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RESUMEN
Las especies del género Piper son plantas con potencial biotecnológico, debido a que sintetizan 
cerca de 700 compuestos con actividad biológica. En este estudio se evaluó el efecto fungicida 
de extractos etanólicos obtenidos de seis especies de Piper procedentes del estado de Veracruz, 
México, sobre Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. Se estimó la Concentración Efectiva Media (CE50) 
y Concentración Mínima Fungicida (CMF), además de los perfiles fitoquímicos preliminares y 
el contenido total de fenoles, flavonoides y alcaloides. Los resultados mostraron que el extracto 
de P. aduncum tuvo el mayor potencial de inhibición con una CE50 y CMF estimada en 0.64 y 0.4 
mg/mL. El extracto de P. umbellatum tuvo la mayor concentración de alcaloides (29. 51 μgEP/mg), 
mientras que P. amalago, de flavonoides y fenoles (12.82 μgEQ/mg y 8.53 μgEAT/mg). Los ex-
tractos de Piper tienen efecto fungicida contra F. oxysporum f. sp. vanillae, atribuible a metabolitos 
secundarios, lo cual los convierte en una alternativa en la búsqueda de bioplaguicidas.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT
Piper genus are plants with biotechnological potential because they synthesize about 700 com-
pounds with biological activity. In this study, we tested the fungicidal effect of ethanolic extracts 
obtained from six Piper species from the state of Veracruz, Mexico, against Fusarium oxysporum 
f. sp. vanillae. The Mean Effective Concentration (EC50) and Minimum Fungicide Concentration 
(MFC) were estimated, as well as preliminary phytochemical profiles and the total content of 
phenols, flavonoids, and alkaloids. The results showed that the extract of P. aduncum had the 
major inhibition potential with an estimated EC50 and CMF of 0.64 and 0.4 mg/mL. The extract 
of P. umbellatum had the highest concentration of alkaloids (29.51 μgEP / mg), while P. amalago 
had the highest concentration of flavonoids and phenols (12.82 μgEQ/mg and 8.53 μgEAT/mg). 
Piper extracts have a fungicidal effect against F. oxysporum, attributable to secondary metabolites, 
which turns them into an alternative in the search for biopesticides.
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Introducción

Los hongos fitopatógenos son causantes de enferme-
dades vasculares en plantas, pre y postcosecha. Uno 
de los más comunes en las plantaciones agrícolas 
es el perteneciente al género Fusarium, responsable 
de causar la marchitez vascular y muerte regresiva 
en plantas de importancia económica (Gómez et al. 
2011). Fusarium oxysporum y sus formas especiales se 
consideran una de las plagas de mayor distribución e 
importancia a nivel mundial, que afecta plantaciones 
de tomate (F. oxysporum f. sp. lycopersici), garbanzo 
(F. oxysporum f. sp. ciceri), plátano (F. oxysporum f. sp. 
cubense), algodón (F. oxysporum f. sp. vasinfectum), café 
(F. oxysporum f. sp. coffeae) y vainilla (F. oxysporum f. sp. 
vanillae), entre otras 80 especies de plantas alrededor 
del mundo (Khan y Akram 2000; Starr 2007; Adame-
García et al. 2015; Rocha et al. 2018; Zhu et al. 2020; 
López-Lima et al. 2020; Poveda 2021). Es responsable 
de causar entre 12 y 30 por ciento de pérdidas en cose-
chas, en el mejor escenario (Armstrong y Armstrong 
1981; Bajpai et al. 2008).

Como alternativa para el control o erradicación de 
estos organismos, se ha implementado la aplicación 
de fungicidas químicos, pero su uso indiscriminado 
ha provocado la resistencia de estos patógenos (Hellin 
et al. 2018). La aplicación de dosis elevadas ha ocasio-
nado daños medioambientales e, inclusive, a la salud 
humana (Nicolopoulou-Stamati et al. 2016; Hassaan 
y El Nemr 2020). Como alternativa, se ha empleado 
el control basado en el uso de principios activos de 
plantas u otros microorganismos (Ardila e Higuera 
2005; Choudhury et al. 2018).

Entre las alternativas que se emplean se encuentra 
la aplicación de extractos naturales a partir de plantas 
del género Piper (Piperaceae), las cuales también 
han mostrado efectividad biológica contra insectos, 
nematodos, bacterias y hongos (Scott et al. 2008; 
Carmona-Hernández et al. 2016). Esta actividad se 
atribuye principalmente a la presencia de metabolitos 
secundarios, entre los cuales se encuentran los terpenos, 
los alcaloides y los compuestos fenólicos (Parmar et 
al. 1997; Scott et al. 2008). En el caso específico de los 
fenoles, se atribuye efecto fungicida y bactericida a la 
irrupción de la membrana celular (Gamboa et al. 2018).

Es importante mencionar que las especies del 
género Piper pertenecientes al continente americano 

han demostrado resistencia a especies de Fusarium, 
específicamente a F. solani f. sp. piperis (De Souza et al. 
2011). Se ha corroborado que éstas tienen la capacidad 
de activar genes asociados a la síntesis de compuestos 
fenólicos, los cuales son responsables de la actividad 
fungicida mencionada (Nascimento et al. 2009; Da Luz 
et al. 2017). Con base en lo anterior, se planteó como 
objetivo evaluar el efecto fungicida de extractos etanó-
licos de especies del género Piper, nativas del estado 
de Veracruz, México, sobre el hongo fitopatógeno F. 
oxysporum f. sp vanillae.

Materiales y métodos

Obtención de los extractos etanólicos

Se colectaron vástagos de Piper auritum, P. aduncum, 
P. marginatum, P. nudum, P. umbellatum y P. amalago, 
en los municipios de Coatepec, Filomeno Mata, 
Tlalnelhuayocan y Xalapa, del estado de Veracruz, 
México, entre febrero y septiembre de 2018. Los espe-
címenes fueron identificados por comparación en los 
herbarios XAL y XALU, con ayuda de expertos. Para 
la obtención de los extractos se colectaron aproxima-
damente cuatro kilogramos de material vegetal, el cual 
fue secado en estufa a 50 °C (Carmona-Hernández et 
al. 2014). Una vez seco, se procedió a triturarlo hasta 
obtener un polvo fino, el cual fue sometido a extracción 
continua en equipo soxhlet, con etanol en una propor-
ción de 1:10. Posteriormente, fue concentrado a presión 
reducida en rotavapor hasta obtener una masa densa y 
se determinó el rendimiento bruto (Moreno et al. 2000; 
Soberón et al. 2006).

Caracterización fitoquímica preliminar

La identificación de los grupos de metabolitos secun-
darios presentes en las diferentes especies de Piper se 
realizó mediante pruebas fitoquímicas preliminares 
por triplicado; para identificar la presencia de alca-
loides, se utilizaron las pruebas de Mayer, Dragendorff 
y Wagner; para flavonoides, las pruebas de Shinoda, 
cloruro férrico (FeCl3) y ácido sulfúrico (H2SO4); para 
saponinas, la prueba de espuma, y, finalmente, para 
triterpenos y/o esteroles, la prueba de Lieberman-
Bouchard (Domínguez 1979; Carmona-Hernández et 
al. 2014).
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Cuantificación de alcaloides, fenoles y flavonoides

Alcaloides totales

A partir de una solución de 1 mg en mL de extracto, se 
adicionó 1 mL de fosfato de sodio dibásico con pH 4.7 
(Na2HPO4), 1 mL de buffer de verde de bromocresol, 
3 ml de cloroformo y se mezcló durante tres minutos. 
La fase orgánica inferior se extrajo y se transfirió a un 
tubo nuevo; posteriormente, se leyó la absorbancia 544 
nm. La curva estándar se preparó con piperina como 
estándar y los resultados se expresaron en microgramos 
de piperina por miligramos de extracto (Shamsa et al. 
2008; Ajanal et al. 2012).

Flavonoides totales

A una solución de 1 mg por mL fue añadido 1 mL de 
reactivo AlCl3 al 2 por ciento; se incubó una hora en 
oscuridad y 4° C. La absorbancia se leyó a 420 nm. La 
concentración fue calculada por medio de una curva 
estándar de quercetina y expresada en microgramos 
equivalentes de quercetina por 1 mg de extracto 
(Palomino et al. 2009; Moncada et al. 2012; Blainski et 
al. 2013).

Fenoles totales

Se prepararon 10 mg de extracto etanólico en 200 μL 
de etanol y se agregaron 800 μL de agua, 200 μL de 
reactivo Folin-Ciocalteu, y 50 μL de cloruro de sodio a 
20 por ciento. La reacción se incubó durante una hora 
a temperatura ambiente y oscuridad total. Después 
se leyó la absorbancia a 760 nm. La concentración fue 
calculada por medio de una curva estándar de ácido 
tánico; los fenoles totales se expresaron como micro-
gramos equivalentes de ácido tánico por 10 mg de 
extracto (Palomino et al. 2009; Moncada et al. 2012; 
Blainski et al. 2013).

Evaluación de la actividad fungicida

Se evaluó el efecto de los extractos sobre la cepa 
de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae H3 (JAGH3: 
KM005081), por el método de disolución en placa. Se 
colocó un disco de 5 milímetros del hongo en medio 
Papa Dextrosa Agar (PDA: 1000 mL de infusión de 

papa, 20 gr de dextrosa y 18 gr de agar-agar), mezclado 
con concentraciones logarítmicas (0, 0001, 001, 0.01, 0.1 
1.0, 10 y 100 mg/mL) de los extractos pertenecientes a 
cada especie. Con ello se determinaron los rangos de 
actividad inhibitoria; posteriormente, se realizaron 
los ensayos determinativos y las curvas de inhibición. 
Para ello se usaron cinco concentraciones y tres repe-
ticiones. Se incubaron a 27 °C, durante 7 días o hasta 
que el testigo negativo (Etanol: ETOH) cubriera en su 
totalidad la caja Petri de 90 mm. El diseño utilizado fue 
completamente al azar (Fernández et al. 2021; Rongai 
et al. 2015).

El porcentaje de inhibición del micelio se estimó 
mediante la fórmula: Inhibición en porcentaje (%) = 
[(C-T) / C] x 100, dónde: C y T representan el diámetro 
(mm) de las colonias testigo tratadas, a los cuales se 
les determinó la Concentración Efectiva Media (CE50) 
y se estimó mediante el modelo de regresión lineal 
Probit, usando el software Biostat 5.5, con un nivel de 
significancia 0.95. Se estimaron diferencias significa-
tivas entre las concentraciones de un mismo extracto 
mediante la prueba de Kruskal Wallis y una post hoc 
Dunn Test en el software PAST 4.5 y graficadas en el 
software Statistica 10 (Amini y Sidovich 2010; Palchetti 
et al. 2018).

La Concentración Mínima Fungicida (CMF) se 
obtuvo a partir de las concentraciones evaluadas en 
las curvas de inhibición, y se tomó como concentra-
ción mínima donde existiera efecto en el crecimiento 
en relación con el incremento del control (Gakuubi et 
al. 2017).

Resultados y discusión

Los resultados obtenidos de las pruebas preliminares 
mostraron la presencia de alcaloides, flavonoides y 
terpenos en la mayoría de los extractos estudiados. 
Piper auritum y P. aduncum presentaron positividad 
en las tres pruebas para alcaloides. En el caso de los 
flavonoides y fenoles, se encontró que P. auritum, P. 
marginatum y P. nudum fueron positivas. Las saponinas 
estuvieron ausentes en P. marginatum y P. nudum. No 
se encontró presencia de terpenos en los extractos 
analizados de P. auritum y P. aduncum (Cuadro 1). Los 
resultados coinciden con lo ya reportado para P. pesare-
sanum, P. aduncum, P. umbellatum, P. amalago, P. auritum, 
P. marginatum y P. nudum sobre la presencia de estos 
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tipos de metabolitos secundarios en los extractos alco-
hólicos (Carmona-Hernández et al. 2014; Nitola et al. 
2016; Carmona-Hernández et al. 2021).

Respecto a los alcaloides totales en los seis 
extractos, se determinó que P. umbellatum tuvo el con-
tenido superior a las demás especies, con 29. 51 μg EP/
mg, seguido del extracto de P. nudum con 22.11 μg EP/
mg. La mayor concentración de flavonoides se deter-
minó en P. amalago y P. umbellatum, con 12.82 y 11.44 
μg EQ/mg, respectivamente, y P. marginatum fue el 
que tuvo la menor concentración, con 5.39 μg EQ/mg. 
Piper umbellatum y P. amalago tuvieron los extractos con 
mayor concentración de fenoles, en un rango similar 
a 8.5 μg EAT/mg; por el contrario, la especie que tuvo 
menor contenido fue P. aduncum, con 0. 23 μg EAT/mg 
(Cuadro 2).

La actividad fungicida fue determinada para 
cada extracto de las seis especies; Piper aduncum fue 
el de mayor actividad, con 88.17 por ciento de inhibi-
ción, con una concentración de 2 mg/mL (Figura 1); le 
siguió el extracto de P. amalago, con 82.35 por ciento; el 
de menor actividad observada fue P. umbellatum, con 

49.17 por ciento. Para el resto de las especies, el rango 
de inhibición osciló entre 59 y 80 por ciento (Figura 2).

La CE50 se pudo estimar en cuatro de los seis 
extractos; Piper aduncum fue la de mayor actividad, 
con 0.64 mg/mL; le siguieron P. marginatum, con 3.67 
mg/mL; 5.12 mg/mL, de P. auritum, y 9.89 mg/mL de P. 
amalago. Para P. umbellatum y P. nudum no fue posible 
calcular CE50 mediante el modelo de regresión lineal. 
Se determinó que la CMF fue de 0.4 mg/mL para el 
extracto de P. aduncum; 1.4 mg/mL, para P. marginatum, 
2 y 2.4 mg/mL, para P. umbellatum y P. auritum, respec-
tivamente. La CMF más elevada fue observada en P. 
amalago (Cuadro 3).

La actividad contra este hongo por parte de 
extractos y aceites de diferentes especies de Piper ya 
se ha reportado anteriormente. Se tienen registros de 
que el aceite esencial de P. auritum es capaz de inhibir 
el crecimiento micelial de F. oxysporum, F. redolens y F. 
solani, mientras que los extractos y aceites de P. hispi-
dinervum, P. nigrum, y P. betle inhiben a F. oxysporum 
(Suprapta y Ohsawa 2007; Zacaroni et al. 2009; Singha 
et al. 2011; Duarte et al. 2013; Fernández et al. 2021).

Cuadro 1. Caracterización fitoquímica de los extractos etanólicos de seis especies de Piper colectadas en Veracruz, México, 
con potencial bioplaguicida.

Especie
Alcaloides Fenoles y flavonoides Saponinas Triterpenos y esteroles
M D W A C S E LB

P. amalago + - + + - - + +
P. auritum + + + + + + + -
P. umbellatum + + - + - + + +
P. marginatum - + + + + + - +

P. aduncum + + + + + + + -

P. nudum - + - + + + - +

M= Mayer, D = Dragendorff, W = Wagner, A = Ácido Sulfúrico (H2SO4), C = Cloruro Férrico (FeCl3), S = Shinoda, E = Espuma y LB = Lieberman – Bouchard. 
Presencia: +, Ausencia: -.

Cuadro 2. Cuantificación de compuestos secundarios totales de los extractos etanólicos de seis especies de Piper colectadas 
en Veracruz, México, con potencial bioplaguicida.

Alcaloides totales Flavonoides totales Fenoles totales
P. amalago 13.59 ± 1.38 12.82 ± 0.91 8.58 ± 0.54
P. auritum 10.16 ± 1.15 7.47 ± 0.18 3.68 ± 0.44
P. umbellatum 29.51 ± 2.20 11.44 ± 1.27 8.53 ± 0.67
P. marginatum 8.59 ± 1.30 5.39 ± 0.11 4.91 ± 0.73
P. aduncum 6.92 ± 0.52 7.68 ± 0.19 0.23 ± 0.03
P. nudum 22.11 ± 0.74 8.64 ± 0.09 6.01 ± 0.46

Alcaloides: μg EP/mg. Flavonoides: μg EQ/mg. Fenoles: μg EAT/mg.
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En el caso de P. nigrum y P. betle (especies conside-
radas del viejo mundo), han mostrado susceptibilidad 
a F. solani f. sp. piperis (Salgado et al. 2016; Duarte 
y Archer 2003), contrario a las especies americanas, 
que han manifestado resistencia al mismo patógeno, 
probablemente debido a la expresión de genes y meta-
bolitos secundarios ligados a la defensa observada. De 
manera contraria, P. divaricatum sobreexpresa fenil-
propanoides, probablemente ligados a ciertos genes 
de resistencia, que también se han visto presentes en 
P. tuberculatum (Nascimento et al. 2009; Da Luz et al. 
2017). Esto sugiere que las especies americanas pueden 
ser capaces de producir compuestos que podrían 
inhibir el crecimiento de Fusarium spp. en la mayoría 
de sus especies y formas especiales. 

Sin embargo, el extracto de P. umbellatum presentó 
mayor contenido de alcaloides, flavonoides y fenoles, 
pero no actividad prometedora, debido a que su CMF 
fue de 2 mg/mL, lo que inhibió 5.95 por ciento del 
micelio de F. oxysporum f. sp. vanillae. Piper marginatum, 
por su parte, mostró una CMF de 1.4 y una CE50 de 
3.67 mg/mL, e inhibió solamente 66 por ciento del cre-
cimiento del hongo.

Para el caso del extracto de P. aduncum, se observó 
que la mayor actividad inhibió 88 por ciento del cre-
cimiento micelial, lo que indica que es una planta con 
potencial biocida. Cabe mencionar que el extracto 
mostró elevada concentración de flavonoides totales, 

Figura 1. Inhibición micelial del extracto de P. aduncum sobre Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (Izquierda: testigo, Derecha: tratado).

Figura 2. Efecto de las diferentes concentraciones de extractos de Piper sobre la 
inhibición micelial de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (p<0.05).

Cuadro 3. Concentración Efectiva Media (CE50) y 
Concentración Mínima Fungicida (CMF) de extractos de 
especies de Piper sobre Fusarium oxysporum f. sp. vanillae.

CE50 CMF

P. amalago 9.89 6.0
P. auritum 5.12 2.4
P. umbellatum n/d 2.0
P. marginatum 3.67 1.4
P. aduncum 0.64 0.4
P. nudum n/d 2.4

CE50 y CMF expresadas en mg/mL. n/d: no determinadas por el modelo de 
regresión lineal.
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lo cual sugiere que la presencia de estos compuestos 
podría ser la responsable de dicha actividad.

En los reportes de perfiles químicos para P. 
aduncum, se menciona al Dilapiol, que normalmente 
oscila entre 31 y 90 por ciento, como responsable de 
su actividad insecticida (De Almeida et al. 2009). Sin 
embargo, para el extracto evaluado no se encontró 
mayor proporción de fenoles totales. Esto reforzaría la 
propuesta de que la bioactividad estaría asociada a la 
presencia de flavonoides, como ha sido en el caso de P. 
septuplinervium (Ávila et al. 2011). Con los resultados 
obtenidos es posible sugerir que la especie P. aduncum 
presenta actividad fungicida contra F. Oxysporum f. sp. 
vanillae, y ésta se podría extrapolar para el combate 
contra otros hongos del mismo género y llegar a ser 
comparable con P. capense, que ha mostrado efecto 
sobre 16 especies de Fusarium (Matasyoh et al. 2011).

Conclusión

Alcaloides, fenoles, flavonoides, saponinas, terpenos 
y esteroles estuvieron presentes en la mayoría de los 
extractos de las especies de Piper analizadas. La mayor 
concentración de alcaloides totales se determinó en 
P. umbellatum. Piper amalago tuvo concentraciones 
elevadas de fenoles y flavonoides, mientras que el 
extracto de P. aduncum presentó la menor concentra-
ción de fenoles, además de ser la especie con la mejor 
actividad, considerando las CE50 y CMF observadas 
contra Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. Finalmente, 
el extracto de P. aduncum presentó la mayor inhibi-
ción contra F. oxysporum f. sp. vanillae, atribuible a sus 
metabolitos secundarios, por lo que podría ser una 
alternativa en la búsqueda de nuevos bioplaguicidas.
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