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CAPITULO I: INTRODUCCION

Los humedales son ecosistemas donde el agua es el principal factor regulador del
medio, y de la vida vegetal y animal asociada (Ramsar, 2004). Entre los humedales
mas importantes por su valor ecoldgico se encuentran los ambientes de manglar,
que son ecosistemas de pantanos dominados por arboles llamados mangles,
caracterizados por ubicarse en aguas relativamente tranquilas (estuarios, bahias,
ensenadas, lagunas costeras, esteros, entre otros). El suelo puede estar inundado

permanentemente o solo en las mareas mas altas (Sanchez-Paez et al., 2000).

Los manglares son plantas haldfitas facultativas que pueden crecer en salinidades
desde 0 ups (dulceacuicolas) hasta hipersalinas (> 40 < 90 ups), alcanzando su
maximo desarrollo en condiciones salobres ~ 15 ups (McGill, 1958). Juegan un
importante papel en la ecologia de las costas tropicales que proporcionan bienes y
servicios ambientales a las poblaciones humanas. Estos incluyen: proteccion y
estabilizacion de la linea de costa, criaderos para numerosos recursos pesqueros
econémicamente importantes, y una variada fuente de productos a las poblaciones
humanas costeras en forma de madera, lefia y carbon (Yafez-Arancibia et al.,
1999).

El establecimiento de asentamientos humanos alrededor de ecosistemas de
manglar es motivado por la posibilidad de extraer productos asociados a estos
ecosistemas, por ejemplo, Walsh (1977) registr6 mas de 70 productos comerciales

derivados de arboles de mangle (citado por Kabil y Bacon, 1994).

Las plantas medicinales constituyen el elemento mas importante dentro de la
Medicina Tradicional. Se considera una planta potencialmente medicinal, a todo
vegetal que contiene en uno o mas de sus organos, metabolitos secundarios con
determinada actividad biolégica, que permite utilizarlos con fines terapéuticos. La
informacion de que una planta se emplea en Medicina Tradicional indica con
frecuencia su estudio cientifico, considerando que muchos medicamentos valiosos

se han derivado de plantas (Akerele, 1987; Fuentes, 1988).
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Los ecosistemas de manglar son un recurso natural con taninos y la madera que
producen, son de gran valor por la dura y pesada madera de Rhizophora utilizada
para la fabricacibn de barcos resistente a las termitas y organismos marinos
(Rao0,1994). Por otro lado, los manglares han sido utilizados durante siglos en

medicina tradicional para curar diferentes enfermedades (Chopra, 1956).

Los preparados obtenidos a partir de la corteza de R. mangle se emplean en forma
de cocimiento para el tratamiento de enfermedades de la garganta y en la
tuberculosis pulmonar (Roig, 1988). El cocimiento de la corteza y las raices se
usan contra la lepra y el jarabe contra el asma. La decoccion de las hojas es
empleada en el tratamiento de personas afectadas por envenenamientos con
pescados contaminados, Ulcera péptica, trastornos digestivos, infecciones de la
piel, enfermedades venéreas (Rojas y Coto, 1978) e infecciones fangicas (Caceres
et al., 1993).

En la dltima década se demostraron varias propiedades farmacoldgicas del
extracto acuoso de la corteza de R. mangle, que incluyen, prevencion de la mastitis
bovina (Armenteros, 1998) y eficacia en la curacion de las heridas (Bulnes et al.,
2001, Fernandez et al., 2002), propiedades antimicrobianas (Montes de Oca et al.,
2001; Melchor et al., 2001), tratamiento de las infecciones uterinas (Aguero, 2004),
Ulceras gastroduodenales (Sanchez et al., 2001) y propiedades antiinflamatorias
(Marrero et al., 2006).

Estas cualidades son debidas a los compuestos bioactivos presentes en las plantas
como los compuestos fendlicos que pertenecen a una de las principales clases de
metabolitos secundarios, que poseen un anillo aromético (C6) y uno o mas
sustituyentes hidroxil , algunos se encuentran esterificados o glicosilados (Peterson
et al., 1998; Shahidi, 2000; Stalickas 2007).

Los compuestos fendlicos poseen alrededor de 8,000 variantes estructurales y se
sintetizan a partir de dos principales rutas metabolicas: La ruta del Shikimato, la

cual origina fenilpropanoides como acidos hidoxicinAmicos vy la ruta del acetato, lo
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cual produce fenoles simples y quinonas (Ajila et al., 2011; Ignat et al., 2011; El-
Seedi et al., 2012; Huang et al., 2015).

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de radicales
libres, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos oxidativos
sobre la funcion celular (Gonzélez et al., 2001). Los compuestos fendlicos
presentan actividad antioxidante y esta caracteristica brinda proteccion a las
células contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias
enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres (Martinez et al., 2002; Scalbert et al., 2005). El estrés oxidativo se
define comunmente como el desequilibrio entre las especies oxidantes y reductoras

a nivel celular en un organismo (Miller et al., 1993; Gonzélez et al., 2001).

Existen informes que tratan sobre la inducciébn de compuestos fendlicos y la
peroxidasa en las plantas tratadas con altas concentraciones de metales (Michalak
et al., 2006). La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su
alta tendencia a quelar metales. Los fendlicos poseen grupos hidroxilo y carboxilo,
capaces de unirse en particular hierro y cobre (Bors et al., 1990; Sanchez et al.,
2006). Las raices de muchas plantas expuestas a metales pesados exudar altos

niveles de compuestos fenélicos (Winkel, 2002).

Ademas los compuestos fendlicos actian como antioxidantes y tienen varias
funciones en las plantas, dentro de las mas importantes es que juegan un papel en
la defensa de estas contra diversos estreses bidticos y abidticos, son esenciales
para el crecimiento y reproduccién de plantas, contribuyendo con la pigmentacion
de las plantas y como atrayentes de polinizadores, protegen a las plantas de la luz
UV (Shahidi, 2000; Munne-Bosch et al., 2004; Treutter, 2006).

Dada a la respuesta de los compuestos fendlicos ante diversos niveles estrés como
la contaminacion, el presente trabajo evalla el comportamiento de los mismos en
tejido de R. mangle de tres sitios con diferente tipo de contaminacion: Bahia
Magdalena, BCS.- Sin contaminacion aparente (Shumilin et al., 2005; Rodriguez et

al., 2007). Bahia Navachiste, Guasave, Sin. Que presenta contaminacion por
3
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organoclorados (Montes et al., 2011) y Laguna de Términos, Campeche

contaminada principalmente por hidrocarburos (Olguin et al., 2007).

CAPITULO II: ANTECEDENTES

2.1 Compuestos fendélicos y actividad antioxidante

Entre los estudios relacionados con compuestos fenolicos destaca la
caracterizacion quimica realizada al extracto acuoso de la corteza de R. mangle
que reveld la presencia de polifenoles (54.78 %), representados en su mayoria por
taninos poliméricos (80 %) y taninos hidrolizables (20 %), destacandose la
presencia en estos Ultimos de epicatequina, catequina, acido clorogénico, acido
galico y acido elagico, ademas se encontraron galotaninos y elagitaninos. De las
estructuras no tanicas, se refiere la presencia de carbohidratos (17.5 %) libres y
enlazados; acidos grasos (4.0 %) de cadena larga, saturados e insaturados;
fitoesteroles 2 (0.0285 %); componentes volatiles o semivolatiles (70 compuestos)

(0.0205 %) y aromas o aceites esenciales no volatiles (Sanchez, 1998).

Loo et al., 2007. Trabajé con la actividad antioxidante y captacion de radicales del
acido pirolefioso (vinagre de madera) de una planta de mangle, Rhizophora
apiculata. Encontrando una correlacion positiva entre el contenido fendlico y la

actividad antioxidante con R? que van desde 0.9624 hasta 0.9979.

Son muchos los trabajos que mencionan las propiedades antioxidantes de los
compuestos fendlicos dentro de los que destacan el de Velazquez-Cardefio et al.
(2007) quienes evaluaron las actividad antioxidante de los extractos etanodlicos de
Salvia aratocensis, Salvia sochensis, Bidens reptans y Montanoa ovalifolia.
Encontrando que los extractos de Salvia aratocensis y Bidens reptans, presentaron
la mayor capacidad de capturar el radical DPPH. A su vez, tuvieron el mayor

contenido total de fenoles.
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Por otro lado, Almaraz et al., 2007. Demostraron actividad antioxidante de
polifendles extraidos del polen monofloral recolectado por las abejas del arbol de
mezquite (Prosopis juliflora), por la inhibicion de la peroxidacion lipidica en

microsomas de higado de raton e in vivo intoxicados con bromobenceno.

Respecto a trabajos realizados particular mente con actividad antioxidante en
manglares destacan el de Sanchez et al. (2007) trabajaron con las propiedades
antioxidantes del extracto acuoso de Rhizophora mangle L. y de su fraccion
polifendlica mayoritaria evaluadas en sistemas in vitro e in vivo. Demostrando que
efectivamente el extracto de R. mangle L. presenta propiedades antioxidantes en
todos los niveles de complejidad evaluados y que la fraccion polifendlica

mayoritaria es el principal determinante de las mismas.

También en la India, Agoramoorthy et al., 2008, evaluaron 5 plantas haldéfilas
(Arthrocnemum indicum, Suaeda monoica, S. maritima, Sesuvium portulacastrum
and Ipomoea pes-caprae) y 8 plantas de manglar (Avicennia officinalis, Bruguiera
cylindrica, Ceriops decandra, Rhizophora apiculata, R. mucronata, Aegiceras
corniculatum, Excoecaria agallocha and Acanthus ilicifolius) para determinar su
contenido de polifenoles y su actividad antioxidante. Los polifenoles fueron
significativamente mas altos en las 8 plantas de manglar que en las 5 haldfilas.

Deepanjan et al. (2008) determinaron la actividad antioxidante de 23 extractos de
diferente partes de plantas (hojas, tallo y raiz) de 6 manglares y 4 plantas
asociadas al manglar, asi como determinaron la concentracion de compuestos
fendlicos, encontrando que las mayores concentraciones se encontraron el tallo de
C. decandra (94. 41 GAE) y mencionan que los manglares constituyen una

importante fuente de antioxidantes naturales.

Shi (2010) encontré que el compuesto pinobanksin-3-caffeoylate presenta actividad
antioxidante y varios de los compuestos fendlicos se ensayaron para la actividad
inhibidora de la proteina quinasa en un ensayo que implica 24 diferentes tumorales
relacionadas con proteinas quinasas humanos. Ademas los compuestos mostraron

una inhibicién potencial contra insectos.
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Asha et al. (2012) determinaron el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
en el extracto de raiz de Rhizophora apiculata y Acanthus ilicifolius, su propiedad
antioxidante y se examiné el efecto protector del extracto de raiz de R. apiculata
sobre el estrés oxidativo. Encontrando que el extracto de raiz de mangle tuvo un
efecto beneficioso en la mejora de estrés oxidativo en el cerebro de ratas que
puede atribuirse a la presencia de compuestos como polifenoles y flavonoides.
Mingzhe et al. (2012), trabajaron con el contenido fendlico total y las actividades
antioxidantes de varios extracto y las fracciones de tallo de R. apiculata. Los
resultados indicaron que la fraccion butanol posee el mayor contenido de fenoles
totales (181,84 mg/g GAE/g de extracto seco) con la antioxidante mas potente.
Concluyendo que los extractos de R. apiculata podria ser una potencial fuente de
antioxidantes naturales.

Sung et al. (2014) trabajaron con el contenido fendlico, su actividad antioxidante y
la actividad inhibidora de la tirosinasa de plantas de mangle en Micronesia.
Encontrando que el contenido fenoles totales vari6 4.87 a 11.96 mg por g de
muestras secas. La actividad antioxidante mas alta se observé en la corteza R.
stylosa (85.5%). La mayor actividad inhibidora de tirosinasa fue encontrado en la
corteza de S. alba. Ademas, el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante
fueron mayores en extractos de metanol que en extractos acuosos. Concluyendo

gue los manglares pueden ser excelentes fuentes de compuestos antioxidantes.

2.2 Actividad antimicrobial

Varios taninos como el acido tanico, acido gdlico, acido elagico, epicatequina,
epicatequina galato y epigalocatequina galato mostraron actividad antibacterial
frente a Staphylococcus aureus (Akiyama et al., 2001), propiedades antifungicas
frente a las levaduras: Candida glabrata; Candidata krusei y Cryptococcus
neoformans por taninos hidrolizables (Latté y Kolodziej, 2000) vy actividad
antimicrobiana frente a patégenos periodontales como P. gingivalis y P. intermedia

por taninos aislados de Vaccinium vitis-idaea (Ho et al., 2001).

Dentro de los trabajos realizados destaca el de Winkelhausen et al., 2005,

evaluaron la actividad antinfungica de compuestos fendlicos extraidos de Oliva
6
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pomace seco contra Alternaria solani, Botrytis cinera y Fusarium culmorum,
encontrando una inhibicion del crecimiento de los tres hongos con a

concentraciones de 0.1 y 0.2 % (w/v) de compuestos fendlicos.

Galeotti et al., 2008, aislaron del clavel (Dianthus caryophyllus) un flavonoide
glucésido (glycoside) kaempferol 3-O-c-D-glucopyranosyl (1 —»2)-O- B -D-
glucopyranosyl (1™ 2)-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1— 6)]- B —D-glucopyranoside.

Encontraron que los flavonoides exhibieron actividad contra Fusarium oxysporum.

S4 et al., 2009, estudiaron la actividad antioxidante de metabolitos secundarios de
duramen de Myracrodruon urundeuva y la inhibicién del crecimiento de Fusarium,
asi como la actividad repelente contra Corniger nasutitermes. Encontrando que el
extracto metandlico (compuestos fendlicos y flavonoides) mostré6 efecto en la
inhibiciéon del crecimiento de Fusarium decemcellulare, F. moniliforme, F.
oxysporum, F. solani, pero no mostrd actividad repelente. Xue-gui et al. (2010), en
su trabajo Flavonoides antifungicos de Ficus sarmentosa var. henryi (King)
Corner, encontraron un efecto antagénico contra 6 hongos de cultivo entre ellos
Fusarium  graminearum, siendo la luteolina quién  mostré la mayor

actividad inhibitoria.

Marzouk et al., 2010, estudiaron la actividad antibacteriana y antifungica de
algunas poblaciones de Tunisian Citrullus y colocynthis Schrad. Siendo

Colocynthis s. quién mostré mayores propiedades antibacterianas y antifungicas.

Salas et al., 2011, trabajaron con la actividad antifingica natural y enzimaticamente
modificada de flavonoides aislados de citricos. Todos los flavonoides presentaron
efecto antimicético. La intensidad de esta actividad depende del tipo de hongos y
compuestos utilizados. El laurato glucésido hesperetina inhibe fuertemente
crecimiento del micelio de Penicillium expansum, mientras que prunin decanoato
fue el flavonoide que mas inhibié Aspergillus flavus, A. parasiticus, y Fusarium
semitectum. Los flavonoides naringina, hesperidina y neohesperidina, obtenido
como subproducto de bajo costo de la los residuos de las industrias de citricos,

presentan una opcién interesante para estas industrias.
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Midadul et al., 2011, estudiaron las actividades antioxidantes y antibacterianas de
extracto metanolico, etanolico y cloroformo de hojas y cortezas del mangle
Bruguiera gymnorrhiza. En sus resultados mencionan que el extracto etanolico de
cortezas mostro el mejor resultado en todas las pruebas antioxidante,
relacionandolo positivamente con el contenido fendlicos totales. Concluyendo que
los extractos de etanol y metanol podrian inhibir el crecimiento de las bacterias
patégenas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus), mientras que el extracto de cloroformo de hojas no mostraron
ninguna actividad antibacteriana. El efecto antimicrobiano de extracto de etanol de

cortezas fue mayor que todos los demés extractos.

2.3 Relacién de fenoles ante el estrés

Dado que las plantas son inmovibles, han desarrollado mecanismos que las hacen
resistentes a ambientes adversos que les generan estrés, dichos mecanismos les
permiten mantenerse estables, estas capacidades de resistencia son atribuidas a
los flavonoides y otros compuestos fendlicos los cuales realizan diferente funciones
en la pared celular y en membranas (Moore et al., 2005). Los flavonoides ayudan a
vivir a plantas en suelos ricos en metales toxicos como aluminio (Barcel6 et al.,

2002) asi como también le dan proteccion contra el fotodafio (Ryan et al., 2002).

Destacan estudios como el de Pardos (2004), quien trabajé con la respuesta de las
plantas al anegamiento de suelos, encontr6 que los compuestos fendlicos
producen cambios a nivel fisiolégico en las mismas, volviéndolas mas resistentes a

estrés hidrico.

Jithesh et al. (2006) se enfocaron en el monitoreo de perfiles de expresion de
genes antioxidantes a la salinidad, hierro, oxidacion, la luz y las tensiones
hiperosméticos en la sal altamente tolerante del mangle gris, Avicennia marina
(Forsk.) Vierh. Mediante analisis de mMRNA encontraron que los niveles de catalaza
y ferrintina mostraron induccion a corto plazo en respuesta al estrés por NaCl. Asi

como también los niveles de catalaza, ferrintina y mRNA fueron inducidos por el


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22M.+N.+Jithesh%22
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hierro, el estrés luz y por tratamiento directo estrés H,O,, lo que confirma su papel

en la respuesta al estrés oxidativo.

Chutipaijit et al., 2009, estudiaron la acumulacion diferencial de prolina y
flavonoides en 4 variedades de arroz indica bajo condiciones diferentes de
salinidad, encontrando que las vias metabodlicas de prolina y flavonoides se

relacionan con las variedades tolerantes a la sal mas que las variedades sensibles.

2.4 Problematicas de los manglares

Las actividades humanas relacionadas con el desarrollo urbano, industrial y
turistico, asi como el desarrollo agricola, ganadero y acuicola, que compiten por el
suelo en donde se asientan los manglares, constituyen la principal amenaza para
los manglares. . Adicionalmente, los manglares han recibido presiones por efecto
de la contaminacion: desechos sdlidos urbanos, contaminantes industriales,
pesticidas y fertilizantes agricolas, derrames de petrdleo, etc., asi como
modificaciones a las condiciones hidrolégicas. Distintos estudios a nivel
internacional sefialan que recuperar un manglar que ha sido severamente dafiado
puede tomar muchos afios cuando ello es posible; en muchas ocasiones la pérdida
es total e irreversible (CONABIO, 2008).

Dentro de las investigaciones que se han realizado en las areas de estudio

destacan los siguientes.

2.4.1 Bahia Magdalena:

El desarrollo econémico en la bahia indudablemente contribuiria al deterioro de
este cuerpo de agua, es por ello, que el presente estudio y el compendio de
estudios biologicos, fisicos y quimicos pueden ser la base para proponer
programas de monitoreo de la calidad del agua y de sedimento, principalmente en
aguellas areas donde existen sospechas de posibles fuentes de contaminacion
(e.g., Puerto San Carlos; Shumilin et al., 2005) o estén sujetas a un eventual
impacto ambiental, sobre todo los sitios relacionadas con el desove y crianza de

larvas de peces de importancia econémica (e.g., Morales-Zarate et al., 2006).



Martinez-Alvarez, I. 2015. Compuestos fendlicos de Rhizophora mangle

Los resultados obtenidos algunos estudio pueden ser la base sobre la cual se
definan posibles areas de proteccion ecoldgica y particularmente para el uso y
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales, se ha sugerido que la
bahia no tiene problemas de contaminacion, al menos, por metales (Shumilin et al.,
2005; Rodriguez-Meza et al., 2007).

2.4.2 Bahia de Navachiste:

La principal actividad en el area de estudio, incluyendo casi el 70% del municipio
de Guasave, es la agricultura intensiva que se caracteriza por el uso del riego y de
los altos niveles de fertilizantes y pesticidas, cuyo objetivo es aumentar en gran
medida el rendimiento y la productividad. Otra actividad importante es la pesca, con
la mayoria de las capturas que se estan recogiendo los pescadores artesanales.
Ademas, existe una pesqueria bien desarrollada industrial del camarén, la
acuicultura de camardén se ha vuelto tan importante en las Ultimas dos décadas,
que ahora entra en conflicto con otras actividades como la pesca tradicional y la
agricultura (Ruiz Luna y de la Lanza Espino, 1999).

Las principales fuentes de contaminacion para el complejo lagunar Navachiste-
Macapule son aguas residuales de drenes agricolas producto de desagues del
distrito de riego #063 (ID-063) cuya localizacion geogréafica estd entre los
meridianos 108°18’00” y 108°42°00’ de longitud Oeste y los paralelos 25°52’00” y
25°37°00” de latitud Norte, a una altitud promedio de 40 msnm (SARH, 1982;
CONAGUA, 2007b). Dicho dren transporta fertilizantes y pesticidas del campo, asi
como descargas de granjas camaroneras situadas en los méargenes de la laguna
(Hernandez-Cornejo et al., 2005). El distrito de riego #063 es una de las regiones
agricolas mas importantes de México con ~ 116.615 hectareas de tierras agricolas,
de las cuales 107.036 ha. Estan altamente tecnificadas, con riego artificial y
contienen grandes cantidades de agroquimicos que se aplican cada ciclo agricola
(CNA 2007; Gonzalez-Farias 2003; Gonzalez-Farias et al., 2006).

Dentro de los trabajos enfocados a la determinacion de plaguicidas organolcorados
en Navachiste-Macapule, Sinaloa, detaca el de Montes et al. (2011), donde
10
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encontraron plaguicidas como: metoxicloro, endrin, heptacloro (prohibidos), cuyas
mayores concentraciones se presentaron durante lluvias por escorrentia de los

campos agricolas.

2.4.3 Lagunade Términos:

Esta ANP en mas del 90 % es considerada en perfectas condiciones (Labougle,
2002) siendo el area méas importante para aves invernales del Golfo de México
(Toledo, 2003). La laguna presenta una alta diversidad y se combina con amplio
rango de funciones de la laguna-humedales y el paisaje, incluyendo una estrecha
conexion con la productividad de la Sonda de Campeche (CONANP-SEMARNAT,
1997).

Por otro lado, la Bahia de Campeche aporta las mayores pesquerias de México y
se encuentra entre dos provincias geoldgicas: al este la peninsula de Yucatan al
oeste y al sur las tierras bajas de Tabasco y Los altos de Chiapas y Guatemala,
(Robadue et al., 2004). Hay cuatro rios de cuenca principales que desembocan al
interior de la laguna de Términos. El rio Candelaria al extremo noroeste, es una de
las fuentes de abastecimiento mas importante, su cuenca se encuentra
principalmente en la Peninsula de Yucatan, este rio junto con el rio Mamantel
forman la laguna de Panlau, que conecta con la Laguna de Términos a la entra de
Pargos. Esta unién forma el sistema Candelaria-Panlau. El rio Chumpan se
desarrolla en la llanura costera a través de los rios Salsipuedes y San Joaquin y
las corrientes finalmente desembocan en el extremo sur de Laguna de Términos
(Robadue et al., 2004).

Existe una gran diversidad de ambientes estuarinos, que incluyen manglares,
pantanos de baja salinidad, pastos marinos, ostras de arrecife, areas de alta
sedimentacién, y bajas salinidades en la zona oligohaina. Existen dos fuentes
distintas de aporte de sedimentos en la laguna: Fluviales y Calcareos procedentes

de las playas orientales de la laguna (Yafiez-Arancibia et al., 1983).

11
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La Laguna de Términos cuenta con mas de 250,000 ha. de manglar de méas de 30
m. interconectados por canales naturales y vias fluviales, mismos que cuentan con
buena salud. Entre las especies de manglar reportadas se encuentran reportadas
R. mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia germinans y Conocarpus erecta. Se
estima que 106,000 ha. de manglar se encuentran puros y han sido registrados en
el ultimo estudio de uso de suelo hecho para el area (EPOMEX, 2004).

Este sistema lagunar es uno de los mas estudiados debido a: 1) presentan una alta
diversidad en especies y habitat; 2) Por sus recursos: peces, moluscos y
crustaceos; 3) su interaccién con la sonda de Campeche; 4) Su gran desarrollo
industrial (industria del petrdleo) y el desarrollo general que esta tomado en sus
costas y areas cercanas; 5) aun no ha llegado a niveles criticos de contaminacion
(Robadue et al., 2004).

Alejandro Toledo, examiné el caso de las cuencas hidrograficas Usumacinta-
Grijalva para ilustrar las importantes conexiones entre los rios, océanos y costas de
México. En resumen identifica: los cambios en patrones naturales el flujo del rio y
la sedimentacion de los lechos de los rios como lo mas grave; la acelerada pérdida
de la vegetacién en las cuencas altas, causado por la tala descontrolada, asi como
un cambio en la ganaderia y la agricultura, el tercer servicio ambiental que esta en
peligro, son vy; los suelos, debido a la erosién. La contaminacion del agua y otras
fuentes de contaminacion afectan las cuencas hidrogréaficas, aguas residuales
urbanas y rurales son ampliamente descargadas sin previo tratamiento. Pocas
instalaciones se han disefiado adecuada mente para el manejo de residuos sélidos,

especialmente los toxicos y peligrosos.

Para Laguna de Términos y sus afluentes la industria del petréleo ha sido durante
mucho tiempo la principal preocupacion, junto con los residuos industriales en los
efluentes urbanos asi como los productos agroquimicos. Por ultimo, y muy
importante punto, como los es la pobreza y marginacion, los municipios de Carmen
y Palizada cuentan con una alta proporcién de pueblos con nivel extremo de

marginacion (Toledo, 2003).

12
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CAPITULO III: HIPOTESIS

La concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides de R. mangle presentan
actividad antioxidante, quelante Cu y actividad antifingica, mismas que varian con

el tipo de perturbacion atropogénica.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 GENERAL

Determinar la actividad antioxidante, quelante de Cu vy fungicida de compuestos
fenolicos de R. mangle bajo diferentes tipos de perturbacion antropogénica contra
el hongo Fusarium verticillioides, cepas (PO3, DA42 Y F64)

3.1.2 ESPECIFICOS

1. Cuantificar los compuestos fendlicos y flavonoides de R. mangle

2. Analizar qué tipo de tejido presenta las mayores concentraciones de compuestos
fendlicos y flavonoides

3. Determinar qué tejido presenta la mayor actividad antioxidante y quelante Cu

4. Correlacionar la concentracién de compuestos fendlicos, flavonoides, actividad

antioxidante y quelante Cu con el tipo de perturbacion antropogénica

5. Determinar la actividad antifingica de los flavonoides de R. mangle.

13
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Highlights

Antioxidant and chelating capacity of Rhizophora mangle were determined.
R. mangle extracts shows a high antioxidant and chelating capacity.
Phenolic concentration vary among extracts, three populations

Phenolic concentration vary according to the pollutants.

Chelating and Antioxidant capacities is related to the total phenolic compounds.
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15 Abstract

16  The main objective of this study was to determine the variation of total phenolic (TPC) and
17  total flavonoid (TFC) content and the antioxidant (AA) and copper chelating (Cu+CA)
18  activities of Rhizophora mangle from three coastal lagoons under different anthropogenic
19  pollution. TPC in the stem extracts was correlated to the sites under oil extraction pollution
20  and that in leaves extracts to the sites where UV-B radiation intensity is higher. AA in root
21  and stem extracts was correlated to the oil pollution and that in leaf extracts was correlated
22 to the sites under higher UV-B radiation intensity. Cu+CA was significantly higher in stem
23 extracts and was not correlated to the presence of pollution. Concentration of the assessed
24  metabolites in R. mangle structures varies as a protection against the presence of pollution
25  or UV-B radiation intensity, which influences the concentration of phenolic compounds

26  even in the same species from different geographical locations.

27  Keywords: mangrove; mangrove physiology; phenolic compounds; secondary metabolites;
28  marine pollution

29 1. Introduction

30  Wetlands are ecosystems where water fluxes control the environment and the associated

31  plant and animal life; mangrove communities are among the most important wetlands based
32 ontheir ecological value (RAMSAR, 2013). Mangrove communities consist of trees that

33  belong to different families and are found in tropical and subtropical latitudes (Duke et al.,
34 1998). Five mangrove species occur in the tropical coastal zone of Mexico: black

35  mangrove (Avicennia germinans), buttonwood (Conocarpus erectus), red mangroves

36  (Rhizhophora harrisonii and R. mangle) and white mangrove (Laguncularia racemosa)
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37  (Rico-Gray and Palacios-Rios, 1996). These ecosystems provide shelter and food sources
38  for both marine and terrestrial life, as well as sources of wood and food for human

39  communities in coastal regions. They contribute to litter decomposition and nutrient

40  enrichment in the complex food webs as important energy transfers (Kathiresan and

41  Bingham, 2001) and are valuable as nursery areas for shrimp and feeding areas for fish

42 (Marshall, 1994). Mangroves also play the roles of natural barriers protecting the coast

43 against the surges, carbon accumulation, detritus and pollutants input in their sediments
44  (Kaiseretal., 2011).

45  Phenolic compounds in mangroves are able to protect these plants from ultraviolet

46  radiation, and to defend them from herbivores and pathogens. Different environmental

47  conditions, like UV light radiation, oxygen stress, organic pollution, oil pollution

48  (Kathiresan and Bingham, 2001), salinity (Sivanadanam et al., 2012), metal pollution

49 (Guanggqiu et al., 2007; Shirvani Mahdavi et al., 2012) and domestic wastewater supplies
50  (Herteman et al., 2011), whose can be related to the polyphenol concentration or AA and
51  Cu'CA in mangroves.

52 The three lagoon systems examined in this study are subjected to different levels of

53 anthropogenic disturbance. The Terminos Lagoon is located in the Gulf of Mexico (18° 35’
54  Nand 91° 32" W) and is impacted by the activities of the oil industry that exploits the

55  Campeche basin located in the Gulf of Mexico, corresponding to the greatest oil reserve in
56  Mexico (Robadue et al., 2004). This activity causes contamination in the adjacent coastal
57  lagoons such as organic persistent pollutants (Zapata-Perez et al., 2007; Carvalho et al.,

58  2009), urban wastewater (Garcia-Rios et al., 2013) and metals (Benitez et al., 2012), which

59  are concentrated in the sediments of the Terminos Lagoon and, therefore, in the mangroves
3
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60  (Fig. 1). The Navachsite Bay is located in the south-eastern part of the Gulf of California
61  (25° 28 N and 108° 48" W), and borders the most important agricultural area of Mexico
62  (Orduiia-Rojas and Longoria-Espinoza, 2006). Agriculture in the Guasave Valley produces
63  the largest corn harvests in more than 100,000 hectares that generate pollution from the use
64  of organochlorine pesticides whose residues are disposed into the Navachsite Bay. These
65  residues are trapped in the sediments of the lagoon system (Montes et al., 2011) or are

66  incorporated into marine biota that inhabits this system, such as fish (Reyes-Montiel et al.,
67  2013; Granados-Galvan et al., 2015) (Fig. 1). The Magdalena Bay is a lagoon system

68  located in the Pacific in the western part of the Baja California Peninsula (26° 44° N and
69  113° 09" W). It is a virtually pristine system that is not impacted by industries or large-scale
70  agriculture, but presents an environmental degradation and resource use conflicts

71  throughout the lagoon, like artisanal fisheries (Malagrino et al., 2008; Angel Ojeda Ruiz de
72  laPefia and Ramirez Rodriguez, 2014; Ojeda-Ruiz et al., 2015), aside of natural arsenic

73 pollution (Shumilin et al., 2005). The system receives municipal wastes of one city with
74 less than 100,000 inhabitants, their wastes being dispersed by the hydrodynamics of this

75  lagoon (Zaitsev et al., 2014) (Fig. 1).

76  UV-B radiance affects plants, and higher exposure to UV-B affects the phenolic

77  concentration (Detrés et al., 2001; Babu et al., 2003; Huyskens-Keil et al., 2007; Agati and
78  Tattini, 2010; Julkunen-Tiitto et al., 2014). Specifically, UV-B increases soluble phenolic
79  compounds and reduces aboveground biomass, soluble fructan concentrations and

80  digestibility (Comont et al., 2013).

81  Although it is clear that environmental conditions like pollution, stress, and UV-B light

82  intensity affect the polyphenols concentration in mangroves, there are no studies in the
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same species affected by different anthropogenic pollutants or different latitudes associated
to UV-B light intensity. In this sense, this study evaluated the changes in phenolic
compounds content, chelating and antioxidant activity in R. mangle from Magdalena Bay,
Navachsite Bay and Terminos Lagoon under different anthropogenic pollution.

2. Methods

2.1. Study sites

The coastal lagoons of Magdalena Bay, Navachiste Bay and Terminos Lagoon are located
in Mexico. Magdalena Bay is located on the Pacific coast and is under low anthropogenic
impact from artisanal fisheries that intensively exploit only some areas of this lagoon due to
its remoteness from populated areas (Hastings and Fischer, 2001); industrial activities are
not affecting this area. Navachsite Bay is located on the Gulf of California coast and,
because of the intense agricultural activity surrounding this area, it presents high
contamination indices of polychlorinated biphenyls (PCBs), organochlorine pesticides, and
heavy metals (Paez-Osuna et al., 2002; Montes et al., 2011). On the other side, Terminos
Lagoon is located on the Atlantic coast and is under the constant impact of the surrounding
oil industry responsible for the development, refining, marketing, and exporting of Mexican
oil (Robadue et al., 2004) (Table 1, Fig. 1).

2.2. Experimental design

2.2.1. Mangrove samples analysis

The leaf, stem and root samples of Rhizophora mangle were collected in Magdalena Bay,
Navachsite Bay and Terminos Lagoon in June, July and August 2011, respectively.
Samples of leaves were collected manually, excluding young (<1.5 m) and old (rough

barks) plants, as well as those leaves showing yellowish colour or broken edges. The
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samples of stems and aerial roots were extracted firstly by scraping the surface with a jack-
knife to collect the samples (Macfarlane et al., 2003; Naranjo-Sanchez and Troncoso-Olivo,
2008). A total of three samples per tissue and five trees per point were taken per area (n =
75). After the samples were collected, they were cleaned with distilled water and preserved
under dark conditions in aluminium foil. In the laboratory, the samples were dehydrated in
an oven (Riossa® E-47), at 40°C until constant weight (+5 days). After dehydration, the
samples were milled in a grain grinder (Krups® GX 4100, Type F408, Mexico). Finally,
samples were stored in black plastic bags, under darkness, in dry and at room temperature
conditions until analysis.
2.2.2. Extraction and isolation of phenolic compounds (MIdadul et al., 2011; Asha et
al., 2012)
To each milled dry sample (0.5 g), 10 ml of ethanol at 5°C (80%, v/v) was added, and the
samples were shaken (30 min) on a heating plate (Cimarec®, USA) avoiding light at room
temperature, and then filtered through Whatman® paper # 1. The supernatant was separated
and the precipitate was supplemented with 10 ml of ethanol at 5°C (80%) for a second
extraction. To remove chlorophyll, 20 ml of petroleum ether was added to the solution after
extraction. All supernatant extracts were kept in darkness and refrigerated until analysis. To
calculate the total phenolic content, total flavonoid content, scavenging capacity, and
copper chelating activity, three aliquots (three replicas per aliquot) of the extracts of stem
(100 pl), bark (10 pl), and root (20 ul) were diluted with ethanol (800 ge1™") at 900, 990 and

980 pul at room temperature.

2.2.3. Determination of total phenolic content (TPC)
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128  Total phenols in extracts of R. mangle were determined using the Folin-Ciocalteu reagent
129  (Adom and Liu, 2002). Each extract (100 ul) was supplemented with Folin-Ciocalteu

130 reagent (750 ul) diluted 10 times with distilled water. This mixture was kept in darkness (5
131 min) and, thereafter, a 60 g« I"! solution of Na,COs (750 ul) was added to neutralize the
132 reaction. After incubation (90 min), the absorbance was measured (750 nm), and the TPC,
133 expressed as gallic acid equivalents (GAE) per 100 g dry basis (db) (mg GAE=100 g™ db),
134 was estimated from a calibrated curve of gallic acid, read (750 nm) in a Thermo Scientific”®
135 Spectrophotometer UV-VIS, model Genesys 10s (r2 =0.9968).

136  2.2.4. Determination of total flavonoid content (TFC)

137  TFC was obtained taking 100 pl of extract and adding as described (Sultana et al., 2009):
138 75 ul of NaNO, (50 g » 1'1), 75 ul of AICI3 (100 g » 1'1) after 5 min; 500 pl of NaOH (40 g* I’
139 1, and 600 pl of distilled water 6 min later. The solution was mixed and the absorbance
140 was measured (510 nm) within 30 min in the Thermo Scientific® Spectrophotometer

141  previously described. Results were reported as milligrams of catechin per gram dry basis
142 (mgCE-100g ! db). The calibration curve of catechin was performed with a standard
143 solution (0.1 mg e+ ml™).

144  2.2.5. ABTSe+ radical-scavenging capacity

145 This was measured by the discoloration method (Arnao et al., 2001) with some

146 modifications. Briefly, the method consists in preparing a solution with ABTS™ (0.0384 g)
147  and K28,0s (0.0066 g) diluted with 10 ml of distilled water and incubated for 12 h; after
148  incubation and the formation of the radical ABTS™, 550 ul (working solution) was diluted
149  to 50 ml in ethanol. In the case of the ABTSe+ solution, it was diluted with distilled water

150 to a 0.70 absorbance (SD = (0.02) at 734 nm at room temperature according to Pawlak et al.
7
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151  (2010)in a Thermo Scientific® Spectrophotometer. An aliquot of ABTS™* solution (990 pl)
152  supplemented with ethanol (800 g « 1", 10 pl) and all samples in triplicate were read every
153  min for 7 min, calculating the scavenging activity with the next formula:

Abs sample To—Abs sample Ty
Abs Sample T.—(E=Contrel To=Abs Conerel T X 100
SREnpie: 0_( Abs Control Tg )

154  ABTS'* Inhibition (%) =

155  Where: Abs sample = sample absorbance; Abs control = control absorbance; 75 = minute
156  zero; Ts=five minutes. The absorbance decrease was expressed as the inhibition

157  percentage of ABTS ™ expressed as Trolox equivalent per gram of dry basis (20-200

158  pmolsl?).

159  2.2.6. Copper chelating activity (Cu+CA)

160  Cu' chelating activity was evaluated using the method described by Saiga et al. (2003),
161  adding to 290 pl of 50 mM acetate buffer (pH 6.0), 6 nl of 4 mM pyrocatechol violet,

162 copper (20 pl), and 1 pg (10 pl) (CuSO,4 * 5H;0). The colour change from blue to yellow in
163  the solution was measured at 632 nm in the same Thermo Scientific® Spectrophotom eter
164  used above, with the following equation:

Chelating e [(Ao(conrra[) i Al(sample))

4 1x 100
0
165 (control)

166  Where: Ao = Absorbance of the control (blank, without extract); A; = Absorbance in the
167  presence of the extract, and; Ci = chelating activity assay.

168 2.2.7. Heavy metals in sediment

169  Two sediment samples per point (24 total samples) were collected in the same four points
170  from Magdalena Bay, Navachsite Bay and Terminos Lagoon from January to August 2011.

171  All samples were collected with a Teflon spoon and wrapped immediately in aluminium
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172 foil, placed into polyethylene bags, stored in an icebox, and then kept in a freezer for

173 preservation until analysis in the laboratory.

174  2.2.8. Heavy metals content in sediments

175  The Fe, Cu, Pb, Ni, Cd, and Mn contents were determined by acidic digestion (Breder,
176 1982) . Sediment samples were dried (60°C) during 48 to 96 h and homogenized by

177  grinding. A 0.5 g sample was placed on heating plates with 5 ml aqua regia (1:3 HCI:

178  HNOs) until dryness. After cooling, the solution was adjusted to 50 ml with deionized
179  water and stored in plastic vials until analysis. Total content of metals was determined by
180  flame atomic absorption spectroscopy (GBC® Avanta) (air-acetylene flame) recovering
181  over 90% with respect to the certified material, in the Environmental Pollution Laboratory
182  ofthe CIIDIR Sinaloa Research Centre. Blank samples and certified reference materials
183  (PACS-2, Marine Sediment Reference Materials for Trace Metals and other Constituents,

184  National Research Council, Canada) were used to ensure standardization.

185  For statistical analyses, mean concentration and standard deviation (SD) were calculated
186  and the contents of heavy metals in sediments were compared with the compositions of the
187  average continental crust given by Taylor (1964). All assays were carried out in triplicate.
188  Data were expressed as means with standard deviations. Two-way ANOVA (p < 0.05) was
189  performed and Pearson’s analysis was used to correlate TPC, TFC, AA, and Cu" chelating
190 activity with the kind of pollutant inputs and location sites latitude.

191 3. Results

192 3.1. Total phenolic compounds (TPC)
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193 Leaf values were between 19 + 3 to 51 + 11 mg GAEs g™ db, the highest values

194 corresponded to Magdalena Bay. Stem extracts fluctuated from 153 £ 20 to 261 + 19 mg
195  GAE<g" db and root extracts values from 83 = 34 to 107 + 5 mg GAE+g" db. Terminos
196  Lagoon obtained the highest values for all three tissues. A significantly higher difference
197  was found between the leaf extracts in Magdalena Bay and those of Navachsite Bay and
198  Terminos Lagoon (p = 0.001). In the same sense, Terminos Lagoon’s TPC values in stem
199  extracts were significantly higher than in Magdalena Bay and Navachsite Bay (p = 0.001).
200  On the other side, there were no significant differences in the TPC values of root extracts
201  among sites (p = 0.252) (Table 2).

202 3.2. Total flavonoid content (TFC)

203  TFC values in leaf extracts were between 10 + 0 and 24 = 0 mg CE » g'l db) with the

204  highest values in Magdalena Bay. TFC values in stem extracts ranged from 59 + 11 to 88 +
205 9mgCE« g db. TFC values in root extracts were between 35 + 11 and 51 + 22 mg CE »
206 g'db. Significant differences were found among sites and tissues (p = 0.001). TFC values
207  in leaf extracts were significantly higher in Magdalena Bay (p = 0.001), significantly lower
208  in stem extracts in Navachsite Bay (p = 0.001), and no significant differences were found in
209  root extracts (Table 3).

210 3.3. ABTSe+ radical-scavenging capacity

211  AA in leaf extracts ranged from 7 x 10°+ 1 x 10*to 1 x 10*+ 2 x 10> pmol Trolox « g™ db)
212 with the highest values in Magdalena Bay, which were between 5 x 10*+2 % 10* and 1 x
213 10°+ 8 x10® umol Trolox * g'! db) in stem extracts and between 3 x 10%+ 2 x 10*to 5 x 10*
214 +1 x 10* umol Trolox * g db) in root extracts, with the highest values in Terminos

215  Lagoon. Significant differences among sites and tissues were higher (p = 0.001) in root

10
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extracts and stem extracts in Terminos Lagoon than in the other two sites (p = 0.001),

whereas leaf extracts showed no significant differences among sites (p = 0.053) (Table 4).

3.4. Copper chelating activity (Cu+CA)

Cu'CA of leaf extracts was between 38.02 + 6.24% and 39.35 + 2.49%. Navachsite Bay
obtained the highest values of Cu’CA. Cu'CA of stem extracts oscillated from 52.82 +
4.03%to0 56.48 + 4.34%, and in root extracts, values were from 45.07 + 3.56%t0 49.50 +
9.01%. Terminos Lagoon and Magdalena Bay extracts obtained the highest Cu'CA. There
were no significant differences among sites in Cu'CA (p = 0.905), but the difference was
significant among tissues (p = 0.001) (Table 5).

3.5. Metal content in sediments

In Magdalena Bay sediments, Pb was the heavy metal found at above continental crust
average concentrations. The rest of the detected heavy metals were under the continental
crust average (Table 6). For Navachsite Bay sediments, Pb and Zn were above continental
crust average, the rest of the detected heavy metals were under continental crust average
(Table 6). Whereas for Terminos Lagoon sediments, this is the ecosystem where more
metal concentrations were found to be above continental crust average (Table 6), Cu, Pb,
Ni, Zn, and Cd (Table 6). The successive order, from highest to lowest concentrations, in
Magdalena Bay, was Fe>Mn>Ni>Zn>Pb>Cu>Cd, for Navachsite Bay it was
Fe>Mn>Zn>Cu>Ni>Pb>Cd; and in Terminos Lagoon it was Fe>Mn>Zn>Ni>Pb>Cu>Cd.
Metal-metal strong positive correlations (rz, p <0.05) were found in Magdalena Bay for Fe-
Cu, Cu-Pb, Cu-Ni, Fe-Pb, Fe-Ni, Pb-Ni, Cu-Zn, Cu-Cd, Cu-Mn, Fe-Zn, Fe-Cd, Fe-Mn, Pb-

Zn, Pb-Cd, Pb-Mn, Zn-Cd, Zn-Mn and Cd-Mn. For Navachsite Bay, they were Cu-Ni, Fe-

11
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238  Pb, Cu-Zn, Ni-Zn. For Terminos Lagoon, they were Cu-Pb, Fe-Ni, Cu-Cd, Pb-Zn, Pb-Cd,
239  Zn-Cd, Zn-Mn, and Cd-Mn (Table 7). Two sampling groups were formed, one constituted
240 by four sampling points of Terminos Lagoon and point 3 of Magdalena Bay; the other

241  group included four points of Navachsite Bay and points 1, 2 and 4 of Magdalena Bay

242 (Fig. 2).

243 3.6. Bioactive compounds correlation

244 TPC contributed significantly (p < 0.05) and strongly (0.601, > =0.973) to the antioxidant
245 capacities of R. mangle tissue extracts between AA and TPC, AA and TFC, Cu'CA and
246  TPC, and Cu'CA. Weak correlations were found between TFC and the heavy metals (Fe,
247  Cu, Pb, Ni, Zn, Cd, and Mn) in sediments of Magdalena Bay (r2 =0.572, 0.562, 0.569,

248  0.574, 0.57, 0.545, 0.574, respectively). No correlation was found between bioactive

249  compound/activities (TPC, TFC, AA, Cu'CA and heavy metals (Fe, Cu, Pb, Ni, Zn, Cd,
250  and Mn) in sediments (r* from 0.022 to 0.290; p < 0.05) (Fig. 3).

251 4. Discussion

252 The highest TPC values in the stem bark extracts of R. mangle are similar to those found in
253  previous studies on mangrove species (Banerjee et al., 2008; Haq et al., 2011,

254  Krishnamoorthy et al., 2011); phenolic compounds are stored in the stem bark in this

255  species (Banerjee et al., 2008). On the other side, leaves do not store phenolic compounds,
256  their lower TPC is explained by the fact that these molecules are constantly being used as
257  receptors for diverse wavelengths of solar radiation and, thereby, protecting from potential
258  photo damage (Agati et al., 2007; Agoramoorthy et al., 2008; Agati and Tattini, 2010). The
259  intermediate TPC values in root extracts can be related to the absorption and conduction of

260  water and minerals carried out by the roots in R. mangle (Taiz and Zeiger, 2002). Root TPC
12
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261  values can be caused by a higher synthesis of phenolic compounds to survive under

262  particular stress conditions (Jithesh et al., 2006); TPC are synthetized against antioxidant
263  or chelating activities (Banerjee et al., 2008) and are not accumulated as occurs in barks or
264  used as in leaves.

265  Leaves contain tannins, flavonoids, terpenoids, alkaloids, as well as steroids and cardiac
266  glycosides (Mouafi et al., 2014). The higher TPC values in the leaf extracts of R. mangle
267  from Magdalena Bay than from Navachsite Bay and Terminos Lagoon are caused by the
268  defence role of simple phenols in the protection of leaves against herbivores and photo

269  damage (Close and McArthur, 2002; Babu et al., 2003; Agati et al., 2007; Agati and Tattini,
270  2010; Agati et al., 2013) activated by ultraviolet light (Taiz and Zeiger, 2002), and possible
271  nutrients limitation (Lovelock et al., 1992; Yi-Ming et al., 2009). Magdalena Bay and

272 Navachsite Bay are latitudinal close, but the higher TPC values in Magdalena Bay are

273 related to the higher recorded irradiance rates in Magdalena Bay (7.93 kWhem™* day™) than
274  in Navachsite Bay (5.9 kWhem™ day™) and Terminos Lagoon (6 kWhem™ day™)

275  (Solartronic, 2003; SMN, 2013) together with the lack of nutrients limitation in these two
276  lagoons (Robadue et al., 2004; Yafiez-Arancibia and Day, 2006; Carrasquilla-Henao et al.,
277  2013; Reyes-Montiel et al., 2013), the latter are environmental factors that influence TPC in
278  leaves.

279  The stem extract TPC values are similar to those found in previous studies in the

280  Rhizophora genus (Batubara et al., 2012). The highest TPC values in stem bark and root in
281  Terminos Lagoon can be related to the pollution conditions of this site influenced by the oil
282  extraction industry. Phenols increase in the root in response to pollutants present in the

283  environment (Loponen et al., 2001; Marquez-Garcia et al., 2009; Sima et al., 2012; Landi et
13
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284  al., 2013). The similar TPC values in roots among the three sites indicate that the kind of
285  pollutant inputs in these lagoons does not influence the phenolic compounds concentration
286  inroots that store phenols mainly as tannins (Banerjee et al., 2008).

287  Inthis study, the TFC values in stem bark were similar to those reported for the Rizophora
288  genus (Batubara et al., 2012). The vacuolar flavonoids constitute a secondary antioxidant
289  system that is activated upon severe stress conditions (Agati et al., 2012). In Terminos

290  Lagoon, besides agricultural inputs, the lagoon is constantly affected by the oil industry,
291  which can increase the stress exerted on the plant. One clue in this aspect is that polyphenol
292  oxidase activity increases under stress, because of its ability to oxidize and degrade toxic
293 substances, such as phenolic compounds, which are generally reported to be accumulated
294 during salt stress (Sivanadanam et al., 2012). Flavonoids protect plants from UV radiation
295  (Agati et al., 2007) and higher concentration of TFC in leaves is due to the higher UV-B
296  radiation exposure in Magdalena Bay than in Terminos Lagoon and Navachsite Bay

297  (Moorthy and Kathiresan, 1997). In addition, Magdalena Bay has a deficit of fresh water
298  input differing from the conditions of Navachsite Bay and Terminos Lagoon, which receive
299  agricultural (Ordufia-Rojas and Longoria-Espinoza, 2006) and river runoffs (Yafiez-

300  Arancibia and Day, 2006).

301 Regarding AA, our results agree with those found in other Rhizophora genera, such as R.
302  apiculata (Asha et al., 2012) and R. mucronata (Agoramoorthy et al., 2008), indicating a
303  similarity in the high antioxidant activity potential of R. mangle (Liang-Liang et al., 2010,
304  Sanchez Calero et al., 2011). The AA value in leaves from Magdalena Bay is directly

305  proportional to the concentrations of TPC and TFC and is similar to the findings of

306  Agoramoorthy et al. (2008) in the same extract. On the other side, the higher AA values in
14
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307  stem bark and root extracts in Terminos Lagoon can be related to the kind of pollutants to
308  which R. mangle is exposed. Magdalena Bay is almost clean from pollutants in its

309  ecosystem (Hastings and Fischer, 2001) and Navachsite Bay is constantly impacted by

310  pesticides from the intensive agriculture surrounding it (Montes et al., 2011). According to
311  this, salt-excluding species such as R. mangle are less susceptible to herbicides (Bell and
312 Duke, 2005), resulting in less AA as found in Navachsite Bay, but other pollutants such as
313  heavy metals from the oil industry could be stimulating the AA in Terminos Lagoon.

314  Regarding Cu'CA, TPC and TFC values did not influence the Cu'CA of R. mangle in the
315  three sites; nevertheless, stem bark Cu'CA was higher than that of the leaf and root extracts
316  in the three sites. Cu'CA depends largely on the number of hydroxyl groups (Mira et al.,
317  2002) or on a high number of proanthocyanidins (Karamac, 2009). In this sense,

318  Rhizophora species store polyphenolic compounds in stem bark tissue (Agoramoorthy et
319  al, 2008; Banerjee et al., 2008), predominantly as procyanidins (Liang-Liang et al., 2010),
320  catechin, epicatechin, epigallocatechin, and epicatechin gallate (Oo et al., 2008). High

321  amounts of flavonoids improve chelation of metal ions (Symonowicz and Kolanek, 2012)
322  such as those detected in the stem bark in Terminos Lagoon; the high content of metals in
323  the superficial mangrove sediments coming from the oil industry could be influencing TPC
324  and TFC values in R. mangle. Metal correlations in Terminos Lagoon were associated with
325  Fe and Mn, elements known as scavengers (Cox and Preda, 2005); Terminos Lagoon is
326  close to the Campeche basin, which hosts the largest oil field in Mexico and one of the

327  largest offshore oil provinces (Scholz-Béttcher et al., 2008), this industry is a potential

328  source of heavy metals.

329 5. Conclusions
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330  This study determined that the kind of pollutant influences TPC, TFC, AA and Cu'CA in R.
331  mangle tissues, but metabolism will produce these secondary metabolites depending on the
332 plant tissue. In this sense, the stem bark showed the highest values of TPC, TFC, AA and
333 Cu'CA in the three sites. In the stem bark, these are related to the storage of polyphenols to
334  protect it from heavy metals or other toxic substances, whereas in leaves their function is to
335  protect the plant from UV-B radiance intensity, and in the roots from salinity stress.

336 Concentration of the assessed metabolites in R. mangle structures varies as a protection
337  against the presence of pollution (Guangqiu et al., 2007; Shirvani Mahdavi et al., 2012) or
338  UV-B radiation intensity (Klem et al., 2015) which in this case, increased the concentration
339  of phenolic compounds even in the same species from different geographical locations.
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Figure captions

Fig. 1. Geographical location of the study area and location of sampling sites in Magdalena

Bay (A), Navachiste (B) and Terminos Lagoon (C).

Fig. 2. Similarity tree diagram of metal concentration in sediments. P=sampling point;

M=Magdalena Bay; N=Navachsite Bay and T=Terminos lagoon (p<0.05).

Fig. 3. Correlation (r2) among antioxidant activity (ABTSe+) with total phenolic content,
total flavonoid content, and copper chelating activity of leaf, stem bark, and root extracts of

R. mangle in three coastal lagoons.
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Tables

Table 1. Geographical location within MBay, NBay and TLag of

sampling points of leaves, roots and stem bark tissues of R. mangle.

Sampling
MB' NB' o
point
24°46°17.81"N  25°22°23.46"N  18°38°25.08"N
" 112°10°27.70"0O 108°38733.07"0 91°46°13.96"0O
24°39°35.01" N 25°32728.03"N  18°29°33.42"N
" 112°08°56.27"0 108°48721.39"0 91°4726.32"0
24°46°50.60" N 25°31°41.29"N  18°35'51.89"N
" 112°05°35.83"0O 108°46'14.83"0  91°57°44.96"0O
24°47°50.75" N 25°31°30.57"N  18°38°08.74"N
P4

112°06°23.93"O

108°42°40.12"0

91°45°15.27"0

! MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon
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Table 2. Total phenolic content (mg GAE«g" db) of leaf, root, and stem
bark extracts of R. mangle from three coastal lagoons. Different lowercase
letters indicate significant differences among tissue extracts. Different

uppercase letters indicate significant differences among study sites

(p=0.05).
MBay' NBay' TLag'

LE” .

5 I o 19 + 3§ 25 + 3§
SBE?

153 + 203 155 + 333 261 + 193
RE* b c b

105 + 24, 83 + 34, 107 £ 54

! MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon

2 LE=Leaf extracts, SBE=Stem bark extracts, RE=Root extracts
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Table 3. Total flavonoid content (mean + SD) (Catechin g*100g™ db) of
leaf, root, and stem bark extracts of R. mangle from three coastal
lagoons. Different lowercase letters indicate significant differences
among tissues extracts. Different uppercase letters indicate significant

differences among study sites (p<0.053).

MBay1 NBay1 TLag1
LE?

2405 1+ 0% 140§
SBE?

8443, 6+13 9+23
RE?

5+ 20, 3+ 4+18

! MBay= Magadalena Bay, NB MBay =Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon

2LE=Leaf extracts, SBE=Stem bark extracts, RE=Root extracts
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Table 4. Average + standard deviation (n=3) of antioxidant activity of ABTS™ (umol
Trolox-g'1 db) of leaf, root, and stem bark extracts of R. mangle from three coastal lagoons.
Different lowercase letters indicate significant differences among tissues extracts. Different

uppercase letters indicate significant differences among study sites (p<0.05).

MBayl NBay1 TLag1
LE” a c c
1X10* + 2X103, 7X10% + 1X103g 8X103% + 1X103;
SBE?
5X10% + 2X104; 5X10% + 2X10%3, 1X10° + 8X10%}
RE?
3X10% + 2X103) 3X10* + 8X10%5, 5X10% + 1X10%,

T MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon

21 E=Leaf extracts, SBE=Stem bark extracts, RE=Root extracts
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Table 5. Copper chelating activity (%) of leaf, root, and stem bark
extracts of R. mangle from three coastal lagoons. Different lowercase
letters indicate significant differences among tissues extracts. Different

uppercase letters indicate significant differences among study sites

(p=0.05).
Tissue

MBay1 NBayl TLag1
Extract
LE?

38 + 65 39 + 25 39 + 75
SBE?

53 +43 53+ 13 56 +43
RE?

48+ 5% 45 + 48 50 +9%

"' MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon

21 E=Leaf extracts, SBE=Stem bark extracts, RE=Root extracts
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Table 6. Concentrations of heavy metals in sediments (mgekg™ db)
except Fe (%) (min-max/average = SD) from the three coastal lagoon
ecosystems and average crust values (Taylor, 1964). ND = Not
Detected. The grey shadows represent the concentrations above average

crust values.

Detected —
heavy MBay1 NBay1 TLag1 g
crust
metal
0.4-1.8 3-3.2 0.4-2.6
Fe 5.6
0.8+£0.7 3+0.2 1.2+1
1.8-17.8 14.3-32.1 3.6-57.0
Cu 55
6.7+7.5 22.7£7.4 30+23.8
ND-33.2 6.3-15.3 15.3-60.2
Pb 12.5
12.3+£18.1 8.6+4.5 404+21.5
ND -71.8 10.2-18 18-123.1
Ni 75
71.8+0 13.5£3.2 60.7+54.4
3.3-35.6 48.3-75 11-173.4
Zn 70
12.5£15.5 61.0£12.0 70.0£71.2
0.1-2.4 0.1-0.9 0.9-3.2
Cd 0.2
0.9+1.1 0.7+0.3 1.8+1.1
34.3-184.3 72.6-321.3 41.3-92.3
Mn 76.7+71.7 230+£109.4 60+23.1 950

! MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon
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Table 7. Correlations between metal-metal in three

coastal lagoons: MBay, NBay and TLag.

Correlations (rz)

Metal-Metal

MBay' NBay' TLag1
Fe-Cu 0.997
Cu-Pb 0.998 0.934
Cu-Ni 0.994 0.982
Fe-Pb 1 0.993
Fe-Ni 1 1
Pb-Ni 0.999
Cu-Zn 0.997 0.854
Cu-Cd 0.956 0.819
Cu-Mn 0.986
Fe-Zn 0.997
Fe-Cd 0.947
Fe-Mn 0.996
Pb-Zn 0.998 0.735
Pb-Cd 0.950 0.950
Pb-Mn 0.994
Zn-Cd 0.969 0.816
Zn-Mn 0.987 0.950
Ni-Zn 0.886
Cd-Mn 0919 0.602

! MBay= Magadalena Bay, NBay=Navachiste Bay, TLag= Terminos Lagoon



Martinez-Alvarez, I. 2015. Compuestos fendlicos de Rhizophora mangle

V.2 In vitro antifungal effect of mangrove (Rhizophora mangle) extracts on

Fusarium verticillioides isolates
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1. Introduction

Restrictions on the use of synthetic fungicides have been implemented in the last decade, due to
their negative impact on the environment and the rapid emergence of resistant fungal isolates.
This has driven plant researchers to find alternative fungicidal compounds [1].

Mangroves are one source of these compounds. These woody plants are found in tropical and
subtropical intertidal regions, and are able to grow under extreme local environmental conditions
including high salinity, extreme tides, strong winds and high temperatures, as well as muddy,
anaerobic soils [2,3]. These stress conditions promote the production of antioxidants such as
phenols, which are used to counteract the effect of reactive oxygen species (ROS) [4,5].
Importantly, several studies have already reported the antifungal activity of mangrove phenolic
extracts [6-10]. In particular, mangrove species of the Rhizophoraceae family have a high
concentration and diversity of phenols [4,5,11,12], which are reported to be effective against
different fungal species [7,13-15]

The study and use of phenolic compounds as a strategy for controlling phytopathogenic fungi has
increased in recent years [16-18]. Several phytopathogenic species are found within the fungal
genus Fusarium [19]. This includes Fusarium verticillioides, the widely distributed causative
agent of stalk, ear and root rot in maize [20,21]. Aside from decreasing grain yield and quality
[22-24], this fungus produces a variety of mycotoxins that contaminate maize grain, thereby
threatening animal and human health [19].

Chemical control of this fungus has been inadequate, making it necessary to find effective
alternatives to monitor the effects of this pathogen. As stated above, previous research has
examined the antifungal properties of mangrove phenolic compounds, although no

comprehensive studies have been performed on the antifungal activity of R. mangle phenolic
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extracts against phytopathogenic fungi. The aim of this work was therefore to investigate the

antifungal activity of methanolic extracts from R. mangle organs against Fusarium verticillioides.

2. Materials and Methods

2.1 Plant materials

Mangrove leaves, stems and roots were collected from Terminos Lagoon (Campeche, Mexico;
18°29°33.42" N, 91°47°26.32" W) in August, 2011. The samples were collected and kept in
sealed amber bottles to protect them from sunlight. Subsequently, the samples were dehydrated in
an oven (Riossa E-47) at 40°C until they reached a constant weight. The dehydrated samples

were then ground into a fine powder.

2.2 Preparation of extracts

Aliquots (6.25 g) of dehydrated and ground mangrove leaves, stems and roots were extracted
with 250 mL of ethanol-water (80:20 v/v). Each aliquot was protected from light with a cover and
shaken in a multiple position stirrer (Corning, Cat. 440826; Corning, NY, USA) at 800 rpm for
30 min. The resulting extracts were filtered through Whatman No. 1 filter paper, and the ethanol
was completely evaporated at 40°C using a rotary evaporator (Buchi R-210/R-215; Flawil,
Switzerland). The volume of each extract was adjusted to 50 mL of ethanol-water (80:20 v/v)

solution and stored in amber vials at 4°C until use.

2.3 Total Phenolic Content
The total phenolic content (TPC) from R. mangle tissues was determined by the Folin-Ciocalteu
method [25]. 100 pL of each extract was mixed with 750 uL of Folin-Ciocalteu reagent (1:10

dilution in distilled water); 750 pL. of Na,CO; solution (60 g/L) was then added 5 minutes later.
3
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The mix was incubated for 90 minutes and the absorbance was subsequently read in a
spectrophotometer (Multiskan GO Microplate reader, Thermo Fisher Scientific, Waltham, A,
USA) at 750 nm [26]. TPC from R. mangle extracts was recorded as gallic acid equivalents

(GAE) by gram of dry biomass.

2.4 Fusarium verticitlioides growth inhibition test

Three fungal isolates of F. verticillicides (PO3, DA42 and F64) were used as test organisms.
These isolates are part of a Fusarium collection isolated from maize seeds and roots, belonging to
the Laboratory of Molecular Ecology of the Rhizosphere at CIIDIR-Sinaloa (MMexico). Fungal
isolates were grown on potato dextrose agar (PDA, BDBioxon, Edo. de Mexico) for five days at
25°C.

Mycelial growth inhibition of F. verficillicides was tested ir vitre according to the poisoned food
technicque [26]. A dose-response test was performed for each phenolic extract by adding between
0.5 - 3 mL of extract to a 9 mm Petri dish containing 20 mL of PDA. Final concentrations of
phenolic extracts per mL of PDA for each test are reported in Table 1. Petri dishes were
inoculated in the centre with a mycelial plug (5 mm in diameter) from a 5-day old A

verticillicides culture. Growth inhibition percentage of 7. verticillioides was calculated according

(c-T)
(a3}

to the following formula: inhibition % = X 100, where Cis the mycelium diameter of the

positive control and T is the mycelium diameter of the treatments [26]. Petri dishes containing
PDA with the equivalent ethanol-water (80:20 vfv) volume were inoculated with a &
verficillicides mycelial plug and used as a negative control, while PDA plates containing
benomyl (Benoma-T, VELSIMEX Company, Mexico, D.F.) were used as positive controls. To
determine the lethal concentration of 7 verficillicides, a dose-response curve for benomyl was

4
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performed using the concentrations 0.5, 1.25, 2.5 and 5 pg/mL. PDA plates without benomyl
were used as a control. Incubation was carried out in the dark at 35°C for seven days. Each
treatment was performed in triplicate.

Statistical analysis

Data from the growth inhibition test of each phenolic extract were subjected to analysis of
variance (ANOVA), and Tukey’s test was used for post-hoc comparison of means (P<0.05). The
inhibition percentages were arcsine-transformed before ANOVA. A two-way ANOV A model
was used to determine the phenolic concentration of each extract and the Fusarium isolate effects
on growth inhibition. Individual differences among phenolic concentrations and Fusarium
isolates were determined by Tukey’s test. The mean inhibition percentages of each treatment
were entered into a weighted linear regression model to account for the differences in phenolic
concentrations between extracts. This model was used to calculate the phenolic concentration
needed to inhibit fungal growth by 50%. All statistical tests were performed using the SAS 9.0

software (SAS Institute, Inc.; Cary, NC, USA).

3. Results

3.1 Total Phenolic Content

The TPC of R. mangle leaf, stem and root extracts ranged from 0.777 to 9.5 mg GAE/g DM, with
significant differences between them (P<0.0001). Stem extracts displayed the highest level of
TPC (9.5 mg GAE/g DM), followed by root (2.56 mg GAE/g DM) and leaf (0.777 mg GAE/g

DM) extracts (Fig. 1).
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3.2 Fusarium verticillioides growth inhibition test

The synthetic fungicide benomyl was used as a positive control for the mycelial growth inhibition
test. A dose-response curve was performed to determine the lethal dose of this chemical on the
different F. verticillioides isolates (Figure 2). We observed a differential response among the
various isolates at lower benomyl concentrations (0.5 and 1.25 mg/mL), whereas all isolates
showed 100% inhibition in response to 2.5 pg/mL benomyl. The latter concentration was
therefore selected for use in the growth inhibition test.

All mangrove extracts were capable of inhibiting mycelial growth of the different .
verticillioides isolates (Table 1). In every case, the inhibition percentage increased along with
phenolic concentration.

Results from the two-way ANOVA are reported in Table 2. Both phenolic concentration and the
Fusarium isolate (as well as the interaction between these two factors) had significant effects on
the growth inhibition percentage. The three mangrove extracts were more efficient at inhibiting
DA42 than P03 or F64 (Table 3), which could be due to genetic differences between the fungal
isolates.

Comparing mangrove extracts in the inhibition test was difficult due to differences in their
phenolic concentrations. Inhibition percentages from each mangrove extract/fungal isolate
combination were therefore adjusted to a linear regression model, and the phenolic concentration
required to inhibit fungal growth by 50% was calculated using the estimated regression formula
for each combination (Supplementary Figure 1). There was a significant relationship between
inhibition percentage and phenolic concentration for all combinations, revealing high correlation
coefficients (R?) that ranged from 0.9125 (isolate F64, root extract) to 0.9822 (isolate DA42, leaf

extract; Supplementary Figure 1).
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As stated above, the stem extract sample displayed the highest TPC value (9.5 mg GAE/g DM)
and resulted in major inhibition percentages in all F. verticillioides isolates (Table 1). However,
the required concentration of this extract to inhibit the three fungal isolates by 50% is two to three

times greater on average than that required for leaf and root extracts (Figure 3).

4. Discussion

In the present study, ethanolic extracts from different red mangrove (R. mangle) organs were
obtained, and their antifungal activity was evaluated against three F. verticillioides isolates from
maize roots.

TPC varied greatly among the different mangrove organs. The highest phenol content was found
in the stem extract (9.5 mg GAE/g DM), followed by root (2.56 mg GAE/g DM) and leaf (0.777
mg GAE/g DM) extracts. The same pattern was previously observed in other mangrove species
belonging to the Rhizophoraceae family, including R. mucronata, Bruguiera gymnorrhiza,
Ceriops decandra [4,11] and R. stylosa [5].

Although the ethanolic extracts from R. mangle tested in this study were able to inhibit F.
verticillioides growth, the response was variable and dependent on the type of extract (root, stem
or leaf), its concentration, and the particular isolate (F64, DA42 or P03). Previous reports have
demonstrated that phenolic extracts from several mangrove species exhibit antifungal activity
against different fungal species [6,8]. It is believed that phenolic compounds can diffuse through
the fungal membrane and penetrate into the cell, where they interfere with essential metabolic
pathways (such as the synthesis of ergosterol, glucan and chitin), leading to the disruption of
membrane integrity, fluidity and loss of intracellular content [27].

The phenolic profile depends on a number of factors including the plant genotype, and the organ,

tissue or phenological stage [13,28,29]. A variety of phenolic compounds have been reported in
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red mangrove stems, such as ferulic acid, vanillic acid, protocatechuic acid, chlorogenic acid,
caffeic acid, benzoic acid, gallic acid, ellagic acid, epicatechin and catechin [30,31]. On the other
hand, it has been reported that red mangrove leaves contain quercetin, epi-catechin, catechin, 4-
hydroxybenzoic acid, kaempferol 3-O-B-glucopyranoside, quercetin 3-O-B-glucopyranoside,
quercetin 3-0-6"-trans-coumaroyl-B-glucoside, kaempferol 3-O-B-rutinoside and quercetin 3-O-
B-rutinoside [32]. Finally, ethanolic extracts of R. apiculata roots (a species closely related to R.
mangle) show the presence of quercetin, gallic acid and rutin [33]. It is important to note that the
phenolic profile of any plant also varies according to the method and solvent used in the
extraction. This means that red mangrove may contain more phenolic compounds than stated
here, and bioactivity may vary from one extract to another [12].

Several of the above-mentioned compounds have been tested individually against Fusarium
fungi, with good results. In particular, Shukla and Dwivedi [34] reported mycelial growth
inhibition of F. oxysporum f.sp. ciceri and F. udum (up to 98%) when grown in culture medium
supplemented with benzoic acid. Furthermore, Ferrochio et al. [35] determined that the antifungal
effect of ferulic acid on F. verticillioides and F. proliferatum depends on its concentration and
water activity (ay). Specifically, fungal growth was decreased by 50% at high ferulic acid
concentrations (20-25 mM) and high ay (0.99 and 0.98). Fumonisin accumulation on maize-based
medium was also reduced by high doses of ferulic acid, even at high ay [35].

In this study, we detected differences in the concentration of mangrove extracts required to
inhibit fungal isolates. Specifically, a greater concentration of stem extract is necessary to inhibit
F. verticillioides isolates by 50%, as compared to leaf and root extracts. Although the phenolic
composition of the extracts used in this study is unknown, the specific concentration of each
phenolic compound depends on the plant organ, which in turn has an effect on the antifungal

capacity of each extract. Hussin et al. [6] reported different phenolic profiles and antifungal
8
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activities from leaf] stick and bark methanolic extracts in Barringtonia racemosa. Leaf extracts
displayed the greatest diversity and concentration of phenolic compounds (i.e. gallic acid,
naringin, rutin, kaempferol, ferulic acid and luteolin), as well as the highest percentage of
Fusarium inhibition (53.45%). Moreover, the differences in phenolic compound and gallic acid
concentration were capable of influencing the inhibition percentages of stick (31.61%) and bark
(41.38%) extracts in B. racemosa.

Even when the three F. verticillioides isolates were inhibited, isolate DA42 exhibited a greater
inhibition over each extract. This observation can be explained by genotypic differences among
the isolates. Recent studies from our laboratory on the genetic and pathogenic variability of these
and other isolates have determined that each isolate represents a different genotype that can infect
maize, although differences in aggressiveness were observed (unpublished data). Furthermore,
different inhibition percentages were recorded between fungal isolates challenged with Bacillus
cereus sensu lato strain B25 (unpublished data).

In this study, fungal growth inhibition by phenolic extracts required higher concentrations as
compared to benomyl. Indeed, the benomyl dose-response curve indicates that all isolates were
100% inhibited at 2.5 ug/mL. Similar results were reported by Gale et al. [36] in their inhibition
assay against F. graminearum. Other studies have reported the inhibition of different Fusarium
species with low concentrations of benomyl [37,38]. We suggest that the control exerted by
benomyl may be partially due to its purity, whereas the phenolic extracts are a mixture of several
compounds that interact with each other, and which may interfere with the biological activity
they exert. This underscores the necessity to analyse the profile of each phenolic extract, to

determine the individual phenolic compounds present in them, and to evaluate the antifungal
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activity of the identified compounds (both individually and combined), which will improve our

understanding of how these compounds inhibit F. verticillioides growth.

Conclusions

This study demonstrates the inhibitory activity of ethanolic extracts from R. mangle roots, stems
and leaves against different isolates of F. verticillioides, the causative agent of stalk, ear and root
rot in maize. Furthermore, our data indicate that leaf and root extracts were more effective than
stem extracts at inhibiting this phytopathogen.

Additional analyses are needed to determine the phenolic composition of the evaluated extracts,
and to identify the phenolic compounds responsible for their antifungal activity. Future research
should investigate the effect of these extracts on other phytopathogenic fungi that affect maize, as

well as the production of mycotoxins produced by the F. verticillioides and other fungal species.
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Figure Legends
Figure 1. Total phenolic content (TPC) from different R. mangle organs (leaf, stem and root).

Different letters are significantly different at a probability level of 0.05, according to Tukey’s test.

Figure 2. Benomyl dose-response curve for different F. verticillioides isolates.

Figure 3. Phenolic concentrations of mangrove leaf (grey bars), stem (white bars) and root (black
bars) extracts required to inhibit different Fusarium verticillioides isolates by 50%, as calculated
from the obtained linear regression formulas (see Supplementary Figure 1). Values above the
bars represent the exact concentration calculated using the corresponding linear regression

formula.

Table captions

Table 1. Antifungal activity of ethanolic extracts of Rhizophora mangle leaves, stems and roots

against three Fusarium verticillioides isolates.

Table 2. Two-way ANOV A performed with the percentage of growth inhibition as the dependant

variable and phenolic concentrations and Fusarium isolates as factors.
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Table 3. Effect of Fusarium isolate growth inhibition percentages versus phenolic extracts from

different Rhizophora mangle tissues.

Electronic Supplementary Material
Supplementary Figure 1. Linear regression between F. verticillioides isolate (P03, DA42 and
F64) growth inhibition percentages and the concentration (mg GAE/mL PDA) of phenolic

extracts from different Rhizophora mangle organs.

16

73



Martinez-Alvarez, I. 2015. Compuestos fendlicos de Rhizophora mangle

Figure 1

mg GAE/g DM
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Leaf Stem Root
Mangrove organs

Figure 1. Total phenolic content (TPC) from different R. mangle organs (leaf, stem and
root). Different letters are significantly different at a probability level of 0.05, according to

Tukey’s test.
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Figure 2
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Figure 2. Benomyl dose-response curve for different F. verticillioides isolates.
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Figure 3
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Figure 3. Phenolic concentrations of mangrove leaf (grey bars), stem (white bars) and root

(black bars) extracts required to inhibit different Fusarium verticillioides isolates by 50%,

as calculated from the obtained linear regression formulas (see Supplementary Figure 1).

Values above the bars represent the exact concentration calculated using the corresponding

linear regression formula.
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Table

Table 1. Antifungal activity of ethanolic extracts of Rhizophora mangle leaves, stems and roots against three Fusarium verticillioides

isolates.

Mangrove EV EC Growth Inhibition Percentage
extracts (mL) (mg GAE/mL PDA) P03 DA42 F64
0.5 0.056 0.00 + 0.00° 0.00 = 0.00° 0.00 + 0.00°
1 0.113 833 +3.61¢ 8.00 + 0.00¢ 6.25 +6.25%
ot 1.5 0.170 10.42+3.61°  37.30+9.23¢ 8.33 + 3.60%
: 2 0.227 18.75+0.00°  60.00 +0.00 2291 =3.60"
2.5 0.283 29.17+7.22"  7200+692°  39.58+3.60°
3 0.340 41.67+3.61°  94.66+4.61"° 4583 +3.60°
0.5 0.237 8.33+3.61° 0.00 + 0.00" 10.41 + 3.60°
1 0.475 20.83+7.22°  36.25+231° 18.75 + 0.00°
Stem 1.5 0.712 37.50 £ 0.00° 51.25+2.31¢ 33.33+3.60°
2 0.950 45.83 +3.61° 75.00 £ 0.00°  41.66 + 3.60°
2.5 1.187 68.75+0.00°  91.25+231"  60.41+3.60"
3 1.425 91.67 + 3.61° 100.0 +0.00°  85.41 + 3.60°"
0.5 0.064 4.17 +3.61° 20.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
1 0.128 16.67+3.61Y  20.00 = 0.00° 10.41 + 3.60°
odi 1.5 0.192 25.00 + 0.00:;‘ 3733+ 4.61‘: 16.66 + 3.60:‘
2 0.256 37.50 + 0.00 52.00 + 6.92 18.75 + 0.00*
2.5 0.316 43.75£0.00° 69334231  25.00+0.00°
3 0.384 66.67+3.61°  80.00+0.00"°  43.75+ 0.00"

EV: extract volume added to PDA and adjusted to 20 mL.

EC: extract concentration in PDA plates.

Means with different letters are significantly different at a probability level of 0.05 according to Tukey’s test. The reported means of growth inhibition percentage
were arcsine transformed (¥ (x% / 100) + 0.5) to normalize the data and proceed with the ANOVA.
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Table 2

Table 2. Two-way ANOVA performed with the percentage of growth inhibition as the dependant variable and phenolic concentrations

and Fusarium isolates as factors.

., = Leaf extract Stem extract Root extract
HourSe ar__MS F P df.___MS F P df__MS F P
GIP
PC 5 5215 18846 <0.0001 5 5578 62631  <0.0001 5 2892 26391 <0.0001
Fi 2 1154 10430  <0.0001 2 1.147 32216 <0.0001 2 L043 23793 <0.0001
PC x Fi 10 0.665 12.03 <0.0001 10 0.091 5.16 <0.0001 10 0.141 6.46  <0.0001

GIP: Growth inhibition percentage.

PC: Phenolic concentration.

Fi: Fungal isolate.

d.f.: degrees of freedom: MS: mean square: F: F ratio; p: probability.
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Table 3

Table 3. Effect of Fusarium isolate growth inhibition percentages versus phenolic extracts

from different Rhizophora mangle tissues.

Growth inhibition percentage
Leaf Stem Root
P03 18.05+ 14.67° 45.48+29.06° 32.29+20.81°
DA42 4533 +35.08" 63.78+28.22"  46.44 + 23.80"
F64  20.13+17.48° 41.66+26.16° 19.09 + 13.97°

p <0.0001 for Fusarium isolate effect on growth inhibition percentage by two-way ANOVA.

Means with different letters in the same column are significantly different according to Tukey’s test. The
reported means of growth inhibition percentages were arcsine transformed (¥ (x% / 100) + 0.5) to normalize
the data and proceed with the ANOVA.

Isolate
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Supplementary Figure 1
Click here to download Source File: Supplementary figure 1.docx
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CAPITULO VI ANEXOS

V1.1 Determinacion de taninos condensados
El método empleado fue el de Julkunen-Titto (1985). Se tomd una alicuota de 50

pul de muestra (extracto), se mezclé la muestra con 1.5 ml de vainillina al
4%  (CgHgO3  3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido), preparada con metanol,
posteriormente se adicioné 750 pl de HCI concentrado, se agitdé e incub6 en
oscuridad a temperatura ambiente por 20 minutos. Fu preparado un blanco: 1.5 ml
de vainillina, 750 pl de HCI y 50 ul de MeOH, finalmente se leyd en
espectrofotometro a 500 nm. Se realiz6 Catequina (1 mg/ml) para preparar la
curva de calibracién y los resultados se expresaron como miligramos de

equivalente de catequina por gramo de base seca (mg ECAT/g bs).

CAPITULO VII: Determinacion de organoclorados

Colecta de sedimento
Se tomaron muestras de sedimentos de mangle rojo (R. mangle) cerca a los

vertidos de aguas residuales en el periodo de enero a agosto de 2011. Las
muestras se colectaron con una cuchara de Teflon, recogiendo cuatro muestras de
cada sitio de muestreo, colocandolas inmediatamente en aluminio y en bolsas de
polietileno para la preservacion, mismas que fueron almacenada en una hielera y

transportadas al laboratorio.

Plaguicidas organoclorados

Para la extraccion se emplearon los métodos epa 8270, 508, 8081b, 3660, también
3500 y 3600). En un matraz erlenmeyer se agregaron 5 gramos de sedimento
seco, posteriormente se le adiciond diclorometano hasta cubrir el sedimento, se
colocd en sonicacion (3550) por 15 min (se repitié esto 3 veces, retirando cada vez

el diclorometano aprox 150 ml).
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Después, en un embudo de cristal se colocé un tapdn de fibra de vidrio y sulfato de
sodio a fin de eliminar particulas, el diclorometano obtenido se coloc6é en un

rotavapor a sequedad y se recupero en 2 mililitros de hexano (Figura 1).

Cromatdgrafo de
gases Autosystem XL,
Perkin Elmer

Figura 1. Proceso de purificacion extraccion y purificacion de plaguicidas organoclorados:
(a) limpieza del material, (b) extraccion ultrasonica, (c) filtracion con un sulfato de sodio
anhidro, (d) purificacion con acido sulfurico, (e) rotoevaporacion, (f) elusion de la muestra,

(g) concentracion final y (h) andlisis cromatogréfico.

El andlisis se realiz6 en un cromatégrafo de gases con detector de captura de
electrones Perkin Elmer, en el cual se inyecté 1 uL de las muestras de plaguicidas
diluidas en hexano. Los plaguicidas organoclorados fueron separados vy
cuantificados por cromatografia de gases usando un cromatégrafo de gases
AutoSystem XL marca Perkin EImer® equipado con un detector ECD, acoplado al
software TotalChrom Navigator® V. 6.3.1. Se utilizé una columna capilar J&W DB-5
de 30 m de longitud y 0.25 mm de diametro interno, y composicion 5 % difenil-95%
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dimetilpolisiloxano. Las condiciones cromatograficas de operacion aplicadas se

indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas de determinacion de plaguicidas organoclorados en

sedimento de manglar.

Volumen de inyeccion de muestra
Nitrogeno gas portador Flujo
Temperatura del detector
Temperatura del inyector
Temperatura de la columna

Modo Split
Atenuacioén

120 °C (1 min), 40 °C/min hasta 170 °C, 10
°C/min hasta 300 °C (5 min)

1 ul
15 mL/min
320°C
250 °C

Splitless
16

La identificacidbn de compuestos se realiz6 a partir de sus tiempos de retencién y la

cuantificacion se bas6 en las mediciones altura del pico/area, asi como también,

por la comparacion con los resultados de los estandares de referencia 48858-U.

(Tabla 2).

Tabla 2. Tiempo y lugar de aparicion de OC empleados como patron.

Orden de

Compuesto Tiempo de retencion (min.) aparicion
d-BHC 4.5410 1
2,4,5,6 Tetracloro-Xileno 4.8080 2
a a-BHC 5.8000 3
g y-BHC 6.4280 4
b B-BHC 6.6530 5
Heptacloro 7.1780 6
Aldrin 7.7280 7
Heptacloro Ep6xido 8.7830 8
y-clordano 9.1350 9
a-clordano 9.3940 10
Endosulfan | 9.5060 11
4,4 - DDE 9.7370 12
Dieldrin 10.0120 13
Endrin 10.5690 14
4,4 - DDD 10.8240 15
Endosulfan Il 10.9850 15
4,4 - DDT 11.3710 16
Endrin Aldeido 11.6080 17
Endosulfan Sulfato 12.1240 18
Metoxicloro 12.6940 19 84
Endrin cetona 13.1140 20
Decaclorobifenil 15.3400 21
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Andlisis estadistico
Las muestras fueron analizadas por triplicado y los datos fueron expresados como

media + desviacién estandar a menos que se indique lo contrario. El analisis de
datos se realizO mediante andlisis de varianza de dos vias, una diferencia de
p<0.05 fue considerada como significativa. Para la relacion entre fenoles,
flavonoides, actividad antioxidante con metales; asi como metal-metal, se empled
el coeficiente de correlacidbn de pearson. El paquete estadistico empleado fue

Sigma plot version 11.0.
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Resultados organoclorados
Porcentaje de recuperacion

Como se observa en la figura 2 los analitos tuvieron un porcentaje de recuperacion
del 81.10 % al 114. 20 %. Los compuestos con recuperacion mayor al 90 % fueron
0 -BHC, & -HCH, y-BHC, B-BHC, Heptacloro, aldrin, heptacloro epoxido, y-clordano,
a-clordano, endosulfan |, 4°4-DDE, 4°4-DDD, endosulfanil, y 4°4-DDT. Los
compuestos con recuperacion inferiro al 90 % fueron a-HCH, y endosulfan sulfato.

Con una linearidad (r) para cada uno de los compuestos mayor a 0.98
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Figura 2. Perfil cromatografico de estandar de pesticida 8088 a 0.35 ug/ml, que muestra los analitos
y sus tiempos de retencion.

Los organoclorados presentes en Bahia Magdalena fueron y—clordano, 3-BHC & y
y—BHC, con valores que oscilaron desde cero a valores maximos de 9.84, 11.74y
100.8 ng/g bs, respectivamente. Mientras que para Bahia Navachiste fueron: y—
clordano, 3-BHC & y y-BHC valores que minimos que oscilaron desde cero a
29.76 y hasta maximos de 29.9, 35.02 y 157.4 respectivamente. Por otro lado los
plaguicidas organoclorados encontrados en Laguna de Términos fueron & -BHC,
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metoxiclor, B-BHC, y —Clordano my endrin cuyos valores minimos oscilaron de o a

22.3 y los méximos 200, 70, 64.5, 59 y 8.7 respectivamente.

Cabe sefalar que en Laguna de Términos se encontr6 un mayor numero de

plaguicidas, asi como las mas altas concentraciones (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de OC (ng /g bs) en sedimento de manglar de tres ecosistemas lagunares

costeros.

Pesticida Bahia Magdalena Bahia Navachiste Laguna de Términos

Min Max Media D.E. Min Max Media D.E. Min Max Media D.E.
0 -BHC nd 100.8 99.4° 1.0 29.76 1574 90.1° 486 22.3 200 103.2® 69.7
B-BHC nd 11.74 11.6° 0.1 nd 35.02 11.7° 162 nd 645 16.1* 29.9
Endrin nd nd nd nd nd nd nd nd nd 8.7 2.2 4.0
Methoxychlor nd nd nd nd nd nd nd nd nd 700 175 324
y -Clordano nd 9.84 10.1° 05 nd 299 134%* 146 nd 59.0 19.8 24.6%

Minimo. Maximo, media + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre los sitios de estudio (p < 0.05). N.D. No detectado.

Las concentraciones mas altas del presente estudio fueron comparadas con

las

maximas concentraciones en sedimento de otras lagunas costeras de Campeche,

Sonora y Sinaloa siendo metoxicloro y y—clordano los que presentaron mayores

concentraciones a las reportadas (Tabla 4).

Tabla 4. Seleccion de Concentraciones maximas de OC (ng g -1 peso seco) en

sedimento, reportadas para otras lagunas costeras de los estados de Campeche,

Sonora y Sinaloa

Sitio

Plaguicida

6 -BHC [B-BHC Endrin

Methoxychlor y -Clordano

Altata-Ensenada’
del pabellon
Laguna de”

Términos
Altata-Ensenada
del pabellon
Ohuira*
Navachiste-°
Macapule, Sin.
Agiabampo®

3

1190

4.87

0.166

0.003

29

0.76
30.36 nd
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Tabla 4. Seleccion de Concentraciones maximas de OC (ng g -1 peso seco) en
sedimento, reportadas para otras lagunas costeras de los estados de Campeche,

Sonora y Sinaloa

Sitio Plaguicida
0-BHC B-BHC Endrin  Methoxychlor y -Clordano

Bacorehuis
jutzamuri
Laguna de’ 16 33
Términos
Altata-Ensenada® 19.48  18.53
del pabellon
Navachiste-° 70.23 533.25 26.99 42.08
Macapule
EN ESTE
ESTUDIO
Bahia 100.8 11.74 nd nd 9.84
Magdalena
Bahia 157.4 35.02 nd nd 29.9
Navachiste
Laguna de 200 64.5 8.7 70 59
Términos
nd=no detectado

Carvalho et al., 1996; 2Rendon-Von Osten et al., 2000; Carvalho et al., 2002; “Osuna-Flores y
Rivera (2002); *Montes et al., 2008; °Gonzalez-farias et al., 2002; "Carvalho et al., 2009; *Gonzalez-
farfas et al,. 2006; °Montes et al., 2011.

Correlaciones de organoclorados y metales pesados con las concentracion
de compuestos fendlicos, flavonoides, actividad antioxidante y quelante de
Cu de R. mangle

Del andlisis de correlacion de Pearson se obtuvo una matriz para flavonoides,
fenoles, actividad antioxidante y quelante, metales pesados y organoclorados.
Para Bahia Magdalena se encontraron altas correlaciones entre la concentracion
de fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad quelante, cabe sefalar
que estos tuvieron altas correlaciones con metales pesados. Por otro lado, se
encontro correlacione altas entre metales como Cu, Fe, Pb, Ni, Zn, Cd y Mn, a su
vez existe una alta correlacion entre los plaguicidas d-BHC, b BHC y y-clordano

(r=1.000). No se mostraron correlaciones significativas entre la concentracion de
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fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad quelante respecto a

plaguicidas organoclorados (Tabla 5).

Para Bahia Navachiste, el andlisis de correlacion de Pearson mostré una matriz
para flavonoides, fenoles, actividad antioxidante y quelante, metales pesados y
organoclorados. Se encontraron altas correlaciones entre la concentracion de
fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad quelante, estos a su vez
mostraron correlaciones de bajas a medias respecto a Cu, Fe, Pb, Ni y altas
correlaciones con Zn y Cd. El Zn present6 altas correlaciones con Cu, Fe, Pb, Ni,
mientras que el Cd se correlacion6 con Zn y Ni. Cu y Ni, asi como Mn con Cu, Niy
Cd. Para organoclorados como el d-BHC se presentaron correlaciones medias
respecto a Cu, Fe, Pb y Ni. B BHC presentd medias correlaciones con Cu, Fe, Pby
Ni, Zn y Cd. Se econtraron altas correlaciones entre los organoclorados. Destaca
B—BHC que se correlaciona estrechamente con fenoles, flavonoides, actividad
antioxidante y quelante. Clordano presentd correlacion media con Cu, Niy Mn, asi

como una alta correlacion con & -BHC y 3 -BHC (Tabla 6).

En Laguna de Términos, el andlisis de correlacion de Pearson mostré una matriz
para flavonoides, fenoles, actividad antioxidante y quelante, metales pesados y
organoclorados. Se encontraron altas correlaciones entre la concentracion de
fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad quelante, por su parte éstos
muestran de baja a media correlacion respecto a metales pesados, siendo Cu, Pby
Cd los metales que se correlacionaron estrechamente con flavonoides, fenoles,
actividad antioxidante y quelante. 6—BHC, y—clordano, metoxicloro y endrin se
correlacionan altamente con el contenido fendlico, y medianamente con contenido
flavonoides, actividad antioxidante y quelante. Las correlaciones altas para metales
fueron entre Pb y Cu, Niy Fe, Zn con Fe, Pb y Ni, Cd con Cu, Pb y Zn, asi como
Mn 'y Zn. Metales como Cu se correlacionaron altamente con organolcorados como

0—BHC, y—clordano, metoxicloro y endrin, Fe con B—BHC, Pb y Cd con y—clordano,
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Ni con B—BHC Mn con metoxicloro y endrin. Finalmente, se encontraron altas correlaciones entre los organoclorados

(Tabla 7).
Tabla 5. Matriz de los coeficientes de correlacion de metales pesados, organoclorados, textura y materia organica en
Sedimentos de manglar de Bahia magdalena
Flavo Fenol AA. AQ? Cu Fe Pb Ni Zn cd Mn 5 -BHC B -BHC y —Clor’
Flavo 1.00
Fenol 0.83 1.00
AAl 0.80 1.00 1.00
A.Q.2 0.80 0.90 0.90 1.00
Cu 0.62 0.73 0.80 0.51 1.00
Fe 0.62 0.74 0.80 0.51 1.00 1.00
Pb 0.62 0.73 0.80 0.51 1.00 1.00 1.00
Ni 0.41 0.53 0.53 0.36 0.80 0.80 0.80 1.00
Zn 0.62 0.73 0.80 0.51 1.00 1.00 1.00 0.78 1.00
Cd 0.51 0.66 0.660 0.50 0.94 0.94 0.94 0.81 0.94 1.00
Mn 0.02 0.08 0.06 0.04 0.20 0.20 0.20 0.78 0.20 0.31 1.00
® -BHC 0.08 -0.08 -0.02 -0.02 -0.25 -0.25 -0.25 -0.33 -0.25 -0.54 -0.25 1.00
B -BHC 0.08 -0.08 -0.02 -0.02 -0.25 -0.25 -0.25 -0.33 -0.25 -0.54 -0.25 1.00 1.00
y —Clor® 0.08 -0.08 -0.02 -0.02 -0.25 -0.25 -0.25 -0.33 -0.25 -0.54 -0.25 1.00 1.00 1.00

Correlaciones Pearson
Correlaciones marcadas en rojo indican que son significativas p <.05000

! Actividad Antioxidante
2 Actividad Quelante
3 y -Clordano
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Tabla 6. Matriz de los coeficientes de correlacién de Flavonoides, fenoles, actividad antioxidante y quelante, metales pesados y organoclorados
En sedimentos de manglar de Bahia Navachiste

Flavo  Fenol AA! AQ% Cu Fe Pb Ni Zn cd Mn &-BHC B-BHC y-Clor®
Flavo 1.00
Fenol 0.94 1.00
AA 0.95 0.95 1.000
A.Q.2 0.86 0.86 0.83 1.00
Cu 0.44 0.47 0.44 0.44 1.00
Fe 0.21 0.34 0.21 0.44 0.21 1.00
Pb 0.21 0.34 0.21 0.44 0.21 1.00  1.00
Ni 0.44 0.47 0.44 0.44 1.00 021 021 1.00
Zn 0.73 0.65 0.65 0.75 0.79 0.68 0.68 0.80 1.000
cd 0.81 0.81 0.81 0.76 0.84 021 -021 085 0.848 1.00
Mn 0.51 0.47 051  -0.39 0.88 021 -021 089 0551 0.84 1.00
5 -BHC 0.22 0.26 0.22 0.31 0.57 052 052 057 -0.034 -021 068 1.00
B -BHC 0.75 0.75 0.75 0.75 0.08 043 -0.43 0.08 0.433 040 0.08 0.80 1.00
y —Clor® 0.26 0.26 0.26 0.30 0.64 032 -032 064 0.093 021 064 0.97 0.80 1.00

Correlaciones Pearson
Correlaciones marcadas en rojo indican que son significativas p <.05000

*Actividad Antioxidante

pActividad Quelante
3
y -Clordano
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Tabla 7. Matriz de los coeficientes de correlacién de Flavonoides, fenoles, actividad antioxidante y quelante, metales pesados y organoclorados

En sedimentos de manglar de Laguna de Términos

Flavo Fenol AA! AQ? Cu Fe Pb Ni Zn Cd Mn &-BHC B-BHC y-Clor’ Met® End’
Flavo 1.00
Fenol 0.86 1.00
AAL 0.98 0.88 1.00
AQ.2 0.86 0.60 0.80 1.00
Cu 0.69 0.82 0.71 0.58 1.00
Fe 0.23 0.40 0.50 045 0.20 1.00
Pb 0.50 0.56 0.51 043 0.80 0.40 1.00
Ni 0.33 0.40 050 -0.35 0.20 1.00 0.40 1.00
zn 021 045 025 041 040 0.80 0.80 0.80 1.00
Cd 0.50 0.56 0.51 043 0.80 0.40 1.00 0.40 0.80 1.00
Mn 0.41 0.35 0.40 0.35 -0.20 0.60 0.40 0.60 0.80 0.40 1.00
5 -BHC 0.54 0.73 0.51 043 0.80 0.40 060 0.40 0.00 0.60 0.40 1.00
B -BHC 0.40 0.30 0.08 0.08 025 0.78 025 0.78 0.25 0.25 0.25 0.78 1.00
y —Clor® 0.54 0.73 0.51 043 0.80 0.40 060 0.40 0.00 0.60 0.40 1.00 0.78 1.00
Met* 0.60 0.75 0.58 047 0.78 045 025 0.25 0.25 0.25 0.78 0.78 0.33 0.78 1.00
End® 0.60 0.75 0.58 047 078 025 025 0.25 0.25 0.25 0.78 0.78 0.33 0.78 1.00 1.00

Correlaciones Pearson
Correlaciones marcadas en rojo indican que son significativas p <.05000

'Actividad Antioxidante
“Actividad Quelante

3

vy —Clordano
4Methoxychlor

>Endrin
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Prediccion de efectos toxicoldgicos y bioldgicos

En el sentido de predecir los efectos toxicolégicos y bioldgicos potenciales de
contaminacion por plaguicidas organoclorados en las tres lagunas costeras
estudiadas, los datos obtenidos en el presente studio se compararon con las tablas
de referencias de compuestos organicos (NOSS, 2004) y la guia Canadiense de la
Calidad Ambiental de Sedimentos (CCME, 2002). Las tablas especifican: El nivel
de umbral de efectos (Threshold Effects Level, TEL) y nivel de efectos probables
(Probable Effects Level, PEL), efecto de rango bajo (Effects Range-Low, ERL),
efecto de rango medio (Effects Range Median, ERM), nivel minimo de efecto (The
Lowest Effect Level, LEL) es un nivel de contaminacion de los sedimentos que
pueden ser tolerados por la mayoria de los organismos bentonicos. Nivel de efecto
(The Severe Effect Level, SEL) es aquel donde se puede esperar la que la
perturbacion de la comunidad que viven en los sedimentos. Esta es la
concentracion que seria perjudicial para la mayoria de la comunidad bentdnica. Los
valores se refieren como Ecotox Umbrales (ETs), y se definen como las
concentraciones de contaminantes que sobrepasan los limites de aceptacion por lo
qgue hay suficiente preocupacion por los efectos ecoldgicos adversos y se justifica
una investigacion mas profunda del sitio. ETs estan disefiados para proporcionar a
los investigadores del sitio como una herramienta para identificar eficazmente los
contaminantes que puedan suponer una amenaza para los receptores ecolégicos y
enfocar mas las actividades del sitio sobre los contaminantes y los medios de
donde se encuentran. ETs estan destinados a ser utilizados sélo con fines de
deteccion; no son criterios reglamentarios, normas de limpieza especificos del
lugar, o0 metas de remediacion. Para los productos quimicos con el potencial de
bioacumulacién a niveles téxicos en los animales salvajes superior trofica. Estos
criterios se aplicaron a los siguientes compuestos marinos: —-BHC, 3-BHC, endrin,

metoxycloro y y—clordano.
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Bahia Magdalena y Navachiste sobrepasaron los valores establecidos teniendo
una categoria de PEL para y—clordano, mientras que Laguna de Términos
presento tres compuestos que pasan los valores, siendo endrin (PEL), y—clordano
(PEL) y metoxycloro (ETs)
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DISCUSION
Plaguicidas:

Las concentraciones de OC en sedimento se muestran en la (Tabla 3). B-
hexaclorociclohexano y  &-hexaclorociclohexano  (6-HCH, [-BHC) son
organoclorados isémeros del hexaclorociclohexano (HCH) y presentaron los
valores mas altos sugiriendo una contaminacion historica por el uso de la mezcla
técnica de HCH. B —BHC es el isdbmero mas persistente y estable frente a la
descomposicidbn microbiana en suelos y sedimentos (Montes et al., 2011).
Methoxychlor también se encontré en altas concentraciones por lo que se sugiere
el constante uso y aporte al sistema al igual que y-Clordano, mismo que entré al
medio ambiente cuando se us6é como plaguicida en cosechas (ATSDR, 1995).
Finalmente endrin fue el compuesto que presentd las mas bajas concentraciones.
Este compuesto es un plaguicida usado para controlar insectos, roedores y
pajaros, cabe destacar que la presencia de metoxicloro y endrin sugieren un
presente uso continuo a pesar de su prohibicién por las leyes gubernamentales
(ATSDR, 1995; Montes, 2011).

En Bahia Magdalena se encontraron las concentraciones mas bajas de 6-BHC, 3-
BHC, y y—clordano, en el punto 4, localizado en el puerto de San Carlos. Cabe
destacar que no existen reportes de presencia de plaguicidas organoclorados para
esta zona debido a que en no hay actividad agricola, ni descargas por rios o
drenes por lo tanto se atribuye la presencia de estos plaguicidas al aporte aéreo y
es muy probable que provengan de Ciudad Constitucion, que es un sitio cercano al

puerto de San Carlos y en esa zona se realiza agricultura.

Por otro lado, en Bahia de Navachistes se encontraron OC’s en los 4 puntos de
muestreo encontrandose la mayor diversidad en el punto 2 presentado los
compuestos (6—-BHC, B-BHC, y y-clordano). Seguido del punto 1 con dos
compuestos, 6—-BHC y y—clordano. Mientras que en los puntos 3 y 4 solo se

encontré un compuesto por punto.
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Las mayores concentraciones fueron para el compuesto 6-BHC con 157.42 ng/g
localizado en el punto 2, seguido por el mismo compuesto en el punto 1 y 4 con
con concentraciones de 92.84, y 80.4 ng/g, respectivamente. El segundo
compuesto mas abundante fue B-BHC con una concentracion de 35.02 ng/g en el
punto 2. El compuesto y—clordano presenté la concentracion mas baja (23.88 ng/g)

en el punto 1.

En algunos reportes se encontraron concentraciones para 6-BHC y B-BHC de 70.23
y 533.25 ng/g, respectivamente (Montes et al., 2011). Cabe destacar que estas
concentraciones maximas se encontraron en drenes agricolas durante la época de
lluvias (Montes et al., 2011) y nuestro estudio se realiz6 en las zonas de manglar,
posiblemente esa sea la causa por la que sus resultados presentaron
concentraciones mucho mas altas para p —BHC y endrin.

Los principales efluentes que llegan al sistema son: drenaje agricola del distrito de
riego ID-063, parte de los desechos municipales del municipio de Guasave
(300,000 habitantes) y drenaje de granjas camaronicolas. Existen 68 granjas
acuicolas en el complejo San Ignacio-Navachiste-Macapule (Lyle-Fritch et al.,
2001; Montes et al., 2011). Por su parte, Vergara et al. (1996) mencionan que los
sedimentos que cubren la Bahia Navachiste, asi como los de la plataforma, son de
origen continental, y han sido transportados alli por el rio Sinaloa. Las principales
fuentes de contaminacion del sistema Lagunar Navachiste-Macapule corresponden
a los drenes de riego del distrito n° 63 (ID-063 y 075). Navachiste recibe las aguas
residuales agricolas de los médulos I-1 de riego, 1-2, 1I-1 del distrito de riego 075 Y
VII-1, 1I-1, 1I-2 y HlI-1 del distrito 063 (Conagua, 2007). Los principales drenes
colectores de esos distritos de riego son: batamote, Tepachote-San Antonio, Los
Hornos-San Antonio, 20+1000 (aguas municipales), El Burribn y San Rafael
(Escobedo-Urias, 2010). Por otro lado, los estuarios de Babaraza, Tortugo, Cuchillo
y Algodoneros se integran a este sistema y la boca en los desagiies procedentes
de las zonas de riego y el drenaje del municipio de Guasave, aparte de los vertidos
procedentes de las granjas camaroneras ubicadas en las margenes de la laguna

(Hernandez Cornejo et al., 2005). Como consecuencia de la intensa actividad
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agricola, la Bahia Navachiste presenta altos indices de contaminacion de PCBs,
pesticidas organoclorados y metales pesados (Paez-Osuna et al., 2002,
Dominguez et al., 2004; Montes et al., 2011).

En Laguna de Términos se encontraron OC’s en los 4 puntos de muestreo, pero
se encontraron 3 OC en los puntos 1(6 —BHC, endrin y metoxycloro) y 2 (B —BHC,
y—clordano y metoxicloro). En los puntos 3 y 4 s6lo se encontraron dos compuestos
(6—-BHC y y—clordano). EI compuesto &6-BHC presentd las mayores
concentraciones en los puntos 2 y 3 con 200 y 116.82 ng/g, respectivamente.
Algunos trabajos como el de Renddn-Von Osten et al. (2000) reportan
concentraciones de 0.003 ng/g para metoxiclor y otros como Carvalho et al. (2009)
reportan 16 y 33 ng/g de endrin y y—clordano, respectivamente. Otros trabajos
reportan 805.7 y 49.1 ng/g de endrin y B-BHC en pasto, respectivamente (Diaz-
Gonzélez et al., 2005).

Los sistemas fluvio lagunares Candelaria, Chumpan y Palizada llegan a Laguna de
Términos contribuyendo a mantener las funciones ecolégicas en esta region.
Siendo Palizada el que aporta el 70 % del agua dulce que llega a L. Términos.
Cabe sefiala que el uso de plaguicidas en ésta region durante los afios 80°s fue
muy intenso para el control de la malaria y razén por la cual se encuentran
presentes algunos compuestos organicos persistentes (COPS) como plaguicidas

organoclorados y polibifenilos (Rendén-Von Osten et al., 2005).

Por otro lado Carvalo et al. (2009) encontraron residuos de compuestos clorados
presentes en sedimentos y ostra con 16 y 33 ng/g para endrin y clordano,
respectivamente, mencionan que la concentraciéon de dichos compuestos no se
encuentran en un nivel alarmante y siempre los valores se encontraron para otras

lagunas de la region.

Se puede inferior que los rios que desembocan en Laguna de Términos arrastran
compuestos organicos persistentes que quiza fueron empleados en comunidades
aledaflas y que por su caracteristica de persistencia se encuentran en el

sedimento. Otra posible fuente de aporte que no debe descartarse es el
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atmosférico, ya que se ha demostrado que estos compuestos son transportados
largas distancias, asi como tambien existen organoclorados del grupo de los
derivados de hidrocarburos estan representados por: aldrin, dieldrin, endrin,
heptaclor, epoxido de heptacloro, alfa y beta endosulfan, sulfato de endosulfan,
clordecona y clordano (Duce, 1998; Schmidt van Drop, 1991; Renddén-Von Osten et
al., 2005).

En general nuestras concentraciones son similares a las previamente reportadas,
excepto para metoxicloro y y—clordano que presentaron mayores concentraciones
a las reportadas (Tabla 4). (Carvalho et al., 1999; 2002; 2009; Renddén-Von Osten
et al., 2000; Osuna-Flores y Rivera et al., 2002; Gonzalez-Farias et al., 2002; 2006;
Montes at al., 2011).

Estudios recientes demuestran la presencia de bacterias patégenas, metales
toxicos (como plomo, cadmio, cromo y arsénico), hidrocarburos aromaticos
policiclicos, derivados del petrdleo, bifenilos policlorados y plaguicidas
organoclorados, no so6lo en muestras de agua y sedimentos, sino también en
importantes recursos pesqueros de las costas del Pacifico, Golfo de México y el
Caribe mexicano. (Jiménez 2001; Aboites et al., 2008; Botello et al., 2010)

Los plaguicidas organoclorados constituyen derivados halogenados de los
hidrocarburos. Son insolubles en disolventes polares, quimica y bioquimicamente
muy estables, con una vida media en el ambiente mayor a los 10 afios. En muchos
casos, sus productos de degradacion parcial resultan mas estables y toxicos que el

compuesto original (Albert y Loera Gallardo, 2005).

La persistencia de los organoclorados favorece otros problemas graves como la
bioacumulacion y la biomagnificacion, es decir, su retencién y almacenamiento en
los organismos y su transferencia en la cadena de alimentacion, de modo que
aumenta significativamente los niveles en los tejidos hasta el consumidor final que
adquiere de forma aguda cantidades elevadas de estos compuestos. Los efectos

adversos de estos contaminantes se encuentran principalmente asociados a la
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exposicién cronica a bajas concentraciones, que pueden causar inmunodeficiencia,
problemas y lesiones dérmicas, disminucion de la eficiencia reproductiva y
carcinogénesis (Brink et al., 2000; ATSDR, 2002; Rend6n-Von Osten et al., 2005).

Por tal motivo, se debe controlar el uso e incorporacion de organoclorados al
sistema y se recomienda monitorear los drenes de riego debido a su cercania con
los ecosistemas costeros por lo tanto es urgente el fortalecimiento y la aplicaciéon
de la legislacién mexicana para evitar la presencia de contaminantes en las zonas
costeras. Cabe destacar que México se comprometioé a reducir paulatinamente, el
uso de compuestos persistentes, hasta lograr su eventual eliminacién en el 2006
(Renddn Von-Osten et al., 2005).

Entre las maneras de abordar este asunto estan los auspicios del proyecto
Monitoreo y Evaluacion Ambientales del programa Manejo Adecuado de las
Sustancias Quimicas de la CCA. Para México, un programa sustentable que brinde
informacion integral y a largo plazo sobre monitoreo y evaluacibn ambientales
permitiria a los responsables de la toma de decisiones:
Entender si los contaminantes pudieran estar afectando el medio ambiente y la
salud de los mexicanos y de qué manera, y formular iniciativas de politicas
adecuadas para la reduccién de riesgos.
Determinar las tendencias a largo plazo de la exposicion humana y del medio
ambiente a contaminantes, y comprender la eficacia de las politicas puestas en
marcha.

Analizar las posibles implicaciones comerciales y econdémicas de las
estrategias orientadas a la reduccion de evaluacion de sustancias tdxicas

persistentes y bioacumulables (STPB).

En la actualidad, México tiene capacidad para monitorear un namero limitado de
sustancias quimicas téxicas en distintos medios y no se advierten programas de
monitoreo de STPB rutinarios o continuos; o bien se trata de iniciativas esporadicas
y, en el mejor de los casos, especificas de sustancias quimicas. Por ende, no

existen inventarios formales ni evaluaciones exhaustivas sobre los niveles y riesgos
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de exposicion a estas sustancias toxicas. Las sustancias toxicas persistentes
seleccionadas incluyen DDT, clordano, lindano, hexaclorobenceno (HCB), bifenilos

policlorados (BPC), furanos, dioxinas, plomo y mercurio

La informacion obtenida arroj6 aspectos sobresalientes acerca de la capacidad
regional de México y marco la soélida posicion de Sinaloa y Yucatan para generar
informacion ambiental validada sobre sustancias toxicas persistentes y
bioacumulables. Proyectos de investigacion empleados para desarrollar las
matrices regionales se han llevado a cabo, en general, recientemente (2000-2007).
Diversas instituciones en diferentes estados han realizado proyectos de
investigacion que incluyen el analisis de contaminantes organicos persistentes en
matrices ambientales (CCA, 2009).

Para el periodo 2007-2012 el cumplimiento de lo dispuesto en el Convenio de
Estocolmo, al considerarlo como ley nacional. Especificamente, el Convenio
establece obligaciones relativas a la produccién, uso, importacion, exportacion,
liberacibn al ambiente y disposicion final de los COP intencionales y no
intencionales. En todas estas materias México ha logrado avances y derivado
lecciones, con base en los cuales se ha procedido a la integracion de este Plan
(PNICE, 2007).
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CAPITULO VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

La corteza del tallo, seguido de la raiz y hoja son los tejidos con el mayor
contenido de compuestos fendlicos libres y flavonoides, asi como una mayor

actividad de antioxidante y actividad quelante de Cu.

La corteza del tallo de los manglares de la Laguna de Términos mostro los
valores més altos de contenido fendlico libres y flavonoides, actividad antioxidante

y quelante de Cu.

En las hojas, la mayor concentracibn de compuestos fendlicos libres se
encontr6 en Bahia Magdalena y la menor en Bahia Navachiste y Laguna de
Términos. Esto indica que los fenoles responden a la radiaciéon UV, siendo estas

mas elevadas en Bahia Magdalena.

La concentracion mas alta de las raices se encontré6 en la Laguna de
Términos, en segundo lugar en la bahia de Magdalena y posteriormente en Bahia
Navachiste, lo que significa que existe una respuesta de los compuestos fendlicos

a la contaminacion.

Se encontraron correlaciones medias en el contenido fendlico y flavonoides,
actividad antioxidantes y quelante de Cu respecto al contenido de metales pesados
y organoclorados en sedimentos de manglares, lo que indica que tal vez la
respuesta esta en las asociaciones de los manglares con otras especies, tales

como bacterias, hongos y esponjas.

El contenido fenolico de extractos etanolicos de tejido de raiz, tallo y hoja de
R. mangle presentaron actividad antimicética contra diferentes aislados de F.
verticillioides, siendo especificamente hojas y raices los extractos que

demostraron ser mas eficaz que el extracto del tallo.
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