias de Europa, Asia y Africa, que se caracterizan por
sintetizar diterpenos principalmente de tipo abietano, las salvias mexicanas
sintetizan diterpenos mayoritariamente derivados de neo-clerodano. Entre los
diterpenos mas conocidos de salvias mexicanas encontramos a la salvinorina A (25)
y salvinorina B (26) (Figura 6) obtenidas de Salvia divinorum a las cuales se les
atribuye actividad psicotropica (Ortega etal.,, 1982; Valdés Il etal.,, 1983) y
recientemente se le reportd efecto antinociceptivo a 25 (Tlacomulco-Flores et al.,
2020).

25 26

Figura 6. Diterpenos de Salvia divinorum.



En las especies mexicanas se han encontrado diversos compuestos
diterpénicos; S. melissodora es un ejemplo de una especie cuyo contenido de
diterpenos puede variar en funcién del sitio y la época de recoleccion. Rodriguez-
Hahn et al., (1995) exponen la diversidad de neo-clerodanos encontrados en
ejemplares de S. melissodora, recolectados en la ciudad de México, los Estados de
México, Hidalgo y San Luis Potosi. En la figura 7 se muestra la estructura de los
compuestos 27-39 de S. melissodora provenientes de los sitios antes mencionados.
Asi como S. melissodora, existen otras especies de Salvia que comparten esta
caracteristica como S. keerlii (B. Esquivel et al., 1985; Rodriguez-Hahn et al., 1987)

o S. fulgens (Baldomero Esquivel et al., 1987; Narukawa et al., 2006).
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Figura 7. Diterpenos de Salvia melissodora.



La mayoria de los estudios fitoquimicos se han generado a partir de
ejemplares recolectados en México o de especies originarias de México que en
algun momento fueron introducidas en otros paises, un ejemplo de ello es Salvia
dugesii Fernald, que en 2004 y 2011 obtuvieron diterpenos derivados de clerodano
denominados dugesina A-G (estructuras 40-46, Figura 8); sin embargo, en 2013 se
publicd que la especie de la que obtuvieron dichos diterpenos correspondia a S.
tilifolia, una especie nativa de México (Gang et al., 2011; Hu et al., 2013; G. Xu
et al., 2004).

43 44 45 46

Figura 8. Estructuras de las dugesinas A-G (40-46) reportadas para Salvia dugesii.

Otros ejemplos de diterpenos de salvias mexicanas, pero con esqueletos
diferentes de clerodano son los reportados por Bustos-Brito et al., 2019; quienes
encontraron tres derivados de abietano denominados clinopodiolido A (47),
clinopodiolido B (48) y clinopodidlido C (49), asi como uno de icetexano llamado
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clinopodidlido D (50) de S. clinopodioides con actividad antioxidante, antiprotozoaria

y antipropulsiva (Figura 9).

50

Figura 9. Estructuras de clinopodidlidos 47-50 de Salvia clinopodioides.

De las partes aéreas de S. cinnabarina obtuvieron dos nuevos derivados de
labdano denominados malonilcommunol (51) y acido 68-hidroxi-trans-communico
(52) con capacidad para inhibir la actividad de la a-glucosidasa de levadura,
adicionalmente, 52 presenté actividad antiinflamatoria. En el mismo trabajo
reportaron el aislamiento de dos derivados de pimarano denominados como
isopimara-7,15-dien-3-ona (53) e isopimara-7,15-dien-3-ol (54) (Figura 10) (Bustos-
Brito et al., 2020).

Figura 10. Estructuras de diterpenos 51-54 obtenidos de Salvia cinnabarina.
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2.4.3 Triterpenos de Salvia

Los triterpenos pentaciclicos con esqueleto de ursano 55, oleanano 56 y lupano 57
(Figura11) son constituyentes comunes de casi todas las especies de Salvia. La
mayoria de los triterpenos encontrados en Salvia estan funcionalizados en C-3 con
un grupo hidroxilo o cetona. Otra posicion en la que es comun encontrar hidroxilos
es en C-1, C-2 o C-11. En los derivados de ursano y oleanano generalmente se
encuentra un doble enlace entre C-12 y C-13 y algunas veces entre C-18 y C-19
(Topcu, 2006). La posicion C-28 suele encontrarse oxidada como grupo carboxilo;
en menor medida como CH20H y en pocos casos como aldehido. La abundancia y
distribucion de triterpenos pentaciclicos en diferentes salvias es altamente variable
(Lakhal et al., 2014). También se han aislado triterpenos di o trihidroxilados de
diversas especies, mientras que aquellos altamente hidroxilados son conocidos solo
para un numero limitado de especies como S. argentea y S. kronenburgii (Jash
et al., 2016).

Una revision publicada en 2016 contabilizé 214 triterpenos a partir de 113
especies del género Salvia. Registraron 88 derivados de ursano, 70 de oleanano,
32 con esqueleto de lupano, ocho derivados de dammarano 58 (Figura 11) y 16
triterpenos clasificados como miscelaneos (Jash et al., 2016).

Figura 11. Estructura quimica de esqueletos de triterpenos.

Los acidos ursélico (59) y oleandlico (60) fueron aislados a partir de S.
officinalis en 1951 (Topcu, 2006); ambos triterpenos se han encontrado en

ejemplares de S. melissodora recolectados en el Estado de México y a 60, de
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ejemplares de San Luis Potosi (Baldomero Esquivel et al., 1988, 1989). De extractos
de flores de S. mexicana L. var. minor Benth. obtuvieron a los triterpenos acido
betulinico (61), betulinol (62) y acido ursdlico (59), en este mismo trabajo reportaron
el efecto antiinflamatorio de S. mexicana el cual es atribuido a 59 y a 2 (Argumedo
Delira et al., 2003). El acido salvibuchanico (63) (Figura 12) aislado del extracto de
raiz de S. buchananii, un triterpeno de lupano que tiene un anillo de lactol de siete

miembros en el anillo A mostré actividad citotéxica (Beladijila et al., 2018).

Figura 12. Estructura quimica de triterpenos 59-63 aislados de Salvia melissodora,
S. mexicana 'y S. buchananii.

Ademas de triterpenos también se ha reportado el aislamiento de esteroles,
antocianinas, cumarinas, flavonoides, polisacaridos, acidos fendlicos y sus
derivados (Lu & Foo Yeap, 2002).

2.4.4 Flavonoides y compuestos fendlicos de Salvia
Aunque la investigacion del género se ha enfocado principalmente en los
compuestos terpénicos y sus efectos bioactivos, se ha prestado particular atencién

a los componentes de los extractos polares, principalmente de especies de Asia,
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por ejemplo, Salvia miltiorrhiza, S. yunnanensisy S. chinensis, asi como también de
S. officinalis. Los flavonoides y los acidos fendlicos son los principales metabolitos
encontrados en extractos acuosos de varias especies de Salvia. Los flavonoides se
han aislados principalmente de las hojas y flores de Salvia; mientras que los
compuestos fendlicos se han obtenido principalmente de raices. (Georgiev &
Pavlov, 2017).

Los derivados 6-hidroxilados de apigenina (64) y luteolina (65) son muy
comunes en el género. De los extractos acuoso y alcohdlico de Salvia officinalis
aislaron como componente mayoritario a luteolina-7-glucésido (66) (Lima et al.,
2007) y en menor concentracion, los flavonoides rutina (67) y quercetina (68) (Figura
13) (Hernandez-Saavedra et al., 2016).
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Figura 13. Estructuras de los flavonoides 64-68 encontrados en Salvia.

Los acidos fendlicos como los derivados del acido cafeico (69) forman parte
de una amplia variedad de compuestos denominados acidos salviandlicos, asi como
del acido rosmarinico (70) que suele encontrarse como compuesto principal de

extractos polares. El acido cafeico es el componente basico de una variedad de
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metabolitos que pueden formarse por la condensacion de forma monomérica. Los

trimeros y tetrameros han demostrado tener actividades terapéuticas. Por ejemplo,

los acidos salviandlico A (71) y salviandlico B (72) (Figura 14), que han demostrado

una fuerte actividad antioxidante frente a radicales libres de oxigeno (Lu & Foo

Yeap, 2002).

HO@/\/COOH
HO

69

OH

H
OH ©
HO O ™

= O COOH

@) OH

OH
71

Jjou
0 = OH
@/vj\ 0~ >COOH

Figura 14. Acidos fendlicos 69-72 encontrados en Salvia.

Los compuestos aislados de extractos de Salvia estan asociados con

actividades antiséptica, antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatoria,

antioxidante, hipoglucémica, citotdxica y antitumoral (Topcu, 2006). La investigaciéon

fitoquimica de especies de Salvia es justificable debido a los diferentes efectos

biolégicos reconocidos para el género.

15



2.5 Especies de Salvia consideradas para la investigacion
Michoacan es uno de los Estados con un mayor numero de especies del género
Salvia. Entre ellas se encuentran S. dugesii, S. gesneriiflora, S. mocinoi y S.

plurispicata (Figura 15) con una distribucion reconocida en el Estado.

Figura 15. Inflorescencias de Salvia dugesii Fernald, Salvia gesneriiflora Lindl. &
Paxton, Salvia mocioni Benth. y Salvia plurispicata Epling.

Salvia dugesii Fernald es endémica de México, recientemente reconocida
como especie, ya que desde casi 80 afos se sinonimizé con Salvia melissodora
Lag. Es una planta arbustiva de 0.5 a 2 m de alto, tallos ramificados, entrenudos de
4.5 a 6 cm, peciolo de 5 a 36 mm de largo; lamina foliar discolora, ovada, de 1.5 a
5.5 cm de largo, con 6-12 flores. Se distribuye en Aguascalientes, Durango,
Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Puebla y Querétaro; periodo de floracion:
marzo a diciembre (Olvera-Mendoza et al., 2017).

Salvia gesneriiflora Lindl. & Paxton es una hierba perenne, arbusto o
raramente arbusto trepador de 0.7 a 10 m, flores rojas o raramente blancas, tallos
glanduloso-pegajosos, hojas opuestas, ovadas de hasta 11 cm de largo y 8 cm de
ancho. Periodo de floracion de octubre a marzo. Se ha registrado de Jalisco al
Estado de México y Puebla (Cornejo-Tenorio & Ibarra-Manriquez, 2001; Rzedowski
& Rzedowski, 2001).

Salvia mocinoi Benth., es una hierba perenne de 1 a 2.5 m, con flores azules

0 moradas. Su periodo de floraciéon va de octubre a abril. Se distribuye desde el
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oeste de México hasta el norte de Nicaragua, entre los 30 a 2850 m de elevacién,
habita en zonas templadas y bosques tropicales (Cornejo-Tenorio & Ibarra-

Manriquez, 2011; Gonzalez-Gallegos et al., 2020).

Salvia plurispicata Epling es endémica de México, es una hierba perenne de
0.5a 1.8 m, presenta inflorescencias de 15 flores en promedio en color azul-morado.
Se distribuye principalmente en Michoacan y ocasionalmente, en el Estado de
México; su periodo de floracion va de julio a abril (Cornejo-Tenorio & Ibarra-
Manriquez, 2011; Espino-Espino et al., 2014; Lara-Cabrera et al., 2016).

Entre los trabajos de investigacion de las especies anteriores, encontramos
para Salvia gesneriiflora Lindley el aislamiento de salvifulgenolido (73) e
isosalvixalapadieno (74) , asi como el glucésido de quercetina (68) y los acidos
ursolico (59), cafeico (69), rosmarinico (70) y clorogénico (75) (Figura 16) (Calzada
et al.,, 2015; Gomez-Rivera et al., 2018). Las dugesinas A-G con esqueleto de
clerodano originalmente fueron reportadas de S. dugesii (Xu et al., 2004); sin
embargo, posteriormente se publicé una correccién en la que se aclara que la
especie de la que obtuvieron dichos diterpenos corresponden a S. tilifoliay no a S.
dugesii (Gang et al., 2011; Hu et al., 2013). Para S. mocinoi y S. plurispicata no

existen estudios quimicos.

73 74 75

Figura 16. Compuestos aislados de Salvia gesneriiflora.
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Por lo anterior se propuso trabajar con especies de Salvia con la finalidad de
aportar informacion sobre la fitoquimica del género, asi como conocer su potencial

antifungico entre hongos fitopatégenos del género Fusarium.

18



3. JUSTIFICACION

Entre las técnicas que se emplean para el control de plagas y enfermedades
encontramos el uso de plaguicidas sintéticos que son utilizados de forma
indiscriminada, éstos contienen compuestos toxicos que causan dano tanto a los
consumidores como al ambiente, ademas de promover la aparicién de organismos
resistentes. Debido a los efectos negativos que generan los productos quimicos
sintéticos y a la demanda de alimentos libres de ellos, es que se ha promovido la
busqueda de plaguicidas naturales para la proteccion de los cultivos. La amplia
variedad de sustancias quimicas que producen las salvias como respuesta a los
diferentes tipos de estrés, abre la pauta para buscar alternativas para biocontrol en
beneficio del sector agricola y de los consumidores, por lo que se propone trabajar

con tres especies vegetales a fin de encontrar sustancias con actividad antifungica.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica de Salvia dugesii, Salvia plurispicata y Salvia
mocinoi sobre aislados de Fusarium spp. de platano de la regién costa de Oaxaca,
asi como dilucidar la estructura quimica tanto de los compuestos mayoritarios como

de aquellos que resulten bioactivos.

4.1 Objetivos Especificos

» Obtener los extractos de la parte aérea y de raiz de las tres especies de
Salvia.

= Obtener los aislados de Fusarium spp. de platano.

» Realizar el ensayo antifungico entre los hongos fitopatégenos y los
extractos.

» Aislar los compuestos mayoritarios de los extractos vegetales bioactivos.

= Determinar la estructura de los metabolitos por métodos fisicos, quimicos,

espectromeétricos y espectroscépicos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Generalidades

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1D y 2D se determinaron en
espectrometros Varian Mercury Plus 400; Varian Mercury 300, BRUKER 300 y
BRUKER 200; los disolventes utilizados fueron cloroformo deuterado CDCIs vy
metanol deuterado CD3OD y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna fueron.
Los espectros fueron procesados en el programa MestReNova v12.0.0-20080.

La purificacién de los compuestos se realizdé por cromatografia en columna
abierta en fase normal (gel de silice 60 (230-400 mesh ASTM)), los sistemas de
elucion fueron mezclas de hexanos-acetato de etilo con incrementos en la polaridad.
El proceso de separacidon se monitore6 mediante cromatografia en capa fina (CCF),
utilizando como fase estacionaria cromatofolios de aluminio (AL TLC, gel de silice60
F254) y como fase movil diferentes sistemas de elucion hexanos-acetato de etilo.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no

estan corregidos.

5.2 Material botanico

5.2.1 Seleccién de especies

La Dra. Brenda Y. Bedolla Garcia, realizo la identificacion botanica de especies del
género Salvia, ubicadas en Michoacan. De una lista de 13 especies, se
seleccionaron a S. dugesii Fernald, S. plurispicata Epling y S. mocinoi Benth. para
realizar el estudio fitoquimico, que de acuerdo con la busqueda de informacién en
la base de datos SciFinder® dichas especies no cuentan reportes sobre su
fitoquimica. Adicionalmente se incluy6 a S. gesneriiflora Lindl. & Paxton debido a la
caracteristica aromatica de sus hojas y solo como parte de un estudio comparativo

de aceites esenciales con S. dugesii.

5.2.2 Recoleccion de plantas
Las salidas de campo se realizaron en diferentes sitios del Estado de Michoacan

para recolectar el material vegetal. Se depositaron dos ejemplares de cada especie
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en el Herbario del Centro Regional del Bajio, Instituto de Ecologia A. C. y fueron
determinados por la Dra. Brenda Y. Bedolla Garcia. A continuacion, se indican los

datos de recoleccién por cada especie.

Salvia dugesii Fernald

Voucher: 257299. Michoacan de Ocampo, municipio de Jiménez: alberca de Los
Espinos, 19°54°24”’N, 101°46’17’W, altitud 2049, 8/abril/2017, colectores: B.
Bedolla-Garcia, R. E. N. del Rio T. y M. Calderon 126. Habitat: matorral subtropical,

arbusto de 2.5 m de alto, flores azules y aromatica.

Salvia gesneriiflora Lindl. & Paxton

Voucher: 257298. Michoacan de Ocampo, municipio de Charapan: a las afueras
del poblado Charapan, al W, ca. de la carr. Los Reyes-Charapan, 19°38'60"N,
102°15'21”W, altitud 2370 m, 13/abril/2017, B. Bedolla-Garcia y G. Alvarez B. 127.
Habitat: barranca, relictos de bosque de Pinus, arbusto, trepador, corola roja,

abundantes de tricomas glandulares

Salvia mocinoi Benth

Voucher 257773. Las Cruces, sobre el camino de Las Peras a Indaparapeo,
municipio de Indaparapeo, 19°12'4"N, 100°54'50"W, 2300 m, 21/abril/2017, S.
Zamudio 17200.

Salvia plurispicata Epling

Voucher 257774. Ca. de la Laguna Larga, Los Azufres, municipio de Zinapécuaro,
19°48'13"N, 100°41'06"W, 2661 m, 5/mayo/2017, S. Zamudio, B. Bedolla et al.
17205.

5.3 Extraccion de aceites esenciales de S. dugesiiy S.
gesneriiflora

Los aceites esenciales se obtuvieron mediante el método por arrastre de vapor a

partir de 135 g de hojas frescas de S. dugesii y 200 g de hojas frescas de S.
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gesneriiflora. La mezcla del arrastre de vapor de agua y aceites esenciales se
condensaron en un refrigerante y se recuperaron en un matraz, se realizaron tres
extracciones con diclorometano en una proporcion 1:2. Se recupero la fase organica
y se adicion¢ sulfato de sodio anhidro, se filtro y el disolvente se dej6 evaporar hasta
peso constante. Los aceites esenciales obtenidos se analizaron por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas en un equipo marca Thermo
Scientific GC TRACE 1310 EM I1SQ LT a 70 eV. Los espectros obtenidos se
analizaron con la base de datos NIST MS Search 2.0 (National Institute of Standards
and Technology Mass Spectral Database). El porcentaje minimo de comparacién

para un componente fue del 70 %.

5.4 Preparacion de los extractos vegetales

El material vegetal de cada especie se sec6 a temperatura ambiente y a la sombra,
posteriormente se separaron en flores, hojas, tallos y raices. La maceracion se inicio
con hexano durante tres dias, a temperatura ambiente y en ausencia de luz para
evitar la descomposicion de algun producto natural. Una vez transcurrido el tiempo,
el disolvente se filtro y se elimind a presion reducida, este procedimiento se realizé
tres veces. El material vegetal residual se secdé y macerd con diclorometano
(CH2Cl2) y finalmente con metanol (MeOH) para recuperar el mayor numero de
componentes. A cada extracto se le determind el rendimiento de extraccion y se
analizé por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinar la naturaleza y
abundancia de los metabolitos presentes. Los criterios de seleccion de extractos
se basaron en el rendimiento de extraccion y en las sefales de los espectros de
RMN de hidrégeno.

5.5 Extraccién de productos naturales y preparaciéon de derivados

5.5.1 Extraccién del acido oleandlico (60)

De un lote de 115 g de flor de Salvia dugesii se obtuvieron 4.81 g de extracto de
diclorometano. Se tomaron 4 g del extracto para desengrasarlo dos veces con
metanol y se recuperaron 3.3 g de extracto desengrasado para la separacion

cromatografica, la cual se realizé en una columna de vidrio de 2 cm de diametro, gel
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de silice 230-400 mallas como fase estacionaria y hexano para el empacamiento; la
fase movil consté de mezclas de hexano-acetato de etilo en polaridad ascendente.
Se recolectaron 65 fracciones de 30 mL. De las fracciones 17-42 se recuperaron 2
g de un compuesto mayoritario impuro, el cual se llevé a una recromatografia para
obtener 562 mg de un solido blanco amorfo con punto de fusion de 282-288 °C, el
compuesto se disolvid con etanol al 99.7 % para favorecer la formacion de cristales;

estos presentaron forma de agujas incoloras.

Acido oleandlico (60). Sélido cristalino incoloro; [a]ss
+ 67, [a]s7s + 68, [Q]546 + 77, [a]a3s +132, [a]3es +210
(c 2.8, CHCI3). IR vmax cm™'= 2931, 2857, 1692, 1471,
1434, 977. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 5.28 (1H,
t, J = 3.6 Hz, H-12), 3.22 (1H, dd, J = 11.0, 5.0 Hz,
H-3), 2.80 (1H, dd, J = 13.6, 3.6 Hz, H-18), 1.94 (1H,
H-16), 1.87 (1H, H-11), 1.76 (1H, H-22'), 1.71 (1H, H-15), 1.63 (1H, H-19’), 1.61
(1H, H-16"), 1.61 (1H, H-1"), 1.59 (2H, m, H-2, H-2), 1.57 (1H, H-22), 1.53 (1H, H-
9), 1.52 ( 1H, H-6), 1.40 (1H, H-7), 1.36 (1H, H-6"), 1.33 (1H, H-21"), 1.30 (1H, H-7"),
1.15 (1H, H-19), 1.13 (3H, s, H-27), 1.09 (1H, H-15), 0.98 (3H, s, H-23), 0.95 (1H,
H-1), 0.92 (3H, s, H-29), 0.92 (1H, H-11"), 0.91 (3H, s, H-25), 0.90 (3H, s, H-30),
0.77 (3H, s, H-26), 0.74 (3H, s, H-24) y 0.72 (1H, H-5).

RMN 13C (100 MHz, CDCls) & 183.3 (C, C-28), 143.5 (C, C-13), 122.6 (CH, C-12),
79.0 (CH, C-3), 55.1 (CH, C-5), 47.6 (CH, C-9), 46.5 (C, C-17), 45.8 (CHz, C-19),
41.5 (C, C-14), 40.9 (CH, C-18), 39.2 (C, C-8), 38.7 (C, C-4), 38.3 (CH2, C-1), 37.0
(CHz, C-10), 33.7 (CHz, C-21), 33.0 (CHs, C-29), 32.5 (CHz, C-7), 32.4 (CHz, C-22),
30.6 (C, C-20), 28.0 (CHa, C-23), 27.6 (CHz, C-15), 27.1 (CHz, C-2), 25.9 (CHs, C-
27), 23.5 (CHs, C-30), 23.3 (CHz2, C-11), 22.8 (CHz, C-16), 18.2 (CH2, C-6), 17.1
(CHs, C-26), 15.5 (CHs, C-24) y 15.3 (CHs, C-25).
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5.5.2 Extraccién del acido kerlinico (76)

A partir de 280 g de hoja de Salvia dugesii se obtuvieron 30 g de extracto de
diclorometano. Se tomaron 6 g de extracto, se desengras6 dos veces con metanol
y se obtuvieron 4 g de extracto desengrasado, se sometié a cromatografia en
columna abierta con gel de silice 230-400 mallas y mezclas de hexano-acetato de
etilo en polaridad creciente. De las fracciones 2-25 se obtuvieron 1.4 g de un
compuesto impuro, que por recromatografia se obtuvieron 300 mg de un sélido

blanco amorfo.

Acido kerlinico (76). Sélido blanco amorfo. RMN de 'H
(400 MHz, CDCl3) 6 7.35 (1H, s, H-15), 7.21 (1H, s, H-
16), 6.26 (1H, s, H-14), 5.64 (1H, s, H-3), 3.48 (1H,
dd, J = 11.5, 4.5 Hz, H-6), 2.30 (1H, H-12’), 2.23 (1H,
H11%),2.22 (1H, H-2’), 2.19 (1H, H-2), 2.08 (1H, H-11),
1.98 (1H, H-1’), 1.97 (1H, H-7"), 1.92 (3H, s, H-18),
1.84 (1H, H-7), 1.80 (1H, H-1), 1.77 (1H, H-8), 1.67
(1H, H-12), 1.50 (1H, H-10), 0.86 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-

17)y 0.73 (3H, s, H-20).

RMN "3C (100 MHz, CDCl3) & 181.6 (C, C-19), 142.9 (CH, C-15), 138. 5 (CH, C-16),
136.2 (C, C-4), 127.6 (CH, C-3), 125.2 (C, C-13), 110.8 (CH, C-14), 76.0 (CH, C-6),
53.7 (C, C-5), 48.3 (CH, C-10), 39.0 (CHz, C-7), 38.8 (CHz, C-1), 38.2 (C, C-9), 35.4
(CH, C-8), 26.3 (CH2, C-11), 23.3 (CHs, C-18), 17.5 (CH2, C-2), 17.5 (CHz, C-12),
16.1 (CHs, C-17) y 15.6 (CH3, C-20).

5.5.3 Extraccion del 38,20,25-trihidroxilupano (77)

De un lote de 295 g de hoja seca de Salvia dugesii se obtuvieron 11.78 g de extracto
hexanico. Se tomaron 3 g del extracto para desengrasarlo dos veces con metanol
y una vez con acetona. Se recuperaron 2 g de extracto hexanico desengrasado, el
cual se llevé a cromatografia en columna con mezclas de hexano-acetato de etilo

en polaridad ascendente en una columna de vidrio de 2 cm de diametro, gel de silice
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230-400 mallas como fase estacionaria y hexano para el empacamiento. Se
recuperaron 132 fracciones de 7 mL.
De las fracciones 112-119 se obtuvieron 683.1 mg de un compuesto

mayoritario, solido blanco amorfo con punto de fusién de 140-144 °C.

3,20,25-trihidroxilupano (77). Rotacién especifica de
[a]ssg + 37 [a]s7s + 39, [a]s46 + 44, [alase +78, [a]3e5 + 131
(c 9.7, CHCI3). IR vmax cm™'= 3598, 2963, 1738, 1466,
1384, 1370, 1160, 1111, 1062. RMN de 'H (300 MHz,
CDCI3): 64.01 (1H, d, J=12.1 Hz, H-25), 3.92 (1H, d, J
oy %4 =12.1 Hz, H-25’), 3.24 (1H, dd, J = 10.6, 5.7 Hz, H-3),
2.25 (1H, dt, J = 13.6, 3.6 Hz, H-1), 1.87 (1H, H-12), 1.84 (1H, H-21), 1.78 (1H, H-
19), 1.78 (1H, H-15), 1.70 (1H, H-13), 1.70 (1H, H-11), 1.64 (2H, H-2), 1.58 (1H, H-
11°), 1.48 (1H, H-16), 1.46 (1H, H-6), 1.45 (2H, d, J = 2.7 Hz, H-7), 1.40 (1H, H-6),
1.35 (1H, H-16), 1.35 (1H, H-9), 1.32 (1H, H-18), 1.31 (1H, H-12’), 1.29, (1H, H-22),
1.22 (3H, s, H-30), 1.19 (3H, s, H-26), 1.15 (1H, H-21"), 1.11 (3H, s, H-29), 1.10 (1H,
22’), 1.04 (1H, H-15), 1.00 (3H, s, H-23), 0.97 (3H, s, H-27), 0.82 (1H, H-5), 0.82
(1H, m, H-1’), 0.81 (3H, s, H-28), 0.78 (3H, s, H-24).
RMN de *C (75 MHz, CDCl3): & 79.0 (CH, C-3), 73.6 (C, C-20), 62.6 (CH2, C-25),
55.6 (CH, C-5), 51.8 (CH, C-9), 50.1 (CH, C-19), 48.5 (CH, C-18), 44.7 (C, C-17),
44.0 (C, C-14), 41.8 (C, C-10), 41.6 (C, C-8), 40.3 (CH2, C-22), 38.8 (C, C-4), 37.8
(CH, C-13), 35.7 (CHz, C-16), 34.9 (CHz, C-7), 33.5 (CH2, C-1), 31.7 (CHs, C-30),
29.8 (CH2, C-21), 28.8 (CHs, C-23), 28.8 (CH2, C-12), 27.9 (CH2, C-15), 27.9 (CHz,
C-2), 24.8 (CHs, C-29), 24.4 (CHz, C-11), 19.34 (CHs, C-28), 18.1 (CHz, C-6), 16.8
(CHs, C-26), 15.9 (CHs, C-24) y 15.5 (CHs, C-27).

5.5.4 Extraccion del 38,20-dihidroxilupano (78)

De las 132 fracciones del extracto hexanico desengrasado se obtuvieron dos
compuestos mas; de las fracciones 20-32 se obtuvieron 94.4 mg de un so6lido blanco

amorfo con punto de fusion de 128-131 °C.
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3,20-dihidroxilupano (78). RMN de 'H (400 MHz,
CDCl): 5 3.20 (1H, dd, J = 11.2, 5.1 Hz, H-3), 1.90
(1H, H-21), 1.84 (1H, H-12), 1.79 (1H, H-19), 1.75 (1H,
H-15), 1.71 (1H, H-13), 1.62 (1H, H-1), 1.60 (2H, H-2,
H-2’), 1.50 (1H, H-6), 1.49 (1H, H-16), 1.48 (1H, H-11),
1.40 (1H, H-6"), 1.39 (2H, d, J = 3.0 Hz, H-7), 1.34 (1H,
H-16'), 1.32 (1H, H-18), 1.30 (1H, H-21"), 1.27 (1H, H-
22), 1.27 (1H, H-12"), 1.25 (1H, H-9), 1.24 (1H, H-11’), 1.22 (3H, s, H-30), 1.10 (1H,
H-22'), 1.12 (3H, s, H-29), 1.05 (3H, s, H-26), 1.01 (1H, H-15"), 0.97 (3H, s, H-23),
0.95 (3H, s, H-27), 0.90 (1H, H-1’), 0.83 (3H, s, H-25), 0.80 (3H, s, H-28), 0.76 (3H,
s, H-24) y 0.68 (1H, H-5).

RMN '3C (100 MHz, CDCl3) & 79.0 (CH, C-3), 73.5 (C, C-20), 55.1 (CH, C-5), 50.2
(CH, C-9), 49.9 (CH, C-19), 48.3 (CH, C-18), 44.6 (C, C-17), 43.5 (C, C-14), 41.3
(C, C-8), 40.2 (CHz, C-22), 38.8 (C, C-4), 38.7 (CH2, C-1), 37.4 (CH, C-13), 37.0 (C,
C-10), 35.5 (CH2, C-16), 34.5 (CHz, C-7), 31.5 (CHs, C-30), 29.0 (CH2, C-12), 28.7
(CHz, C-21), 28.0 (CH3, C-23), 27.5 (CHz, C-15), 27.4 (CH2, C-2), 24.7 (CHs, C-29),
21.4 (CH2, C-11), 19.2 (CH3, C-28), 18.3 (CH2,C-6), 16.1 (CHs, C-26), 16.1 (CH3, C-
25), 15.4 (CHa, C-24) y 14.8 (CH3, C27).

5.5.5 Extraccion de lupeol (79)
De las fracciones 61-66 del extracto hexanico de hojas, se recuperaron 91.3 mg de
una mezcla que se sometid a una recromatografia para obtener 12.7 mg de un

solido en forma de cristales finos incoloros con punto de fusion de 212-218 °C.

Lupeol (79). RMN de 'H (400 MHz, CDCls):  4.68 (1H,
s, H-29), 4.56 (1H, s, H-29), 3.18 (1H, dd, J= 11.2, 5.0
Hz, H-3), 2.38 (1H, m, H-19), 1.91 (1H, H-21), 1.68 (3H,
s, H-30), 1.66 (1H, H1), 1.66 (1H, H-12), 1.63 (1H, H-
13), 1.60 (2H, H-2, H-2’), 1.59 (1H, H-15), 1.52 (1H, H-
6), 1.48 (1H, H-16), 1.39 (1H, H-11), 1.38 (1H, H-6),
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1.38 (2H, d, J = 2.0 Hz, H-7), 1.38 (1H, H-22), 1.36 (1H, H-18), 1.32 (1H-, H-16"),
1.26 (1H, H-9), 1.25 (1H, H-21"), 1.18 (1H, H-11"), 1.17 (1H, H-22’), 1.05 (1H, H-12"),
1.02 (3H, s, H-26),0.99 (1H, H-15"), 0.96 (3H, s, H-23), 0.94 (3H, s, H-27), 0.92 (1H,
H-1'), 0.82 (3H, s, H-25), 0.78 (3H, s, H-28), 0.75 (3H, s, H-24) y 0.68 (1H, H-5).
RMN 13C (100 MHz, CDCls) & 151.1 (C, C-20), 109.4 (CHz, C-29), 79.1 (CH, C-3),
55.4 (CH, C-5), 50.5 (CH, C-9), 48.4 (CH, C-18), 48.1 (CH, C-19), 43.1 (C, C-17),
42.9 (C, C-14), 40.9 (C, C-8), 40.1 (CHz, C-22), 39.0 (C, C-4), 38.8 (CH2, C-1), 38.1
(CH, C-13), 37.3 (C, C-10), 35.7 (CH2, C-16), 34.4 (CHz, C-7), 29.8 (CHz, C-21),
28.1 (CHs, C-23), 27.5 (CHz, C-2), 27.5 (CH2, C-15), 25.2 (CHz, C-12), 21.0 (CHa,
C-11), 19.4 (CHs, C-30), 18.4 (CH2, C-6), 18.1 (CH3, C-28), 16.2 (CHs, C-26), 16.1
(CHs, C-25), 15.5 (CHs, C-24) y 14.8 (CH3, C-27).

5.5.6 Preparacion de 38,25-diacetil-20-hidroxilupano (80)

A 50 mg de 78 se le adicionaron (0.5:0.5 mL) piridina y anhidrido acético, la mezcla
de reaccion se mantuvo en bafo Maria durante dos horas. Posteriormente, el
producto de reaccion se extrajo con acetato de etilo, se realizaron lavados con tres
volumenes de agua, se adicion6 un volumen de acido clorhidrico al 10 %, se
realizaron lavados con tres volumenes de agua, con disolucion saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3s) tres veces, nuevamente con agua tres veces y
finalmente se filtré con sulfato de sodio anhidro (Na2S0a4), el filtrado se dejé evaporar
hasta sequedad. Se obtuvo un sdlido blanco amorfo con punto de fusion de 67-69
°C con un rendimiento del 78 %.

3B6,25-diacetil-20-hidroxilupano  (80).  Rotacion
especifica de [a]sse + 3 [a]s78 + 3, [a]546 + 4, [A]436 +7,
[a]se5 + 13 (¢ 17.1, CHCI3). IR vmax cm™'= 2954, 2855,
1723, 1457, 1369, 1251, 1029, 973, 936, 915, 900.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 4.51 (1H,t, J=10.4
Hz, H-3), 4.48 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-25), 4.33 (1H,
d, J = 12.4 Hz, H-25’), 2.1 (1H, H-1), 2.05 (6H, s,
OAc-3/25), 1.88 (1H, H-21), 1.87 (1H, H-12), 1.80 (1H, H-19), 1.76 (1H, H-15), 1.66
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(1H, H-13), 1.64 (1H, H-11), 1.54 (1H, H-2), 1.54 (1H, H-6), 1.50 (1H, H-2), 1.49
(1H, H-16), 1.46 (2H, d, J= 2.8 Hz, H-7), 1.42 (1H, H-9), 1.39 (1H, H-11), 1.37 (1H,
H-16"), 1.36 (1H, H-6), 1.30 (1H, H-18), 1.30 (1H, H-22), 1.30 (1H, H-21’), 1.30 (1H,
H-12’), 1.23 (3H, s, H-30), 1.13 (3H, s, H-29), 1.13 (3H, s, H-26), 1.10 (1H, H-22"),
1.03 (1H, H-15), 0.96 (1H, H-5), 0.96 (3H, s, H-27), 0.95 (1H, H-1’), 0.89 (3H, s, H-
23), 0.88 (3H, s, H-24), 0.82 (3H, s, H-28).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 171.2 (C, OAc-3), 171.0 (C, OAc-25), 80.5 (CH,
C-3), 73.5 (C, C-20), 64.0 (CH2, C-25), 55.5 (CH, C-5), 51.4 (CH, C-9), 50.0 (CH, C-
19), 48.4 (CH, C-18), 44.5 (C, C-17), 43.9 (C, C-14), 41.4 (C, C-10), 40.1 (C, C-8),
40.1 (CHz, C-22), 37.7 (CH, C-13), 37.5 (C, C-4), 35.6 (CH2, C-16), 34.5 (CHz, C-7),
33.4 (CHz, C-1), 31.7 (CHs, C-30), 29.4 (CH2, C-21), 28.7 (CH2, C-12), 28.6 (CHs,
C-23), 27.8 (CHz, C-15), 24.7 (CHs, C-29), 23.9 (CH2, C-11), 23.6 (CHz, C-2), 21.3
(CHs, OAc-25), 21.3 (CHs, OAc-3), 19.2 (CHs, C-28), 18.0 (CHz, C-6), 16.9 (CHs, C-
24), 16.5 (CHs, C-26) y 15.2 (CHs, C-27).

5.5.7 Preparacion de la lactona 81

A 50 mg de 77 se le adicionaron (1.0:1.0 mL) CH2Cl2 y tetrahidrofurano (THF) hasta
disolver, se agregaron 1.5 equivalentes de clorocromato de piridino (PCC) disuelto
en 0.5 mL de CH2Cl2. La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente
durante 2 h. El producto de reaccidén se impregnd en gel de silice y se fraccioné
mediante cromatografia en columna usando mezclas de hexano:acetato de etilo en
polaridad ascendente. Se recuperd un solido incoloro con punto de fusién de 255-

260 °C con un rendimiento del 55 %.

Lactona 81. RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 5 4.04 (1H,
dd, J = 3.4, 1.1 Hz, H-3), 2.14 (1H, H-11), 2.11 (1H, H-
1), 2.00 (1H, H-2), 1.92 (1H, H-13), 1.88 (1H, H-12),
1.88 (1H, H-2’), 1.85 (1H, H-21), 1.82 (1H, H-19), 1.78
(1H, H-15), 1.56 (1H, H-11’), 1.48 (1H, H-16), 1.48 (1H,
H-6), 1.46 (2H, H-7, H-7"), 1.42 (1H, H-9), 1.41 (1H, H-
18), 1.36 (1H, H-16"), 1.33 (1H, H-1"), 1.32 (1H, H-12"), 1.30 (1H, H-22), 1.30 (1H,
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H-6"), 1.29 (1H, H-5), 1.24 (3H, s, H-26), 1.23 (3H, s, H-30), 1.23 (1H, H-21’), 1.12
(3H, s, H-29), 1.11 (1H, H-22’), 1.10 (1H, H-15), 1.06 (3H, s, H-24), 0.99 (3H, s, H-
23), 0.95 (3H, s, H-27), 0.83 (3H, s, H-28).

RMN '3C (75 MHz, CDCls) & 176.1 (C, C-25), 83.9 (CH, C-3), 73.5 (C, C-20), 52.2
(CH, C-5), 49.6 (CH, C-19), 48.1 (CH, C-18), 45.2 (CH, C-9), 44.7 (C, C-10), 44.7
(C, C-17), 43.1 (C, C-14), 40.6 (C, C-8), 40.3 (CH2, C-22), 37.8 (CH, C-13), 37.3 (C,
C-4), 35.4 (CHz, C-16), 32.8 (CH, C-7), 32.7 (CH2, C-1), 31.5 (CH3, C-30), 29.7 (CHa,
C-21), 28.7 (CH2, C-12), 27.6 (CHas, C-24), 27.6 (CH2, C-15), 24.7 (CH3, C-29), 23.1
(CHz, C-11), 22.3 (CH3, C-23), 22.2 (CHz, C-6), 21.5 (CHz, C-2), 19.2 (CHa, C-28),
16.1 (CHs, C-26), 14.6 (CH3, C-27).

5.5.8 Preparacion de derivados formilados 82, 83 y 84

A 200 mg de 78 se le agregaron 5.0 mL de tolueno y 1.0 mL de acido férmico, la
mezcla se mantuvo en reflujo hasta agotar la materia prima (2 h y 20 min), el
producto de reaccion se concentré en rotavapor a presion reducida y el crudo de
reaccion se impregné en 220 mg de gel de silice 230-400 mallas como fase
estacionaria y hexano: acetato de etilo para el empacamiento y fase mévil. Se
recuperaron 20 fracciones de 10 mL. En las fracciones FO4, F10 y F12 se obtuvieron

los derivados 82, 83 y 84, con rendimientos del 41, 2 y 30 % respectivamente.

3,25-diformilolup-20(29)-eno (82). RMN de 'H
(400 MHz, CDCl3): 5 8.10 (1H, s, HCOO-C3), 8.08
(1H, s, HCOO-C25), 4.67 (1H, sa, H-29), 4.58 (1H,
d, J = 12.3, H-25), 4.57 (1H, s, H-29'), 4.64 (1H,
dd, J=11.0, 5.5 Hz H-3), 4.45 (1H, d, J = 12.3 Hz,
H-25'), 1.67 (3H, s, H-30), 1.10 (3H, s, H-26), 0.95
(3H, s, H-25), 0.91 (3H, s, H-23), 0.90 (3H, s, H-

24)y 0.78 (3H, s, H-28).
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3B-formilolup-20(29)-eno (83). RMN de 'H (400
MHz, CDCls): 6 8.11 (1H, s, HCOO-C3), 4.68 (1H,
s, H-29),4.57 (1H, s, H-29’), 4.64 (1H, dd, J=11.1,
5.5 Hz, H-3),4.03 (1H, d, J = 11.8, Hz, H-25), 3.94
(1H, d, J=11.8 Hz, H-25), 1.68 (3H, s, H-30), 1.16
(3H, s, H-26), 0.95 (3H, s, H-27), 0.90 (3H, s, H-
23), 0.88 (3H, s, H-24) y 0.79 (3H, s, H-28).

25-formilolup-20(29)-eno (84). RMN de 'H (400
MHz, CDCIs): 8 8.07 (1H, s, HCOO-C25), 4.68 (1H,
s, H-29), 4.56 (1H, s, H-29’), 4.54 (1H, d, J=12.2
Hz, H-25), 4.43 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-25), 3.23
(1H, dd, J=11.7, 4.7 Hz, H-3), 1.67 (3H, s, H-30),
1.10 (3H, s, H-26), 1.01 (3H, s, H-23), 0.95 (3H, s,
H-27), 0.81 (3H, s, H-24) y 0.78 (3H, s, H-28).
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5.6 Ensayo con hongos fitopatégenos

5.6.1 Recoleccion de tejidos de platano

Los tejidos de platano se recolectaron en los municipios aledafios a Puerto
Escondido, San Pedro Mixtepec Distrito 22, Oaxaca. El muestreo que se empled de
tipo no probabilistico (Marques Dos Santos, 2004). Se realizd un recorrido al area
agricola y se eligieron aquellos individuos con sintomas de enfermedad. Las
muestras se colocaron en bolsas de plastico, se etiquetaron y transportaron al

Laboratorio de Genética de la Universidad del Mar campus Puerto Escondido.

5.6.2 Aislamiento de hongos fitopatégenos

Las muestras se lavaron con agua destilada estéril, se realizaron cortes cuadrados
tanto de tejido sano (80 %) como enfermo (20 %) de aproximadamente 0.5 mm?; a
estos cortes se les realizé una asepsia superficial con hipoclorito de sodio (NaCIO)
al 3 % durante 1 minuto y se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril; se
colocaron en cajas de Petri con medio de cultivo agar dextrosa y papa (PDA) y se
incubaron a 27 °C durante una semana. Una vez que los hongos crecieron, se
realizaron resiembras consecutivas hasta la obtencion de cultivos axénicos
(Cavallini Arauz, 1998).

5.6.3 Método de difusion en agar

En cajas de Petri (90 mm) con PDA estéril se colocaron seis discos de papel filtro
distribuidos en la superficie. A cada disco se le adicionaron 6 pL de cada tratamiento
(DMSO, azoxystrobin o extracto). Cuando los tratamientos fueron absorbidos por el
papel, se inoculé un propagulo de 5 mm de diametro de cultivos jévenes (7 dias de
crecimiento). Las cajas se incubaron a 25 °C en ausencia de luz. Se midi6 el
crecimiento micelial al tercer dia de incubacion para las cepas de Fusarium, al
cuarto dia para Colletotrichum acutatum 10 y al octavo dia para Oligoporus sp. Estos
dos ultimos son controles (sensible y resistente a antifungicos comerciales) internos
y son cepas que forman parte de la coleccion fungica del Laboratorio de Fisiologia
Celular del 1QB-UMSNH. Se calcul6 el indice de crecimiento para cada hongo de

prueba.
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5.6.4 Concentracion minima fungicida (CMF) de los compuestos

puros
El método utilizado fue el de microdiluciéon en caldo. Los compuestos puros (1.0
mg/mL) se disolvieron en etanol, se prepararon diluciones seriadas al 50 % con
medio de cultivo RPMI estéril en una placa de 96 pocillos y se adicionaran 100 uL
del cultivo (5.0 x 10* células/mL) a cada pocillo. Se utilizé azoxystrobin como control
positivo. Se dejé incubar a 27 °C durante 48 h y posteriormente se tomaron 20 uL
de cada dilucion para subcultivar en cajas de Petri de 60 mm con agar dextrosa
Sabouraud, se dejaron incubar a 27 °C durante 48 h y finalmente se hizo el conteo
de colonias. El punto de corte para definir a la concentracién minima fungicida es
aquella concentracion de compuesto mas baja que no muestre crecimiento o

muestre menos de tres colonias (Espinel-Ingroff et al., 2002).

5.6.5 Método de difusion en agar para compuestos (método
modificado)

Para determinar la actividad antifungica de los compuestos insolubles en el medio
RPMI o medio acuso, se considero el método de difusion en agar con las siguientes
modificaciones: en cajas de Petri (90 mm) con PDA estéril, se colocaron seis discos
de papel filtro distribuidos en la superficie. A cada disco se le adicionaron 6 pL de
cada tratamiento hasta alcanzar la concentracion de prueba (etanol, azoxystrobin o
compuesto). Una vez que fueron absorbidos por el papel, se inocularon 1x10°
esporas en cada disco. Las cajas se incubaron a 25 °C en ausencia de luz. Se midié
el crecimiento micelial al tercer dia de incubacién para las cepas de Fusarium. Se

calculd el indice de crecimiento.

5.7 Analisis estadistico

De cada tratamiento se realizaron tres repeticiones independientes cada uno por
triplicado. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via seguido por la
prueba de Dunnet o Tukey (p< 0.05). Para el analisis de los datos se utilizo el

paquete Statistica version 10.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aceites esenciales de Salvia dugesiiy Salvia gesneriiflora

Los aceites esenciales de S. dugesiiy S. gesneriiflora presentaron un rendimiento
de 0.0786 y 0.0711 % respectivamente. Del analisis de CG-EM se detectaron 27
componentes para S. dugesii con abundancia relativa de 0.60 — 10.04 %, los
componentes principales fueron el cariofileno (12) (10.04 %), y-muuroleno (85)
(7.97), espatulenol (17) (7.63 %), 6xido de cariofileno (16) (5.85 %), germacreno D
(86) (4.97 %) y otros componentes con una abundancia menor al 4.5 %. Para S.
gesneriflora se detectaron 25 componentes con abundancia relativa de 0.73 — 15.68
%, los componentes principales fueron cariofileno (12) (15.68 %), hedicariol (87)
(7.57 %), y-elemeno (88) (7.54 %), valeranona (89) (6.26 %), acetato de bornilo (10)
(5.80 %), geranil-a-terpineno (90) (5.49 %) y espatulenol (17) (4.74 %) asi como
otros componentes con una abundancia menor al 4.5 %. Las dos especies de Salvia

comparten seis compuestos con abundancia relativa distinta. (Figura 17; Tabla 1).

i o

OH

89 90

Figura 17. Estructuras de los compuestos 85-90 encontrados en los aceites
esenciales de Salvia dugesiiy S. gesneriiflora.
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Tabla 1. Componentes de los aceites esenciales de dos especies de Salvia.

Tiempo de Componente S. dugesii S. gesneriiflora

retencion (min) % %
10.30 Cariofileno (12) 10.04 15.68
9.27 Acetato de bornilo (10) 3.35 5.80
11.45 Espatulenol (17) 7.63 4.74
11.15 Oxido de cariofileno (16) 5.84 2.54
10.52 Aromadendreno (82) 2.95 1.09

9.99 B-Bourboneno (83) 1.60 1.01

El perfil quimico de ambas especies es diferente con respecto a los
componentes minoritarios. La composicion quimica de los aceites esenciales esta
constituida principalmente por terpenos (mono y sesquiterpenos), ésteres, alcoholes
y cetonas; nuestros resultados son semejantes a los reportados para la mayoria de
las especies de Salvia, en donde la composicidon quimica de los aceites esenciales
de salvias muestra principalmente monoterpenos y sesquiterpenos que contienen
oxigeno (Formisano et al., 2007; Kamatou et al., 2008; Rustaiyan et al., 2007;
Schmiderer et al., 2008).

Entre los componentes principales que se han reportado para este género
estan los compuestos 12, 16 y 17. Para dichos compuestos se ha reportado su
actividad anticancerosa, antioxidante y antimicrobiana; su efecto analgésico y

antiinflamatorio; asi como su efecto inmunomodulador de linfocitos.

6.2 Seleccion de extractos

Se plantearon dos criterios de seleccion de extractos, el primero con base en el
rendimiento el cual debe ser igual o superior al 1.5 %, para realizar tanto los ensayos
bioldgicos como la purificacidon de compuestos mayoritarios; el segundo, de acuerdo
con las sefnales de los espectros de resonancia magnética nuclear, sobre todo
aquellas que aparecen en la region de aromaticos, heteroatomos y alifaticos dada
la abundancia de flavonoides y terpenos en el género Salvia. Se obtuvieron 12
extractos por cada especie vegetal. En la tabla 2 se muestra el rendimiento en
gramos y porcentaje y se indica en negritas los 22 extractos seleccionados de
acuerdo con este criterio. Los extractos con mayor rendimiento fueron los obtenidos

con metanol, seguidos de diclorometano y finalmente los de hexano.
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Tabla 2. Rendimiento de extraccion de Salvia dugesii, S. mocinoiy S. plurispicata
con hexano, diclorometano y metanol. Los extractos con rendimiento superior a
1.5 % se muestran en negritas.

Hexano Diclorometano Metanol

-~ Flor 212 1.85 4.81 4.37 4.35 4.31
g} Hoja 11.78 3.99 30.04 10.73 29.73 12.08
S

© Tallo 1.07 0.36 1.56 0.52 7.78 2.63
@ Raiz 0.39 0.29 0.53 0.40 2.56 1.97
N Flor 2.41 5.36 0.69 1.68 2.91 7.45
-% Hoja 1.09 0.56 2.59 1.35 3.10 1.64
§ Tallo 0.91 0.28 1.84 0.58 11.75 3.73
2 Raiz 0.29 0.21 0.38 0.28 5.72 4.24
o Flor 0.94 2.36 1.97 5.31 10.53 10.5
'g Hoja 2.54 1.69 5.01 3.41 9.42 6.68
'g Tallo 2.06 0.34 5.61 0.94 25.46 4.32
;7 Raiz 0.66 0.24 0.76 0.28 11.23 4.24

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de los 32

extractos permitieron seleccionar aquellos que mostraron sefales en la regidén de

aromaticos, heteroatomos, asi como de alifaticos. Los espectros de los extractos de

las partes aéreas muestran el mismo patron de sefales para flores, hojas y tallos,

con un mismo disolvente; lo que justifica que la gran mayoria de los estudios

fitoquimicos de Salvia se realicen de la parte aérea y raices. De acuerdo con los

criterios de seleccibn mencionados anteriormente,

los extractos que se

consideraron fueron los que se muestran en la figura 18; sus espectros de RMN 'H

se muestran en el Anexo 1.
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.. . S.
S. dugesii S. mocinoi plurispicata
S1 S3 S4

— I T 1 I T 1

Hexanico Diclorometano Metanolico Hexanico Diclorometano Metanolico Hexanico Diclorometano Metandlico
Hojas | Hojas | Hojas | I—I Floresl I—I Floresl Ral’cesl Hojas | Hojas |
Flores | Flores | Flores | Flores | Flores | Flores |

Figura 18. Extractos seleccionados por especie, disolvente y parte de la planta. A
cada extracto se le asigné una abreviatura que incluye la especie: S1 corresponde
a S. dugesii, S3 a S. mocinoiy S4 a S. plurispicata; seguido del disolvente: H para
hexanico, C para diclorometilénico y M para metandlico; finalmente parte de la
planta: H hojas, F flores y R raices.

Raices |

Hojas |

6.3 Efecto antifungico de los extractos de las tres especies de
Salvia

6.3.1 Inhibicion del crecimiento micelial

Existen algunos trabajos referentes al efecto antifungico de extractos de Salvia; por
ejemplo, en el 2002 reportaron que el extracto de S. moorcraftiana obtenido con
acetona, inhibid el crecimiento de Macrophomina phaseolina 'y Fusarium oxysporum
var. lycopersici en un 50.0 y 60.0 % respectivamente (Khan etal.,, 2002).
Recientemente se publicé el efecto de 1000 ppm del extracto hexanico de S. virgata
frente a Verticillium dahliae, Fusarium oxysporum f sp radicis lycopersici, Alternaria
solani y Rhizoctonia solani, quienes presentaron una inhibicion del crecimiento
micelial del 27.8, 62.9, 63.9 y 97.6 %, respectivamente (Bayar & Yilar, 2019).

En este trabajo se utilizaron los 17 extractos seleccionados para realizar el
ensayo antifungico, (cinco hexanicos, cinco diclorometilénicos y siete metandlicos).
En la figura 19 se muestran los valores del crecimiento micelial de las tres especies
de Fusarium frente a los tratamientos; S1 corresponde a Salvia dugesii, S3 a S.
mocinoiy S4 a S. plurispicata. Al comparar el efecto de los extractos con el control,

se encontraron diferencias significativas entre las medias del crecimiento micelial
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(p< 0.05) de las tres especies de Fusarium, los extractos hexanicos que tienen
mayor efecto antifungico son: S4HH, S4HF y S1HF.

Extractos hexanicos
—~ 50 e FUsarium oxysporum f.
E sp. cubense
— 40 ol * NN Fusarium oxysporum
© N
% : N : = B Fusarium verticillioides
N N IR
£ N .
E I N BN BN ER I
< 204N N N N N N
S \ NE IINE TINE TINE FN S1 Salvia dugesii
) N N N N N N alvia dugesii
€ 10 = = = = : : S3 Salvia mocinoi
'g : : : : : : S4 Salvia plurispicata
S o\ N AN ONE NE EX
(o) \at L & & \gt
oé"a ‘2‘05 QVO VO VO Q\OB
o o & & F
Tratamiento

Figura 19. Crecimiento micelial de las tres especies de Fusarium frente a los
extractos hexanicos de Salvia spp. Los datos fueron analizados por un ANOVA de
una via seguido por la prueba de Dunnet.

Los extractos de diclorometano también inhibieron el crecimiento micelial de
las tres especies de Fusarium. En la figura 20 se muestran los resultados, al
comparar el efecto de los extractos con el control y de acuerdo con el analisis
estadistico, existe una diferencia significativa entre las medias del control y los
tratamientos identificados como S1CF, S1CH, S4CF y S4CH.

De los extractos metandlicos, STMF y S4MR mostraron inhibicion en el
crecimiento micelial tanto de F. oxysporum f. sp. cubense como de F. verticillioides
(Figura 21).

Asi, los extractos que presentaron mayor efecto antifungico fueron los
obtenidos con diclorometano a partir de las flores tanto de S. dugesii como de S.

plurispicata.
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Extractos diclorometano

—g 50+ Fusarium oxysporum f.
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‘_‘; 404 * Fusarium oxysporum
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.g 30- 1§ 4 3 mm Fysarium verticillioides
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Figura 20. Crecimiento micelial de las tres especies de Fusarium frente a los
extractos obtenidos con diclorometano de Salvia spp. Los datos fueron analizados
por un ANOVA de una via seguido por la prueba de Dunnet.

Extractos metandlicos
_— 50' .
£ N Fusarium oxysporum f. sp.
§, " ke * T cubense
= 40+ =0 T § Fusarium oxysporum
% mm Fysarium verticillioides
© 30+
£
£ 20-
o S1 Salvia dugesii
€ 10 S3 Salvia mocioi
'g T S4 Salvia plurispicata
|
0 0 1 1 1 1 1
o) SIRCIIR K R
& U PSR
A
Tratamiento

Figura 21. Crecimiento micelial de las tres especies de Fusarium frente a los
extractos obtenidos con metanol de Salvia spp. Los datos fueron analizados por
un ANOVA de una via seguido por la prueba de Dunnet.
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En esta investigacion, ademas de conocer la fitoquimica de estas especies
de Salvia, es bioldgicamente atractivo que las flores de dos especies distintas,
recolectadas en diferentes lugares hayan presentado esta novedosa actividad
antifungica, por lo que resulta interesante saber si un mismo compuesto es el
responsable de la inhibicién del crecimiento in vitro o si se trata de compuestos
distintos. En caso de que el responsable de dicha inhibicion sea un mismo
compuesto presente en ambas especies de Salvia, podriamos sugerir que existe
una ruta metabodlica en comun que le puede conferir alguna ventaja adaptativa

debido a que se trata de dos especies independientes.

Este ensayo preliminar evidencié actividad antifungica para Fusariumy, con
la finalidad de ampliar el espectro de microorganismos de prueba, se incluyeron dos
cepas control: Oligoporus sp. y Colletotrichum acutatum 10.

Al mismo tiempo, se compararon los espectros de los extractos bioactivos y
en ellos observamos que S1CF y S1CH coinciden en los desplazamientos de tres
sefales simples entre 7.5 y 6.0 ppm, asi como sefales caracteristicas de terpenos
(Figura 22), de manera similar, para los extractos S4CF y S4CH encontramos
coincidencia de sefiales aproximadamente en 5.3 y 2.8 ppm, asi como sefales
caracteristicas de terpenos (Figura 23).

Por lo anterior y debido a que los extractos S1CF y S4CF tuvieron un mayor
efecto en la inhibicién del crecimiento de F. oxysporum f sp. cubense, se inici6 su
fraccionamiento para aislar sus componentes mayoritarios. Aunque el extracto
S1HH no mostro efecto bioactivo, su espectro evidencié un compuesto mayoritario

por lo que también se inicid su fraccionamiento.
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Figura 22. Espectros de RMN 1H los extractos S1CF (azul) y S1CH (negro).
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Figura 23. Espectros de RMN 1H los extractos S4CF (negro) y S4CH (azul).
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El ensayo para determinar el efecto antifungico para las cepas control incluy6
a los 14 extractos restantes (cuatro hexanicos, tres diclorometilénicos y siete
metanalicos). Se calcul6 el indice de crecimiento (IC) de las tres cepas de Fusarium,
asi como de las cepas control. En la tabla 3 se muestran los valores del indice de
crecimiento de los extractos evaluados. Dichos valores se interpretan como sigue:
entre mas cercano sea el valor de IC a cero, mayor efecto antifungico tendra el
extracto, por otro lado, si el IC es mas cercano a la unidad, el extracto presenta un
menor efecto antifungico.

Tabla 3. indice de crecimiento de hongos fitopatdgenos. Control = Azoxystrobin.
DE. Desviacion estandar. Los datos son promedio de tres experimentos
independientes con tres repeticiones. Valores con la misma letra en cada columna,
no presentan diferencia estadistica significativa (n=3). Tukey a=0.05.

Oligoporus C. acutatum oxysgorum F. F.
sp. 10 f.sp. oxysporum verticillioides
cubense

Control 0605E0.06° ¢ . oge 0-67420.05 0.551£0.04 (oo
s1HF 0-59620.09% 0.72720.06° 595,405 0.876£0.07 0.946:0.05
S1CH 0.530£0.05¢ 0.71120.07a 0-704%0:05 5514006 0-76620.11%

A SIMH 1.075:0.12 0.96840.10 1.055:0.04 1.025:0.05 1.035:0.06
O SIMF 09872027 09614009 1039:006 09551008 0.85320.14
g S3HF  1.030:0.22 0.949+0.16 0.949+0.05 1.02:0.11 0.922:+0.04
D s3cF  0.833:0.10 O 772007 08474003 0915:0.07 0.885:0.08
§ S3MR  0.815:0.07 0.902:0.09 0.934:0.04 1.075:0.06 1.012+0.04
g S3MF  0.962+0.09 0.956:0.11 0.91240.03 0.990+0.06 0.901:0.04
2 SuHH o04ssoose 0-766£0.06% 0.669£0.04 (..o 0.739£0.08°
sapp  0.633:0.11% 0.802£0.06% 0.67280.04 (00 o 11ase oge
S4CH 0.905:0.18 0.873:0.12 0.920:0.06 0.904+0.05 0.9310.06
SAMR  0.949+0.10 0.888%0.06 0.929:0.03 1.021:0.06 0.977+0.07
S4MH  0.905:0.18 0.944%0.09 1.015:0.06 0.975:0.07 1.0000.06
S4MF  0.834+0.14 0.903:0.12 0.991%0.05 1.000+0.06 1.035:0.09
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Figura 24. Fotografias del crecimiento micelial de a) Oligoporus sp., b)
Colletotrichum acutatum, c) Fusarium oxysporum f.sp. cubense (M5), d) Fusarium
oxysporum (M104) y Fusarium verticillioides (M108), frente a (-) DMSO, (+)
Azoxystrobin, (1) S4CH, (2) S1MH, (3) S4MH, (4) S4HF, (5) S4HH, (6) ST1HF, (7)
S1CH y (8) S1MF. Fotos representativas de un experimento con tres repeticiones.
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Los extractos designados como S4HH, S4HF, S1HF, S1CH y S3CF
inhibieron el crecimiento de C. acutatum 10 al igual que el azoxystrobin, los valores
obtenidos no mostraron diferencias significativas. Los extractos S4HH, S4HF, S1HF
y S1CH también inhibieron el crecimiento de Oligoporus sp. al igual que
azoxystrobin. En lo que corresponde a las cepas de Fusarium, se puede apreciar
que los extractos S4HH, S4HF y S1CH inhiben el crecimiento de F. oxysporum f.
sp. cubense y F. verticillioides, con valores estadisticamente iguales al antifungico
comercial (Figura 24). La mayoria de las publicaciones que reportan efecto
antifungico de Salvia proviene de ensayos realizados con aceites esenciales, entre
las especies cuyo aceite esencial ha mostrado efecto antifungico frente a cepas de
Fusarium estan S. fruticosa Miller y S. sclarea L (Karpinski, 2020). El extracto
acuoso de S. guaranitica también inhibié el crecimiento de F. oxysporum f. sp.
lycopersici con un valor de IC calculado de 0.606, muy semejante a los valores
obtenidos en este trabajo (Rongai et al., 2015).

Los resultados anteriores nos indican que en las partes aéreas tanto en
Salvia dugesii como en S. plurispicata existen compuestos con actividad antifungica
para mas de un género de hongos fitopatdgenos; esto abre la posibilidad de
continuar explorando dicha actividad en una amplia variedad de hongos de interés

agricola.
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6.4 Purificacion de compuestos mayoritarios de los extractos
bioactivos
6.4.1 Extracto de diclorometano de flores de Salvia dugesii

6.4.1.1 Extraccion del acido oleandlico (60)

A partir de 115 g de flores de Salvia dugesii se obtuvo el extracto de diclorometano,
el cual se fraccion6 mediante cromatografia en columna para extraer al acido
oleandlico (60), éste compuesto fue identificado mediante sus datos de RMN de 'H
y 13C, los cuales coinciden con los datos reportados por Ragasa y Lim (2005) (Tabla
4). En su espectro de RMN de 'H (Figura 25) se encuentra una sefial triple de
hidrégeno vinilico con & 5.28 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-12), una senal doble de doble de
un hidrégeno base de alcohol con & 3.22 (1H, dd, J = 11.0, 5.0 Hz, H-3), una senal
doble de doble en & 2.80 (1H, dd, J = 13.6, 3.6 Hz, H-18), asi como siete sefales
simples que corresponden a los hidrogenos de metilos terciarios con & 1.13 (3H, s,
H-27), 0.98 (3H, s, H-23), 0.92 (3H, s, H-29), 0.91 (3H, s, H-25), 0.90 (3H, s, H-30),
0.77 (3H, s, H-26) y 0.74 (3H, s, H-24).

25 26

2 2

30
23

27

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
f1 (ppm)

Figura 25. Espectro de RMN de 'H del acido oleandlico (60) en CDCI3 a 400 MHz.
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En su espectro de RMN '3C (Figura 26) se apreciaron 30 sefiales
caracteristicas de un triterpeno. Entre 15.3 ppm y 55.2 ppm se encuentran 26
sefales de carbonos alifaticos; en 79.0 ppm, una sefal de un carbono base de
alcohol, mientras que en 122.6 ppm y 143.5 ppm se detectaron dos sefales tipicas
de carbonos vinilicos. Adicionalmente, se encontré una sefial en 183.7 ppm que
corresponde a un carbono de &cido carboxilico. Estos datos (Tabla 4) se
compararon con los de la literatura y coinciden con el compuesto 60. La asignacion
total de las sefiales de RMN "H y '3C se realizé con base en los espectros en 1D y
2D.

4 20 20 30
14 8 22 232 27

COOH 18 7 15 16

I

T T T T T T T T T T T
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
f1 (ppm)

HO

24

25

28 13 12 3 19

T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 26. Espectro de RMN de '3C del acido oleandlico (60) en CDClz a 100 MHz.
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Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN '3C del acido oleandlico
(60) experimental y literatura.

Carbono O (ppm) Experimental & (ppm) Ragasa y Lim 2005

1 38.3 38.7
2 271 271
3 79.0 79.0
4 38.7 38.7
5 55.1 55.1
6 18.2 18.2
7 32.5 32.5
8 39.2 39.2
9 47.6 47.6
10 37.0 37.0
11 23.3 23.3
12 122.6 122.6
13 143.5 143.2
14 41.5 41.5
15 27.6 27.6
16 22.8 22.9
17 46.5 46.4
18 40.9 40.9
19 45.8 45.8
20 30.6 30.6
21 33.7 33.7
22 32.4 32.4
23 28.0 28.0
24 15.5 15.5
25 15.3 15.3
26 17.1 17.0
27 25.9 25.9
28 183.3 182.6
29 33.0 33.0
30 23.5 23.6
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A partir del 115 g de flores se obtuvieron 4.81 g de extracto de diclorometano
del cual se logro la extraccion de 0.69 g de acido oleandlico, lo que representa el
0.6 % del peso seco de las flores de Salvia dugesii.

El acido oleandlico (60) es uno de los triterpenos mas comunmente
encontrados en el género Salvia, ha sido aislado de extractos obtenidos con
diclorometano o metanol ya sea de las partes aéreas o raices. También se ha
encontrado con diferentes grupos funcionales en la posicién 3, por ejemplo, cetona

o metil éster (Georgiev & Pavlov, 2017).

6.4.2 Extracto de diclorometano de hojas de Salvia dugesii

6.4.2.1 Extraccion del acido kerlinico (76)

De 280 g de hojas de Salvia dugesii se obtuvo el extracto de diclorometano, el cual
se fraccion6 por cromatografia en columna abierta para extraer al diterpeno 76. En
su espectro de RMN de 'H (Figura 27) se encuentran tres sefiales simples con &
7.35, 7.21 y 6.26 que corresponden a los hidrégenos de un anillo de furano, una
sefal simple & 5.64 de un hidrégeno vinilico (1H, s, H-3), una sefal doble de dobles
con 6 3.48 (1H, dd, J = 11.5, 4.5 Hz, H-6), dos senales simples 6 1.92 (3H, s, H-18),
0.73 (3H, s, H-20), asi como una sefial doble con 6 0.86 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-17).
Entre 0.70 y 1.20 ppm del espectro de hidrogeno se aprecian las sefales de los
metilos terciarios del acido oleandlico (Figura 27, regién 1.20 a 0.70 ppm) que, para
esta muestra es un contaminante, ya que se encuentran en proporcién 1:14 para
60:76, sin embargo, en el extracto es un compuesto mayoritario.

En su espectro de RMN '3C (Figura 28) se aprecian 20 sefales
caracteristicas de un diterpeno. Entre 15.6 y 53.7 ppm se encuentran 12 sefiales de
carbonos alifaticos, en 75.9 ppm, una sefial de un carbono base de alcohol, asi
como cuatro sefales en 110.8, 125.2, 138.6 y 142.8 ppm que son caracteristicas de
carbonos de un anillo de furano. En 127.6 y 136.2 ppm se aprecian dos sefiales
tipicas de carbonos vinilicos y finalmente una sefal en 181.3 ppm correspondiente
a un carbono de acido carboxilico. Los datos (Tabla 5) se compararon con los
reportados en la literatura y coincidieron con los reportados para el clerodano

conocido como acido kerlinico (76) (Rodriguez-Hahn et al., 1987). La asignacién
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total de las sefiales de RMN 'H y '3C se realizé por comparacion con los datos de

la literatura.

20

15 16

3

I N

e e T e e A B e e L s e e LA e B o A S m s pn
74 72 7.0 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 12 1.0 08 06
f1 (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN de 'H del acido kerlinico (76) en CDClz a 400 MHz.
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Figura 28. Espectro de RMN de '3C del acido kerlinico (76) en CDClz a 100 MHz.
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Tabla 5. Datos espectroscopicos de RMN '3C del acido kerlinico (76),
experimental y literatura.
Carbono O (ppm) Experimental & (ppm) Rodriguez-Han et al., (1987)

1 38.8 38.9
2 17.5 17.5
3 127.6 127.6
4 136.2 136.2
5 53.7 53.7
6 76.0 76.0
7 39.0 38.8
8 35.4 35.5
9 38.2 38.9
10 48.3 48.4
11 26.3 26.3
12 17.5 17.5
13 125.2 125.2
14 110.8 110.9
15 142.9 142.8
16 138.5 138.5
17 16.1 16.1
18 23.3 23.3
19 181.6 181.0
20 15.6 15.15

El acido kerlinico (76) es un diterpeno que se obtuvo por primera vez a partir
de ejemplares de Salvia keerlii recolectados en Querétaro. Rodriguez-Han et al.,
(1987) lograron elucidar la estructura de 76 por comparacion con el acido
melisodorico, diterpeno obtenido de S. melissodora, una especie botanicamente
relacionada con S. keerlii. El acido kerlinico (76) esta presente en S. keerlii en un
0.68 % del peso seco de las partes aéreas. En este trabajo se obtuvo con un

rendimiento del 0.50 %.
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6.4.3 Extracto hexanico de hojas de Salvia dugesii
6.4.3.1 Extraccion del 33,20,25-trihidroxilupano (77)

2 g del extracto hexanico desengrasado de hojas de Salvia dugesii se sometieron a
separacién en columna cromatografica para obtener 683 mg de un sdlido blanco
amorfo con punto de fusién de 140-144 °C. En su espectro de RMN "H (300 MHz,
CDCls) (Figura 29) se aprecian dos sefales dobles en 4.01 ppm (1H, d, J=12.1 Hz,
H-25) y 3.92 ppm (1H, d, J = 12.1 Hz, H-25’) correspondientes a hidrégenos base
de alcohol, asi mismo en 3.24 ppm una sefial doble de dobles para otro hidrégeno
base de alcohol (1H, dd, J = 10.6, 5.7 Hz, H-3), en 2.25 se encuentran dos sefales
triples correspondientes al metileno en posicion 1 (1H, dt, J=13.6, 3.6 Hz, H-1). En
la regidn de carbonos alifaticos se aprecian siete sefales simples correspondientes
a los metilos 30, 26, 29, 23, 27, 28 y 24 con 1.22,1.19, 1.11, 1.00, 0.97, 0.81 y 0.78

ppm, respectivamente.

25 25
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41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08
f1 (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN 'H del 3[3,20,25-trihidroxilupano (77) en CDClz a 300
MHz.
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En su espectro RMN de *C (75 MHz, CDCIls) (Figura 30) se encontraron 30
sefales caracteristicas de un triterpeno. Entre 15.5 y 55.6 ppm se observan 27
sefales de carbonos alifaticos, en 62.6, 73.6 y 79.0 ppm tres sefales
correspondientes a los carbonos base de alcohol C-25, C-20 y C-3 respectivamente.

3 8 23,12
26 27

25 17 4 30 15,2
20 21 24

r T T T T T T T T T T T T 1
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
1 (ppm)

Figura 30. Espectro de RMN '3C del 38,20,25-trihidroxilupano (77) en CDCl3 a 75
MHz.

El experimento COSY (Figura 31) evidencia la correlacion del H-25’ con 3.92
ppm y el H-9 con 1.35 ppm. También se observa la correlacién del hidrogeno base
de alcohol H-3 con 3.24 ppm y los hidrogenos del metileno en posicion 2 con 1.64
ppm. En 2.25 y 0.82 ppm se aprecia la correlacion de los hidrogenos del metileno
en posicion 1, asi, los desplazamientos fueron asignados a H-1 y H-1
respectivamente. En 2.25 y 1.64 ppm se observa la correlacion de los hidrégenos
adyacentes H-1y H-2. Ademas de la correlacion entre H-21 y H-22 con 1.84 y 1.29

ppm y finalmente la correlacién entre los hidrégenos H-15y H-16" con 1.78 y 1.35
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ppm. Ademas del experimento COSY, la asignacion total de las sefiales de RMN 'H

y 13C se realizé con base en los espectros HSQC y HMBC.

25 25

0 1622
2
15 94 > Lodbag 18
L2.0
22
;
3 g
2.4 =)
.
L2:6
L2.8
L3.0
3 { = =) L3.2
L3.4
L3.6
L3.8
L4.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 3.1 3.0 29 28 2.7 2.6 25 24 23 22 21 2.0 19 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 09 0.8 0.7
2 (ppm)

Figura 31. Espectro COSY del 33,20,25-trihidroxilupano (77).

Yirlker et al., (1998) reportaron los datos de RMN '3C para el triterpeno 77
en metanol deuterado (CD30OD). En este trabajo también se obtuvieron los espectros
de RMN 'H y 3C en el mismo disolvente (Anexo 2). En la tabla 7 se muestran los
datos de RMN '3C en CD30D del 38,20,25-trihidroxilupano (77) en donde se aprecia

que coinciden con los reportados en la literatura.
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Tabla 6. Datos espectroscopicos de RMN '3C del 33,20,25-
trinidroxilupano (77).

Carbono O (ppm) Experimental (77) d (ppm) Ydiriker et

CDs0D al., (1998) CDsOD
1 34.7 34.8
2 28.5 29.0
3 79.9 79.9
4 39.8 39.8
5 57.1 57.2
6 19.2 19.2
7 36.1 36.1
8 42.7 42.7
9 53.4 53.4
10 42.9 42.9
11 25.2 25.2
12 29.2 29.2
13 39.3 39.3
14 45.0 45.0
15 29.0 28.5
16 36.9 36.9
17 45.5 455
18 49.8 49.8
19 51.4 51.4
20 74.0 74.0
21 30.5 30.5
22 41.1 41.1
23 29.4 29.4
24 16.5 16.5
25 62.8 62.7
26 17.3 17.3
27 15.9 15.9
28 19.8 19.8
29 25.3 25.3
30 315 315
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El 38,20,25-trihidroxilupano (77) es un triterpeno que se extrajo por primera
vez de las hojas de Rhus taitensis recolectadas en Papua Nueva Guinea, con un
rendimiento del 0.14 % del peso seco. Aunque en el género Salvia existe una amplia
variedad de triterpenos hidroxilados, el compuesto 77 no se ha reportado para
ninguna especie de Salvia, éste compuesto se encuentra como mayoritario en el
extracto hexanico de hojas de S. dugesii, ya que se obtuvo con un rendimiento del

0.91 % del peso seco, es decir, poco mas de seis veces que en R. taitensis.

6.4.3.2 Extraccion del 38,20-dihidroxilupano (78)

De las fracciones hexano:acetato de etilo (9:1) se obtuvieron 94.4 mg de un sdlido
blanco amorfo con punto de fusion de 128-131 °C. En su espectro de RMN 'H (400
MHz, CDClIs) (Figura 32) se observa en 3.20 ppm (1H, dd, J=11.2, 5.1 Hz, H-3) una
sefal doble de dobles correspondiente a un hidrogeno base de alcohol, asi como
ocho senales caracteristicas de metilos terciarios en 1.22 ppm para CH3-30, 1.12
ppm para CHs-29, 1.05 ppm para CHz-26, 0.97 ppm para CH3-23, 0.95 ppm del CHs-
27, 0.83 ppm para CH3s-25, 0.80 ppm para CHz-28 y finalmente en 0.76 ppm la sefial
del CHs-24.

30 29 % 3 24

25
28

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08 07
1 (ppm)

Figura 32. Espectro de RMN 'H del 33,20-dihidroxilupano (78) en CDClz a 400
MHz.
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En su espectro de RMN '3C (100 MHz, CDCls) (Figura 33) se aprecian las 30
sefales esperadas para un triterpeno. Entre 14.8 y 55.1 ppm se observan 28
sefales de carbonos alifaticos; mientras que en 73.5 y 79.0 ppm se encuentran dos
sefales caracteristicas de carbonos base de alcohol asignados a C-20 y C-3
respectivamente. Los datos espectroscopicos obtenidos fueron iguales a los
descritos para el 38,20-dihidroxilupano (78) (Segura et al., 2000) (Tabla 7). En los
datos de la literatura, los desplazamientos encontrados en 24.76 y 31.54 ppm estan
asignados indistintamente para C-29 y C-30. En este trabajo se comprobd la
asignacion de ambos desplazamientos con el espectro HETCOR y por comparacién
con las asignaciones del 3(,20,25-trihidroxilupano (77), en donde 24.7 ppm
corresponde a C-29 y 31.5 ppm a C-30.

26, 25
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3 5 17 1 7 2452 20 " 6

20 27
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80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
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Figura 33. Espectro de RMN '3C del 38,20-dihidroxilupano (78) en CDClz a 100
MHz.

Mediante el experimento COSY (Figura 34) se lograron observar al menos
ocho correlaciones de hidrégenos adyacentes: en 3.20 y 1.60 ppm se observa la

correlacion entre el hidrogeno base de alcohol H-3 y H-2 metilénico; en 1.79 y 1.32
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ppm se encuentra la correlacion entre H-19 y H-18; en 1.71 y 1.27 se puede
observar la correlacion de los hidrogenos H-13 y H-12’; en 1.75 y 1.49 ppm la
correlacion de los hidrogenos metilénicos H-15 y H-16; en 1.60 y 0.90 ppm se
encuentra la correlacion de H-2 y H-1, ambos hidrogenos de grupo metileno; de la
misma forma encontramos en 1.48 y 1.25 ppm la correlacion de H-11 y H-9; también
se aprecia en 1.4 ppmy 0.68 ppm la correlaciéon de H-6 y H-5; finalmente se aprecia

una correlacion en 1.90 y 1.32 ppm de H-18 y H-21.
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Figura 34. Espectro COSY del 33,20-dihidroxilupano (78).
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Tabla 7. Datos espectroscopicos de RMN '3C del 383,20-
dihidroxilupano (78).

Carbono O (ppm) Experimental (78) 0 (ppm) Segura et al.,
CDCls (2000) CDCls3
1 38.7 38.7
2 27.4 27.4
3 79.0 79.0
4 38.8 38.8
5 55.1 55.2
6 18.3 18.3
7 34.5 34.5
8 41.3 41.3
9 50.2 50.3
10 37.0 371
11 214 214
12 29.0 29.0
13 37.43 37.4
14 43.5 43.5
15 27.5 27.6
16 35.5 35.5
17 44.6 44.6
18 48.3 48.3
19 49.9 49.9
20 73.5 73.5
21 28.7 28.7
22 40.2 40.2
23 28.0 28.0
24 15.4 15.4
25 16.1 16.1
26 16.1 16.1
27 14.8 14.8
28 19.2 19.2
29 247 24.8/31.5
30 31.5 31.5/24.8
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Al igual que el 77, el 33,20-dihidroxilupano (78) no se ha reportado para el
género Salvia, y a diferencia de 77, el compuesto 78 es un componente minoritario

en S. dugesii ya que su rendimiento fue de 0.13 % del peso seco.

Los triterpenos 38,20,25-trihidroxilupano (77) y 38,20-dihidroxilupano (78)
han mostrado actividad antimicobacteriana frente a Mycobacterium tuberculosis, en
donde, el compuesto 77 mostr6é una CMI de 45 pg/mL, mientras que 78 mostrd una
CMI >100 pg/mL; asi, los autores reportan un débil efecto antimicobacteriano para
77 (Jadulco et al., 2011).

6.4.3.3 Extraccion de lupeol (79)

De las fracciones hexano:acetato de etilo (8:2) se recuperaron 91.3 mg de una
mezcla que se sometioé a una recromatografia para obtener 12.7 mg de un sdlido en
forma de cristales finos incoloros con punto de fusién de 212-218 °C. En su espectro
de RMN "H (400 MHz, CDCIs) (Figura 35) se observa una sefial simple en 4.68 ppm
correspondiente al hidrégeno vinilico H-29; en 4.56 ppm otra sefial simple asignada
al otro hidrégeno vinilico H-29’, en 3.18 ppm (1H, dd, J = 11.2, 5.0 Hz, H-3) se
encuentra una sefal doble de dobles de un hidrogeno base de alcohol; también se
aprecia una sefal multiple en 2.38 ppm asignada al hidrégeno alilico H-19; asi como
siete sefales simples en 1.68, 10.2, 0.96, 0.94, 0.82, 0.78 y 0.75 ppm asignados a
los metilos terciarios CH3-30, CH3-26, CH3-23, CH3-27, CH3-25, CH3-28 y CH3-24,
respectivamente. Los datos anteriores se compararon con los reportados en la
literatura y coinciden con los datos asignados al compuesto triterpénico 79 (Suryati
et al., 2011).
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Figura 35. Espectro de RMN 'H de lupeol (79) en CDClI3 a 400 MHz.

En su espectro de RMN '3C (100 MHz, CDCIz) entre 14.8 y 55.4 ppm se
observan 27 senales de carbonos alifaticos; en 151.1 ppm se aprecia una sefal del
carbono vinilico C-20, asi como otra sefial de carbono vinilico en 109.4 ppm
asignada a C-29; finalmente en 79.1 ppm se encuentra una senal de carbono base
de alcohol asignada a C-3 (Figura 36). La asignacion total de las sefales de RMN
'H y 13C se realiz6 con base en los espectros COSY y HETCOR. La tabla 8 muestra
los desplazamientos de las sefales de carbono y se comparan con los reportados
por Suryati et al., (2011).
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Figura 36. Espectro de RMN '3C del lupeol (79) en CDCl3 a 100 MHz.

Los triterpenoides tipo lupano han sido investigados debido a sus actividades
bioldgicas, principalmente por su efecto antioxidante y anticolinesterasa (Culhaoglu
et al., 2015). Recientemente se evalud la actividad antiproliferativa de derivados de
lupano frente a células de cancer de prostata en donde el derivado con un grupo

sulfatado en posicion 3 resulto ser el mas efectivo (Castro et al., 2019).
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Tabla 8. Datos espectroscopicos de RMN '3C de lupeol (79).
Carbono O (ppm) Experimental 79 & (ppm) Suryati et al.,

CDCls (2011) CDCls
1 38.8 38.9
2 27.6 27.6
3 79.1 79.2
4 39.0 39.0
5 55.4 55.5
6 18.4 18.5
7 34.4 34.4
8 41.0 41.0
9 50.6 50.6
10 37.3 37.3
11 211 21.1
12 253 253
13 38.2 38.2
14 43.0 43.0
15 27.5 27.7
16 35.7 35.8
17 43.2 43.2
18 48.4 48.5
19 48.1 48.2
20 151.2 151.2
21 29.9 30.0
22 40.1 40.2
23 28.1 28.2
24 15.5 15.6
25 16.1 16.2
26 16.3 16.3
27 14.7 14.7
28 18.1 18.1
29 109.5 109.5
30 19.4 19.5
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6.5 Preparacion de derivados

Entre los productos naturales mayoritarios de Salvia dugesii, encontramos al
compuesto 3,20,25-trihidroxilupano (77), que, al estar funcionalizado con grupos
alcohol, puede dar lugar a la preparacién de derivados. Para ello se consideraron

reacciones de acetilacion, oxidacion y reduccion (Esquema 1).

HO)/,,/

Anhidrido acético Acido férmico
-

Pirirdina Tolueno

55 % 30 %

Esquema 1. Reacciones de acetilacion, oxidacién y reduccion del 33,20,25-
trihidroxilupano (77).
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6.5.1 Preparacion del 38,25-diacetil-20-hidroxilupano (80)

A partir de la reaccién de acetilacién del 33,20,25- trihidroxilupano (77) con piridina
y anhidrido acético se obtuvo un compuesto sélido cuyos datos de RMN 'H y 3C
corresponden al derivado diacetilado 80. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) (Figura 37) se puede apreciar una sefal triple de un hidrogeno base de éster
en 4.51 ppm (1H, t, J = 10.4 Hz, H-3), dos senales dobles en 4.48 ppm (1H, d, J =
12.4 Hz, H-25) y 4.33 ppm (1H, d, J = 12.4 Hz, H-25’) correspondientes a los
hidrogenos base éster del metileno en posicion 25. En 2.05 ppm (6H, s, OAc-3 y 25)
se encuentra una sefial simple correspondiente a los metilos de los grupos acetilo
sustituidos en las posiciones 3 y 25. En la region de hidrégenos alifaticos se
encuentran siete sefales simples de metilos terciarios, sus desplazamientos se
observan en 1.23 ppm para CHz-30, en 1.13 ppm se encuentran dos senales
traslapadas para CHs3-29 y CH3-26, en 0.96 ppm para CHs-27, en 0.89 ppm para
CH3-23, en 0.88 ppm para CH3-24 y finalmente en 0.82 ppm para CH3-28.

AcO

29,26

24

30 2
27

28

1 5
. 13
25 25 12 19 6,2 o ® 21
M st J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 44 43 42 41 40 39 3.8 3.7 3.6 3.5 34 33 3.2 31 3.0 29 28 2.7 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 09 0.8

Figura 37. Espectro de RMN 'H del 38,25-diacetil-20-dihidroxilupano (80) en
CDCls a 400 MHz.
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En el espectro RMN de '3C (100 MHz, CDCls) (Figura 38) se encuentran 34
sefales que indican la sustitucion de dos grupos acetilo, entre 15.2 y 55.5 ppm se
encuentran 27 sefales correspondientes a los carbonos alifaticos, en 171.2y 171.0
ppm se aprecian las sefiales de los carbonos carbonilicos de los acetilos sustituidos
en posicion 3 y 25 respectivamente; mientras que en 80.5 ppm se encuentra la sefal
del carbono base de éster C-3. En 73.5 ppm se aprecia la sefal del carbono base
de alcohol ubicado en C-20; en 64.0 ppm encontramos la sefial de carbono base de
ester del metileno ubicado en C-25; finalmente en 21.3 ppm se encuentran las
sefales de los metilos de los grupos acetilo ubicados en C-3 y C-25. Los
desplazamientos del derivado 80 fueron comparados con los reportados en la

literatura y mostraron concordancia (Yuruker et al., 1998) (Tabla 9).

8,22 23 26
28 24

2CH 3=O

27

2C=0

" " " L o M}«
Qb il TR T e At il LA L L ol oadl B IR e
T T i T T T T T T T T

T
170 165 1686 80 75 70 65 60

T T T T T
55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Figura 38. Espectro de RMN "'3C del 38,25-diacetil-20-hidroxilupano (80) en CDCl3
a 100 MHz.
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Tabla 9. Datos espectroscopicos de RMN '3C de 38,25-
diacetil-20-hidroxilupano (80).

Carbono O (ppm) Experimental  Yuruker et al., (1998)
80 CDCls CDCls
1 33.4 33.4
2 23.6 23.6
3 80.5 80.5
4 37.5 37.5
5 55.5 55.5
6 18.0 18.0
7 34.5 34.5
8 40.1 40.1
9 51.4 51.0
10 41.4 41.4
11 23.9 23.9
12 28.7 28.7
13 37.7 37.6
14 43.9 43.9
15 27.8 27.8
16 35.6 35.6
17 44.5 44.5
18 48.4 48.4
19 50.0 50.0
20 73.5 73.4
21 29.4 29.4
22 40.1 40.1
23 28.6 28.6
24 16.9 16.9
25 64.0 64.0
26 16.5 16.5
27 15.2 15.2
28 19.2 19.2
29 247 24.7
30 31.7 31.7

67



Resultados y Discusion

6.5.2 Preparacion de la lactona 81

A partir de la reaccion de oxidacion del 38,20,25-trihidroxilupano (77) con
clorocromato de piridino se logro la preparacion de un derivado so6lido e incoloro con
punto de fusion de 255-260 °C. En su espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls)
(Figura 39, tabla 10) se observa una sefal doble de doble de un hidrogeno base de
oxigeno en 4.04 ppm (1H, dd, J= 3.4, 1.1 Hz, H-3), asi como siete sefales simples
en la region de alifaticos, que corresponden a los hidrogenos de los grupos metilo
CH3-26, CH3-30, CH3-29, CHs-24, CH3-23, CH3-27 y CH3-28, con 1.24, 1.23, 1.12,
1.06, 0.99, 0.95 y 0.83 ppm respectivamente.

26,30

29
24 23

27 28

N

T T T T T T T T T 1
1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0

T T T T T T T T T T
21 4.0 3.9 3.8 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8

1.7
f1 (ppm)

Figura 39. Espectro de RMN 1H de la lactona 81 derivado de 77, en CDCI3 a 300
MHz.

En su espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCI3) (Figura 40, tabla 10) entre 14.6
y 52.2 ppm se observan 27 sefiales que corresponden a los carbonos alifaticos,
mientras que en 176.1 ppm se encuentra la sefial del carbonilo de la lactona C-25,

en 83.9 ppm se encuentra la sefial del carbono base de oxigeno C-3 y finalmente
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en 73.5 ppm la sefial del carbono base de alcohol C-20. La asignacién total de las

sefiales de RMN 'H y '3C se realizé con base en los espectros HSQC y HMBC.

3 20 5 1eqe 1OV 134 29 263 28 26
9 14 22 16 ) 27
8 "
25 u
1‘75 1‘70 9‘5 éO éS éO 7‘5 7‘0 éS 6‘0 E">5 5‘:0 4‘5 4‘0 315 3“0 2‘5 2‘0 1‘.5
f1 (ppm)
Figura 40. Espectro de RMN '3C de la lactona 81 derivado de 77, en CDCls a 75

MHz.
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Tabla 10. Datos espectroscépicos de RMN 'H a 300 MHz y '3C a

Resultados y Discusion

75 MHz de la lactona 81 en CDCls.

Posicion 5 'H en ppm (mult., J en Hz) 5 °C en ppm
1 2.1 32.1
1 1.33
2 2.00 21.5
2 1.88
3 4.04 (dd, 3.4, 1.1) 83.9
4 - 37.3
5 1.29 52.2
6 1.48 22.2
6’ 1.30
7 1.46 32.8
7 1.46
8 - 40.6
9 1.42 45.2
10 - 447
11 2.14 23.1
11 1.56
12 1.88 28.7
12’ 1.32
13 1.92 37.8
14 - 43.1
15 1.78 27.6
15 1.10
16 1.48 354
16’ 1.46
17 - 447
18 1.41 48.1
19 1.82 49.6
20 - 73.5
21 1.85 29.7

21 1.23

22 1.30 40.3
22’ 1.1

23 0.99 22.3
24 1.06 27.6
25 - 176.1
26 1.24 16.1
27 0.95 14.6
28 0.83 19.2
29 1.12 24.7
30 1.23 31.5
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6.5.3 Preparacion de derivados formilados 82, 83 y 84

De la reaccién del tratamiento acido del 33,20,25-trihidroxilupano (77) se obtuvieron
tres derivados con grupos formilo, asi como la formacion de un doble enlace en las
posiciones C-20 y C-29. El espectro de RMN de 'H del derivado 82 (Figura 41)
muestra dos sefal simples en 8.10 y 8.08 ppm que corresponden a los hidrégenos
de los grupos formilo C-3, y C-25 respectivamente; en 4.67 ppm se aprecia una
sefal simple ancha que corresponde al hidrogeno vinilico H-29, en 4.64 ppm se
encuentra una sefal doble de dobles del hidrogeno base de formilo H-3 (J = 11.0,
5.5 Hz), en 4.58 ppm se encuentra una sefial doble del hidrogeno base de formilo
H-25 (J = 12.3 Hz), en 4.57 ppm se puede observar la sefial simple del otro
hidrogeno vinilico H-29’; en 4.45 ppm se aprecia una senal doble del hidrégeno base
de formilo H-25’ (J = 12.3 Hz); mientras que en la regién de alifaticos se encuentran
seis senales simples de los metilos del esqueleto base. En su espectro de RMN de
13C se aprecian las 32 sefiales del derivado con dos grupos formilo en C-3 y C-25
(Tabla 11).

29'

T T T T T
4.65 4.60 4.55 4.50 4.45

M UNUL
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80 7848 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 1.8 16 14 12 1.0 08
f1 (ppm)

Figura 41. Espectro de RMN 'H del derivado 82, en CDCl3 a 400 MHz.
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En el espectro de RMN "H del derivado 83 (Figura 42) se observa una sefial
simple en 8.11 ppm que corresponde al hidrégeno del grupo formilo en posicion 3;
en 4.68 ppm se encuentra una sefal simple que corresponde al hidrégeno vinilico
H-29, en 4.64 ppm se aprecia una sefial doble de dobles (J = 11.1, 5.5 Hz) del
hidrogeno base de formilo H-3, en 4.57 ppm una sefial simple del hidrégeno vinilico
H-29’; en 4.03 y 3.94 ppm se observan dos sefales dobles (J = 11.8 Hz; H-25 y H-
25’) que corresponden a los hidrogenos en posicién 25, asi como seis sefales
simples en la region de alifaticos que corresponden a los metilos terciarios del
esqueleto base. En su espectro de RMN de '3C se aprecian las 31 sefiales del

derivado con un grupo formilo en C-3 (Tabla 11).

29 29
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Figura 42. Espectro de RMN 'H del derivado 83, en CDCl3 a 400 MHz.
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En el espectro de RMN 'H del derivado 84 (Figura 43) se muestra la sefial
del hidrégeno del grupo formilo sustituido en posicién 25 con un desplazamiento de
8.07 ppm; en 4.68 y 4.56 ppm se encuentran dos sefiales simples que corresponden
a los hidrogenos vinilicos 29 y 29’; en 4.54 y 4.43 ppm se aprecian dos sefales
dobles (J = 12.2 Hz; H-25 y H-25’) que corresponden a los hidrogenos base del
grupo formilo sustituido en la posicion 25; en 3.23 ppm se aprecia la sefial doble de
dobles (J=11.7, 4.7 Hz, H-3) del hidrogeno base de alcohol en posicion 3; mientras
que en la region de alifaticos se encuentran seis sefiales de los metilos terciarios
del esqueleto base. En su espectro de RMN de '3C se aprecian las 31 sefiales del

derivado con un grupo formilo en C-25 (Tabla 11).

COH-25
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Figura 43. Espectro de RMN 'H del derivado 84, en CDCl3 a 400 MHz.

En la tabla 11 se muestra el comparativo de los desplazamientos quimicos
de los carbonos funcionalizados tanto de la materia prima como de los derivados
82,83y 84.
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Los productos de la reaccion del tratamiento acido del 38,20,25-
trinidroxilupano (77) pone en evidencia la reactividad de los alcoholes presentes en
la materia prima frente al acido formico; en los tres productos se lleva a cabo la
formacion de un doble enlace en la posicion C-20 y C-29, antes como alcohol
terciario en C-20; los desplazamientos quimicos de ambos carbonos en el
compuesto 77, son de 74.0 y 25.3 ppm respectivamente; mientras que en los
derivados se encuentran como vinilicos, con 151.0 y 109.6 ppm. Asi, el alcohol
terciario genera un doble enlace.

El producto principal de la reaccion fue el derivado 82 con un 41 % de
rendimiento, dicho compuesto tiene en su estructura dos grupos formilo en las
posiciones C-3 y C-25, que en la materia prima se encontraban como alcoholes
secundario y primario respectivamente, con desplazamientos de 79.9 ppm y 62.3
ppm; dichos desplazamientos se modifican por la sustitucién de los grupos
funcionales con 80.6 ppm y 63.6 ppm para el producto 82.

El derivado 83 se obtuvo como minoritario con un rendimiento del 2 %, a
pesar de que la sustitucién ocurri6 en un alcohol secundario en posiciéon C-3.
Finalmente, el derivado 84 se obtuvo con un rendimiento del 30 %, en donde el

alcohol sustituido era de tipo primario ubicado en posicion C-25.

Tabla 11. Datos espectroscépicos de RMN '3C (5 ppm) de los carbonos
funcionalizados del triterpeno 77 y los derivados 82, 83 y 84, a 100 MHz, CDCls.

Carbono 77 82 83 84
3 79.9 80.6 81.1 78.7
20 74.0 151.0 151.0 151.0
25 62.3 63.6 62.5 63.8
29 25.3 109.6 109.6 109.5

OCOH-3 - 161.17 161.3 -

OCOH-25 - 161.26 - 161.3

En este trabajo se prepararon cinco derivados, de los cuales solo el derivado
80, esta reportado en la literatura (YurlUker et al., 1998); sin embargo, no ha sido
sujeto a pruebas biolégicas. El derivado 81 es un triterpeno con un grupo lactona

que se formé en las posiciones 3 y 25; lo que comprueba la orientacién g de ambos
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carbonos. En el género Salvia no se han reportado triterpenos semejantes, de
hecho, en la busqueda realizada en bases de datos no hay coincidencias para las

estructuras de 81, 82, 83 y 84 lo que sugiere que se trata de un nuevos triterpenos.

6.6 Actividad antifungica de productos naturales de Salviay
derivados

Existen algunos reportes sobre el efecto antifungico de metabolitos de Salvia,
principalmente de aceites esenciales frente a Botrytis cinerea y diversas especies
de Candida (Ghorbani & Esmaeilizadeh, 2017).

Al acido oleandlico (60) se le ha comprobado su actividad antifungica frente
a Colletotrichum gloeosporioides, C. graminicola y Alternaria musae con una
concentracion inhibitoria 50 (Clso) de 72.64, 38.73 y 58.44 uyM (Y. Xu et al., 2018).
Otro triterpeno que cuenta con reportes de actividad antifungica es el lupeol (79), el
cual mostré una inhibicion del crecimiento de Penicillium notatum del 50 y 90 % a
100 y 200 ug/mL, respectivamente (Manzano et al., 2013); el efecto antifungico de
1 mg de 79 proporciona una zona moderada de inhibicion a hongos como
Aspergillus niger, A. flavus o Rhizoctonia phaseoli, mientras que su derivado
modificado en posicion 3 con un grupo isoferulato a 0.01 mg/mL provoca una fuerte
inhibicion de A. niger (Gallo & Sarachine, 2009).

La bioactividad de los diterpenos con esqueleto de clerodano han mostrado
propiedades como antialimentario de insectos, antifungico, antiulceroso, citotdxico,
antiinflamatorio o antimicrobiano (Li et al., 2016). El acido kerlinico (76) solo cuenta
con estudios sobre efecto antialimentario en Spodoptera littoralis (rosquilla negra
que afecta hortalizas de hoja) (Simmonds et al., 1996) y como herbicida frente a
Echinochloa crus-galli (pasto de corral, considerada una maleza de cultivos de
arroz) (Gonzalez-Ibarra et al., 2003), lo cual nos permitié explorar su actividad

antifungica.

Del ensayo para calcular la concentracion minima fungicida de los productos
naturales y derivados, la concentracion de partida (1.0 mg/mL) no proporcioné una

inhibicion de los hongos fitopatégenos ya que en el recuento se observaron mas de
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tres unidades formadoras de colonia y al aumentar la concentraciéon de dichos
compuestos, estos precipitaban en el medio de cultivo, lo que ocasiona la
disminucién de la disponibilidad del metabolito de prueba.

En este trabajo se evaluo el efecto antifungico in vitro de los compuestos 60,
76, 77, 78, 80, 82 y 84, por el método de difusion en agar con las modificaciones
indicadas en la parte experimental a las concentraciones de 0.1, 1.0, 10.0, 100.0,
125.0, 250.0 y 500.0 pg/mL.

En la tabla 12, se muestra el indice de crecimiento de los fitopatégenos frente
a los productos naturales que inhibieron su crecimiento, asi, los compuestos con
efecto antifungico son: el acido kerlinico (76) que inhibié el crecimiento de F.
oxysporum f.sp. cubense y F. verticillioides en un 28.5 % y 35.5 % respectivamente.
Mientras que el acido oleandlico (60) inhibié el crecimiento en un 15.1 % para F.
oxysporum f.sp. cubense, una actividad antifungica débil. Los datos sugieren que el
efecto antifungico es dependiente de la concentracion, se aprecia que el IC
disminuye conforme aumenta la concentracién del terpeno. En el caso de lupeol
(79), se reporta solo un dato debido a que en el momento del ensayo solo se contaba
con la cantidad suficiente para la concentracion de 100 pg/mL o concentraciones
menores, en donde, el IC mostré valores cercanos a la unidad; sin embargo, el
resultado es alentador para realizar pruebas adicionales a concentraciones mayores
ya que inhibié el crecimiento de F. oxysporum f.sp. cubense en un 16.0 %.

Los compuestos 77, 78, 80, 82 y 84 mostraron indices de crecimiento entre
0.9284+0.02 y 1.030+0.02 para F. oxysporum f.sp. cubense y de 0.932+0.02 y
0.985+0.02 para F. verticillioides.

En las figuras 44 y 45 se muestran fotografias representativas del crecimiento
micelial de los fitopatdégenos en PDA de los tratamientos con 60, 76, 79 y los
controles; asi como de preparaciones en fresco con safranina tomadas con un

microscopio Optico a diferentes aumentos.
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Tabla 12. indice de crecimiento de Fusarium oxysporum f.p. cubensey F.

verticillioides. Control = Azoxystrobin. DE. Desviacion estandar. Los datos son
promedio de tres experimentos independientes con dos repeticiones. Valores con
la misma letra en cada columna, no presentan diferencia estadistica significativa.

(n=3). Tukey a=0.05.

Compuesto Concentracién  Fusarium oxysporum Fusarium

P (ug/mL) f.sp. cubense verticillioides
" Azoxystrobin 60 0.646+0.042 0.645+0.012
@) (control positivo)
5' . . 125 0.940+0.01¢f 0.946+0.024
= Acido oleandlico
Z (60) 250 0.955+0.02¢f9 0.964+0.03¢
% 500 0.849+0.01¢¢ 0.932+0.02¢
% 125 0.876+0.02¢ 0.954+0.03¢
a) Acido kerlinico (76) 250 0.817+0.03¢ 0.760+0.02°
O 500 0.715:0.02° 0.648+0.022
)
= Lupeol (79) 100 0.840+0.02° 0.985+0.024
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Control negativo

Azoxystrobin

Acido oleandlico (60)

e

Observacion Observacion Observacion Observacion
macroscopica microscopica macroscopica microscopica

Tto

Acido kerlinico (76)
500 ug

7

Lupeol (79)
100 pg

Figura 44. Fotografias de Fusarium oxysporum f.sp.
cubense frente a diferentes tratamientos. En la
observacion macroscépica se muestra el crecimiento
micelial al tercer dia de incubacion en PDA; en la
observacion microscopica se muestra una preparacion
en fresco con safranina. a) Control negativo (40X), b)
Azoxystrobin (100X), c) Acido oleandlico (10X), d) Acido
kerlinico (40X)y e) Lupeol (40X). Las flechas indican
macro, microconidicos e hifas.

500 ug
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Control negativo

Azoxystrobin

Observacion
macroscopica

Observacion
microscopica

Observacion Observacion
macroscopica microscoépica

Tto

7

Acido kerlinico (76)
500 ug

Figura 45. Fotografias de Fusarium verticillioides frente a
diferentes tratamientos. En la observacion macroscépica
se muestra el crecimiento micelial al tercer dia de
incubacion en PDA; en la observacidon microscopica se
muestra una preparacion en fresco con safranina. a)
Control negativo (100X), b) Azoxystrobin (100X) y c)
Acido kerlinico (100X). Las flechas indican macro,
microconidicos e hifas.
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El producto natural que ejerce mayor inhibicion del crecimiento y que
estadisticamente es igual al efecto del azoxystrobin, es el acido kerlinico (76). Los
triterpenos 60 y 79 mostraron un efecto antifungico en Fusarium oxysporum f sp.
cubense, no asi para F. verticillioides. En la observacion macroscépica de e) solo
se indican a los tratamientos 100 ug de lupeol y los controles (positivo y negativo)
para fines comparativos; en la fotografia se aprecia que el crecimiento micelial del

fitopatdgeno se encuentra con un IC intermedio comparado con los controles.

En las observaciones microscopicas de los tratamientos con los productos
naturales, se aprecia una modificacion de la estructura micelial, algunas de las hifas
se encuentran colapsadas en su pared celular, lo que nos sugiere que posiblemente
la accion de los terpenos se presenta a nivel de la pared celular del hongo. Las
estructuras celulares en el control negativo de ambos fitopatdgenos se observan
integras, tanto macro, microconidios e hifas muestran las caracteristicas propias de
Fusarium. Para el caso del tratamiento con azoxystrobin, no se logran apreciar
modificaciones en su estructura, lo que sugiere que la inhibicion del crecimiento
micelial puede estar afectando algun otro punto en el ciclo de vida de los hongos.
Este hallazgo nos invita a realizar ensayos que involucren aspectos fisioldgicos de
Fusarium frente a antifungicos comerciales y productos naturales en un futuro
cercano que nos permitan comprender el mecanismo de accién del efecto

antifungico observado.
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7. CONCLUSIONES

La busqueda de productos naturales con actividad bioldgica dentro de las especies
de Salvia esta justificada por la amplia variedad de metabolitos que se pueden
encontrar. El analisis de los aceites esenciales de Salvia dugesiiy S. gesneriiflora
reveld al cariofileno (12) como componente principal en ambas especies, asi como
26 y 24 compuestos entre los que destacan mono y sesquiterpenos con oxigeno,
que son caracteristicos del género y a quienes se les atribuyen diversas
bioactividades.

El estudio quimico de los extractos obtenidos con hexano y diclorometano de
S. dugesii permitio identificar y caracterizar cinco terpenos, de los cuales, los acidos
oleandlico (60), kerlinico (76) y el 386,20,25-trihidroxilupano (77) se encontraron
como productos mayoritarios, al mismo tiempo se comprobd la versatilidad del

triterpeno 77 para la preparaciéon de derivados.

77 78
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Conclusiones

En este trabajo se reporta por primera vez a los compuestos 77 y 78 para el
género Salvia, en donde el rendimiento del 33,20,25-trihidroxilupano (77) es cerca
de seis veces mayor al obtenido de Rhus taitensis, especie en la que se encontrd
por primera vez. Asi, los triterpenos hidroxilados con esqueleto de lupano aportan

informacion fitoquimica para la especie.

Se evidencié la reactividad de los grupos alcohol de 77 frente a las reacciones
de acetilacion, oxidacion y deshidratacion, las cuales permitieron la produccion de
cinco derivados; lo anterior nos permite continuar explorando la reactividad de 77 y
el resto de los metabolitos con alcoholes para la produccién de derivados

adicionales.

Los ensayos para evaluar el efecto antifungico de Salvia sugieren que el
acido kerlinico (76), uno de los compuestos mayoritarios, es el responsable de la
inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium. Esta actividad resulta novedosa
para dicho compuesto debido a que los estudios sobre bioactividad reportados en

la literatura, estuvieron enfocados en su efecto antialimentario y herbicida.

Este trabajo constituye el primer estudio de una poblacién de S. dugesii, una
especie silvestre encontrada en Michoacan, de la que se ha comprobado la
presencia de terpenos, asi como su actividad antifungica frente a hongos

fitopatdégenos de importancia econémica.
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A1.1. Espectro de RMN 'H del extracto hexanico de hojas de S. dugesii en CDClz a 400 MHz.
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A1.2. Espectro de RMN 'H del extracto hexanico de flores de S. dugesii en CDCl3 a 400 MHz.
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A1.3. Espectro de RMN 'H del extracto de diclorometano de hojas de S. dugesii en CDClz a 400 MHz.
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A1.4. Espectro de RMN 'H del extracto de diclorometano de flores de S. dugesii en CDClz a 400 MHz.
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A1.5. Espectro de RMN "H del extracto metandlico de hojas de S. dugesii en CD30D a 400 MHz.
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A1.6. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de flores de S. dugesii en CD30D a 400 MHz.
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A1.7. Espectro de RMN 'H del extracto hexanico de flores de S. mocinoi en CDCI3 a 400 MHz.
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A1.8. Espectro de RMN 'H del extracto de diclorometano de flores de S. mocinoi en CDCl3 a 400 MHz.
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A1.9. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de raices de S. mocinoi en CD30D a 400 MHz.

102



Anexo 1

-r rn 1T ~T T T T T T ~T T~ T T Tt 1 1 T -T1r 1 1717
76 74 72 7.0 68 6.6 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 3
f1 (ppm)

.2 3.0 28 26 24 22 20 18 1

6 14 1.2 1.0 0.8

A1.10. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de flores de S. mocinoi en CD30D a 400 MHz.
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A1.11. Espectro de RMN 'H del extracto hexanico de hojas de S. plurispicata en CDCl3 a 400 MHz.
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A1.12. Espectro de RMN 'H del extracto hexanico de flores de S. plurispicata en CDCl3 a 400 MHz.
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A1.13. Espectro de RMN 'H del extracto de diclorometano de hojas de S. plurispicata en CDClz a 400 MHz.
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A1.14. Espectro de RMN 'H del extracto de diclorometano de flores de S. plurispicata en CDCls a 400 MHz.

107



Anexo 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

A1.15. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de raices de S. plurispicata en CD30D a 400 MHz.
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A1.16. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de hojas de S. plurispicata en CD30D a 400 MHz.

109



Anexo 1

y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

A1.17. Espectro de RMN 'H del extracto metandlico de flores de S. plurispicata en CD30D a 400 MHz.
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A2.1. Espectro de RMN "H del 38,20,25-trihidroxilupano (77) en CD3OD a 300 MHz.
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A2.2. Espectro de RMN '3C del 3,20,25-trihidroxilupano (77) en CD30OD a 300 MHz.
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