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Actividad de extractos alcohólicos de Nardophyllum
armatum (Wedd.) Reiche (Asteraceae) de dos áreas
geográficas de la Puna argentina sobre
microorganismos fitopatógenos

R  e  s  u  m  e  n — D’Almeida, Romina E.; Alberto, María R.; Zampini, Iris C.; Ordoñez Roxa-
na M.; Isla, María I. 2011. “Actividad de extractos alcohólicos de Nardophyllum armatum
(Wedd.) Reiche (Asteraceae) de dos áreas geográficas de la Puna argentina sobre microor-
ganismos fitopatógenos”. Lilloa 48 (1). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capaci-
dad antibacteriana y antifúngica de extractos de Nardophyllum armatum (Wedd.) Reiche (As-
teraceae) de diferentes áreas geográficas de la Puna Argentina sobre microorganismos fito-
patógenos de interés en la industria agrícola. Ambos extractos fueron eficientes para inhibir
el crecimiento de hongos miceliales fitopatógenos tales como Penicillium digitatum y Geotri-
chum candidum por ensayos de macrodilución en agar. A 96 h de incubación el crecimiento
de G. candidum fue inhibido en un 40 y 50% con 400 µg GAE.ml -1 de los extractos de N.
armatum LIL607928 e IEV91, respectivamente. Al mismo tiempo de incubación, la inhibi-
ción del crecimiento de P. digitatum fue de 60 y 20% con 1000 µg GAE.ml -1 de los extrac-
tos LIL607928 e IEV91, respectivamente. La concentración inhibitoria mínima de los extrac-
tos sobre las bacterias fitopatógenas testeadas (Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefas-
ciens, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae) fue ≤ 400 µg GAE.ml-1. Los extrac-
tos de N. armatum mostraron mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de bacterias fito-
patógenas que sobre hongos miceliales fitopatógenos. Los resultados obtenidos hasta el pre-
sente evidencian el potencial uso de extractos de N. armatum como una alternativa natural,
no convencional y ecológicamente aceptable para la protección de los cultivos contra enfer-
medades producidas por microorganismos fitopatógenos.

Palabras claves: Nardophyllum armatum, bacterias fitopatógenas, hongos fitopatógenos,
actividad antimicrobiana, Puna Argentina.

A  b  s  t  r  a  c  t — D’Almeida, Romina E.; Alberto, María R.; Zampini, Iris C.; Ordoñez Roxa-
na M.; Isla, María I. 2011. “Activity of Nardophyllum armatum (Wedd.) Reiche (Asterace-
ae) alcoholic extracts from two different geographical areas of the Argentinian Puna against
phytopathogenic microorganisms”. Lilloa 48 (1). The aim of this study was to evaluate the an-
tibacterial and antifungal capacity of Nardophyllum armatum (Wedd.) Reiche (Asteraceae) ex-
tracts from different geographical areas of the Argentinian Puna against pathogenic microor-
ganisms of interesting in the agricultural industry. Both extracts showed antifungal activity
against Penicillium digitatum and Geotrichum candidum by agar macrodilution assays. At 96
h of incubation, the radial growth inhibition of G. candidum was 40 and 50% with 400 µg
GAE.ml -1 of LIL607928 and IEV91 extracts, respectively. At the same incubation time, the
radial growth inhibition of P. digitatum was 60 and 20% with 1000 µg GAE.ml-1 of
LIL607928 and IEV91 extracts, respectively. The minimum inhibitory concentration of the



R. E. D’almeida et al.: Actividad de extractos alcohólicos de Nardophyllum armatum18

INTRODUCCIÓN

La flora argentina es importante por su
gran biodiversidad y constituye una rica
fuente de plantas medicinales, aromáticas y
alimenticias. Desde la antigüedad las plan-
tas se utilizaron como alimentos, como re-
cursos terapéuticos para combatir o prevenir
enfermedades que afectaban a la población,
como insecticidas, acaricidas, aleloquími-
cos, entre otros. Dichos usos derivan de la
presencia en los vegetales de una amplia
variedad de fitocompuestos, que hacen de
las plantas una fuente de nuevas moléculas
(Avalos-García y Pérez-Urria Carril, 2009).

ESPECIES VEGETALES DE LA
PUNA ARGENTINA COMO POTENCIAL
FUENTE DE BIOACTIVOS NATURALES

La Puna es un ecosistema único de Amé-
rica del Sur que se despliega sobre el territo-
rio de unos pocos países: norte de Chile, par-
te de Bolivia, sur de Perú y noroeste de Ar-
gentina. En la Argentina se extiende sobre el
noroeste de Jujuy, parte de Salta, Catamarca,
La Rioja y San Juan. Presenta condiciones
extremas de temperatura, clima extremada-
mente árido, con nieve y granizo en invierno
y escasas precipitaciones durante el año,
baja presión atmosférica y alta exposición a
radiación ultravioleta (R-UV) (Cabrera,
1953, 1976; Cabrera y Willink, 1980; Vilá,
2007). Las especies vegetales dominantes
incluyen las familias Asteraceae, Poaceae,
Fabaceae, Solanaceae y Verbenaceae (Cabre-
ra, 1957, 1971, 1978; Bonaventura et al.,
1995; Malvárez, 1999; Borgnia et al., 2006;
Pérez, 2006; Cuello, 2006). Estas especies
han sido usadas tradicionalmente por los
habitantes de la Puna como plantas medici-
nales, alimenticias, material de construc-

plant extracts against the tested pathogenic bacteria (Erwinia carotovora, Agrobacterium
tumefasciens, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae) was ≤ 400 µg GAE.ml -1.
The N. armatum extracts showed higher growth inhibitory effect against bacterial phytopatho-
gens than fungi phytopathogens. The results obtained shown the potential use of N. armatum
extracts as a natural, non conventional method and environmentally acceptable for crop pro-
tection against diseases caused by microorganisms.

Keywords: Nardophyllum armatum, bacterial phytopathogens, fungi phytopathogens, anti-
microbial activity, Argentinian Puna.

ción, ornamentación, combustible y para
actividades espirituales (Toursarkissian,
1980; Villagrán y Castro, 2000; Villagrán et
al., 2003; Pérez, 2006). Las especies vegeta-
les que habitan estos ecosistemas de altura
desarrollan una serie de estrategias para
poder sobrevivir frente a las situaciones de
estrés biótico y abiótico generadas. Entre
ellas, sintetizan una enorme diversidad de
metabolitos secundarios entre los que se des-
tacan los compuestos polifenólicos, antocia-
ninas, carotenoides, entre otros (Shirley,
1996; Rothschild y Mancinelli, 2001; Verpo-
orte y Memelink, 2002).

En trabajos previos se realizó un releva-
miento de especies vegetales que crecen en
la Puna Argentina (Tucumán, Catamarca,
Salta y Jujuy). Se prepararon diferentes ex-
tractos y se evaluaron sus propiedades anti-
microbianas, antioxidantes, citotóxicas y
genotóxicas. Se observó que determinados
extractos de especies vegetales de la Puna
Argentina y algunos compuestos puros pre-
sentes en ellos tienen efecto antimicrobiano
sobre patógenos humanos multiresistentes a
antibióticos y sobre fitopatógenos de interés
regional. También se observó efecto antioxi-
dante, captador de radicales libres y especies
reactivas de oxígeno (O2

.–, OH–, H2O2) y
efecto antiinflamatorio mediante la inhibi-
ción de enzimas implicadas en numerosas
patologías (Isla et al., 2002, Ordoñez et al.,
2003, 2004, 2006; Zampini et al., 2005,
2007, 2008, 2009; Sayago et al., 2006; Ko-
vacevich, 2009; Kovacevich et al., 2009; Al-
berto et al., 2009, Cuello et al., 2011).

Extractos alcohólicos y acuosos de Nar-
dophyllum armatum (Wedd.) Reiche (Astera-
ceae, nombre vulgar suri-yanta) (Fig. 1), re-
colectados a 4200 metros sobre el nivel del
mar (msnm), presentan mayor contenido en
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compuestos fenólicos totales y flavonoides
que los obtenidos a partir de muestras reco-
lectadas a 3650 msnm (D’Almeida et al.,
2007). En todos los extractos, se detectaron
saponinas y terpenoides, pero no alcaloides.
Además ambos extractos alcohólicos y acuo-
sos presentan propiedades antioxidante y
antibacteriana frente a bacterias patógenas
humanas antibiótico-resistentes (D’Almeida
et al., 2007). Esta especie, originalmente
descripta por Weddell (1856) como Dolicho-
gyne armata Wedd., está ampliamente dis-
tribuida en la Puna del Noroeste Argentino
extendiéndose por Bolivia y Chile (Bonifaci-
no, 2008). En medicina popular es utilizada
para el tratamiento de resfríos, como anti-
tusivo, febrífugo, para el alivio del dolor de
estómago e indigestión y como depurador de
sangre en licores o mates (Alonso y Desmar-
chelier, 2005).

PRODUCTOS NATURALES EN EL CONTROL
DE MICROORGANISMOS FITOPATÓGENOS

Las enfermedades vegetales causadas por
microorganismos tales como bacterias y hon-
gos tienen gran impacto en la productividad
de los cultivos, incrementan costos ya que se

debe invertir en agroquímicos sintéticos cuyo
uso indiscriminado ha llevado además a en-
fermedades e intoxicaciones en animales y
en el hombre (Agrios, 1997). De allí la im-
portancia de encontrar productos naturales
para controlar enfermedades bacterianas y
fúngicas en frutos y tubérculos comestibles
(Rice et al., 1998).

En trabajos previos se observó que pro-
ductos naturales tales como proteínas (Isla
et al., 2002, Ordoñez et al., 2006) y meta-
bolitos secundarios, aislados de frutos y par-
tes aéreas de plantas que crecen en el No-
roeste Argentino (NOA) y productos deriva-
dos de ellas son potenciales agentes biocidas
frente a microorganismos fitopatógenos de
interés regional (Ordoñez et al., 2004; Sa-
yago et al., 2006; Kovacevich et al., 2009;
Ordoñez et al., 2011). El objetivo del pre-
sente trabajo fue evaluar la capacidad anti-
bacteriana y antifúngica de extractos de
Nardophyllum armatum recolectadas en di-
ferentes áreas geográficas de la Puna argen-
tina sobre microorganismos fitopatógenos y
así contribuir al conocimiento de los poten-
ciales usos de esta especie en agroindustria.

Figura 1. Partes aéreas de Nardophyllum armatum.
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MICROORGANISMOS FITOPATÓGENOS
SELECCIONADOS

Erwinia carotovora produce la desinte-
gración de los tejidos (podredumbre blanda)
y necrosis vascular de los órganos infectados
(Bradbury, 1986). No se le conoce especifici-
dad por un huésped en particular y se en-
cuentra ampliamente distribuida en el país
(Byrne et al., 2005; Eriksson et al., 1998).

Agrobacterium tumefaciens produce una
enfermedad conocida como «agalla en coro-
na» debido a que causa crecimiento de tu-
mores en los tejidos de los vegetales ataca-
dos por transmisión de material genético al
huésped (Hooykaas y Beijersbergen, 1994).

Pseudomonas syringae es un patógeno
vegetal que puede infectar un amplio rango
de especies de plantas, existiendo más de 50
diferentes patovares (raza de bacteria o gru-
po de razas con características iguales o si-
milares, que están diferenciadas a nivel in-
fraespecífico de otras razas de la misma es-
pecie o subespecie sobre la base de patoge-
nicidad distintiva a uno o más hospedantes
en plantas) (Iacobellis et al., 1994).

Xanthomonas campestris produce una
pudrición negra (necrosis) en las hojas de
los vegetales que infecta (cebolla, coliflor,
repollo) (Chan y Goodwin, 1999).

Entre los hongos causantes de enferme-
dad post-cosecha de citrus se pueden citar:
Penicillium digitatum causantes de la podre-
dumbre verde y Geotrichum candidum pro-
ductor de podredumbre amarga en frutos de

limón (Hershenhorn, 1989; Droby, 2009).

MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL VEGETAL
Los ejemplares de Nardophyllum arma-

tum (Wedd.) Reiche fueron recolectados en
Febrero de 2006 en Aguas Calientes, Jujuy a
3650 msnm (IEV91) y en Antofagasta de la
Sierra, Catamarca a 4200 msnm (LIL
607928) Argentina. Las muestras se deposi-
taron en el herbario del «Instituto Miguel
Lillo», Fundación Miguel Lillo (LIL), Tucu-
mán, Argentina y en el Instituto de Estudios
Vegetales (IEV), Tucumán, Argentina. La
identificación botánica de las plantas fue
realizada por la Licenciada Soledad Cuello.

PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS
Partes aéreas de al menos cinco indivi-

duos sanos y recolectados en el mismo am-
biente geográfico y bajo las mismas condi-
ciones se mezclaron. Se prepararon de la
misma manera tres lotes. Cada lote de ma-
terial vegetal fue secado a 40 ºC en estufa
durante un periodo de 5 días hasta peso
constante y luego fue reducido a polvo con
un molinillo a cuchillas. A partir de este
material se prepararon tinturas (extractos
alcohólicos) utilizando la metodología des-
cripta en Farmacopea Argentina (1978) (Ta-
bla1). A 5 g del material vegetal seco y tritu-
rado se le adicionaron 100 ml de etanol 80º
y se maceraron durante 7 días a temperatu-

Tabla 1. Diseño experimental que contempla lote de individuos, extractos, contenido de com-
puestos fenólicos y determinación de la actividad antibacteriana.
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ra ambiente. Cada uno de los extractos obte-
nidos se filtraron a través de papel de filtro
(Whatman N° 4) y se conservaron a 4°C has-
ta su utilización.

PERFIL FITOQUÍMICO
DE LOS EXTRACTOS

Se determinó el contenido de compuestos
fenólicos totales mediante el método de Fo-
lin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Los
resultados fueron expresados en equivalentes
de ácido gálico (GAE).

MICROORGANISMOS
Las especies de bacterias fitopatógenas

ensayadas fueron obtenidas de la Colección
de Cultivos Tipo (Departamento de Micro-
biología, Facultad de Ciencias Biológicas,
Universidad de Valencia, Burjasot, Valencia,
España).

Erwinia carotovora var carotovora, Agro-
bacterium tumefaciens, Xanthomonas cam-
pestris pvar vesicatoria y Pseudomonas syrin-
gae pvar. syringae. Los cultivos fueron con-
servados a -20ºC en medio cerebro corazón
infusión conteniendo glicerol 20% y agar
1,5%.

Hongos fitopatógenos filamentosos: Geo-
tricum candidum Link Fr., cepa cedida por
la Cátedra de Micología de la Facultad de
Bioquímica, Química y Farmacia, UNT y
Penicillium digitatum (Pers.Fr) Sacc., cepa
cedida por el Instituto de Biotecnología de la
Facultad de Bioquímica, Química y Farma-
cia, UNT. Los cultivos fueron conservados a
4 ºC en Agar Sabouraud Glucosado y reacti-
vados periódicamente.

OBTENCIÓN DE ESPORAS
DE LOS HONGOS FILAMENTOSOS

Las esporas de P. digitatum y G. candi-
dum fueron obtenidas a partir de cultivos en
medio Agar Sabouraud Glucosado a 30 ºC
durante 7 días. Sobre el cultivo se agrega-
ron 10 ml de solución fisiológica estéril con-
teniendo 0,1% de Tween 80. La suspensión se
colocó en un erlenmeyer conteniendo perlas
de vidrio, se homogeneizó por agitación du-
rante 10 minutos y posteriormente se filtró a
través de gasa estéril. Los conidios fueron

obtenidos por centrifugación del filtrado a
3000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC, luego
se lavaron y conservaron en agua destilada
estéril hasta su uso. El recuento de conidios
se realizó en cámara de Neubauer.

PREPARACIÓN DEL INÓCULO
Los cultivos de bacterias se resuspendie-

ron en solución fisiológica y las suspensiones
se ajustaron a la concentración de 4 x105

UFC.ml-1. Para los hongos filamentosos el
inóculo consistió en una suspensión de 4 x
104 conidios.ml-1.

EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

La actividad antibacteriana de los ex-
tractos se evaluó mediante el método des-
cripto en la CLSI, 2006 (Clinical Laboratory
Standards Institute). La actividad antifúngi-
ca de los extractos se evaluó por el método
descripto por Zacchino et al. (2007). La ac-
tividad de los extractos etanólicos se ensayó
en concentraciones de 400 a 1000 µg.ml-1 de
compuestos fenólicos (GAE).

Se agregaron 0,5 ml de las diluciones
del extracto en estudio a cajas de Petri de 5
cm de diámetro conteniendo 4,5 ml de me-
dio Mueller Hinton Agar para bacterias y
Agar Sabouraud Glucosado para hongos.
Posteriormente, se inocularon con la suspen-
sión de cada microorganismo (2 µl para
bacterias y levaduras y 10 µl para hongos
filamentosos).

Los cultivos bacterianos se incubaron
durante 24 hs a 37ºC. Los hongos filamento-
sos se incubaron durante 96 hs a 30 ºC. Se
realizaron los correspondientes controles de
crecimiento microbiano (medio de cultivo +
microorganismo), controles de solvente (me-
dio de cultivo + 10% de etanol 80º + micro-
organismos) y controles positivos (medio de
cultivo + clotrimazol 1 mg.ml-1 + microor-
ganismo).

Se evaluó la actividad antimicrobiana
determinando la concentración inhibitoria
mínima (CIM), definida como la concentra-
ción más baja de extracto en equivalentes de
compuestos fenólicos capaz de inhibir el cre-
cimiento de los microorganismos.
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La medición del crecimiento de los hon-
gos filamentosos se realizó periódicamente
determinando el crecimiento radial del mi-
celio.

El porcentaje de inhibición de crecimien-
to radial de los hongos filamentosos (P) se
calculó mediante la fórmula: P= [(C–T)/C]
×100, donde C es el crecimiento micelial del
hongo en el medio de cultivo sin extracto
incorporado y T es el crecimiento micelial
del hongo en el medio de cultivo con extrac-
to incorporado (Nidiry y Badu, 2005).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Todos los ensayos se realizaron por tri-

plicado (3 réplicas x 3 extractos x 2 áreas
geográficas) y se determinó la media y la
desviación estándar. Todos los resultados se
analizaron mediante el Student t-test. Valo-
res de p ≤ 0,05 fueron considerados signifi-
cativos.

RESULTADOS

Los extractos hidroalcohólicos de partes
aéreas de Nardophyllum armatum recolecta-
dos de Jujuy y Catamarca a más de 3000
msnm presentan un contenido de compues-
tos fenólicos de 1131±111 y 2246 ±200 µg
GAE.ml-1, respectivamente.

La Tabla 2 muestra el efecto de los ex-
tractos hidroalcohólicos sobre el crecimiento
radial de dos especies de hongos filamento-
sos responsables de enfermedades post-cose-
cha de limón. Los extractos preparados con
muestras de las dos regiones, por separado,
inhibieron el crecimiento de P. digitatum y
G. candidum. G. candidum presentó una in-
hibición del crecimiento a las 96 h de incu-
bación del 40 % con 400 µg GAE.ml-1 de
extracto de muestras de N. armatum recolec-
tadas en Antofagasta de la Sierra, aumentan-
do progresivamente este porcentaje hasta el
57% con 800 µg GAE.ml-1. Los extractos de
partes aéreas de N. armatum recolectadas
en Jujuy mostraron un efecto inhibitorio del

Tabla 2. Porcentaje de crecimiento radial de los hongos filamentosos por extractos alcohó-
licos de muestras de N. armatum recolectadas en dos regiones de la Puna Argentina.
Los resultados son la media de tres determinaciones con tres extractos preparados con tres
lotes de individuos. E1,2,3: extractos preparados con el lote 1, 2 y 3, respectivamente y
E4,5,6: extractos preparados con el lote 4, 5 y 6, respectivamente. DS ± 5%.
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crecimiento de G. candidum del 50% desde
la mínima concentración ensayada.

Las extracciones realizadas con muestras
de las especies recolectadas a dos niveles
altitudinales producen un retardo en el creci-
miento de P. digitatum hasta las 48 h depen-
diente de la dosis ensayada (respuesta dosis-
dependiente). Si bien a las 96 h de incuba-
ción el crecimiento de P. digitatum se reacti-
va observándose un desarrollo micelial se-
mejante al control para las menores concen-
traciones ensayadas de ambos extractos, el
crecimiento fúngico disminuye 20 y 60% con
1000 µg GAE.ml-1 de los extractos de Jujuy y
Catamarca, respectivamente.

El valor de CIM de los extractos hidroal-
cohólicos de muestras de N. armatum obte-
nidas en las dos regiones en estudio sobre
todas las bacterias fitopatógenas ensayadas
fue ≤ 400 µg GAE.ml-1 (Tabla 3).

DISCUSIÓN

El análisis de las partes aéreas de N. ar-
matum reveló que las muestras recolectadas
a mayor altitud presentan mayor contenido
de compuestos fenólicos totales. Se observó
una correlación positiva entre esta variable y
la actividad antifúngica de las muestras re-
colectadas en Catamarca.

Todos los extractos preparados a partir
de N. armatum tienen mayor efecto inhibi-

dor del crecimiento de G. candidum que so-
bre P. digitatum, ambos fitopatógenos de fru-
tos cítricos.

Además se observó que presentan efecto
inhibidor del crecimiento de bacterias fitopa-
tógenas a concentraciones de compuestos
fenólicos más bajas que las necesarias para
inhibir o retardar el crecimiento de los hon-
gos miceliales. Debido a la naturaleza quí-
mica de los componentes de la pared celular,
es de esperar que el efecto de los extractos
sea mayor en bacterias que en hongos mice-
liales.

En trabajos previos demostramos que es-
tos extractos también son activos sobre bac-
terias Gram positivas y Gram negativas pató-
genas humanas antibiótico resistentes y que
los responsables de este efecto serían com-
puestos de naturaleza fenólica (D’Almeida et
al., 2007).

Los resultados obtenidos hasta el presente
evidencian la potencialidad del uso de ex-
tractos de N. armatum (rico en metabolitos
secundarios polifenólicos) como una estrate-
gia natural, no convencional y ecológica-
mente aceptable para la protección de los
cultivos contra enfermedades producidas por
microorganismos fitopatógenos. Sin embar-
go son necesarios estudios toxicológicos (fi-
totoxicidad y genotoxicidad) in vitro e in
vivo para proponer un uso seguro de los mis-
mos y realizar ensayos del efecto de los fito-

Tabla 3. Concentración inhibitoria mínima de extractos alcohólicos de N. armatum obtenidos con
individuos recolectados en dos regiones de la Puna Argentina sobre bacterias fitopatógenas. Los
resultados fueron similares en todas las repeticiones independientemente del lote de individuos
con el que se prepararon los extractos y del nivel altitudinal del que fueron recolectados.
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extractos in vivo que demuestren la efectivi-
dad de su uso en campo o post-cosecha.
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