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Resumen

El interés por la evaluación de fungicidas botánicos útiles para el control de enfer-
medades fitopatógenas ha crecido en los últimos años. En este marco los compuestos 
bioactivos presentes en las hojas de Neltuma nigra podrían ser utilizados en un fungi-
cida botánico de gran relevancia para el control de enfermedades de fin de ciclo en el 
cultivo de soja, entre ellas la mancha púrpura causada por Cercospora kikuchii. Este 
proyecto tuvo como objetivo, en primer lugar, evaluar la actividad antifúngica y la com-
posición química de la fracción de alcaloides presentes en las hojas de N. nigra (FAP). 
En segundo lugar, evaluar el estrés oxidativo en plantas de soja y en C. kikuchii cuando 
son tratados con la FAP. Para esto se evaluó la actividad antifúngica a través del ensa-
yo de difusión en disco y se identificaron los alcaloides a través de GC-MS. Además, se 
determinaron parámetros como la concentración de peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 
anión radical superóxido (O2), la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y APX, la 
determinación de lípidos peroxidados, la actividad antioxidante total y el consumo de 
oxígeno. Los resultados muestran que la FAP tiene una fuerte actividad antifúngica y la 
triptamina es el alcaloide mayoritario en esta fracción. Respecto del estrés oxidativo la 
FAP no alteró el balance redox en plantas de soja ni en C. kikuchii. La FAP no afectó 
la actividad de enzimas antioxidantes in vivo, pero redujo la capacidad antioxidante 
total. Su actividad antifúngica parecería actuar por un mecanismo distinto al estrés 
oxidativo.
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Objetivos propuestos y cumplidos
1.	 Evaluar la actividad antifúngica de la fracción de alcaloides de hojas de Nel-

tuma nigra frente a C. kikuchii.
2.	 Purificar e identificar los alcaloides presentes en la fracción de alcaloides 

de hojas de Neltuma nigra.
3.	 Determinar la concentración de las ROS en cultivos de Cercospora kikuchii 

tratados con la fracción de alcaloides de Neltuma nigra.
4.	 Determinar in vitro el efecto conjunto de la fracción de alcaloides de hojas 

de N. nigra y fungicidas comerciales.
5.	 Aplicar in vivo en plantas de soja la combinación de la fracción de alcaloides 

de hojas de N. nigra y fungicidas comerciales.
6.	 Determinar la concentración de las ROS en plantas tratadas con la fracción 

de alcaloides de N. nigra.

Marco teórico y metodológico (síntesis)

El aumento de enfermedades fúngicas en el cultivo de soja en nuestro país se debe 
a factores como el monocultivo, la siembra directa y el uso de germoplasma con poca 
variabilidad. La aplicación constante de fungicidas ha generado resistencia, lo que obli-
ga a incrementar las dosis para su control. En este contexto, la búsqueda de agentes 
naturales para el manejo de enfermedades cobra relevancia, ya que permitiría reducir 
el uso de fungicidas sintéticos y prevenir la pérdida de su eficacia.

El extracto de alcaloides de hojas de Neltuma nigra contiene compuestos con activi-
dad antifúngica, como triptamina, N-acetiltriptamina, eleagnina, tiramina y feniletila-
mina. Estos alcaloides han demostrado eficacia contra diversos hongos fitopatógenos, 
incluyendo Magnaporthe grisea, Aspergillus sp., Bipolaris sorokiniana, Alternaria sp., 
Moniliophthora roreri y Candida sp. Se ha informado que aproximadamente el 2% del 
peso seco de las hojas de P. nigra corresponde a estos alcaloides. Aunque el mecanismo 
de acción de la mayoría de estos compuestos aún se desconoce, en el caso de la trip-
tamina, se ha observado que induce estrés oxidativo en cianobacterias, lo que podría 
estar relacionado con su actividad antifúngica.

Este proyecto evaluó el efecto de la fracción de alcaloides obtenidos de hojas de N. 
nigra en Cercospora kikuchii, hongo que causa el tizón de la hoja y la mancha púrpura 
de la semilla y en plantas de sojas.

La extracción de alcaloides presentes en hojas de N. nigra se realizó siguiendo las 
técnicas descriptas por Moro et al. (1975) y Samoylenko et. al. (2009). La identificación 
de los alcaloides presentes se realizó a través de cromatografía gaseosa acoplada a 
espectrometría de masas (GC-MS). La actividad antifúngica de alcaloides de hojas de 
N. nigra se evaluó de acuerdo a las técnicas descritas por Quiroga et al. (2009) y Aristi-
muño et al. (2014). Respecto de las técnicas utilizadas en el estrés oxidativo, se midió 
el consumo de oxígeno de acuerdo a la técnica seguida por Sterren at. al. (2016). Entre 
las especies reactivas del oxígeno se midió H2O2 utilizando las técnicas propuestas por 
Bellincampi et. al., (2000) y Cheeseman (2009) que se basan en la formación de un cro-
móforo entre el xilenol y el fe+3. Para el caso del O2

-. se utilizó una técnica propuesta 
por Wu y Tiedemann (2002) , Jiang y Zhang (2001) y Zhang et. al. (2015) basada en la 
reacción de la hidroxilamina con este radical. Se midieron dos enzimas antioxidantes, 
la CAT (catalasa) y APX (ascorbato peroxidasa) siguiendo las técnicas descriptas por 
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Kausar et al., (2012), Aebi (1984), Daub, (1987) e Imran et al., (2021). Los hidroperóxidos 
de lípidos de plantulas de soja fueron determinados a través de la técnica informada 
por Delong et al. (2002) y Dermiş y Doğru (2012). Además, se determinó la capacidad 
antioxidante total siguiendo la técnica descripta por Aouam et al. (2019).

Además de los análisis relacionados con el estrés oxidativo se realizó la evaluación 
de la toxicidad de alcaloides de hojas de N. nigra a través del test de toxicidad con 
Caenorhabditis elegans (Spagnoletti et. al. 2021; Clavijo et. al. 2017).

Finalmente, para evaluar la sostenibilidad del procedimiento de extracción de alca-
loides, se aplicó la metodología de métricas verdes propuesta por Kowtharapu et al. 
(2023), utilizando sus tablas de referencia.

Síntesis de resultados y conclusiones

En el presente proyecto se logró evaluar la actividad antifúngica de la fracción de 
alcaloides de hojas de Neltuma nigra frente a C. kikuchii y purificar e identificar los al-
caloides presentes en la fracción. Fueron identificados un total de 5 alcaloides de hojas 
de N. nigra. De éstos, fenetilamina, triptamina y harman habían sido reportados por 
Moro et. al (1975). El alcaloide en mayor porcentaje fue la triptamina. La fracción de 
alcaloides exhibió actividad antifúngica en todas las dosis ensayadas y se observaron 
halos entre 9 y 12mm. No se observan diferencias significativas entre una dosis de 25 
μg/disco de la fracción y 1 μg/disco de difenoconazol.

Sumado a esto se logró determinar la concentración de las ROS en cultivos de Cer-
cospora kikuchii y en plantas de soja tratados con la fracción de alcaloides de Neltuma 
nigra. Respecto del balance redox la fracción de alcaloides no estimuló la producción 
de las especies reactivas del oxígeno y tampoco afectó las enzimas antioxidantes. Ade-
más, los resultados indican que fracción de alcaloides no genera cambios observables 
en las concentraciones de ROS en cultivos de C. kikuchii, lo que coincide con obser-
vaciones previas en las que se reportó que su aplicación estimulaba el consumo de 
oxígeno. Estos resultados están en línea con estudios previos que evidenciaron la baja 
toxicidad en comparación con fungicidas sintéticos.

Como se mencionó previamente la fracción de alcaloides no afecta significativamen-
te la actividad de las enzimas antioxidantes in vivo. Sin embargo, in vitro, el aumento de 
su concentración reduce la actividad sugiriendo un impacto en la Vmax de las enzimas. 
En este contexto sería relevante evaluar otras enzimas como la PAL y parámetros adi-
cionales del estrés oxidativo. En términos de su efecto sobre la lesión de las plántulas de 
soja, la fracción es capaz de reducirla cuando es aplicada en forma exógena.

Durante el desarrollo de este proyecto también se pudo lograr determinar in vitro 
el efecto conjunto de la fracción de alcaloides de hojas de N. nigra y fungicidas comer-
ciales, como así también se logró aplicar in vivo en plantas de soja la combinación de 
estos productos.  En este sentido, al comparar el efecto de un producto comercial con 
fungicidas sintéticos y una mezcla que combina un fungicida sintético con otro botá-
nico derivado de la fracción estudiada, observamos diferencias en el comportamiento 
redox de las plantas de soja entre ambos tratamientos.

Finalmente, fue identificada una fracción obtenida con un método más verde que 
conserva la actividad antifúngica y cuya obtención es menos tóxica para el ambiente. 
Sin embargo, esta fracción es menos bioactiva y contiene una menor proporción del 
principal constituyente antifúngico.
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