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RESUMEN

Las enfermedades fangicas constituyen uno de liogipales problemas fitosanitarios que
afecta a los cultivos en Chile, siendo una de las importantes la “pudriciéon gris”, cuyo
agente causal es el hongotrytis cinereaPers. La mayor parte de las estrategias de caterol
este patégeno se basan en el uso de fungicidascgsisintéticos. Sin embargo, la utilizacion
de estos productos se ha vuelto cada vez menegz gfimas restringida debido a la aparicion
de cepas altamente resistentes y a los efectosatal@s negativos que derivan de su uso
indiscriminado. Esto, sumado a la creciente demamata agroquimicos ambientalmente
seguros generada por sistemas de agricultura aiteanque promueven la produccion
sustentable y sana de alimentos, ha incentivadiesrrollo de investigaciones orientadas a
proporcionar estrategias de control alternativaggedas cuales se encuentra el uso de plantas

como fuente de metabolitos secundarios con progesdantifungicas.

Estudios con extractos de quilla@uillaja saponariaMolina), han demostrado su actividad
antifingica en una serie de hongos fitopatogerosyal se explicaria fundamentalmente por
la presencia de saponinas. Sin embargo, la altamigarpor la corteza de este arbol, una de las
principales fuentes de saponinas triterpénicad erurdo, el cambio de uso de los suelos y el
bajo nivel de reproduccién por semillas, han digndia la existencia de ejemplares adultos
amenazando seriamente la preservacion de la esgécigltivo in vitro de plantas constituye
una herramienta biotecnoldgica que proporciona altexnativa para la obtencion de una

fuente continua de biomasa vegetal, sin arriesgeohservacion del germoplasma.

Considerando estos antecedentes, el objetivo depknisteado en esta investigacion fue
evaluar y caracterizar la actividad antifungicdalespecie€. saponariacultivadain vitro en

un aislado d®. cinereaasociado a cultivos de importancia agricola.

En este estudio se logré implementar exitosamentsistema de propagacién vitro de
quillay a partir de yemas axilares de ejemplares@rdiciones naturales de crecimiento, lo
que representa un aporte al desarrollo de téchiotescnoldgicas para el estudio y utilizacién

comercial de esta especie, sin afectar su presénvagmo recurso nativo.



Los extractos crudos de brotesvitro de quillay redujeron significativamente la gerncida

de conidias y el crecimiento miceliah vitro de B. cinerea lo que se tradujo en una
disminucion de los niveles de infeccion por el patto a nivel foliar y de frutos en
condicionesin vivo. La accion fungitoxica del extracto fue comparadléa de fungicidas
comerciales, aunque levemente inferior a la deaetds de hojas de quillay en condiciones

naturales de crecimiento.

A nivel de mecanismos de accion, el extracto etemde quillayin vitro: alter6 en forma

moderada el proceso de respiracion celular y langabilidad de la membrana plasmatica;
disminuyé la actividad de enzimas antioxidantes TGASOD) e incrementé moderadamente
los niveles de peroxido de hidrogeno vy lipoperogidla de membranas; redujo
significativamente la produccion de cutinasa ygeiicturonasa; e inhibio significativamente

la actividad lacasm vitro; enB. cinerea

El hecho de que la accion fungitoxica de ningunalagefracciones aisladas superara la
actividad del extracto total, plantea el uso défaeto crudo de quillayn vitro como potencial
fungicida, lo cual reduciria tanto el costo de abién del producto, como el riesgo de

desarrollo de resistencia en el patégeno.

Los brotes de quillay obtenidos mediante cultimovitro acumularon saponinas, lo que
permite proponer al cultivin vitro de plantas como una herramienta biotecnoldgica [aar
obtencion de estos metabolitos. El extracto eteadtie quillayin vitro ademas contiene
compuestos fendlicos, tales como los acidos claiogé caféico yp-coumarico, esculetina,
escopoletina, rutina, naringenina y quercetina, ¢osles han sido identificados como

metabolitos fungitdxicos para hongos fitopatégesrostras especies vegetales.

Los resultados de esta tesis sugieren que el cultivvitro de quillay representa una
alternativa interesante para la obtencion de exisacon propiedades antifiUngicas Bn
cinereg que no arriesga la preservacion de esta espatiiancuya actividad se deberia, al

menos en parte, a la presencia de saponinas y estogiLfenolicos.



ABSTRACT

Fungal diseases constitute one of the main phyitasgrproblems that affect crops in Chile,
being perhaps the most important “gray mold”, whosasal agent iBotrytis cinereaPers.
The most of the control strategies for this fun@pase been based on the use of synthetic
fungicides. Nevertheless, this method has becossed#ective and more restricted due to the
appearance of highly resistant isolates and tond#gative environmental effects that derive
from the indiscriminate use of these products. ,Timsaddition to the increasing demand by
environmentally safe agrochemicals generated leyredtive agriculture systems that promote
the sustainable and healthy production of foods, dtanulated the development of research
oriented to provide alternative control strategibsing the use of plants as a source of

secondary metabolites with antifungal propertie® of them.

Studies with extracts of quillayQillaja saponariaMol.), an endemic Chilean tree, have
demonstrated their antifungal activity against s@hgtopathogenic fungi, which is explained
principally by the presence of saponins, the macoedary metabolites in this specie. The
high demand by quillay cortex, one of the most intgoat sources of triterpenic saponins in the
world, along with a progressive replacement of $tseby crops and the low natural
reproduction by seeds, are seriously threateniagpteservation of this native specie. As an
alternative to this problem, the vitro culture of plants constitutes a biotechnologioal that

provides a method for the obtaining of a continusmsrce of vegetal biomass, without risking

the germplasm conservation.

According to these antecedents, the main goalistréisearch was to evaluate and characterize
the antifungal activity ofQ. saponariain vitro plants against an isolate &. cinerea

associated to agriculturally important crops.

In this study it was implemented a successful systé quillay in vitro propagation from
axillary buds of naturally grown trees, which reg@ets a contribution for the development of
biotechnological techniques for the study and consrakuse of this specie, without affect its

preservation as native resource .



Quillay extracts fromin vitro shoots significantly reduce conidia germination amdsitro
mycelial growth ofB. cinerea In addition, the infection levels, undir vivo conditions, of
tomato detached leaves and strawberry fruits tieaiéh this extract were diminished. The
fungitoxic activity of the extracts was similarttoe fungicidal action of natural and synthetic
commercial fungicides but slightly lower than thatifungal effect of quillay leaves extract

from trees naturally grown.

The ethanolic extract ah vitro quillay moderately altered the process of celluéapiration
and the plasmatic membrane permeability, decretdsedntioxidant enzyme activity (CAT
and SOD) and moderately increased the levels hgtrogeroxide and membrane
lipoperoxidation, significantly reduced the prodantof cutinase and polygalacturonase, and
highly inhibited thdn vitro laccase activity, oB. cinerea

The antifungal action of none of the fractions adetl was higher than fungitoxic effect of
total extract. The use of the crude extract asmiatlefungicide reducing both, the cost of

product obtention and the risk of fungal resistateeslopment.

The fact thatin vitro shoots of quillay accumulated saponins, allow psopg thein vitro
culture of plants as an alternative tool for théaoting of these metabolites. In addition, the
ethanolic extract oin vitro quillay contains phenolic compounds such as clglema, caffeic
andp-coumaric acids, esculetin, scopoletin, rutin, mgenine and quercetin, which have been
identified as antifungal compounds on phytopathag&mgi in other plant species.

The results of this thesis suggest that ithevitro quillay culture constitutes an interesting
biotechnological method to obtain environmentaé saitifungal extracts to contrBl cinerea
without risking the preservation of this endemie@p, whose fungitoxic activity could be

explained, at least partly, by the presence of simps and phenolic compounds.



1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

Las enfermedades fangicas constituyen uno de liogipales problemas fitosanitarios que
afecta a los cultivos en Chile, siendo una de las importantes la “pudricion gris”, cuyo
agente causal es el honBotrytis cinereaPers. (Jarvis, 1977; Jarvis, 1980; Alvarez, 1982).
Este patdégeno infecta a mas de 200 especies wegélaltorre, 1986; Benitet al, 2000),
entre las que se incluyen frutales, plantas orntatesn y una serie de hortalizas
(Rosslenbroiclet al, 1999; Latorreet al, 2001), aunque su hospedero econémicamente mas
relevante es la vid (Alvaréz, 1982; Latorre, 198&)s infecciones por este hongo afectan no
so6lo el rendimiento, sino ademas la calidad decldsvos, provocando deterioros de gran
magnitud incluso durante las etapas transporteng@naje de los productos agricolas (Elad,
1988; Hammeet al., 1990; Berrie, 1994; Rosslenbroich y Stueble6®@0

Durante los ultimos 50 afios, el controlRlecinerease ha basado fundamentalmente en el uso
de fungicidas quimicos sintéticos (RosslenbroichStuebler, 2000), siendo los mas
extensivamente usados benzimidazoles y dicarboasn{tatorre, 1986 y 1989; Morales y
Nualart, 1995, Latorret al, 2001). Sin embargo, la utilizacion de estos petak se ha vuelto
cada vez menos eficaz debido a que el patégenmdrado desarrollar cepas altamente
resistentes a ambos productos (Pommer y LorenZ; 19@el y Nair, 1993; Latorret al,
1994; Yourman y Jeffers, 1999). A partir de medgade los 90’ se encuentran disponibles en
el mercado nuevos compuestos sintéticos orientat@®ntrol de este hongo, los cuales
incluyen las anilinopirimidinas, el fenilpirrol ftioxonil y la hidroxianilida fenhexamid
(Rosslenbroich y Stuebler, 2000). No obstante rém gapacidad dB. cinereade adaptarse
rapidamente a nuevos productos de control (Latetral, 2002; Sergeevet al, 2002;
Leroux, 2004) crea la necesidad de desarrollartantesmente nuevos botriticidas (Brent y
Hollomon, 1998; Rosslenbroich y Stuebler, 2000)wBegt al, 2003). Por otra parte, el uso
indiscriminado de fungicidas sintéticos, debidouapsrsistencia, ha generado una serie de

problemas ambientales, incluyendo la contaminad&suelos y aguas (Hayes y Laws, 1991;



Latorre, 1986; Morales y Nualart, 1995; Paulitz éldhger, 2001), por lo que actualmente la
utilizacion de varios de ellos esta siendo regulgaldernamentalmente (Elmer y Reglinski,
2006; Chapagairet al, 2007). Esto, sumado a la creciente demanda gargaimicos
ambientalmente seguros generada por sistemas melaga alternativa que promueven la
produccién sustentable y sana de alimentos, hadtewa proponer y desarrollar estrategias de
control alternativas, entre las cuales se incluygse de plantas como fuente de metabolitos
secundarios con propiedades antifungicas (Maefiad, 1998; Fioriet al, 2000; Ramirez-
Chéavezet al, 2000; Chapagaiet al, 2007).

La mayoria de las especies vegetales sintetizaabwilébs antimicrobiales que inhiben las
infecciones por hongos fitopatdgenos, ya sea comde pde su programa normal de
crecimiento y desarrollo, o en respuesta al ataigupatdgenos y otras condiciones de estrés
(Morrissey y Osbourn, 1999; Osbourn, 1999; Lambetrsal, 2000). Muchos de estos
compuestos han sido caracterizados quimicamerge,importancia, tanto en la prevencion
como control de enfermedades fungicas vegetalesidbademostrada (Duke, 1990; Jearadet
al., 2002). En este contexto, extractos, aceitescedes o0 metabolitos secundarios con
actividad antifungica derivados de plantas, pueden utilizados en el control de
enfermedades vegetales (Fietial, 2000). Los productos naturales de plantas ptasaema
serie de ventajas con respecto a los fungicidaétiios, tales como una baja toxicidad, menor
residualidad y una alta selectividad (Tewari, 19R8¢0, 1990, Badett al, 1996; Bishop y
Thornton, 1997), por lo que pueden ser idealesidatabs para su uso como agroquimicos
(Duke, 1990; Maciast al, 1998; Aplablazat al, 2002; Singlet al, 2003).

Estudios con extractos de quilla@yillaja saponariaMolina), especie endémica Chilena, han
demostrado su actividad antifingica en una seribatgos fitopatégenos (Villegas, 1999;
Apablaza et al, 2002; Moya, 2003; Chapagaiet al, 2007), la cual se explicaria
principalmente por la presencia de saponinas (Sgg&chlosser, 1975; Schonbeck y
Schldsser, 1976). Sin embargo, la explotacion deapmnes naturales de quillay a través de
practicas de manejo inadecuadas, el progresivopleegmde los bosques por cultivos, el bajo
nivel de reproduccion por semillas (Copeafaal, 2003; Prehret al, 2003), y la alta demanda

por la corteza de esta especie para la obtenca@mgrcializacion de saponinas (van Setten y



van der Werken, 1996; San Martin y Briones, 1998pdjaet al, 2003), han disminuido la
existencia de arboles adultos, amenazado seriamemieservacion (Prele al., 2003)

El cultivo in vitro de plantas constituye actualmente una herramibiatzcnolégica que
proporciona una alternativa para la obtencion dea fwente continua de biomasa vegetal
generadora de productos naturales, sin arriesgeonservacion del germoplasma (Hopkins,
1995; Bhojwani y Razdan, 1996). Varios estudios li@mostrado que tejido vegetal
proveniente de cultivoin vitro es capaz de producir compuestos especificos en
concentraciones similares que plantas intactasoadi@onesin vivo (Calva-Calvaet al,
2002; Vanisreest al, 2004). Asi, los considerables avances de lmaltiécada en el area de
la biotecnologia vegetal, han dado la oportunidadjue las plantas puedan ser consideradas
como verdaderos biorreactores para la producciometabolitos secundarios de interés
(Calva-Calveet al, 2002; Vanisreet al, 2004).

De acuerdo a estos antecedentes, el trabajo detiga&on que sustenta esta tesis de
doctorado, se basa en las hipétesis que a conifmuse describen.



1.2  Hipdtesis de Trabajo

La especiduillaja saponariaMol. cultivadain vitro exhibe actividad antifingica éotrytis
cinereaPers., la cual se explicaria en parte por la poigesn sus tejidos de metabolitos
secundarios con propiedades fungicidas.

La efectividad y caracteristicas de los extract@uados, fracciones aisladas y/o compuestos
bioactivos obtenidos de la especie en estudio, ipgarsu utilizacion en la formulacion de
fungicidas naturales para el control del patégenoudtivos de importancia agricola.

1.3  Objetivo General

El objetivo general de esta investigacion fue eaajucaracterizar la actividad antifungica de
la especidQuillaja saponariaMol. cultivadain vitro en un asilado dBotrytis cinereaPers.
asociado a cultivos de importancia agricola.

1.4  Objetivos Especificos

- Evaluar la actividad antifingida vitro e in vivo enB. cinereade extractos acuosos e

hidroalcohdlicos de quillay vitro.

- Identificar el posible mecanismo de accion de kdsaetos antifingicos.

- Realizar el fraccionamiento de los extractos astivevaluar la fungotoxicidad vitro

enB. cinereade cada fraccion.

- Identificar compuestos con actividad antifangicae gexpliquen la actividad

antifingica del extracto, mediante técnicas crograficas y analiticas.



2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Botrytis cinereaPers., agente causal de la pudricion gris

B. cinereaes un hongo fitopatégeno que causa importantesdasrecondmicas en un amplio
rango de cultivos de importancia agricola (Antoet\al, 1997), constituyendo actualmente
en Chile y otros paises, uno de los principaleblproas fitosanitarios (Latorre, 1986; Latorre
y Vasquez, 1996; Latorret al, 2001). Este patdgeno puede atacar a los cukinasialquier
estado de su desarrollo e infectar cualquier mhatia planta, colonizando hojas, tallos, flores,
tubérculos y frutos (Elad, 1997; Muckenschnadiedl, 2002), por lo que las infecciones por
este hongo afectan no solo el rendimiento, sinonddda calidad de los cultivos, provocando
deterioros de gran magnitud incluso durante lapastaransporte y almacenaje de los
productos agricolas (Elad, 1988; Hamraeal, 1990; Berrie, 1994; Rosslenbroich y Stuebler,
2000).

2.1.1 Etimologia y clasificacion taxonomica

La etimologia del género Botrytis deriva del Gridgairys que significa “grupos de uvas”,
por la organizacion de sus conidias en forma denes; mientras el nombre de la especie
deriva del Latin del latircinereus-a-um(de color grisdceo o ceniza), aludiendo al color

grisaceo de las esporas acumuladas en el tejidsategfectado (Agrios, 1997).

El nombreB. cinereaaparece por primera vez mencionado por von H#lé71), en su
“Synopsis Methodica Fungortnin 1866, de Bary descubre la conexion genétitee eeste
patégeno yBotryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel (Rosslenbroich y Stuebler, 2000)
Posteriormente este ultimo fue identificado comesthdo perfecto o sexual (telomorfo) del
patdgeno, sin embargo ocurre raramente en la tegaréFaretraet al, 1988) por lo que el
nombre del estado imperfecto o asexual (anamdsfajinerea es comunmente preferido para
referirse a este hongo (XIth International Botry@®nference, 1996, Wageningen, The
NetherlandsEn: ten Have, 2000). En la Tabla 1, se muestra lsifdacion taxonémica de
ambos estados del patdgeno.



Tabla 1. Clasificacion taxondmica dgotrytis cinereay Botryotinia fuckeliana

Estado asexual Estado sexual
Reino Fungi Fungi
Division Deuteromycota Ascomycota
Clase Hyphomycetes Discomycetes
Orden Moniliales Helotiales
Familia Moniliaceae Sclerotiniaceae
Geénero Botrytis Botryotinia
Especie Botrytis cinerea Botryotinia fuckeliana

Adoptado de:ten Have, 2000

2.1.2 Morfologia y proceso de infeccion

B. cinereaproduce conidias multinucleadas, heterocariot{€ad#lich et al, 1989; Agrios,
1997), hialinas o levemente coloreadas, unicelsjapgoides o esféricas, sobre pequefios
esterigmas en el extremo de conidi6foros ramifisa@mrios, 1997; Latorre y Rioja, 2002).
El patdgeno posee hifas septadas ramificadas (#gti®97) y forma una variedad de
estructuras de penetracion, incluyendo apresar@s|os cuales invade la epidermis del tejido
vegetal (Salinast al, 1986). Ademas, las especies del género Bofpytiducen esclerocios
(Honda y Mizumara, 1991), que actian como estrastule resistencia para proteger al
patdgeno de condiciones climaticas desfavorabless Have, 2000). En la Figura 1, se

muestran algunas estructuras morfolégicas de esigoh

Figura 1. Morfologia deBotrytis cinereaPers. A) Conidiéforos; B) Conidias; C) Conidias en
germinacion. Adoptado de: Biodiversity References, Biological Science-Unsigr of

Paisley. http://www-biol.paisley.ac.uk/bioref/indektml; Fotografias © A.J. Silverside.



El proceso de infeccion d& cinereaconsta de cuatro etapas (Mendger y Deising, 1898).

la primera, ocurre la adherencia de las conidiks superficie vegetal (Jones, 1994). Luego,
comienza el proceso de germinacion, en el que dagdias dormantes producen el tubo
germinativo, el cual al entrar en contacto conegtld hospedero forma la hifa de infeccion
(Hamer et al, 1987). Los tubos germinativos penetran el tejido la planta hospedera
generalmente a través de heridas (Staples y Mag6g) o por aperturas naturales (estomas
y/o lenticelas) (Jarvis, 1977; Staples y Mayer,5)9%in embargo, al ser un microorganismo
necrotrofico, este patdgeno ademas es capaz deirifrdumuerte de la célula vegetal para
facilitar la colonizacion del tejido hospedero nzede la secrecion de enzimas hidroliticas
(Jarvis, 1977; Baker y Bateman, 1978; Mendgeal, 1996; Govrin y Levine, 2000; Benieh

al., 2000). Finalmente, se produce la invasion decklslas adyacentes hasta abarcar la
totalidad del tejido (Kolattukudy, 1981 y 1985).

B. cinerea produce una serie de enzimas involucradas en @tepo de patogénesis,
incluyendo pectinasas, tales como endo y exo péasas (PL) (Movahedi y Heale, 1990),
gue hidrolizan el enlace glicosidico del polimeeopeéctina (Baker y Bateman, 1978), endo y
exo poligalacturonasas (PG) (Johnston y Williamst®92 a y b), las cuales catalizan la
hidrdlisis de poligalacturonatos a moléculas de anggeso molecular (Baker y Bateman,
1978) y pectin metilesterasas (Reignatlal, 1994), que son capaces de desmetilar la pectina
(Baker y Bateman, 1978). Ademas, este hongo proclutogasas (Salinast al, 1986; Salinas

y Verhoeff, 1995), serina esterasas que hidroliegarenlace éster de la cutina (Baker y
Bateman, 1978), proteasas (Movahedi y Heale, 19@@gimas involucradas en la
detoxificacibn de compuestos vegetales antifingitales como las lacasas (Peeétal,
1991; Slomczynsket al 1995; Kars y van Kan, 2004) y fitotoxinas (batids), las cuales
contribuyen al proceso de patogénesis (Colktda., 1995; Beniteet al, 2000).

Las condiciones en que el proceso de infeccidrnrealgjan en evidencia la gran adaptabilidad
del patégeno. Se ha reportado que las conidiasiggmma una humedad relativa de mas de un
90% (Maroiset al, 1988; Salinast al, 1989; Yuniset al, 1990; Latorrest al, 2002) y a un
rango de temperatura entre 1 a 30° C, con un Opéinice 18 y 20° C. Esta flexibilidad

extrema conlleva a que un cierto nivel de inGcutsta en casi todas partes y a que la



extension epidemiolégica de la enfermedad puedairggbida solo cuando prevalecen
condiciones secas (Rosslenbroich, 1999; LatorrepaR2002).

2.1.3 Ciclo de vida
B. cinereaes un hongo parasito facultativo, por lo que pudeer ya sea como saprofito en
tejidos necréticos (Rosslenbroich, 1999), o biemegarasito (Elad, 1995). El ciclo de vida

de este patégeno se ilustra en la Figura 2.

Figura 2. Ciclo de vida deBotrytis cinereaPers. A) Ciclo de verano; B) Conidiéforos; C)
Conidias; D) Conidias adheridas al hospedero; E§ tanidias germinan, y los tubos
germinativos penetran e invaden el tejido vegdtalConidioéforos producidos en el tejido
vegetal infectado; G) Después del invierno; H) &suddios; I) Micelio; J) El micelio crece
para formar conididforos y K) Los esclerocios gevami para producir micelio, el cual

producira conidiéforosAdoptado de Agrios, 1997 (Imagenyww.thewinedoctor.com).



Durante la época invernal es posible detectarrgd@n forma de micelio en tejido vegetal en
descomposicién, o como esclerocios. Pasado elrimyieel micelio crece y los esclerocios
germinan para producir micelio, el cual produceididforos. Las conidias son liberadas
desde los conidi6foros hasta llegar al hospedebajg condiciones climéticas favorables,
comienza el proceso de infeccion. Una vez que tasd@s entran en contacto con el
hospedero, éstas producen micelio, el cual invatigiéo provocando la desintegracion de las
células vegetales, el tejido se ablanda y pudremiEélio en el tejido infectado vuelve a
producir conidioforos y se liberan nuevas conidiroceso continta y al invierno siguiente

el hongo vuelve al estado de hibernacion (Agri@9;7).

2.1.4 Sintomas, signosy rango de hospederos

Los sintomas provocados por este patdgeno, inclugedricion en frutos y tubérculos,
marchitez del tejido, pustulas y manchas foliacasga de plantulas (Hausbeck y Moorman,
1996), cancros en los tallos, y tizones en infloeesias (Hausbeck y Moorman, 1996; Kim y
Cho, 1996).B. cinereaproduce un micelio blanquecino y de aspecto laresel tejido
infectado, el cual se vuelve gris durante la edpoidn, lo que puede ocurrir dentro de unos
pocos dias luego de que la infeccion se ha iniciddbido a ésto, las enfermedades causadas
por este hongo son comunmente denominadas “pudrgis” (ten Have, 2000; Latorre,
2004). En la Figura 3, se muestran algunos deildsrsas y signos (expresion visible del
patdgeno en el hospedero; Latorre, 2004) del atpguB. cinereaen cultivos de importancia

agricola.

Figura 3. Sintomas y signos del ataque Batrytis cinereaen algunas especies vegetales de
importancia agricola. A) Frutilla, B) Uvas, C) Frameso y D) TomateAdoptado de:
http://articulos.infojardin.com/PLAGAS_Y_ENF/Enfeeatades/Botritis.htm



Este patdgeno infecta principalmente especies ididoheas y monocotiledéneas no-
graminaceas (Jarvis, 1977; Agrios, 1997; Lator@@42, siendo uno de los patégenos mas
importantes en plantas cultivadas en condicionaswgnadero (Kiso, 1988). El hongo tiene
una posicion especial dentro del género Botrytigual estd constituido por 22 especies de
hongos (Hennebert, 1973) y que se caracterizarnpectar un rango restringido de especies
vegetales (ten Have, 2000), ya que @uainerease han identificado al menos 235 plantas
hospederas (Jarvis, 1977), entre las que se inthuytales, plantas ornamentales y una serie
de hortalizas, aunque su hospedero econoOmicameageaatevante en nuestro pais es la vid
(Alvaréz, 1982; Latorre, 1986).

2.1.5 Métodos de control fitosanitario

En Chile y otros paises, durante los ultimos 5Gafia@ontrol de este patdgeno se ha basado
fundamentalmente en el uso de fungicidas quimitco®tiEos (Rosslenbroich y Stuebler,
2000), siendo los mas extensivamente usados, bielaziales y dicarboximidas (Latorre,
1986 y 1989; Morales y Nualart, 1995, Latoeteal, 2001). Sin embargo, la utilizacion de
estos productos se ha vuelto cada vez menos efetsido al desarrollo de cepas altamente
resistentes a ambos productos (Pommer y LorenZ; 19@el y Nair, 1993; Latorret al.,
1994; Yourman y Jeffers, 1999).

A partir de mediados de los afios 90 se encuentigpordbles en el mercado nuevos
compuestos sintéticos con actividad fungicida Bencinerea entre los que destacan las
anilinopirimidinas (ciprodinil, pirimetanil y mepgirima), el fenilpirrol fludioxonil y la
hidroxianilida fenhexamid (Rosslenbroich y StuepR€§00).

Dado su perfil de inhibicién y translocacion sisigamlas anilinopirimidinas poseen actividad
protectiva y curativa contra este hongo (Rosslanobrg Stuebler, 2000). Pirimetanil es capaz
de inhibir la biosintesis de metionina (Friez al, 1997) y la secreciébn de proteinas
extracelulares, incluyendo hidrolasas fungicasiadas con la patogénesis del hongo (Miura
et al, 1994; Milling y Richardson, 1995).



Por otro lado Fludioxonil induce alteraciones mirflicas en tubos germinativos y estallido
celular (Leroux, 1996), efectos similares a losvpoados por las dicarboximidas, sin
embargo, el desarrollo de resistencia cruzada antb®s tipos de fungicidas Bncinereano

es considerado un problema de importancia pragitiaer et al,, 1995).

Una de las opciones mas nuevas para el controlicuioe este hongo, es el uso de
fenhexamid (Kucket al, 1997; Rosslenbroiclet al, 1998), un fuerte inhibidor de la
elongacion de tubo germinativo y el crecimientardeelio del patdgeno (H@ter y Pontzen,
1999 Rosslenbroich, 1999). Este producto posee un m&oanie accion diferente al de los
otros botriticidas y ademas no exhibe resistenaizacia con ninguno de ellos, por lo que
puede ser utilizado como una buena herramientaspdtrategias de manejo anti-resistencia
en programas del control del hongo (RosslenbroiStugbler, 2000). Se ha reportado que este
fungicida inhibe la biosintesis de esterol, espeaniiente mediante la inhibicion de la enzima
3-quetoreductasa (Debietial, 2001).

A pesar de que actualmente se encuentran dispsraéileel mercado fungicidas sintéticos
relativamente efectivos para el control de estebgmato, la gran capacidad, a veces
sorprendente dB. cinereade adaptarse rapidamente a nuevos productos tteld@matorreet

al., 2002; Sergeeveet al, 2002; Leroux, 2004), crea la necesidad de datarr
constantemente nuevos botriticidas (Brent y Holloji®98; Rosslenbroich y Stuebler, 2000;
Bajwaet al, 2003).

Por otro lado, una de las practicas estandaresgbazantrol de la pudricién gris en uvas,
consiste en fumigar los frutos después de la casenh diéxido de azufre. Sin embargo el uso
de este producto presenta una serie de limitaciodestro de las que se incluyen el
blanqueamiento y desarrollo de lesiones a nivetadegis y bayas, la presencia de residuos
excesivos de sulfito en el tejido, la alteraciéri deoma y sabor del vino, la excesiva
formacion de sulfuro de hidrégeno y mercaptanog] gfecto negativo en la salud humana y
en la calidad del aire (Smilaniekt al, 1990; Crisosto y Mitchell, 2002; Zamora, 2005).



En general, el uso indiscriminado de fungicidasnieds sintéticos, producto de su
persistencia, ha generado una serie de problemaigrtales, incluyendo la contaminacion de
suelos y aguas (Hayes y Laws, 1991; Latorre, 198@rales y Nualart, 1995; Paulitz y
Bélanger, 2001). Ademas, hoy en dia se percibeuoreato en la discusion de la poblacion
con respecto a la aplicacion de estos productaspydsencia de sus residuos en alimentos, ya
gue ambas situaciones ponen en riesgo la saluad dentrabajadores como de consumidores
(Janisiewicz y Korsten, 2002; Spadoro y Gullino020Molina et al, 2006). Por ambas
razones, actualmente el uso de varios pesticiddétisos se ha restringido y esta siendo
regulado gubernamentalmente (Elmer y Reglinski,6200hapagainet al, 2007). Esto,
sumado a la creciente demanda por agroquimicoseatbinente seguros generada por
sistemas de agricultura alternativa, tales comagdecultura organica, ha incentivado el
desarrollo de investigaciones orientadas a propoaci métodos alternativos de control
fitosanitario (Elad y Zimand, 1991; Zhaggal., 1994).

A pesar de que los fungicidas sintéticos contirgiando el soporte del manejo Becinerea
(Molina et al, 2006), estudios han demostrado la efectividddusle de agentes de control
biolégico como una alternativa (Peng y Sutton, 129tanget al, 1994; Swadling y Jeffries,
1995; Zhanget al 1996; Sanfuentes y Ferreira, 1997; Esterio y Aut®97; Latorreet al,
1997; Yu y Sutton, 1997, 1999; Schoene y Kohl, 18%hoenet al, 2000; Coleet al, 2004;
Chaves y Wang, 2004). Esta herramienta, si biealgimos casos ha mostrado interesantes
niveles de control, presenta una serie de limitesp tales como su eficacia variable en
condiciones de campo (McGrath y Shishkoff, 199tiBley Stadnick, 2001; Beth-Diet al
1996; Paulitz y Bélanger, 2001; Elmer y Regling006), y el alto costo de produccion
(Fravel, 1999; Stewart, 2001; Gerhardson, 2002d&may Gullino, 2005), lo que explicaria
el que sélo una pequefia proporcion de los biockaatboes que han mostrado ser efectivos en
condiciones de laboratorio, hayan sido desarrofiackmmercialmente (Elmer y Reglinski,
2006). El uso de plantas como fuente de metabagosndarios con propiedades fungicidas,
aparece como otra de las estrategias alternativies estudiadas (Arnascet al, 1989;
Ramirez-Chéaveet al, 2000; Meepagalet al, 2003).



Los productos naturales de plantas presentan um@ de ventajas con respecto a los
fungicidas sintéticos, las que incluyen su bajactdad, menor residualidad y alta selectividad
(Tewari, 1990, Rao, 1990, Badsial., 1996; Bishop y Thornton, 1997), por lo que puesier

ideales candidatos para su uso como agroquimioalse(C1990; Maciast al, 1998; Singhet

al., 2003). Si bien el problema de desarrollo destescia también es aplicable a metabolitos
de origen vegetal (Papadopouletial, 1999; Bouaralet al, 2002), estos compuestos se
caracterizan por mantener un balance ecolégica eaturaleza, por lo que la probabilidad de

gue este fendbmeno ocurra, es menor (Chapagai 2007).

2.2 Metabolitos secundarios de plantas congpiedades antifingicas

Las plantas producen un amplio rango de metaba#osndarios con actividad antimicrobial
como un mecanismo de defensa contra patégenos (Bi8&; Osbourn, 1996a, 1999; Bennett
y Wallsgrove, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999).65te contexto, la mayoria de las especies
vegetales sintetizan metabolitos secundarios queben el crecimiento de hongos
fitopatdbgenos, ya sea como parte de su prograntaahate crecimiento y desarrollo, o en
respuesta al ataque de patdgenos y otras condicideestress (Duke, 1990; Grayer y
Harborne, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999; DixddQD).

Compuestos antimicrobiales preformados, denomindfitsanticipinas”, estan presentes
constitutivamente en plantas sanas y representarerbs quimicas a la infeccion de
potenciales patdgenos (Osbourn, 1996; MorrisseyslyoOrn, 1999). Tales metabolitos son
secuestrados en vacuolas u organelos en el tejdo, principalmente a nivel de células
epidérmicas (Grayer y Harborne, 1994; Osbourn, 1®99b; Morrissey y Osbourn, 1999;
Dixon, 2001), ya sea en sus formas biologicamectigas o como precursores inactivos, los
cuales pueden ser rapidamente liberados y/o actved respuesta al ataque fungico (Melton
et al, 1998: Osbourn, 1999 a y b; Dixon, 2001). Lavadion de estos compuestos involucra
la accion de enzimas vegetales, las cuales somaskgzapor compartimentalizacién de sus
sustratos en el tejido sano (Osbourn, 1996; Edwafslatehouse, 1999; Morrissey y Osbourn,
1999).



Por otro lado, las “fitoalexinas”, metabolitos amtrobiales inducidos, no se encuentran
presentes en el tejido sano (van Egeal, 1995), siendo sintetizadds novoen respuesta al
ataque por patdgenos o condiciones de stress @deyriy Osbourn, 1999), por lo que
generalmente estan restringidos al tejido colomizaar el hongo y las células que rodean el
sitio de infeccion (VanEtteet al, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001).

Fitoanticipinas y fitoalexinas incluyen una grarvetsidad de metabolitos secundarios
(Osbourn, 1999; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixdd)D), destacando compuestos de origen
fendlico, metabolitos nitrogenados y azufradosicgtitios y terpenoides (Fry y Myers, 1981,
Mansfield, 1983; Bennett y Wallsgrove, 1994; Vaehtet al, 1994; Grayer y Harborne,
1994; Kuc, 1992 y 1995; Morrissey y Osbourn, 1998 ha reportado que especies vegetales
de una misma familia, por lo general hacen usostiei@uras quimicas relacionadas para su
defensa contra hongos (isoflavonoides en Legumiasesquiterpenos en Solanaceas), sin
embargo, algunas clases quimicas, tales como desv@nilpropanoides, son utilizadas para
funciones defensivas en diversas familias (MoryisgeOsbourn, 1999; Dixon, 2001). A

continuacion se destacan algunos ejemplos de fitgginas y fitoalexinas antifingicas.

2.2.1 Fitoanticipinas antifungicas

Estudios han demostrado que una serie de flavosiomtduarian como metabolitos
constitutivos antifangicos en especies vegetaleay@ y Harborne, 1994). En este contexto,
ejemplos de fitoanticipinas flavonoides incluyeas flavonas crisina, galagina y baicalina,
aisladas desdélelichrysum nitensOliver & Hiern., las cuales han mostrado actividad
antifingica en el hongGladosporium cucumerinuifTomas-Barberaet al, 1988); los (2S)-
7,4 -dihidroxi-, (2S)-3",4"-dihidroxi-7-metoxi- y28)-7-4"-didroxi-3"-metoxi- flavanos, y las
chalconas isoliquiritigenina y echinatina, sintatias en Bauhinia manca Standley
(Achenbachet al, 1988); la flavanona 6-isopentenil naringeninadgeHumulus lupulud..
(Mizobuchi y Sato, 1984); y las dihidrochalconasdtina y su glicosido floridizina, presentes
en el follaje de manzanovi@lus domesticL.) (Hunter y Hull, 1993). Ademas, varios
isoflavonoides han sido identificados como fitoaipinas fungitéxicas especialmente en
especies leguminosas y arboles de la familia Rasaf@rayer y Harborne, 1994), tal es el

caso de la luteona, aislada de la superficie foliaices, tallos y frutos de lupino blanco



(Lupinus albuslL.), la cual exhibe actividad antifingica etelmintosporium carbonum
(Ingham et al, 1983) y Cladosporium herbarum(Taharaet al, 1984); y la genisteina,

isoflavonoide presente como glucdésido en guirRtarjus cerasuk.) (Geibelet al, 1990).

Por otro lado, se ha documentado que algunos diteg presentes constitutivamente en
plantas, son capaces de inhibir el crecimiento alggbs fitopatdogenos (Grayer y Harborne,
1994). Henrickset al (1979), demostraron que el &cido 7-oxo-dehidégain inhibe el
crecimiento deFomes annosysesponsable de una de las enfermedades mas amigsride
coniferas en las zonas templadas del mundo. Polaxato, se ha reportado que los acidos 7-
ceto-dehidroabiético, 7-hidroxi-dehidroabiético y-Hidroxi-podocarpico, asilados d&inus
radiata D. Don., reducen significativamente el crecimiewnt® hongoDothistroma pini
(Franichet al, 1983). Ademas, dos diterpenos neo-clerodaneseptes constitutivamente en
especies del género Scutellaria (Labiateae), dlenpgbdrellina B, se han identificado como

fungitoxicos para el hongeusarium oxysporurfisp. lycopersici (Colet al, 1991).

Las saponinas, moléculas triterpenoides, esteraid@saloides esteroidales glicosiladas, son
metabolitos con propiedades antifingicas que ocuc@nstitutivamente en una serie de
especies vegetales, las cuales han sido implicadées resistencia de plantas a enfermedades
fungicas, siendo uno de los grupos de fitoanticipimas estudiadas (Osbourn, 1996 a y b;
Hostettmann y Marston, 1995; Morrissey y OsbourB99] Papadopolowet al, 2003).
Saponinas triterpénicas son sintetizadas principalenen dicotiledéneas, mientras las del tipo
esteroidales estan estrictamente restringidas aoeotitedoneas (Hostettmann y Marston,
1995). Se ha demostrado que saponinas monodesoassildis que poseen una Unica cadena
de azucar en posicion C-3, exhiben una alta aeiividingitoxica (Schonbeck y Schilésser,
1976; Osbourn, 1996 a y b), mientras las bidesnuasidon bioldgicamente inactivas siendo
convertidas a monodesmosidicas en respuesta al defitejido por accion de glicosil
hidrolasas especificas de plantas (Llning y Scbitgd975; Schoénbeck y Schldsser, 1976;
Nisius, 1988; Gus-Mayest al, 1994 a y b). Ejemplos de saponinas antifangicatjyen las
moléculas triterpenoides avenacina A-1 (monodesiigagi y los avenacosidos A y B
(bidesmosidicas), producidas en aveAsefa satival.), y los alcaloides esteroidales

tomatina y a-chaconina, sintetizados en tomateydopersicon esculenturiviill.) y papa



(Solanun tuberosunh. spp. tuberosum Hawkes), respectivamente (Tstleest al, 1969;
Tschesche y Lauven. 1971; Grayer y Harborne, 198%purn, 1996b; Morrissey y Osbourn,
1999). La resistencia de avena al hor@aeumannomyces graminiar. tritici, ha sido
atribuida a la sintesis a nivel de raiz de avemaglsbourret al, 1991; Osbouret al, 1994),
mientras lao-tomatina ha sido implicada en la resistencia deras variedades de tomate a
Cladosporium fulvun{Dow y Callow, 1978). Por otra parte, se ha remgtrtgue el quillay
(Quillaja saponariaMol.) sintetiza una serie de saponinas triterp)iglicosidos del acido
quillaico (San Martin y Briones, 1999; Noetl al, 2001), que inhiben el crecimiento de una
serie de hongos fitopatégenos (Villegas, 1999; Agratet al, 2002; Moya, 2003; Chapagain
et al, 2007). Otros ejemplos de saponinas triterpesoatgifingicas incluyen los G-3-D-
glucopiranosidos de la hederagenina, bayogenir@ady &nedicagénico, aislados de las raices
de Dolichos kilimandscharicusTaubert (Leguminosae) (Marstoet al, 1988); la
sakurasosaponina, sintetizada en hojas del arbridamd Rapanea melanophloeok.
(Myrsinaceae) (Ohtanet al, 1993), y las camallidinas | y Il desde las hagj@asCamellia
japonica L. (Theaceae), las cuales inhiben el crecimiergb hibngo Pestalotia longiseta
(Nagataet al, 1985. Por otra parte, las saponinas aisladas de gy@io@nopodium quinoa
Willd.), que consisten en cantidades equimolaregldésidos bidesmosidicos triterpénicos
del &cido oleandlico, la hederagenina y el acidolatagénico, actualmente se encuentran
patentadas para su uso como pesticida bioquimieadstip®Plant Protectant) en el control
de hongos fitopatdgenos (Fuenténited State Environmental Protection Agency; Rating

pesticides. www.epa.gov/pesticides/biopesticidessualtado en Agosto de 2007

Los glucdsidos cianogénicos, metabolitos secunslarittogenados sintetizados en mas de
200 especies de plantas, incluyendo gimnospermiastiledoneas y monocotileddneas
(Robinson, 1983; Dewick, 2002; Singi al, 2003), constituyen otro de los importantes
grupos de fitoanticipinas (Osbourn, 1996; Morrisg&ysbourn, 1999). En plantas sanas, estos
compuestos son separados por compartimentalizagdgrnas enzimas que catalizan su
degradacion (Croteaet al, 2000; Singhet al, 2003). Asi, en respuesta al dafio del tejido o
ataque por patdégenos, los glucésidos se degrabaratido cianuro de hidrogeno (HCN)
(Poulton, 1988, 1990; Osbourn, 1996; Taiz y Sei688; Morrissey y Osbourn, 1999). La

degradacién de estos metabolitos consta de dogsetap la primera, la molécula de azucar es



separada de la estructura por la accion de unagitlasa, mientras el producto resultante,
denominadop-hidroxinitrilo, se descompone espontdneamente plaeaar HCN, reaccion
catalizada por la enzima hidroxinitrilo liasa (Osbg 1996 a y b; Osbourn, 1999; Dewick,
2002). La generacién de HCN, un potente inhibidotadrespiracion celular, se ha reportado
como un mecanismo de defensa de plantas contrat@hrgy y Evans, 1977; Hughes, 1991;
Morrissey y Osbourn, 1999). Ejemplos de glucésidaesmogénicos incluyen la amigdalina,
responsable de la toxicidad de almendro amaPgonus amygdaluBasch) y otras semillas
de Roséaceas; la linamarina y lotaustralina, aislatsde yucaManihot esculenteCrantz),
lino (Linum usitatissimunt..), arbol del cauchoHevea brasiliensidMull. Arg.), poroto lima
(Phaseolus lunatu4..), trébol blanco Triolium repensL.) y lotera de hoja anchaldtus
corniculatus L.) (Davis, 1991); y la durrina, prodia en sorgo Sorghum bicolorL.)
(Osbourn, 1996b)

Los glucosinolatos, toxinas nitrogenadas glicosiéadpresentes constitutivamente en
miembros de la familia Cruciferae, son metabol#@csvados por enzimas en respuesta al dafio
0 ataque por patdgenos en el tejido vegetal (Fénetial, 1983; Duncan, 1991; Osbourn,
1996 a y b; Morrissey y Osbourn, 1999), los cudlas sido implicados en la defensa de
plantas contra hongos (Robinson, 1983; Mithen, 1€3@moustaris y Mithen, 1995 y 1997,
Osbourn, 1996; Lambert al, 2000). La activacion de estos metabolitos inm@ua accion
de la enzima mirosinasa (tioglucosidasa), la cealega isotiocianatos, nitrilos y tiocianatos
como productos de degradacion (Fenwetkal, 1983; Morrissey y Osbourn, 1999). La
fungotoxicidad de varios isotiocianatos y otrosquaios de la hidrdlisis de glucosinolatos, ha
sido demostrada (Greenhalgh y Mitchell, 1976; vnteeal, 1986; Chew, 1988; Coret al,
1994; Giamoustaris y Mithen, 1997; Mati al, 1996; Smolinska&t al, 1997; Inyancet al,
1999). En este contexto, hongos patégenoBrdssicastales comd.epfosphaeria maculans
Peronospora parasitica Mycosphaerella brassicag Alternaria sp, han mostrado ser
sensibles a tales compuestos (Osbourn, 1996 aGslbourn, 1999). Por otra parte, se ha
reportado que los isotiocianatos inhiben la geroigrade conidias y crecimiento vitro del
hongo Metarhizium anisopliaesiendo altamente activos los feniletil-, 2-clemif- y alil-

isotiocianatos (Inyangt al, 1999).



Otro grupo de fitoanticipinas son lésidos hidroxamicos (Hx), metabolitos sintetizadas
varias especies de cereales, identificados hased&eadas en relacion a la resistencia de
centeno $ecale cerealé.) a enfermedades flngicas (Niemeyer y Jeréz7;188ebe, 2001).
Estos compuestos existen en plantas sanas contsigbs (Zufiga y Massardo, 1991) los
cuales, en respuesta al dafio del tejido son hradwbdis enzimaticamente por accion [He
glucosidasas (Niemeyer, 1988 a y b; Morrissey yoDel 1999; Kruset al, 2000; Singhet
al., 2003). La enzima entra en contacto con el sosttando lugar a la aglicona, la cual se
descompone espontaneamente a las benzoxazolinesectivas, de esta forma, DIMBOA
(2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazina-3-ona) darigen a MBOA (6-metoxi-2-
benzoxazolinona) y DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4- benamna-3-ona) a BOA (2-
benzoxazolinona), junto con la liberacion de aditmico (Niemeyer, 1988 a y b; Singt
al., 2003). Una serie de estudios han demostrado tgutg las agliconas (bezoxazinonas)
como sus productos de degradacion (benzoxazolinoeakiben actividad antifiungica en
hongos patdgenos de plantas, mientras los glicesda inactivos (Niemeyer, 1988 a y b;
Massardecet al, 1994; Glenret al, 2003). Se ha reportado que estos metabolitobentel
desarrollo de hongos tales conttelminthosporium turcicum(Couture et al, 1971),
Stagonospora nodorur(Baker y Smith, 1977)Microdochium nivale(Yoder y Turgeon,
1996),Fusarium moniliformgRichardson y Bacon, 199Fusarium culmoruny G. graminis
(Friebeet al., 1998).

En la Figura 4 se muestra la estructura de algfitwmticipinas antifingicas, incluyendo
varias de las antes mencionadas.
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Figura 4. Estructura de algunas fitoanticipinas con actiidatifingica.(1) R'=R’=OMe,
R’=R'=H: crisina dimetil éter;(2) R'=R*=R*=OMe, R'=H: galangina trimetil éter(3)
R'=R*=R’= OMe, R= H: baicalina trimetil éter(4) R=iPr, R=R?=0: 4cido 7-cetodehidro-
abiético; (5) R=iPr, R=OH, R’=H: &cido 7-hidroxidehidro-abiéticdf) R=OH, R=R?=H:
acido 15-hidroxi-podocarpicq?) R'=OH, R=CH,OH: bayogenina(8) R'=OH, R=COOH:
acido medicagénicd9) avenacina A-1(10) a-chaconinaf11) durrina; estructura general de:
(12) glucosido cianogénicd,13) isotiocianato,(14) nitrilo y (15) tiocianatos;(16) R=OMe:
DIMBOA; (17) R=OMe: MBOA;(18) R=H: DIBOA y (19) R= H: BOA.



2.2.2 Fitoalexinas antifingicas

Varios estudios han demostrado que algunas cumsaraa@uarian como fitoalexinas
antifingicas en una serie de familias de plantaay@ y Harborne, 1994; Minamikavea al,
1992). En este contexto, en respuesta a la infequid el hongdCeratosystis fimbriatael
tejido de papa dulceS( tuberosunl. ssp. andigena) produce umbeliferona, escopaleti
esculetina y escopolina (Uritani y Hoshiya, 1953n&mikawaet al, 1964; Minamikawaet

al., 1992). Por otro lado, se ha reportado que lapssona (6,7-dimetoxicumarina), es la
principal fitoalexina involucrada en el mecanismeodkfensa inducida de citricos contra los
hongosPhytophthora gummosi@fek et al, 1986),Guignardia citricarpa(De Langeet al,
1976),Penicillium digitatum(Kim et al, 1992; Afeket al, 1999) yDiaporthe citri (Arimoto

et al, 1986). Ademas, Gutiérret al. (1995) demostraron que el tejido aéreo de plasheas
girasol Helianthus annuud..) produce ayapina y escopoletina, metabolitos gdemas se
acumulan en secciones de tallos longitudinalesadai$ma especie, luego de la inoculacion
con el hongo patdégendlternaria helianthiy el hongo no-patogénicd. carbonum(Tal y
Robeson, 1986 a y b).

Los estilbenos, compuestos fendlicos sintetizadosegpecies de las familias Vitaceae,
Pinaceae, Leguminosae y Polygonaceae, representadeailos grupos de fitoalexinas mas
estudiados (Gorham, 1980; Robinson, 1983; Morrigsé&ysbourn, 1999; Celimenet al,
1999; Jeandett al, 2002). Estudios han demostrado que estos métabohhiben el
crecimiento de hongos patdgenos de plantas, tales €. cucumerinumPyricularia oryzae
(Langcake y Pryce, 1976lasmopara viticola(lLangcake, 1981; Dercks y Creasy, 1989) y
Sphaeropsis sapine@Celimeneet al, 2001). La infecciébn por hongos en hojas de viges
berries, induce la sintesis de resveratiohns3,5,4'-trihidroxiestilbeno) y compuestos
relacionados (pteroestilbenos y viniferinas), lasales exhiben actividad antifingica en
Rhizopus stolonifetP. viticolay B. cinerea(Jeandett al, 2002; Commuret al, 2003). Por
otro lado, las pinosilvinas, estilbenos sintetizada pino Rinus sylvestrid..), han mostrado
ser fungitéxicos en los hongos de la pudricién tda(frametes versicoloy Phanerochaete
chrysosporium (Celimeneet al, 1999). Es interesante destacar que la enzimbpesst
oxidasa ha sido exitosamente transferida a plajqiasno producen fitoalexinas estilbenos.

Asi, plantas de tabacad\icotiana tabacumL.), tomate L. esculentumMill.) y alfalfa



(Medicago satival.) transformadas con una estibeno oxidasa de (Mitss vinifera L.)
sintetizaron resveratrol y mostraron un incremearida resistencia a los hongBs cinerea
(Hain et al, 1993), Phytophthora infestangThomzik et al, 1997) yPhoma medicaginis
(Hipskind y Paiveet al, 2000), respectivamente. Ademas, dos genes deegmaratrol sintasa
de uva ystly vstd, y el de una pinosilvina sintasang de pino, han sido transferidos
establemente a trigd(iticum aestivuni.), lo cual se tradujo en un aumento de los ewele
resistencia contra los hongBsiccinia reconditd. sp. tritici y Septoria nodorunBerk en las

plantas transformadas (Serazetdinewal, 2005).

Plantas de sorgé&brghum vulgaréers.) en respuesta a la infeccién por hongogtizian 3-
deoxi-antocianidinas, tales como apigeninidinagdiibidina 5-metil éter y apigeninidina 7-
metil éter, las cuales han mostrado ser toxicaa parhongoColletotrichum graminicola
(Snyder y Nicholson, 1990; Wharton y Nicholson, @00Antocianidinas tales como
luteolinidina, también han sido identificadas cofitmalexinas en cafia de azuc&atcharum
officinarumL.) (Nicholsonet al, 1987; Snyder y Nicholson, 1990; Brinker y Seaigl991;
Wharton y Nicholson, 2000).

Las fitoalexinas isoflavonoides son sintetizadamggralmente en especies leguminosas
(Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). En egiatexto, los isoflavonoides kievitona y
faseolidina son producidos en poroRh&seolus vulgarit.), mientras arvejaRisum sativum
L.) sintetiza pisatina, garbanzci€er arietinum L.) maackiaina, alfalfa M. sativa L.)
medicarpina, y soyadlycine maxL.) gliceolina (Graham, 1995; Graham y Graham, 2000
Estudios han demostrado que la genisteina y susxnigrivados inhiben el crecimiento de
los hongosRhizoctonia solany Sclerotium rolfsii(Weidenborneet al, 1990). Ademas, las
isoflavonas sintetizadas en soya y garbanzo, emhdmividad fungicida emspergillus
ochraceusP. digitatumy F. culmorum mientras en trébol rosadorifolium pratensd..), los
isoflavonoides biochanina A y genisteina afectancreicimiento deR. solani, S. rolfsii,
Cercospora beticola y Monilinia fructicoléDakora y Phillips, 1996). Se ha reportado que
cultivos de pelos radicales de soya sintetizanrespuesta a la inoculacion césarium
solani f. sp. glycines, los isoflavonoides genistina,ddaia, glicitina, cumestrol y gliceolina

(Lozovayaet al, 2004), y que algunos pterocarpanos (derivaddgi®noides), tales como la



medicarpina, maackiaina y 4-metoximaackiaina, y Issflavanos vestitol, isovestitol,
sativano, isosativano y arvensano, han sido ideatibs como fitoalexinas antifingicas en

Trifolium campestré&chreb. yTrifolium dubiumSibth. (Ingham, 1978).

La primera antraguinona en ser identificada cortaaliéxina, fue el compuesto purpurina |-
metil éter, asilado de la corteza @énchona ledgeriandMoens. (Wijnsmaet al, 1984),
mientras compuestos similares fueron producidosuétivos celulares de la misma especie en
respuesta a la infeccién por el horijoytophthora cinnamon{Wijnsmaet al, 1986). Otros
ejemplos de antraquinonas antifingicas incluyerrtedina, sintetizada en la corteza de
Rhamnus triquetrd.., la cual ha mostrado ser altamente efectivaraoila germinacion de
esporas de hongos de los géneros Alternaria y iBuosay el basidiomicetd=. annosus
(Izhaki, 2002), y la malvona A (2-metil-3-metoxie&dihidroxi-1,4-naftoquinona),
identificada como una fitoalexina en la espddialva sylvestrisL., la cual es inducida en
respuesta a la infeccién por el hongo fitopatégeedicillium dahliae (Veshkurovaet al,
2006).

Miller-Riebauet al (1995), demostraron que los monoterpenos carlvgdimol fueron las
principales fitoalexinas antifingicas eS8atureja timbra L. y Thymbra spicatal.,
respectivamente, las cuales mostraron ser altarmémnktetorias en el crecimiento d& solanj

F. moniliforme Sclerotinia sclerotiorumy Phytophthora capsici Sin embargo, de las
fitoalexinas de origen terpénico, las mas amplidmerstudiadas son los sesquiterpenos
(Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). En estetexto, risitina, lubimina y solavetivona,
son los principales metabolitos antifingicos qua@enulan en tiberos de papa en respuesta
a la infeccion poGibberella pulicaris(Kuc, 1995). Otros ejemplos incluyen al hemigosisip
6-metoxi-hemigossipol y 6-deoxi-hemigossipol, aisia deGossypium barbadende (Bell et

al., 1975), y el 7-hidroxi-calameneno, producido &miadera d&ilia europaeal. infectada
con el hongoGanoderma applanatuniBurden y Kem, 1983). Por otro lado, entre las
fitoalexinas diterpénicas destacan las momilact¢Kato et al, 1973; Kodamaet al, 1988),

los fitocasanos (Kogat al, 1995) y las orizalexinas (Katt al, 1993; Tamogamet al,
1993), todos sintetizados en arr@ryza satival), los cuales han mostrado ser fungitoxicos

en el hongdMagnaporthegrisea(Katoet al, 1993; Kodamat al, 1988; Kogeet al, 1995).



Plantas de canol@(assica rapal.) y remolachaBrassica napud..) producen, en respuesta
a la infeccion por patdégenos, un grupo de fitoalagiazufradas que pertenecen a la familia de
la brasinina (Morrissey y Osbourn, 1999), los csi@esu vez constituyen un intermediario en
la ruta de sintesis de fitoalexinas relacionadakestcomo ciclobrasinina, brasilexina y
brasicanal A (Pedras y Jha, 2006). Otros ejempéofitdalexinas identificadas en especies
cultivadas de cruciferas incluyen: las wasalexidas B, metabolitos asilados desde wasabi
(Wasabia japonicd..), sintetizado en respuesta a la infeccion psrHongos fitopatégenos
Phoma lingamPhoma wasabiaéPedraset al, 1999); isalexina, brasicanal A y rutalexina,
producidas en betarragB.(napus ssp. rapifera) (Takasugt al, 1986; Mondeet al, 1990;
Pedraset al, 2004); y las caulexinas A, B y C, sintetizadasceliflor (Brassica oleraced..
var. botrytis), las cuales han mostrado ser actats hongos. maculansR. solaniy S.
sclerotiorum(Pedraset al, 2006). Por otra parte, las especies silvesteesruciferas, con
algunas excepciones (Pedeasl, 2003; Pedras y Ahiahonu, 2004), sintetizan ligiaas del
tipo camalexinas, moléculas estructuralmente siaslaal fungicida sintético thiabendazol
(Jiménezet al, 1997; Pedrast al, 2000), las cuales han sido aisladas dés@idopsis
thaliana L., Arabis lyrate L, Camelina sativaL. y Capsella bursa-pastorik. (Pedraset al,
2000). Se ha demostrado que la resistenci& dsativay C. bursa-pastorisa diferentes
hongos patégenos de brassicas, incluygkitirnaria brassicagse explica por la produccion
de camalexina (3-tiazol-2'il-indol) y compuestodacenados, tales como la 6-metoxi-
camalexina (Conet al, 1988; Jejelowet al, 1991; Jiméneet al, 1997).

Las fitoalexinas también pueden presentar estrastde policétidos. Tal es el caso de la 6-
metoximelina, sintetizada en tejido de zanahobauCus carotal.) en respuesta a la
inoculacion con hongos fitopatégenos (Fdral, 2000). Por otra parte, en el tejido de haba
(Vicia fabal.), luego de la infeccion por Id8. cinereay Botrytis fabae se producen las

fitoalexinas furanoacetilénicas acido wyrona y siinéster wyrona (Buzt al, 2003).

En la Figura 5 se muestra la estructura de algdeaftoalexinas antifingicas, incluyendo

varias de las antes mencionadas.
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Figura 5. Estructura de algunas fitoalexinas con actividadfingica. (1) R'=H, RP=OH:
umbeliferona; (2) R'=MeO, R=0H: escopoletina;3) R'=MeO, R=MeO: escoparona(4)
resveratrol;(5) e-viniferina; (6) R=H: apigeninidina(7) R=0OH: luteolinidina;(8) pisatina;(9)
keivitona; (10) emodina;(11) timol; (12) solavetivonaj13) momilactona B;(14) oryzalexinas;

(15) sanginarina(16) brasininaf17) caulexina A(18) camalexina y{19) &cido wyerona.



2.2.3 Mecanismos de accion de fitoanticipinasoaféxinas antifungicas

Estudios han demostrado que los productos natwlalggantas con propiedades antifingicas
reducen el crecimiento y desarrollo de hongos é&itdbgenos, a través de los siguientes
mecanismos: ruptura de la membrana plasmaticaddeanhal, 2002; Domingo y Lépez,
2003; Bouchrat al, 2003; Suhr y Nielsen, 2003; Cotoedsal, 2004); lisis de la pared celular
y dafio en el citoesqueleto (Jeanetedl, 2002; Baist al, 2002); inactivacion e inhibicion en
la sintesis de proteinas (Bar-Neh al, 1989; Bostocket al, 1999; Cotorast al, 2004);
inhibicion de la sintesis de lipidos, acidos grasesgosterol (Ramirez-Chavet al, 2000);
alteraciones en el proceso de respiracion celllamberset al, 2000); inhibicién de la
sintesis de acidos nucléicos (Izhaki, 2002); yratienes a nivel del ADN (Domingo y Lopez,
2003). No obstante, el mecanismo de accion deuwvlonitado grupo de productos naturales
fungitoxicos derivados de plantas, ha sido diludad@n detalle, algunos de los cuales se
describen a continuacion.

El principal mecanismo de accién que explicariadeion fungitoxica de las saponinas se basa
en la habilidad de estos compuestos de formar @agpton los esteroles de la membrana
plasmética y provocar la formacion de poros tramsbmana (Bangham y Horne, 1962;
Glauertet al, 1962; Seemaast al, 1973, Priceet al, 1987; Fenwiclet al, 1992; Nishikawa

et al, 1984; Keukengt al, 1992; Keukene®t al, 1995; Armahet al, 1999). De acuerdo a
ésto, se ha reportado que algunos glicoalcaloisiescédales interfieren con la integridad de
la membrana plasmatica de hongos mediante la eidrade esteroles (Keukeatal, 1992).
Estudios han demostrado quexttomatina forma complejos con los esteroles dedenbrana
plasmética de hongos, especificamente con los griehidroxilo libres, y que tales
complejos resultarian en la formacion de porosstreembrana (Itoet al, 2005). La
agregacion de complejos saponinas-esterol en labnaga seria mediada por la interaccion
entre los residuos de azucar en las moléculaspimseas. De esta forma, la cadena de azlcar
unida al carbono-3 (C-3), ha mostrado ser critiaeadas propiedades permeabilizantes y
antifingicas de las saponinas, por lo que la rebmode tales residuos, resulta en la pérdida de
la actividad bioldgica de estos metabolitos (Kewslatral, 1995; Armalet al, 1999).



Metabolitos de tipo estilbenos, tales como el retivel, producen una serie de anormalidades
morfologicas a nivel de conidias 8n cinerea las cuales incluyen granulacion citoplasmatica
en conidias, formacion de tubos germinativos cundetencion del crecimiento de tubos
germinativos, retraccion protoplasmatica en hifdergnacion de tubos germinales terciarios
en las conidias capaces de sobrevivir (Adrian, 1@&ndetet al, 2002). Estudios han
reportado que estos compuestos ademas serian sagacafectar la integridad de la
membrana plasmatica en hongos (Adearal, 1997). En este contexto, Pezet y Pont (1990)
demostraron que la aplicacién de una solucion dmestilbeno a conidias dormantesBie
cinereg induce fuertes modificaciones en el sistemas damimnanas endocelulares,
provocando una destruccion rapida del reticulo pld@mico y de las membranas nuclear y
mitocondrial, y finalmente una completa detenci@ proceso de respiracion celular, el
citoplasma coagula y la destruccion total de lasdias culmina con la desintegracion de la
membrana plasméatica. Ademas, se ha documentadoumpeserie de hidroxiestilbenos,
especialmente aquellos que presentan grupos metogustituyentes capaces de atraer
electrones en el anillo estilbeno, tales como ctoan las posiciones 3-, 3,4- 0 3,5, juegan un
rol importante en la formacién de complejos de dfarencia de carga, favoreciendo el
contacto y la afinidad con proteinas de membrattagaado como agentes desacopladores del
transporte de electrones y la fotofosforilacionafiet et al, 2002). Recientemente se
demostré que hidroxiestilbenos, tales como resk@ratpiceatanol, son capaces de inhibir la
actividad de ATPasas en hongos e inducir la disamiade proteinas chaperonas y no-
chaperonas, las cuales se encuentran frecuenteamatmdas al citoesqueleto (Kiretlal,
2000).

Una serie de productos naturales de plantas s@tespule afectar la produccion y/o actividad
de enzimas involucradas en el proceso de patogedediongos fitopatdogenos (Goetzal,
1999; Bostoclet al, 1999). En este contexto, Goetzal (1999) demostraron que una serie
de acidos fendlicos, presentes constitutivamentebayas inmaduras de uva, fueron
identificados como potentes inhibidores de la eaz#stilbeno oxidasa, un tipo de lacas®de
cinereg hecho que explicaria la resistencia de las bayas infecciones por este patdégeno.
Por otra parte, los acidos clorogénico y caféios,duales son los metabolitos mayoritarios en

la epidermis de frutos de duranzo, siendo sus obraz@ones particularmente altas en



genotipos resistentes al honlgb fructicola reducen en forma importante la actividad de la
enzima cutinasa de este hongo (Bostetlal, 1999). Ademas, el triterpenoide tetraciclico
cucurbitacina, sintetizado en pepir@ucumis sativug.) y otras especies de la misma familia,
inhibe la produccién de lacasa extracelutavitro deB. cinerea(Bar-Nun y Mayer, 1989), lo
cual responderia a la capacidad de este compuesteddicir la cantidad de RNAmM que
codifica para la enzima (Gonen al, 1996). Por otro lado, se ha reportado que eloa8i3-
hidroxikaurendico, aislado de especies del géRseudognaphalium, estimula la produccion

de las enzimas cutinasa y lacas@eninerea(Cotoraset al, 2004).

Esporas de algunos hongos del género Phytophthorda epresencia de fitoalexinas
terpenoides tales como risitina, fituberina, ardHghrotunol y solavetivona, experimentan
granulaciones citoplasmaticas, ruptura de la menabrplasmatica y vaciamiento del
contenido celular (Harris y Dennis, 1976 y 1977¢cts que también han sido observados en
células fungicas tratadas con fitoalexinas isoftmides, tales como faseolina y keivitona
(VanEtten y Bateman, 1971; VanEtten y Pueppke, 19ér otro lado, se ha reportado que
algunos diterpenos con actividad antifingica irtir@n con la membrana plasmatica de
hongos, alterando su permeabilidad (Boudtral, 2003; Cotorast al., 2004).

El mecanismo de accion de isotiocianatos y otraglymtos derivados de la hidrélisis de
glucosinolatos no ha sido comprendido a cabalidddrissey y Osbourn, 1999), sin
embargo, se ha demostrado que algunos isotioceaétotarian en gran medida los procesos
de diferenciacion en hongos fitopatégenos, inhibderespecificamente la formacion de

apresorios (Inyangt al, 1999).

2.2.4 Actividad antifungica de metabolitos sefarios de plantas en B. cinerea.

Los aceites esenciales de varias especies vegétatesido evaluados para determinar su
efectividad como controladores alternativosBlecinerea(Shimoniet al. 1993; Arraset al.
1995; Carteet al. 1996; Antonowet al, 1997; Soarest al, 2003). En este contexto, Antonov
et al (1997) demostraron que los aceites esencialesto (Thymus capitatuk.), clavo de
olor (Syzygium aromaticuni.) y arbol de mentaRrostanthera rotundifoliy redujeron

significativamente la germinacion de conidias ytadel tubo germinativo de este patégeno.



Los compuestos volatiles presentes en los acemxmles ddhymus vulgarid. exhibieron
actividad fungitoxica en este patdgeno, reduciegnidiasta un 60% el crecimiento micelial,
mientras la infeccioim vivo en frutos de frutillaKragaria chilensisL.) fue reducida en hasta
un 70% cuando el hongo fue expuestovitro a concentraciones de 50 a 200 pg'ml
(Bhaskaraet al, 1998). Por otra parte, se ha reportado queeeiraoiento deB. cinereafue
completamente inhibido por los aceites esenciakesfrésnillo Dictamnus albusL.) y
mejorana Qreganum syriacurh.) en concentraciones relativamente bajas (850a@pmlY)
(Dafereraeet al, 2003), y que la produccién de esporas de estgdhfue reducida en mas de
un 70% por el aceite esencial de hierba lim@ynibopogon citratusStapf.) en una
concentracion de 25 pg mgmientas en la mayor concentracién (500 pg)mel proceso de

esporulacion fue completamente inhibido (Tzortzgkisconomakis, 2007).

Ademas, extractos crudos de una serie de plantasitia evaluados por su efectividad en el
control deB. cinereadentro de los cuales han mostrado ser activosxivactos de huamuchil
(Pithecellobium dulcéRoxb). Benth) (Bautista-Bafiogt al, 2003), clavel del mororagetes
patulaL.) (Mareset al, 2004), canelaGinnamon cassid.. Presl)(Lee et al, 2007) y del
arbol falsa secuoyaMetasequoia glyptostroboidésiki ex Hu) (Bajpaiet al.,, 2007).

La actividad antifangica eB. cinereade varios metabolitos secundarios de plantasd@ si
estudiada previamente. En este contexto, el crentmimicelialin vitro de este patégeno fue
inhibido por los siguientes metabolitos: la flavaa&uranetina, un flavonoide aislado desde la
superficie de grosella negrRibes nigrumL.) (Atkinson y Blakeman, 1982); tres chalconas
sintetizadas en la madera del alBomancaStandley (Grayer y Harborne, 1994); la saponina
a-tomatina (Verhoeff y Liem, 1975; Quiddet al, 1998); el triterpenoide tetraciclico
cucurbitacina (Bar-Nun y Mayer, 1990); los diterpe acido kolavénico y 2-oxo-kolavénico,
sintetizados en el arbol africaMacaranga monandrél.) Muell. et Arg. (Salalet al, 2003)

y el &cido B-hidroxikaurendico, aislado de extractos de plad&género Pseudognaphalium
(Cotoras et al, 2001 y 2004); el terpinoleno, constituyente mermenico de aceites
esenciales de varias especies de pinos y abet@sidel wyrona y su metil éster wyrona,
sintetizado en cotiledones de haba (Batzal, 2003); y los sesquiterpenos ginsenol, cedrol y
lobulol (Aleuet al 2001).



Ademas, se ha demostrado que el estilbeno resMeijarce efectos inhibitorios en la
germinacién de conidias d& cinereaal ser utilizado en concentraciones desde 60 |Ig ml
(25% de inhibicién), siendo la dosis efectiva me@iBsg) de 90 pg mit (Adrianet al, 1997),

y que cepas del patégeno, capaces de degradametdbolito serian mas patogénicas que
aquellas que no presentan esta habilidad (Shketghli, 1996; Adrianet al, 1998). Por otro
lado, los pteroestilbenos inhiben la germinaciérca@dias de este hongo y han mostrado ser
5 veces mas activos que resveratrol (Pezet y BO861); Adrianet al, 1997). De acuerdo a
Langcake (1981)g-viniferina también exhibe actividad antifingica kEn germinacion de
conidias deB. cinerea siendo ésta muy similar a la de los pteroestidbefleandeet al,
2002).

En los que refiere a los fungicidas botanicos care $ido desarrollados comercialmente para
el control de botritis, se puede destacar lo sigaieEn el afio 2000, KHH BioScience Inc.
(USA) registré el producto Milsana Bioprotectant nCentrate, formulado en base a un
extracto etandlico dBeynoutria sachalinens{. Schmidt) Nakai, el cual reduce la infeccion
por botritis en vifias (Schmigt al, 2002; Schildeet al, 2002; Elmer y Reglinski, 2006). Por
otra parte, la carvona, un monoterpeno asilad@cdelte esencial déarum carviL., ha sido
introducido comercialmente (nombre comercial: TAOBENen Holanda y ha mostrado ser
efectivo en la proteccion de tiberos de papa aethifes tipos de pudriciones fungicas durante
el almacenamiento (Hartmaes al, 1995; Oosterhaven, 1995; Tripathi y Dubey, 2004)
azadirachtina, un tetraterpenoide caracteristida f@milia Meliaceae, aislado principalmente
del arbol NeemAzadirachta indicaA. Juss) (Mordue y Blackwell, 1993; Silva, 20083, el
biopesticida que ha recibido mayor atencion erdéessultimas décadas (Satdieeal, 2007).

Si bien este producto es utilizado principalmemma insecticida, ha mostrado ser activo en
B. cinerea Hoy en dia se pueden encontrar formulaciones ahes de Neem (Neem Gold,
Neemazal, Econeem, Neemark, Neemcure y Azatinpaéses como Estados Unidos, India,

Alemania y varios paises de América Latina (Salig@82).

En Chile, se utilizan actualmente al menos dosititgs elaborados a partir de plantas para el
control deB. cinerea BC 1000, formulado en base a extractos de pulgmyillas de pomelo,
cuyo distribuidor exclusivo es MARTINEZ Y VALDIVIES LTDA.; y STATUSsulfg



preparado a partir de una mezcla de extractos tlizosi (ANASAC, Chile) Fuente:
informacién obtenida en el curs@6ntrol biolégico e integrado de enfermedades yatedos en
frutales y hortaliza§ organizado por el Laboratorio de Microbiologial departamento de
Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agriceside la Universidad de Chile, 22-23 de
Julio de 2004

2.3 Antecedentes d@uillaja saponariaMolina

2.3.1 Etimologia y clasificacion taxonomica

La etimologia del género Quillaja proviene de laaieinacion popular que se le da a este
arbol en Chile (“quillay”), la cual a su vez deridal Mapudungun “kullay”, que significa
“jabon de pald. Por otro lado, el nombre de la especie provideldatin sapo (jabon) y hace
referencia al alto contenido de saponinas en ldezardel arbol, metabolitos que se

caracterizan por sus propiedades espumantes (Huifr98).

El género quillaja, el cual cuenta con soélo trgzee®s sudamericanas, pertenece a la Clase
Magnoliopsida, Subclase Rosidae, Orden Rosalesjli&aRosaceae, Subfamilia Spiroidea
(Donoso y Cabello, 1978; Ibafiez, 1981; Montenezp0?2)

2.3.2 Descripcién botanica

El quillay, fanerofita siempreverde de hojas esélis, es un arbol que suele alcanzar hasta
15 m de altura y didmetros de hasta 1 m. Su codszde color gris ceniciento y presenta

fisuras longitudinales. Sus hojas son simplesyradte cortamente pecioladas, coridceas, de
color verde claro amarillento, glabras, de form#ownga y borde liso o sélo con algunos

dientes. Sus flores son hermafroditas, solitaridspuestas en corimbos terminales cortos, de
color verde blanquecino, aplanadas y en forma llegtee Posee un céliz compuesto por 5

sépalos y una corola de 5 pétalos alternos a jmsas Androceo formado por 10 estambres
en dos series de filamentos libres y Gineceo costpyor 5 ovarios, cada uno con un estilo

filiforme y un estigma (Hoffmann, 1998). Su fruts ana capsula lefiosa, dehiscente, con
forma de estrella de 5 puntas, que contiene numerssmillas aladas (Donoso y Cabello,

1978; Hoffmanret al, 1992; Montenegro, 2002) (ver Figura 6).



Figura 6. Quillaja saponariaMol. A) Arbol adulto, B) Follaje, C) Flores y D)rios.

Fotografias de Juan Pablo Gabella y Diego Alarbép;//www.chilebosque.cl/tree/gsapo.html.

2.3.3 Distribucién geografica y habitat

El quillay es una especie endémica de Chile, eajmeente dominante en la Zona Central del
pais, que se distribuye desde la Provincia de liimarla 1V Regién (30°30’ LS.) hasta la
Provincia del Bio-Bio en la VIII Region (38° LSfarmando parte del Matorral Esclerofilo
desde la Cordillera de Costa hasta la Cordilleralode Andes (Rodriguert al, 1983;
Hoffmannet al, 1992; Montenegro 2002). De acuerdo a Lara (13%ig arbol crece en Chile
desde Coquimbo a Malleco (IV a IX regidén), miensascultivo se concentraria en Valparaiso
(V Region) y la Region Metropolitana (Hoffmaenal, 1992). Hoffmann (1998), sefiala que
el quillay es una especie frecuente en los Tiposdtales Esclerofilo, Palma Chilena, Roble-
Hualo y Ciprés de la Cordillera. De acuerdo a Le(t@g80), ademas es posible encontrar

ejemplares de quillay creciendo en forma naturalleima, Peru y Bolivia.

En lo que refiere a su héabitat, esta especie sactesiza por tolerar altas fluctuaciones
térmicas y condiciones extremas de sequia (Hoffnenal, 1992). En este contexto, la
especie se adapta fundamentalmente a climas secéfidgs, sin embargo también se le
encuentra en sitios mas frescos y himedos, soportarcluso la nieve y heladas de gran
magnitud, en climas que van desde el MediterramanA~200 mm de precipitacion) hasta el
Mediterraneo Humedo~{500 mm de precipitacién), tanto en las laderasexigosicion
ecuatorial como en las de exposicion polar (Ruitsdenboa, 1986; Vita, 1990; Montenegro,
2002). Por otro lado, este arbol se establece elvsypobres degradados y con pendiente,
aungue su mayor desarrollo lo alcanza en sueldamutos (Hoffmann, 1998). La especie se



caracteriza por ser poco tolerante a la sombra ka €@ordillera es posible encontrarlo hasta
cerca de los 2000 m de altura (Hoffmaetral, 1992). En el Valle Central de Chile, crece en
lugares asoleados y en los faldeos de los cerrgsonmenos secos y con escasa vegetacion
(Rodriguezt al, 1983).

Cruz y Palma (1999), sefialan que las formaciongstaeionales en que participa quillay se
encuentran distribuidas desde la zona norte del@®vasta la zona norte de Angol,
alcanzando una superficie de 1.475.842 hectammaguke representan aproximadamente el 2%
del territorio nacional. Esta superficie correspgomeayoritariamente a praderas y matorrales
(80%), y s6lo un 19% a bosque nativo. Sin embdogoautores destacar que en so6lo un 16%

(230.605 hectéareas) de ésta superficie total,ayude encuentra como especie dominante.

2.3.4 Caracterizacion quimica

El quillay sintetiza una mezcla compleja de sapasirriterpénicas, siendo éstos los
metabolitos mayoritarios en la especie (San MartBriones, 1999; Noret al, 2001). De
hecho, la corteza de este arbol constituye actumémena de las principales fuentes de
saponinas triterpenoides en el mundo (van Setteanyder Werken, 1996; San Martin y
Briones, 1999; Copajet al, 2003). En este contexto, en los extractos dexaly madera de
quillay se han identificado 62 saponinas diferefittguchiet al, 1987, Higuchet al, 1988;
Kensil et al, 1991; Jacobsest al, 1996; Gucet al, 1998; Nord y Kenne, 1999 y 2000; Guo
et d., 2000; Guo y Kenne, 2000 a y b; Nybergal, 2000; van Setteet al, 2000). Sin
embargo, estudios utilizando HPLC combinado core@spmetria de masas y mapeo de
monomeros (van Settest al, 1995; van Setteat al, 1998), han mostrado la existencia de
estructuras adicionales. Algunos componentes ntarms permanecen en estudio, por lo que
es probable que existan cientos de variantes éstales (Norcet al, 2001).

La estructura basica de las saponinas de quikag| &iterpeno acido quilldico sustituido en la
posicién C-3 con un trisacarido y en la posicior&eon un oligosacarido a través de un
residuo de fucosa, el cual a su vez, se encuentdm @ uno o dos grupos acil (Figura 7)
(Higuchiet al 1988; Kensikt al, 1991; Jacobsest al, 1996; van Setteet al, 1996; Nord y
Kenne, 1999 y 2000).



Figura 7. Estructura basica de las saponinafdeaponariaMol. La aglicona es el triterpeno
acido quillaico con ramificaciones de un trisacariddisacarido unido en posicion-3*REl
residuo fucosil (Fuc) unido al éster en la posi€8n es sustituido por un oligosacarido en la
posicién-2 (R), por un residuo monosacarido o un grupo acilaepdsicién-3 (B, y por un
grupo acil en la posicién-4 {R Adoptado de: Nordet al (2001).

Ademéas de saponinas, en extractos de quillay seidemtificado algunos compuestos
fendlicos, taninos, azucares, proteinas y oxalatoadcio (Hoffmanret al, 1992; San Martin
y Briones, 2000).

2.3.5 Usos, propiedades e importancia econémica

La importancia econdmica del quillay radica fundataknente en su alta concentracion de
saponinas, compuestos que presentan una granashdtdpropiedades y usos (Ibafez, 1981,
Cruzet al, 2000; San Martin, 2000).

De acuerdo a Hoffmanat al (1992), en la etnomedicina esta especie se recolaipara
tratar enfermedades respiratorias y afeccionesmieata como inyeccion vaginal para combatir
hemorragias y la leucorrea; sus flores preparagagsoena de bafos, para reumatismos
cronicos; como infusion, para frotar extremidadesopas enfermas; su corteza macerada,
como expectorante; la infusion de su corteza, afaeciones escamosas y cronicas de la piel,
en lavados hace desaparecer las indigestiones. ddeinquillay se utiliza para tratar las

alopesias, como estimulante de la mucosa gassudarifico y diurético.



Algunos de los principales usos tradicionales délay en Chile, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales usos tradicionales del quillay en €hil

Usos tradicionales Descripcion
Combustible Fabricacion de lefia y carbon.
Artesania y utilitarios Confeccion de estribosatids, bateas y otros utensilios

artesanales.

Detergente y champu Elaboracion casera de detergeat@ champu.
Produccién apicola Produccién de néctar, “miel uiday”
Produccién silvopastoral Proteccion del ganadoguasio en situaciones de

condiciones climéticas adversas.
Paisajistico y ornamental Ornamentacion, por suaj@l verde-amarillento vy
brillante, ademas de sus flores blanquecinas.

Produccion de hojarasca Obtencion de tierra de hoja

Adoptado de: Ibafiez (1981); Benedett al, (2000).

San Martin y Briones (1999), sefialan que existexdatlor de 200 referencias cientificas con

respecto a las posibles aplicaciones industrisddasisaponinas de quillay.

Las fracciones menos toxicas de las saponinastdeeggecie se han utilizado en el control y
prevencién de enfermedades infecciosas, canceérdigwes autoinmunes, tratamiento del
SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) deotion neumococal, control de la
malaria y tratamiento de la tuberculosis (Kemsilal 1991; Cainelliet al, 1995; Newman,
1992; Wu, 1992; Chavali y Campbell, 1987 a y bhRet al., 2003).

Por ora parte, se ha reportado que las saponinagiiley son capaces de actuar como
antioxidantes (Hisayuki y Takashi 1987; KooryamaCiiba, 1996). Sin embargo, las
principales aplicaciones de las saponinas de dsté &e muestran en la Tabla 3.



Tabla 3. Principales aplicaciones industriales de las sayaanile quillay

Aplicaciones Industriales Usos

Alimentacion humana Agente espumante de cervezasbgbidas; emulsificante
comida y bebidas; produccién de alimentos con baljesterol.

Alimentacion Animal Aditivos para alimentos; proteccion contra patégeno
(inmunoestimulantes); reduccion de emisiones denfamo en
criaderos; reduccion de colesterol en huevos yymtod lacteos.

Agricolas Promotor del crecimiento vegetal.

Cosmética Surfactante, emulsificante y compuesto agtivo

fundamentalmente en la elaboracién de champues.

Detergentes Compuesto activo.
Fotografia Sufractantes en peliculas fotograficas.
Mineria Tratamiento de aguas residuales; mejora calidddsdefluentes

organicos(biodegradacion de grasas en procesos aerc
y anaerébicos)control de la neblina acidan procesos (
electro obtencion.

Industria Farmacéutica Adyuvante en vacunas humanas y animalaplicacione

farmacéuticas miscelaneas.

Adoptado de: San Martin y Briones (1999); Duery (2003); NatiRakponse (2004).

Ademas, estudios han demostrado que extractosiliggyqicos en saponinas actuarian como
larvicidas (Pelahet al, 2002), nematicidas (San Martin y Briones, 1999jungicidas
(Villegaset al, 1999; Apablazat al, 2002; Moya, 2003; Chapagagh al, 2007) naturales.
De hecho, actualmente se esta evaluando la pdsithilde utilizar dichos extractos en la
formulacion de pesticidas naturales de interés caalgApablazeet al, 2002; Chapagaiat
al., 2007).

2.3.6 Estado de conservacion
La explotacién a través de practicas de manejcemsatia de poblaciones naturales de quillay
en Chile, el bajo nivel de reproduccion por semilfeel progresivo reemplazo de los bosques

por cultivos, han amenazado seriamente la presérvde esta especie. Por otro lado, la alta



demanda por corteza de quillay para la obtenciboomercializacion de saponinas, ha
disminuido notablemente la existencia de arboledt@sl (Copajeaet al, 2003). Debido a ésto,
con el propdsito de proteger la poblacién de laeisp en 1985 el quillay fue clasificado en
estado Vulnerablé por la Corporacién Nacional Forestal en la IV Baeg CONAF, 1989).

La totalidad de las saponinas de quillay que seecaalizan en el mundo, provienen de la

corteza exportada desde Chile (Toral, 1983; Roseb@@0). De esta forma, cada afo se

cosechan 60.000 arboles de 30-50 afios y se ext@@¥nhtoneladas de corteza, las cuales se
exportan a EE.UU., Europa y Japon. Consideranddajuerteza representa soélo el 11% del

arbol (Toraland y Rosende, 1986; Pragloal 1987), cada afio se pierden o se utilizan
parcialmente para la produccion de carbon, 20.608ladas de biomasa (Copajaal., 2003),

por lo que este tipo de extraccion, ha originada subutilizacién del recurso desde el punto

de vista economico (Cruz, 2000). En respuesta@ EBsempresa Natural Response S.A. ha
logrado desarrollar un proceso que utiliza todandalera del quillay (no solo la corteza) para

la obtencién de extractos de quillay ricos en sagas lo que ha permitido satisfacer parte de
la demanda mundial de saponinas empleando madevarnpente de raleos de los bosques

existentes (Natural Response, 2004).

Por otra parte, en nuestro pais actualmente se dstarrollando proyectos silvicolas y de
manejo forestal para el quillay, respaldados popregrama de propagacion, cuyo objetivo es
obtener la produccion masiva, eficiente y econdndeaarboles con un alto contenido de
saponinas de buena calidad y baja toxicidad (Peehh, 2003).

2.4 Cultivoin vitro de especies vegetales

2.4.1 Definicién
Pierik (1987), define al cultivan vitro de plantas superiores, como el cultivo en medio
nutritivo, bajo condiciones estériles, de plantssmillas, embriones, 6rganos, explantos,

tejidos, células y protoplastos de plantas (Pidi990).



En sentido estrictan vitro quiere decir "dentro de vidrio", por lo que essesna de cultivo
ademas se ha definido como el cultivo de plantade alguna de sus partes, dentro de
recipientes de vidrio (Dixon, 1991; Smith, 1992;n@mrg y Phillips, 1995). De acuerdo a
ésto, en una definicion mas completa, el cultivovitro de plantas es una técnica
biotecnologica que generalmente se utiliza par@ggar en poco tiempo y en condiciones
estériles, una gran cantidad de plantas genétidengarales a partir de un pequefio segmento
inicial de tejido (denominado explante), el cuatlesarrolla dentro de un recipiente de vidrio,
empleando un sustrato artificial y controlando ietstmente las condiciones ambientales,
hormonales y de nutricion requeridas por la plgBfaojawani y Razdab, 1996; Gamborg,
2002). En la Figura 8, se muestra algunos ejengeasxplantes cultivados en condiciolres

vitro.

Figura 8. Ejemplos de explantes vegetales cultivaidogtro. Adoptado de: Boletin Ciencia

y Tecnologia, N° 24, Mayo 2004www.bonsai-flora.es/invitro.htm

El cultivoin vitro de tejidos vegetales se basa en el concepto tiectiEencia celular” (Dixon,
1991; Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg yIRis, 1995; Gamborg, 2002), término
gue se refiere a que todas las células de unaaplbajo condiciones adecuadas y estimulos
apropiados, tienen la capacidad de regular laidivig diferenciacion celular para crecer y
regenerar una nueva planta, genéticamente idéatlaaplanta madre (Taiz y Seiger, 1998;
Lamberset al, 2000)

2.4.2 Condiciones de cultivo

El cultivo in vitro de plantas exige reproducir, de la forma mas amprada posible, todos
aquellos factores que puedan incidir en el crecitniele las plantas en la naturaleza (Smith,
1992; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995in embargo, igualar en condiciones de



laboratorio todos los factores que conforman etopio de la planta en la naturaleza es
técnicamente muy complejo, razon por la cual, sesideran sélo aquellos factores que se
puedan mantener controlados mas facilmente (VBdrpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996;
Gamborg, 2002)

Antes de extraer los explantes se debe realizardesanfeccion de los fragmentos para
eliminar los contaminantes externos. Una vez desiaflo, el material vegetal se debe
mantener en condiciones de asepsia durante tquoedso de cultivo, para lo cual se trabaja
en camaras de flujo laminar (Smith, 1992; Vsil ywgey 1994; Bhojawani y Razdab, 1996;
Gamborg, 2002)

El ambiente quimico de las plantas cultivaiegitro esta determinado por la composicion del
medio de cultivo, entendiendo por éste la combéresblida o liquida de nutrientes y agua, el
cual ademas debe contener los siguientes companeasecos: elementos esenciales o iones
minerales, suplementados como una mezcla compegalds (solucidn stock); un suplemento
organico que aporte vitaminas y/o aminoacidos; fuemte de carbono; reguladores de
crecimiento (hormonas); y un agente gelificante,eercaso de que el medio se utilice en
estado solido (Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Ratzd1996; Gamborg, 2002). Por otro lado,
el pH del medio de cultivo debe ser ajustado derg@oua los requerimientos de la especie
vegetal en cultivo (Smith, 1992; Bhojawani y Razde396; Gamborg, 2002)

Es de especial importancia afadir una fuente deonaral medio de cultivo, ya que las
plantas (o sus fragmentos) cuando se desarrollazoediciones de cultivan vitro no son
completamente autotréficas (Vsil y Torpe, 1994; Garg y Phillips, 1995; Bhojawani y
Razdab, 1996; Gamborg, 2002). Por otra parte, skotiamentado ampliamente que el indice
auxina/citoquininas en el medio de cultivo deteanial tipo de cultivo establecido o
regenerado. En este contexto: un alto nivel denasxicon respecto al de citoquininas,
favorece la formacion de raices; un alto nivelcdequininas con respecto al de auxinas,
induce la produccion de brotes; mientras un ingitermedio favorece la formacion de grupos
de células sin diferenciacion (Smith, 1992; Vsilorpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995)



El cultivo in vitro de plantas se desarrolla dentro de espacios deados camaras de
crecimiento (o cultivo) (Figura 9), los cuales estiisefiados para permitir el control del
ambiente fisico del cultivo (Vsil y Torpe, 1994;@aorg y Phillips, 1995)

Figura 9. Camaras de crecimiento utilizadas para la incdimade plantas cultivadas vitro.

Adoptado de: www.unizar.es/Micropropa/Micvegetal.htm

Dentro de los factores fisicos, la temperaturaguiaestan expuestos los cultivos es un factor
fundamental a controlar. En general, cada espe@septa un intervalo de temperaturas
Optimo, sin embargo, para la mayoria de las plasggsieden obtener resultados satisfactorios
con temperaturas en el rango de los 20 y 28° CtiS&892; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y
Razdab, 1996). Otro factor importante es el nuntgrdhoras de luz diarias que recibe el
cultivo, lo que se conoce como fotoperiodo (TaBeyger, 1998; Lambert al, 2000). En
este contexto, se ha reportado que el mejor fotogepara una especie cultivadavivo, sera
también el mejor para la planta cultivadavitro (Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab,
1996; Gamborg, 2002)

2.4.3 Tipos de cultivo

Como se ha destacado, el material vegetal conekgunicia un cultivon vitro puede ser
cualquier ceélula, fragmento de tejido u organo r{lRjel990; Dixon, 1991; Gamborg, 2002),
sin embargo, se ha reportado que por lo generdbtgven en crecimiento activo (o tejido en
un estado temprano de desarrollo), es el expladate afectivo (Smith, 1992; Vsil y Torpe,
1994; Gamborg y Phillips, 1995; Bhojawani y Razde396).



Los explantes, al ser cultivados en un medio dévouhpropiado, usualmente en presencia de
auxinas y citoquininas, pueden dar lugar a una rdas@lulas desorganizada en division, lo
gue se conoce como callo (Vsil y Torpe, 1994; DodB®berts, 1995). Cuando callos friables
son dispuestos en un medio de cultivo liquido emaedn, células simples (y/o grupos
pequefios de células) son liberadas dentro del médiocuales continlan creciendo y se
dividen, dando lugar a suspensiones celulares @a2lejo, 1990; Vsil y Torpe, 1994;
Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 2002). El caliivvitro de protoplastos, entendiendo
por éstos células a las cuales se les ha remawidaréd celular (Taiz y Seiger, 1998; Lambers
et al, 2000), puede ser obtenido a partir de célulamdsdfilo o desde suspensiones celulares
(Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdd996; Gamborg, 2002). Ademas,
tanto apices radicales, obtenidos desde la raimapa o desde las raices laterales, como
apices foliares, desde yemas axilares o adventipizeden ser cultivadas vitro (Pierik,
1990; Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; BhojawarRgzdab, 1996). Finalmente, embriones,
ya sea maduros o inmaduros, (Pierik, 1990; Gamidrgillips, 1995; Bhojawani y Razdab,
1996; Gamborg, 2002) y polen (Pierik, 1990; Dix&@91; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y

Phillips, 1995), también se han utilizado como arf#s.

La regeneracién de plantas completas, a partimdaliferentes tipos de cultivas vitro,
puede ocurrir a través de embriogénesis somatioeganogénesis (George y Sherrington,
1984; Walden y Wingender, 1995; Sugiyama, 1999; &pmy Williams, 2002). La primera se
basa en la regeneracion de plantas a través deogasp analogo a la germinacion de un
embrion cigoético. De acuerdo a ésto, en el explast@roducen estructuras bipolares que
presentan las propiedades morfolégicas de los en#sicigoticos, y segin que éstos surjan
directamente del explante o bien de un callo, $dah de embriogénesis directa o indirecta,
respectivamente (George y Sherrington, 1984; Wajdévingender, 1995). Por otro lado, la
organogénesis se basa en la regeneracion de pla@dsinte la produccion directa de
organos, y al igual que la embriogénesis soma&ioésta se produce directamente del explante
o desde un callo, se hablard de organogénesigsadweadirecta, respectivamente (George y
Sherrington, 1984; Sugiyama, 1999). En la Figuras&#dmuestra un resumen de los diferentes

tipos de cultivosn vitro y las vias en la que éstos pueden dar lugar alanta completa.
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Figura 10. Tipos de cultivosn vitro. Adoptado y modificado de:Lindsey y Jones, 1989.

2.4.5 Aplicaciones

El enorme potencial del cultivim vitro de plantas para la produccién masiva de plantas de
interés comercial, ha provocado que en los ultig®afios se haya incrementado el nUmero
de laboratorios de cultivo de tejidos en el paés el mundo, lo cual ha motivado que algunos
agricultores la estén utilizando como una altevaagifectiva en sus programas de produccion
(Bhojawani, 1990; Roca y Mroginski, 1991; Sajal., 2000)

Ademas de su aplicacién en la propagacion de @anigran escala, la técnica de cultivo
vitro de plantas es de gran utilidad en la obtencion @etgs libres de patégenos
(principalmente virus), la produccion y mantencide especies vegetales en peligro de
extincion, y en estudios de ingenieria genéticaifdmco y Knorr, 1984; Bhojawani, 1990;
Roca y Mroginski, 1991; Sagt al, 2000)

Por otra parte, varios estudios han demostradotejit® vegetal proveniente de cultivio

vitro es capaz de producir compuestos especificos eremaciones similares que plantas



intactas en condiciones vivo (Calva-Calvaet al, 2002; Vanisreeet al, 2004). Asi, los
considerables avances de la ultima década en &ldéréa biotecnologia vegetal, han dado la
oportunidad de que las plantas puedan considecars® verdaderos biorreactores para la
produccién de metabolitos secundarios (Calva-Catval, 2002; Vanisreet al, 2004). La
produccién biotecnologica de metabolitos secundartienidos a traves de cultivovitro de
plantas puede ser optimizada a traves del usofeenlies técnicas, entre las cuales destacan,
la selecciobn de lineas que se caractericen poremas altos niveles de sintesis, la
optimizacion del medio de cultivo, la regulacionalgunos parametros ambientales (Fowler,
1986; Vanisreet al, 2004), y el uso de elicitores, tanto bidticomoaabidticos (DiCosmo y
Misawa, 1985; Dornenburg y Knorr, 1995; Baisal, 2002; Soylwet al, 2002; Vanisreet

al., 2004)



3  MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo y propagacionin vitro del material vegetal

Para el cultivo y propagacidn vitro de la especie en estudio se utilizé el medio di&vou

MS (Murashige y Skoog), cuya composicion se maestrla Tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog

Componentes Concentracion (mg 1%)
NH/NO; 1650
CaCb 332,2
MgSO, 180,7
KNO3 1900
KH,PO, 170
H3BO; 6,2
MnSO, 16,9
ZnSQ, x 7TH,0 8,6
CoSQ x 6H,0 0,025
CuSQ x 5H0 0,025
NaMoO4 x 2H0 0,25
Kl 0,83
NaEDTA x 2H,0 37,26
FeSQ x 7HO 27,8
Glicina 2
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina-HCI 0,5
Tiamina-HCI 0,1

Adoptado de: Murashige y Skoog, 1962.



Para iniciar el cultivan vitro, se utilizé6 como explantes yemas axilares de atade quillay

de 1 afio en condiciones naturales de crecimiedtuiadas en el vivero de la Universidad de
Chile (Santiago-Chile). Las yemas fueron estedi@zaen una solucion de hipoclorito de sodio
(20% v/v) por 10 min en agitacion, enjuagadas eraatgstilada estéril y luego dispuestas en
medio de cultivo MS sdélido.

El medio de cultivo fue suplementado con BAP [6dileamino purina (0,3 mg?)], cinetina
(0,3 mg ") y biotina (0,1 mgt). Como fuente de carbono se utilizé sacarosa (2) gcomo
agente gelificante agar nacional Midesa (8)gE! pH se ajust6 a 5,7 empleando hidréxido de
sodio (NaOH) y &cido clorhidrico (HCI).

Para iniciar el proceso de induccion de brotescldivos se mantuvieron en una camara de
crecimiento a una temperatura de incubacion cotestin21+ 2° C, bajo tubos fluorescentes,
a una intensidad de luz de 65 umofshy un fotoperiodo de 16 horas luz (Pulgar, 1998).
Como explantes de micropropagacion se utilizarartelsr laterales de 2 a 3 entrenudos de
plantas pre-cultivam vitro durante 1 mes a partir de las yemas axilaresalegi Los procesos
de esterilizaciéon y siembra de explantes se realizan una camara de flujo laminar en

condiciones asépticas

3.2 In6culos y condiciones de cultivo d8. cinerea.

En este estudio se utilizd el aislado U-29 Rlecinerea,obtenido de bayas naturalmente
infectadas de vid\{. vinifera L.) (Mufioz et al, 2002), el que fue proporcionado por el

Instituto de Investigacién Agropecuarias (INIA)-Béatina, Chile.

3.2.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron los sigtésn agar extracto malta levadura sélido
(agar 1,5% pl/v; extracto malta 2% pl/v; extractoathwa 0,2% p/v); agar extracto malta
levadura blando (agar 0,6% p/v; extracto malta 206 gxtracto levadura 0,2% p/v); extracto

malta-levadura liquido (extracto malta 2% p/v; agto levadura 0,2% p/v); medio MS (pH



6,0); y medio de cultivo minimo liquido [KIRO, (1 g ), K2HPO, (0,5 g 1Y), MgSQy x 7H:0
(0,5 g M), KCI (0,5 g 1", FeSQ x 7H20 (0,01 g 1), tartrato de amonio (25 mM). El pH fue
ajustado a 6,5] (Cotoras al, 2004).

3.2.2 Obtencién de in6culos

Previo a la utilizacién del asilado se obtuvieratiizcos monoconidiales del patégeno (Hansen
y Smith, 1932). El hongo fue mantenido como mice&lio tubos inclinados que contenian
medio de cultivo agar extracto malta-levadura sofieigura 11A), a 4° C en oscuridad, o bien
como suspension de conidias en glicerol (150 pglaerol por cada 750 pl de suspension)
(Figura 11B), a -20° C en oscuridad.

Las suspensiones conidiales fueron obtenidas aeffio, en medio de cultivo MS liquido (pH
6,0), cultivos de 10 a 15 dias de incubaciéon (22h oscuridad) (Figura 11C). Antes de su
utilizacion, las suspensiones fueron filtradasaralde vidrio y las concentraciones deseadas
(10°, 1 y 10 conidias mf) se ajustaron empleando una cdmara de Neuba@ed@25 mrh
(Rodriguez-Tudelat al, 2003). Para la obtencion de micelio (Figura 1tbino indculo,
placas Petri que contenian agar extracto maltatleaasolido, fueron inoculadas en el centro
con una alicuota de 30 pl de una suspension deliasrdel hongo (1 x £0conidias nif) y

los cultivos fueron incubados a 22° C, en oscuridiachnte 72 horas (Cotoras al, 2001).
Cultivos obtenidos mediante esta misma metodolag@jbados por un mayor lapso de

tiempo, se utilizaron para la obtencion de las ensipnes conidiales.

Figura 11. Aislado U29 deB. cinerea (A) Micelio en tubos inclinados, (B) Esporas en
glicerol, (C) Cultivos esporulados de 10-15 diasmieibacion y (D) Micelio en crecimiento

activo (72 horas de incubacion).



3.3 Preparacion de extractos vegetales

Para la obtencion de los extractos vegetales keaubn brotes frescos de quillay cultivaito
vitro, y para aquellos de plantas en condiciones natici crecimiento (condiciongsvivo),

se emplearon hojas nuevas (tejido fresco) de epewl adultos (Parque Mahuida,
Precordillera, Region Metropolitana, Chile). Lostragtos de brotesn vitro, fueron
preparados sumergiendo 5, 10 y 15 g de tejido é€nmlOde solvente (5, 10 o 15% pl/v),
mientras los extractos de plantas de quillayivo, se prepararon sélo en concentracion de
10% plv.

Los extractos fueron preparados mediante las t&snie maceracion y difusion. En la
primera, el tejido fue triturado en nitrégeno ldpiempleando maja y mortero de ceramica,
previo a la extraccion acuosa o hidroalcohdlicar(et 85% v/v) en frio, durante 15 min en
oscuridad. Para la extraccién por difusion, el mi@t®egetal, seccionado en pequefios trozos,
se mantuvo en contacto con el solvente en fri€jd8lurante 24 horas en oscuridad. Antes de
su utilizacion, los extractos fueron filtrados yntmgeneizados por agitacion (Inderjit y
Dakshini, 1995; Heisey, 1996Adicionalmente, para determinar la Dosis Efectivadi

(DEsg), el extracto etandlico fue reducido a sequedé@’aC en un rotavapor.

3.4  Actividad antifungica in vitro enB. cinereade extractos de quillayin vitro

Se evalud el efecto de extractos de brotestro de quillay en el crecimiento micelial vitro
y la germinacion de conidias @ cinerea En cada ensayo se realizaron 6 repeticiones por

tratamiento y 3 experimentos independientes.

3.4.1 Crecimiento micelial in vitro

Se estudio el efecto de los extractos en el creatniradial de micelio utilizando el método
de dilucion en medio sélido, empleando como sustighar extracto malta-levadura blando, de
acuerdo a lo realizado Cotorasal (2004), con algunas modificaciones. En base @ ést

adicionaron alicuotas de los extractos en concgntras de 5, 10 y 15% p/v o el solvente



como control, en proporcién 1:10 al medio de mat#ocultivo, antes de la gelificacion del
medio de cultivo. De esta forma, los extractosdoezvaluados en concentraciones finales de
0,5; 1,0 y 1,5% p/v. La concentracion final de sabe fue idéntica en el control y los
tratamientos. El medio de cultivo, con o sin logatos, fue vertido en placas Petri de 9 cm
de didmetro. Las placas fueron ubicadas en unareddeaflujo laminar por 30 min para la
evaporacion del solvente y luego fueron inoculadesdiscos de 0,5 cm de micelio finoBle
cinereade 72 horas de crecimiento, los cuales fueronudsps en el centro de la placa en
forma invertida. Los cultivos fueron incubados & 22en oscuridad. El diametro de micelio
fue medido diariamente con una regla. Los resudtdderon expresados como porcentaje de
inhibicion mediante la formula [(C-T)/C * 100], dd@ C y T correspondieron a la extension

hifal (cm) en los cultivos control y tratados, restfivamente.

3.4.2 Germinacion de conidias

El ensayo fue realizado en portaobjetos de micpiecde acuerdo al método utilizado por
Cotoraset al (2001) modificado, para lo cual se depositardoresan portaobjeto 5 ml de
medio de cultivo agar extracto malta-levadura béasdplementado con el extracto etandlico
de brotedn vitro de quillay, en concentraciones finales de 0,5;y1105% p/v o el solvente
como control. Luego de la evaporacion del solvgngelificaciéon del medio de cultivo, los
portaobjetos fueron inoculados con conidias sama®do delicadamente sobre el medio de
cultivo un trozo de agar extraido desde un culéisporulado de 10 dias de incubacion (22° C
en oscuridad). Luego de la inoculacién, los pojjitos fueron dispuestos dentro de camaras
himedas e incubados a 22° C durante 11 horas.rb@rgeion de conidias fue determinada
directamente en los portaobjetos a intervalos dexsh@bservando las muestras en un
Microscopio Optico. Se consideraron germinadas aiménte las conidias con un tubo
germinativo igual o superior al diametro conidiay@gnget al, 1999). Los resultados fueron
expresados como porcentage de conidias germinagidiame la formula [(T*(100)/C], donde

C y T correspondieron al nimero de conidias gerd@aen los cultivos control y tratados,
respectivamente. El valor promedio de 5 camposupatad experimental fue utilizado para

los célculos. Adicionalmente, se analizo el efelddos extractos en la morfologia fungica.



3.4.3 Determinacion de la dosis efectiva meDigs()

Para determinar la BE el extracto etandlico de brotes cultivadosvitro de quillay fue
rotoevaporado a sequedad y se evalud la actividafiizgica enB. cinereade soluciones
hidroalcohdlicas (etanol 85% v/v) del extracto enaentraciones finales de 50, 100, 250, 500
y 1000 pg mit, utilizando la metodologia de crecimiento radialndicelio en medio de cultivo
agar extracto malta-levadura blando (Cotatal, 2004; como se describe 8mt.1). Como
control positivo se empled el fungicida sintétiamercial Rovral (iprodione-dicarboximida),

en una concentracion final de 250 pg'ml

3.4.4 Actividad antifungica de extractos de lgyiin vitro & quillay in vivo

Para comparar la actividad antifangica de extrade$rotesn vitro con la de aquellos de
hojas de quillayin vivo (condiciones naturales de crecimiento), se evaluéfecto de los
extractos en el crecimiento radial de micelidBdeinerea utilizando el método de dilucién en
medio solido, empleando como sustrato agar extnaetita-levadura blando (Cotoras al
2004; como se describe éh4.]). Se adicionaron alicuotas de ambos tipos de @ga
(quillay in vitro e in vivo), tanto acuosos como etandlicos (etanol 85% wviwancentracion

de 10% p/v (o el solvente como control), en progord:10 al medio de medio de cultivo
antes de la gelificacion. De acuerdo a ésto, ltmetos fueron evaluados en concentraciones

finales de 1,0% pl/v.

3.5 Actividad antifungicain vivo enB. cinereade extractos de quillayin vitro

El extracto etandlico (etanol 85% v/v) fue diluitid veces en agua destilada para descartar el
efecto fungistatico del solvente, y utilizado erawoncentracion cercana pero superior a la
EDso de los mismos (segun los resultados obtenidossarisayos vitro). La concentracion
final de solvente fue idéntica en el control yti@amientos. Como control positivo se empled
el fungicida comercial de origen vegetal BC1000.vBlor promedio de 3 experimentos

independientes fue empleado para los célculos.



3.5.1 Habilidad de B. cinerea de colonizar hojas de tamat

Hojas cosechadas de tomate esculentumMill.) cv. Roma, fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio 10% v/v (10 min en agitaciol@yadas tres veces con agua destilada
estéril, ubicadas en papel absorbente para elimin@tceso de agua y dispuestas en el centro
de placas Petri conteniendo agar-agua (agar 1% lpfepo se aplicé en la superficie de las
hojas con un pincel estéril, el extracto etanétieobrotesin vitro de quillay (250 pg i),
etanol 8,5% v/v (control negativo del extracto)fuelgicida organico comercial BC-1000 en la
dosis recomendada (control positivo del extract@gaa destilada (control negativo de BC
1000). Las hojas tratadas, luego de la evaporat@beolvente, fueron inoculadas en el centro

con un disco de 0,5 cm de micelio finoBlecinereade 72 horas de crecimiento.

Las placas fueron selladas e incubadas a 22° i@t al, 2004). Luego de 5 dias de
incubacion, se midié el area de la lesion con wwar Se realizaron 10 repeticiones por

tratamiento.

3.5.2 Desarrollo de infeccién por B. cinerea en frutosfdgilla

Frutos cosechados de frutill&.(chilensisL.), de tamafio uniforme, libres de deterioro e
infeccidn, fueron desinfectados con hipocloritosddio 10% v/v, lavados tres veces con agua
destilada estéril y dispuestos sobre papel abstelpama eliminar el exceso de agua. Luego,
se realiz6 una herida de 0,5 cm en el centro de fratb con ayuda de un bisturi estéril. Los
frutos fueron asperjados con soluciones del extratandlico de brotem vitro de quillay
(250 pg mf), etanol 8,5% v/v (control negativo del extrac)fungicida BC-1000 (control
positivo del extracto) o agua destilada (contrgatero BC 1000), e inoculados en la herida,
luego de la evaporacién del solvente, con 30 plm suspensién de conidias de 1 R 10
conidias mif'.

Los frutos inoculados fueron incubados en una caméameda a 22° C (Bhaskataal, 1988)
y luego de 5 dias de incubacion, se determind releptaje de area infectada en los frutos. Se

realizaron 16 repeticiones por tratamiento.



3.6  Mecanismo de accion del extracto etandlico dgillay in vitro

Para dilucidar el posible mecanismo de accion gdgheto etanolico de brotds vitro de
quillay, se evalud el efecto de éste en el consdenoxigeno de conidias (respiracion celular),
en la integridad de la membrana plasmatica, emaglogde estrés oxidativo y en la actividad

de enzimas involucradas en el proceso de patogeeRi cinerea

3.6.1 Consumo de oxigeno en conidias

El consumo de oxigeno se determind polarograficéeneon un Electrodo de Oxigeno
(Electrodo Clark N° 5331; Yellow Spring Instrume@td; USA) y un Oxigrafo (Gilson 5/6).
Las determinaciones se realizaron en una suspedsi@onidias (1 x 7Oconidias mif), de

acuerdo al método empleado por Chitatral. (2005) modificado.

3.6.1.1 Obtencioén de la suspensién conidial

La suspension conidial fue obtenida reflotando exdion de cultivo MS liquido (pH 6,0),
cultivos incubados durante 10 dias a 22° C en mszlrLa suspension fue filtrada a través de
lana de vidrio, centrifugada por 6 min a 5000 gl ypellet fue resuspendido en medio de

cultivo minimo liquido (pH 6,5) suplementado conagisa 2% p/v como fuente de carbono.

3.6.1.2 Determinacion del consumo de oxigeno

La suspensién de conidias fue incubada a 22° Cntiurd horas, antes de realizar la
determinacion del consumo de oxigeno. En cada mdedge utilizaron 300 pl de medio de
cultivo minimo suplementado con glucosa 2% p/v 9§ 10 de la suspension conidial. Se
consideré como 100% de consumo de oxigeno, al mideemoles de oxigeno consumido por
min en la suspension de conidias en ausencia dea@snientos. El consumo de oxigeno se
midié antes (CB) y después (CT) de aplicar unauatac de 100 pl del extracto etandlico de
quillay (o el solvente como control) Los resultadee expresaron como porcentaje de
consumo aplicando la férmula [(CT * 100)/ CB]. Cowcuntroles positivos se utilizé cianuro
de potasio (KCN) 10 mM, como inhibidor de la reapién, y carbamil cianuro+
clorofenilhidrazona (CCCP) 1Qig ml*, como desaclopador de la cadena respiratoria. El

extracto fue evaluado en concentraciones finaleD8e250, 500, y 1000 ug thi



3.6.2 Integridad de la membrana citoplasmatica
El efecto del extracto en la integridad de la membrdeB. cinerease evalu6 mediante dos

metodologias, las cuales se describen a continuacio

3.6.2.1Captacion del colorante fluorogénico Sytox Green

En ensayo fue realizado de acuerdo a los métodteadys por Theist al. (2003) y Rothet

al. (1997) con algunas modificaciones. De acuerdst@ ébos de ensayo que contenian 5 mi
de medio minimo liquido suplementado con glucosa @% fueron inoculados con una
suspension de conidias (1 x*Ifbnidias mif) de B. cinereae incubados durante 15 horas a
22° C. Una vez cumplido el tiempo, la suspensi@diicuotada en dosis de 1 ml en tubos
eppendorf. Los tubos fueron centrifugados a 167dugante 8 min. El pellet fue tratado con
una solucién metandlica (metanol 100%) del extratandlico (rotoevaporado a sequedad) de
quillay (250png mi), metanol 10 %v/v (control negativo) o etanol 7% (control positivo),

en medio minimo liquido. Los cultivos fueron incdba por 4 horas [extracto y control (-)] o
10 min [control (+)] a 22° C y se centrifugarod@/7g durante 8 min. Luego, el pellet fue
resuspendido en una solucion de Sytox Green (aakfiuorogénico) 50 nM e incubado por
10 min a 22° C en agitacion suave (90 rpm). Losivad fueron centrifugados a 1677
durante 8 min y se agreg6 medio de cultivo minirm@geliminar el exceso de la solucion de
tincién. Las muestras se centrifugaron una vez anB877g durante 8 min y el sobrenadante
fue eliminado aunque no completamente, rescatafdm 20ul, alicuota que fue depositada
sobre un portaobjeto. Las muestras fueron fijadas 10 ul de DABCO [1,4-diazabiciclo
(2.2.2) octano] y observadas mediante Microscopiaf@al. Hifas con nucleos fluorescentes
indicaron ruptura de la membrana plasmatica poctefdel tratamiento. Se realizaron 3

repeticiones por tratamiento y 3 experimentos ieddentes.

3.6.2.2 Concentracion de Fésforo y Potasio en dionde incubacion

En ensayo fue realizado de acuerdo al método edplaear Cotoragt al (2004), con algunas
modificaciones. En base a ésto, se inocularon ocedrde 125 ml que contenian 20 ml de
medio extracto malta-levadura liquido, con una snsidn de conidias de 1 x>i®nidias ml

! los cuales fueron incubados a 22° C en oscuridaego, el micelio pre-crecido durante 48
horas fue cosechado e incubado, durante 6, 12hp#& a 22° C en oscuridad, en Buffer Tris-



HCI 5 mM (pH 7,0) suplementado con el extracto &iano de quillay en diferentes
concentraciones (o el solvente como control) (Gstet al, 2004). La concentracion de
fosforo (P) y potasio (K) (mg™) en el medio de incubacién, se determiné mediante
Espectroscopia de Emision Optica Acoplada a Indacpor Plasma (ICP-OE) (Optimo 200
DV ICP-OES, Perkin-Elmer).

3.6.3 Grado de estrés oxidativo

Para evaluar el efecto del extracto etanolico diagLen pardmetros de estrés oxidativo del

patdgeno, en este estudio se determind los nivédesdipoperoxidacion de membranas,

contenido de peroxido de hidrogeno,@d) y actividad de enzimas antioxidantes en los
cultivos tratados. Para realizar tales determimessgp se inocularon matraces de 125 ml que
contenian 20 ml de medio extracto malta-levadugaido, con una suspension de conidias
hasta lograr una concentracion final de 1 &cdhidias mt, los cuales fueron incubados a 22°

C en agitacién (200 rpm) durante 48 horas. Luegesggtiempo, el micelio fue cosechado por
centrifugacion e incubado en medio extracto matadura liquido suplementado con el

extracto en concentraciones finales de 100, 2500016 mi* (o el solvente como control)

durante 6 y 48 horas (De acuerdo a Gital, 1997, modificado)

3.6.3.1 Lipoperoxidacion de membranas

La lipoperoxidacion de membranas fue estimada paéeodo del &cido tiobarbitlrico (TBA)
basado en la produccién malondialdehido (MDA), seglimétodo utilizado por Steet al
(1993) modificado (Choiet al, 1996). El micelio de los cultivos tratados, fiesechado por
centrifugacion a 5000g por 10 min y pulverizadof@éo en un mortero de ceramica usando
nitrogeno liquido. Para la determinacion de MDAssspendieron 0,5 g de la muestra en 1 mi
de una solucién de TBA 0,5% p/v en &cido tricloggmo (TCA) 20% v/v. La suspension fue
centrifugada a 20000g por 15 min y el sobrenad@aeteolectado, calentado a bafio maria por
25 min y puesto a enfriar en un bafo de hielo. buefisobrenadante fue filtrado y usado para
la determinacion espectrofotométrica de MDA, a ahsorbancia de 532 nm y absorbancia
no-especifica de 600 nm. La concentracion de MDAdaiculada utilizando un coeficiente de

extincién molar de 156 mMem®. Se determiné ademas, el contenido de MDA en diovde



incubacién, considerando una proporcién de 5/2) @évla alicuota del medio de cultivo con
respecto a la solucion de TBA 0,5% p/v en &cidddroacético (TCA) 20% viv.

El contenido de proteinas en las muestras fue rdgtado mediante el método Bradford
modificado, para el cual la mezcla de reaccionieastl ml de reactivo Bradford comercial
(Bio-Rad), 20 pl de sobrenadante y 80 ul de NaCh O/ (Bradford, 1976); se utilizd una
curva de calibracién confeccionada con albiminauro bovino (BSA) 1 mg mlcomo

estandar.

3.6.3.2 Contenido de peroxido de hidrogengdl

Para determinar el contenido deQd se emplearon varillas comerciales (Merck) con una
sensibilidad de 0,5-25 mg'ly un equipo RQflex (Merck). Los niveles del radiié@eron
determinados tanto en el medio de incubacion (@ineente), como en el micelio. El micelio
fue cosechado por centrifugaciéon (10000 rpm pomit§ y macerado en nitrégeno liquido en
amortiguador fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0) (Cko al, 1997). La muestra fue
centrifugada a 5000 rpm por 5 min, y el sobrenaxlfre utilizado para medir el contenido del
radical. Los resultados, en ambos casos, fuer@magtizados por el contenido de proteinas
de las muestras (Bradford, 1976).

3.6.3.3 Actividad de enzimas antioxidantes

Para la obtencion del extracto enziméatico el mickle cosechado por centrifugacion a 10000
rpom por 15 minutos y macerado ea Iiuido en buffer fosfato de potasio 20 mM (pH)7,0
(Choiet al, 1997). La muestra fue centrifugada a 5000 rpm5pmin y el sobrenadante fue
utilizado para medir la actividad enzimatica. Lesultados fueron estandarizados por el

contenido de proteinas de las muestras (Bradf@ih)1

(i) Actividad Catalasa (CAT)La actividad catalasa fue determinada por el deurento de
la absorbancia a 240 nm. La reaccion fue iniciaatalg adicion de 5 pl deJ, a 1 ml de
buffer fosfato/citrato 50 mM (pH 7.0), en presend®&30 pl del extracto enzimatico (Gil-ad
al., 2000; Malolepsza, 2004). Una unidad enzimatieadefinida como la cantidad de enzima

gue disminuye en 0,0001 la absorbancia con respéctmtrol.



(i) Actividad guaiacol peroxidasa (POD). La aatiad POD se ensay6é midiendo la aparicion
de tetraguaiacol a 470 nm por 45 segundos. La melecteaccion contenia 1 ml de buffer de
extraccion, 5 ul de ¥, 30%, 5 ul de guaiacol y 10 pl de extracto enziooatia actividad de

la enzima se calculé utilizando un coeficiente xkneién molar de 26,6 mMcm* (Gil-ad et

al., 2000).

(i) Actividad ascorbato peroxidasa (APXla actividad APX se determiné midiendo la
descomposiciéon del ascorbato a 290 nm por 45 seguhd mezcla de reaccion contenia 1 ml
de buffer de extraccion, 5 pl de® 30 %, 40 pl de &cido ascorbico 10 mM y 20 ul de
extracto enzimatico. La actividad de la enzima ai&utd utilizando un coeficiente de

extincién molar de 2,8 mMcm™ (Gil-adet al, 2000).

(iv) Actividad superoxido dismutasa (SODp actividad SOD fue determinada midiendo la
inhibicion de la reduccién fotoquimica del reactazul de tetrazolio (NBT). La mezcla de
reaccion contenia 700 ul de buffer fosfato de potda® mM (pH 8,5), 10 ul de EDTA 10
mM, 10 pl de metionina, 10 ul de riboflavina 2 mBQO pl de NBT 3 mM y 100 ul de
extracto enzimatico. Los tubos se iluminaron pomiiButos y se leyd la absorbancia a 560
nm. Los controles correspondieron a mezclas deid@asin iluminar. Una unidad enzimética
fue definida como la cantidad de enzima que cau58% de inhibicién de la reduccion de
NBT (Malolepsza, 2004).

3.6.4 Produccion y actividad in vitro de enzimas inwoadas en la patogénesis
En este estudio, se evaluo el efecto del extraitnobco de quillay, en la produccion y
actividad de las enzimas cutinapan{trofenil butirato esterasa), poligacturonasa)p@&casa

deB. cinerea

Para inducir la produccion de las enzimas, se laoon matraces de 125 ml conteniendo 20
ml de medio extracto malta-levadura liquido, com wuspensién de conidias de 1 X 10
conidias mt. El micelio pre-crecido durante 3 dias a 22° @, fiwlido utilizando perlas de
vidrio e inoculado en matraces conteniendo mediculivo minimo liquido, suplementado

con cutina 1% p/v como fuente de carbono paradduymcion de cutinasa, o con pectina 1%



p/v para la produccién de PG y lacasa (Cotetaal, 2004). Posteriormente se adicionaron
alicuotas del solvente (control negativo) o detastb de quillay (concentraciones finales de
100, 250 y 500 pg i) al medio de cultivo. Los cultivos fueron incubada 22° C en
oscuridad. Como extracto enzimatico se utilizé edim de incubacion previamente filtrado
por lana de vidrio (Cotoraet al, 2004). La cutina de tomate fue preparada segtéchica de
Baker y Bateman (1978) modificada por Cordero yoGas (1997).

Para evaluar el efecto del extracto de quillay &radtividadin vitro de las enzimas, se
adicionaron alicuotas (100 ul) del solvente o délaeto en diferentes concentraciones finales
(100, 250 y 500 pg r), a las mezclas de reaccion empleadas para daterfaiactividad de
las enzimas (Goetet al., 1999). Para obtener los extractos enzimaticagtares con medio
de cultivo minimo suplementado con cutina 1% pktiyadad cutinasa) o pectina 1% plv
(actividad lacasa y PG) como fuente de carbonapfumoculados con 800 pl de micelio pre-
crecido (48 horas) e incubados a 22° C por 10 dlaso extracto enzimatico se utilizé el
medio de incubacién previamente filtrado por lamawidrio (Cotoraset al, 2004). Los
resultados fueron estandarizados por el conten@@rdteinas de las muestras (Bradford,
1976) y expresados como porcentaje de inhibiciditaplo la férmula [(C-T)/C * 100)],
donde C y T correspondieron a la actividad enzitaatin los cultivos control y en aquellos

tratados con los extractos de quillay, respectivaee

3.6.4.1Cutinasa [§-nitrofenil butirato esterasa)

La actividad cutinasa se determiné utilizando strstio analog@-nitrofenil butirato p-NPB),

el cual es hidrolizado p-nitrofenol por accion de la enzima. La liberactap-nitrofenol se
cuantific6 espectrofotométricamente a 405 nm (Pyréplattukudy, 1973). La reaccion fue
iniciada por la adicién de una cantidad apropiaglaedtracto enzimético a 3 ml de buffer
fosfato de sodio (pH 8,0) suplementado peNPB 0,62 mM y 11,2 mg de Triton X-100. La
mezcla fue incubada a 22° C durante 10 min, ardesudntificar la absorbancia. Una unidad
enzimatica (U mt) fue definida como la cantidad de enzima que dilepimol dep-nitrofenol

por min (Cotora®t al, 2004).



3.6.4.2Poligalacturonasa (PG)

La actividad de la enzima se cuantificO emplearidoéodo para medir azlcares reductores
de Nelson (1944), utilizando el reactivo DNS (4cBl® dinitrosalicilico) como muestra
estandar (Miller, 1959). Como sustrato se utiliz@d@ poligalacturonico 1% p/v. La mezcla
de reaccion contenia 200 ul de acido poligalactoooh % (p/v); 200 ul de buffer acetato de
sodio 500 mM (pH 6,5) y 50 pl de la muestra enzitaadt.a mezcla fue incubada a 30° C por
10 min. Una unidad enzimatica (U Mlfue definida como aquella que libera 0,5 mmoles d

grupo reductor por minuto.

3.6.4.3Lacasa

La actividad lacasa se determind espectrofotonaétrnte a 530 nm utilizando siringaldazina
como sustrato (Chefetzet al, 1998). La actividad enzimatica fue cuantificada
espectrofotométricamente monitoreando la absor@aacb30 nm. La mezcla de reaccion
contenia 30 pl del extracto enzimatico y siringaida 0,1 mM en buffer fosfato de sodio 50
mM (pH 6,0), la cual fue incubada a 22° C por 15 amtes de determinar la absorbancia. Una
unidad enziméatica (U i) fue definida como la cantidad de enzima que mera la

absorbancia en 0,1 en 1 min (Cotozaal, 2004).

3.7  Fraccionamiento del extracto etandlico de brotem vitro de quillay

3.7.1 Obtencion de fracciones

El extracto etandlico, previamente rotoevaporadsequedad y disuelto en una pequefia
cantidad del mismo solvente, fue mezclado con gdilice Merck de grano 60-200 micrones
(30 gramos por cada gramo de extracto) y fraccioma@duna placa filtrante (sistema al vacio),
utilizando los siguientes sistemas de solventdsexano,n-hexano:acetato de etilo (9:1), n-
hexano:acetato de etilo (5:5), acetato de etil®%d)) acetato de etilo:etanol (5:5) y etanol

(100%), obteniendo seis fracciones.



3.7.2 Actividad antifngica in vitro de las framees

Se evaluo el efecto de cada fraccion en el creotmienicelial in vitro de B. cinerea
utilizando el método de dilucién en medio de cultagar extracto malta-levadura blando, de
acuerdo al método empleado por Cotaasl (2004). Las fracciones fueron ensayadas en

concentracion final de 200 pgTol

3.8 Identificacién de constituyentes antifingicos en axtracto activo

3.81 Deteccion de metabolitos del tipo saponina

La presencia de saponinas en el extracto fue dietiedan mediante Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC), de acuerdo al método emgtepor Copajat al (2003) con algunas
modificaciones. Como estandar se utilizé Quillajéird) Powder producido por Natural
Response S.A. (Desert King Ldta). Soluciones dstarelar en diferentes concentraciones

fueron empleadas para realizar curvas de calibmacio

El andlisis por HPLC (equipo Agilent 1100 con aloede diodo) de las muestras (20 ul) se
realizé en una columna RP-18 de fase reversa, dmjdiciones isocraticas (MeOH:@l =
90:10) a un flujo de 0,8 ml min Las sefiales fueron detectadas a 230 nm. La estuc
saponina fue identificada en los extractos por @apon de los tiempos de retencion
obtenidos con la solucion estandat R,6 + 0,20 min). Cada muestra fue inyectada tres
veces. La concentracion del metabolito fue deteadanmediante regresion lineal a partir de

las curvas de calibracion.

3.8.2 Deteccion de compuestos fendlicos

La deteccién de compuestos fendlicos fue determaimaeldiante HPLC. Se realizaron curvas
de calibracion utilizando estandares de los sigesemompuestos fendlicos: los acidms
coumarico, salicilico, galico, clorogénico, siricgi vanillico, caféico, shikimico y
dihidribenzdico; quercetina, esculetina, naringanmtina y escopoletina.



El andlisis de las muestras (20 pl) se realizérenanlumna RP-18 de fase reversa a un flujo
de 1 ml mift. Los compuestos fueron detectados a las siguiémnegitudes de honda: 254,
280, 314 y 340 nm. La fase mévil consistio en au&ito (solvente A) y acido sulfdrico
(HsPOy) 1% en agua (solvente B). El gradiente utilizage $imilar al empleado por Ruhland

y Day (2000) con algunas modificaciones, el cuahsestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Gradiente de solventes utilizado en la deteccéoainpuestos fendlicos

Tiempo (min) 0 3 4 10 13 17 18 20
% Solvente A 100 75 72 67 67 0 100 100
% Solvente B 0 25 28 33 33 100 0 0

3.9 Andlisis estadistico de datos

Los resultados fueron analizados a través de Asdlis Varianza de una Via (One-Way
ANOVA) y las comparaciones entre promedios se zaadnh por medio de la Prueba de
Comparacion Mdltiple de Promedios de Tukey, a welrde significancia del 5% (p &05).

Los datos fueron analizados por pruebas de norathlide datos y homogeneidad de
varianzas. Ademas, se determind la desviacion dstaDE) de cada set de datos

experimentales. Se utilizo el programa estadiSie8S Version 13.0.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Cultivo y propagacioénin vitro de quillay

En este estudio se logré implementar exitosamemt&stema de cultivin vitro de quillay a
partir de yemas axilares. La optimizacion de losoahgs de desinfeccion de explantes y la
formulacion del medio de cultivo, permitieron deeHar apropiadamente la etapa de
micropropagacion de brotes. Ademas, se logré establun procedimiento de aclimatacién
para el traspaso a invernadero de las plantas idatermediante cultivan vitro. La
metodologia utilizada resulté eficiente, pues senabun indice de Multiplicacion igual a 5,
lo que significa que a partir de 1 brote, se oleron un promedio de 5 brotes luego de 1 mes
de cultivo (Corkovic, 2003). Al mes de cultivo, Eeyré la produccién de brotes con 6-7
entrenudos, de 7-8 cm de altura, con un valor dieenmaaseca promedio de 11%, lo que es
considerado adecuado para plantas cultivadastro (Chaconet al, 2000; Oliveraet al,
2000). Cabe destacar que, si bien el cultinovitro de quillay ha sido implementado
previamente en nuestro pais, tanto a partir ddlasrPrehnet al, 2003) como utilizando la
técnica de embriogénesis somatica (Vega y Preldf) 28ste constituye el primer reporte de
un sistema de cultivim vitro para esta especie a partir de yemas axilare$) jpole representa
un aporte al desarrollo de técnicas biotecnolégieaa el estudio y utilizacion comercial de la
misma, sin arriesgar su preservacion como recuaseon En la Figura 12 se muestra la

secuencia de las etapas de micropropagacion desbrot

Figura 12. Etapas de la micropropagaciéon de brotesvitro de quillay (A) Explantes de
micropropagacion, (D) Multiplicacion de explant¢€) Brotes de 1 mes de incubacién y (D)

Plantas de quillain vitro establecidas en invernadero.



4.2  Actividad antifingica in vitro enB. cinereade extractos de quillayin vitro

Con el objetivo de determinar la actividad antifiéagn vitro enB. cinereade extractos de
brotes de quillay obtenidos mediante cultivovitro, se evalué el efecto de éstos en el

crecimiento micelial y germinacion de conidias paiogeno.

4.2.1 Efecto de los extractos en el crecimienteehaikin vitro

En primera instancia se realiz6 un ensayo para amana actividad antifingica de extractos
obtenidos mediante dos metodologias de extracdf@nedtes (difusion y molienda en,N
liquido), para lo cual se evalué el efecto de extacuosos y etandlicos de brotegiiro de

quillay, en el crecimiento miceliah vitro del patdgeno. Los resultados se muestran en la

Figura 13.
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Figura 13. Efecto de extractos acuosos y etandlicos de bmotesro de quillay, obtenidos
mediante diferentes técnicas de extraccion, emegirniento micelialin vitro de B. cinerea
Pers. Los extractos fueron evaluados en una caacént final de 1,0% p/v. Como control se
utilizé el solvente (agua o etanol 85% v/v, respactente). Cada barra representa el
promedio de 3 experimentos independientd3Et Letras distintas en las barras indican que

los promedios son significativamente diferentek€ p< 0,05).



Los resultados (Figura 13), indicaron que solcética de extraccion por molienda generé
extractos acuosos con una actividad antifUngieGesante, y que para ambas metodologias de
extraccion la accion fungitoxica de los extractanélicos fue significativamente mayor a la
de extractos acuosos (p0s05). De esta forma, con extractos acuosos @meéparmediante
difusion y molienda se obtuvieron porcentajes dabigion del crecimiento micelial del
patogeno de 1,4 y 32,9%, respectivamente, mierguas extractos etandlicos, obtenidos
mediante ambas metodologias, exhibieron un nivalai (no significativamente diferente, p

< 0,05) de actividad, con porcentajes de inhibicdérb8,3 y 56,2% (Figura 13).

El hecho de que la actividad antifingica de extetcuosos obtenidos mediante molienda
fuera mayor a la de aquellos obtenidos por difysiésponderia a que el proceso de macerado
del tejido vegetal incrementa la superficie de aotat del tejido con el solvente optimizando
el proceso de extraccion de moléculas bioactivagol otra parte, a que esta técnica
provocaria la ruptura de las células vegetalegu derivaria en que los extractos presenten
metabolitos no soélo solubles, sino ademas aquelloswacenados a nivel de organelos
celulares, principalmente en vacuolas, los cuatesi@ general se caracterizan por exhibir
altos niveles de biotoxicidad (Osbourn, 1996 a {dvards y Gatehouse, 1999; Morrissey y
Osbourn, 1999; Lambeet al, 2000). Por otro lado, la diferencia en los regefle actividad
fungitdxica entre extractos acuosos y etandlicesexglicaria, al menos en parte, porque el
etanol, al ser un solvente de baja selectividadagaz de afectar la integridad de las
membranas celulares por deshidratacion (Elvir, 1, 988neraria extractos con una mayor
cantidad de moléculas bioactivas, y ademas pefmitia obtencibn de metabolitos
almacenados en los mismos. De acuerdo a ésto gsenablos resultados obtenidos, es posible
inferir que los constituyentes antifingicos de Igpexie en estudio corresponderian

probablemente a moléculas almacenadas a nivel ksgicuo

Con el proposito de analizar si la accion fungitéxile los extractos es dosis-dependiente, se
evaluo el efecto de los extractos, en diferentegeutraciones, tanto acuosos (Figura 14)
como etandlicos (Figura 15), en el crecimiento fraten vitro del patdogeno. Considerado que
la técnica de molienda fue la que produjo extractms un mayor nivel de actividad, para

llevar a cabo los bioensayos siguientes, se uii#o esta metodologia de extraccion.
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Figura 14. Efecto de extractos acuosos de brategtro de quillay en el crecimiento micelial
in vitro de B. cinereaPers. (A) Cinética de crecimiento diaria; (B) Potege de inhibicion
del crecimiento micelial, calculado al quinto d&idcubacion. Como control se utilizé agua
destilada. Cada punto (A) o barra (B) representapmimedio de 3 experimentos
independientes_ +DE. Letras distintas en las barras indican que posmedios son

significativamente diferentes (Tukeyg®,05).
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Figura 15. Efecto de extractos etanolicos de brates/itro de quillay en el crecimiento
micelial in vitro de B. cinereaPers. (A) Cinética de crecimiento diaria; (B) Potege de
inhibicion del crecimiento micelial, calculado aligto dia de incubacion. Como control se
utilizé etanol 85% v/v. Cada punto (A) o barra (Bpresenta el promedio de 3 experimentos
independientes +DE. Letras diferentes en las barras indican que pgoomedios son

significativamente diferentes (Tukeyg®,05).



Los resultados indican que el crecimiento Blecinereafue reducido por efecto de los
extractos acuosos y etanolicos de brotewitro de quillay en todas las concentraciones
evaluadas (p_<0,05), y que el efecto antifingico de ambos tigesextactos fue dosis-
dependiente, incrementando a medida que la comcantrde los extractos fue mayor. En este
contexto, el efecto dosis-dependiente de la aedicgntifangicain vitro en hongos
fitopatdbgenos de extractos de quillay en condigonaturales de crecimiento, ha sido

reportado previamente (Chapagatral, 2007).

En la presencia de agua destilada, el crecimientelisd del patdgeno alcanzé un maximo
luego de 5 dias de incubacion, mientras con lagebts acuosos, el crecimiento maximo fue
alcanzando después de 8, 8 y 9 dias, con las domcenes de 0,5; 1,0 y 1,5% plv,
respectivamente (Figura 14A). De esta forma, loglas de inhibicién del crecimiento
micelial, calculados al quinto dia de incubacidnamazaron valores de 24, 35 y 45% con las
concentraciones de 0,5; 1y 1,5% plv, respectivéen@ngura 14B). Al igual que lo ocurrido
con extractos acuosos, se observo una disminucipartante en el crecimiento de botritis en
presencia de los extractos etandlicos, sin embargeste caso, el efecto fungitoxico fue
mayor y el crecimiento del patégeno se retardéupomayor rango de tiempo. Los resultados
muestran que en presencia del solvente (etanol\88Poel crecimiento micelial alcanzé el
méaximo después del sexto dia de incubacion, mieemaa presencia del extracto etandlico,
en la menor concentracion, el crecimiento maximorr@ sélo a partir del dia 10 (Figura
15A). Asi, los porcentajes de inhibicion del creeimto micelial alcanzaron valores de 33, 50
y 73% con las concentraciones de 0,5; 1 y 15% mspectivamente (Figura 15B).
Considerando que los extractos etanodlicos de biote#tro de quillay, mostraron ser mas
activos que extractos acuosos, en la mayoria dadessayos cuyos resultados se describen a

continuacion, se utilizo solo este tipo de extracto

4.2.2 Efecto del extracto etandlico en la germidadie conidias

El efecto de extractos etandlicos de quillayvitro en la germinacion de conidias &e
cinereg se muestra en la Figura 16. Los resultados indoquze el extracto, en todas las
concentraciones evaluadas (0,5; 1,0 y 1,5% p/tardé el proceso de germinaciéon de

conidias del patégeno. En ausencia del extractedagias germinaron un 80% a la octava



hora de incubacion, mientras en presencia del @gta la misma hora, sélo se observé un
40% de conidias germinadas, y el 80% de germina®dcanzo a las 11 horas de incubacion
(datos no mostrados) (Figura 16). A diferenciaadedurrido con el efecto del extracto en el
crecimiento miceliain vitro del patégeno, no se observo un efecto de la dtifmada (p<
0,05), ya que bajo todas las concentraciones edaduse alcanzo un efecto inhibitorio similar,

de aproximadamente 60% a la octava hora de inaaci
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Figure 16. Efecto del extracto etandlico de brotasvitro de quillay en la germinacién de
conidias deB. cinereaPers. Los extractos fueron evaluados en conceotregifinales de 0,5;
1,0 y 1,5% p/v. Como control se utilizé el solve(@tanol 85% v/v). La concentracion de
solvente en el control y los tratamientos fue lam@. Cada punto representa el promedio de 3

experimentos independienteDE.

Cabe mencionar, que durante el proceso de conteoriigias en el microscopio 6ptico no se
observo, en las conidias tratadas con el extraoiormalidades morfolégicas como se ha
descrito para otros metabolitos secundarios detgdaTal es el caso del resveratrol, un
estilbeno producido en uvag.(viniferg sometidas a diferentes condiciones de estrésjatl
induce la formacion de tubos germinativos adiciesal curvos en conidias d& cinerea
(Adrian, 1998).



4.2.3 Dosis efectiva media del extracto etandlico

Con el proposito de determinar la Dosis Efectivall€ED;) del extracto etandlico de brotes
in vitro de quillay enB. cinerea y a su vez comparar el nivel de actividad angféa del
mismo con respecto a la accion fungitoxica de umiftida sintético comercial, el extracto
etanolico se rotoevaporé a sequedad y se evakféab de soluciones etandlicas (etanol 85%
v/v) en diferentes concentraciones finales (50,, 1880, 500 y 1000 ug ), en el

crecimiento miceliain vitro del patégeno.

Los resultados obtenidos, los cuales se muestréen leigura 17, indicaron que el extracto en
una concentracién de 250 pgmhhibié el crecimiento miceliain vitro del hongo en un
64,5%, superando al efecto del fungicida Rovrato@ipne-dicarboximida), el cual, a la
misma concentracion y bajo las mismas condicionegdyjo el crecimiento micelial del
patogeno en un 44%. El efecto fungitoxico del ettrdue dosis-dependiente para el rango de
concentraciones inferiores a 250 pug'mmientras a concentraciones mayores el efecto
inhibitorio se mantuvo. Este fendmeno podria sebw@tio a la presencia en el extracto de
algun factor de crecimiento el cual, al incremef@aconcentracion del extracto, provocaria
una estimulacion del crecimiento del hongo, talojno se ha reportado para la actividad
antifingica de extractos crudos Ageratum conyzoidek. y Achillea millefoliumL. en el

hongo fitopatogen®idymella bryoniagFiori et al, 2000).

La EDso del extracto, calculada utilizando analisis de esgm lineal en el rango de
concentraciones bajo el cual se observo un eferds dlependiente (concentraciore250

png mih), fue de aproximadamente 160 pg'nft = 0,91), valor considerado bueno segln
reportes de la actividad antifiungica de otros exbdsacrudos de plantas &n cinerea(EDs
desde 25 a 500 pg Ml (Shimoniet al, 1993; Antonowt al, 1997; Dafereraat al, 2003;
Boyraz, 2006). Por otro lado, la Efdel extracto es un valor interesante pensandouen s
potencial uso como fungicida comercial, consideoamale no se trata de un compuesto puro,
lo que presenta varias ventajas, dentro de lassqueacluyen un menor costo y tiempo de
obtencion del producto, y el inferior riesgo deatesllo de resistencia en el hongo a controlar,
debido a que los extractos crudos de plantas, tar €onstituidos por una mezcla de

metabolitos bioactivos, exhiben multiples mecanisig® accion.
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Figura 17. Efecto de soluciones del extracto etanolico deebrim vitro de quillay en el
crecimiento micelialn vitro deB. cinereaPers. (A) Porcentajes de inhibicion del crecimoent
micelial. Como control positivo se utilizé el fuegia Rovral (dicarboximida) a una
concentracion final de 250 pg Ti(barra achurada). Los porcentajes de inhibiciderdu
calculados al séptimo dia de incubacion. Cada bbepr@senta el promedio de 3 experimentos
independientes_+DE. Letras diferentes en las barras indican que poomedios son
significativamente diferentes (Tukey, £0,05). (B) Crecimiento radial de micelio d&
cinereaen medio de cultivo solido suplementado con elesdke como control negativo (a), y
con el extracto de quillay en concentraciones éisiae 50 (b), 100 (c), 250 (d), 500 (e) y 1000
(f) ng mr*, luego de cinco dias de incubacién.



Los resultados de la evaluacion de actividad amgiftain vitro de los extractos de brotes
vitro de quillay, muestran que éstos no inhiben compiletde el crecimiento micelial y la
germinacion de conidias dB. cinerea sin embargo, retardan ambos procesos en forma
importante. Esto podria ser explicado por la hd&di deB. cinereade biotransformar
metabolitos con actividad antifungica luego de arigglo de incubacion. En este contexto, en
la literatura se reporta que este patdogeno bidtrares compuestos tales como flavonoides,
saponinas y terpenoides (Quingteal, 1998; Aleuet al, 1999; Aleu y Collado, 2001; Alezt

al., 2001; Farooq y Tahara, 1999 Y 2000; Farebal., 2002)

4.2.4 Actividad fungitoxica de extractos de quillayvitro & quillay in vivo

Para comparar la actividad antifungica de brotestro de quillay (quillayin vitro) con la de
aquellos preparados a partir de hojas de ejempéarendiciones naturales de crecimiento
(quillay in vivo), se evalué el efecto de ambos tipos de extradtvdp acuosos como

etandlicos, en el crecimiento micelialvitro deB. cinerea.

Los resultados, los cuales se muestran en la Fitgirandicaron que extractos de hojas de
quillay in vivo inhiben en alto grado el crecimiento micelmalvitro de B. cinereay que, al
igual que lo ocurrido con extractos de brobesvitro, el extracto etandlico exhibié una
actividad fungitoxica significativamente mayor (808& inhibicién) que la de extractos
acuosos (36% de inhibicion) (pGs05). Si bien estudios previos han reportadoeyieactos
de quillay, obtenidos de la corteza y madera del@sben condiciones naturales de
crecimiento, exhiben propiedades fungitoxicas engbe fitopatégenos (Villegas, 1999;
Apablazaet al, 2002; Moya, 2003; Chapagaeh al, 2007), este constituye el primer reporte

de que extractos de hojas de esta especie, presatitddad antifUngica eB. cinerea

Villegas (1999), demostroé que el extracto comerdeahuillay QL Ultra (16% de saponinas)
inhibe tanto el crecimiento micelia vitro de B. cinerea como el desarrollon vivo del
patdgeno en uvas. Por otra parte, se ha reporiaeltog extractos comerciales de quillay QL
1000 (20% de saponinas), QL 30B (15-18% de sapshin&®L Ultra, reducen el desarrollo
de oidio Erysiphe cichoracearundC. Ex Mérat ySphaerotheca fuligineéSchlecht ex Fr.

Poll.)] en cucurbitdceas bajo condiciones de irageno (Apablaz&t al, 2002), los cuales



también han mostrado un efecto de control en @geabBlumeria graminisfsp. tritici en
plantas de trigo (Moya, 2003). Ademas, extractasargiales de quillay, han mostrado una
accion fungitoxicain vitro en los hongosAlternaria solani, Phytium ultimum, Fusarium

oxysporuny Verticillium dahliae(Chapagairet al, 2007)
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Figura 18. Efecto de extractos de quillay vitro ein vivo, en el crecimiento miceliah vitro
deB. cinereaPers. Los extractos (acuosos y etandlicos), fuevatuados en concentraciones
finales de 1,0% p/v. Como control se utilizaron lespectivos solventes. Los porcentajes de
inhibicion fueron calculados al quinto dia de inacibn. Cada barra representa el promedio de
3 experimentos independientes BDE. Letras diferentes indican que los promedios so

significativamente diferentes (Tukeyg®,05).

Por otra parte, los resultados (Figura 18) mostranee el efecto fungitdéxico de extractos
acuosos de quillayn vitro e in vivo, no fue significativamente diferente (p Gs05). Sin
embargo, los extractos etandlicos de quillayivo presentaron una actividad antifiingica 20%
superior a la de extractos etanolicos de bristestro (Figura 18). Esto, podria responder a
gue plantasn vitro, al ser cultivadas en condiciones de crecimientdroladas y de asepsia,
se encuentran libres del efecto de condiciones entdles desfavorables y del ataque por
patdégenos e insectos (Vanisreteal, 2004), por lo que generalmente sintetizan unaome

cantidad de metabolitos secundarios (Giulietti olar 1999), ya que uno de los principales



roles de estas moléculas en plantas es actuar agemes protectores frente a situaciones de
estrés abiotico (Taiz y Seiger, 1998; Lambetral, 2000) y bidtico (Levin, 1976; Cronquist
1977), siendo sintetizados en mayores niveles spuesta a tales condiciones (Grayer y
Harborne, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999). De atue ésto, es posible inferir que la
menor actividad antifangica del extracto etandtieoquillayin vitro se deberia probablemente

a un menor contenido de moléculas bioactivas, especto al de extractos de plantagivo.

A pesar del mayor efecto fungitdéxico de extractam@icos de quillayn vivo, la produccion

a nivel comercial de extractos bioactivos utilizarmantas intactas, presenta una serie de
limitaciones (Calva-Calvaet al, 2002). En este contexto, si bien el uso de atarn
condiciones naturales de crecimiento ha sido, demaepos prehistoricos, la principal
estrategia de obtencion de extractos vegetalesthioa o metabolitos secundarios de interés
a gran escala (Vanisrest al, 2004), debido a la explotacién indiscriminadalaie fuentes
naturales, varias especies vegetales se encuamttgaimente en peligro de extincion (Calva-
Calvaet al, 2002). Por otra parte, uno de los mayores pnodedel uso de plantasvivo en

la produccion de moléculas activas es asegurarmgingstro constante de los compuestos de
interés, ya que los rendimientos se ven afectado$ap condiciones de cultivo, variaciones
geogréficas, adversidades climéticas y problentasdinitarios (Villalobos, 1985; Vanisreé

al.,, 2004). En respuesta a ésto, el culiivavitro de plantas ha mostrado ser una alternativa
viable para la produccién industrial de metabolitegetales bioactivos, sin arriesgar la
conservacion del germoplasma (Ramachandra Rao jstHRenkar, 2002; Vanisreet al,
2004), el cual ofrece sistemas de produccion cotesgpor ser independiente de los cambios
ambientales), y consistencia en los rendimientda galidad de los productos obtenidos
(Alfermann y Petersen, 1995; Calva-Cadtal, 2000; Vanisreet al., 2004).

De acuerdo a estos antecedentes, los resultadesidi® en este estudio y los reportes que
indican que la existencia de arboles adultos diagitia disminuido en forma importante en
nuestro pais (Prehet al, 2003), el cultivoin vitro de plantas constituiria una alternativa
interesante y apropiada para la utilizacion de esfgecie en la formulacion de fungicidas

naturales para el control &e cinerea



4.3 Actividad antifungica in vivo enB. cinereade extractos de quillayin vitro

Estudios han demostrado que las sustancias qudararuastividad antifUngican vitro, en la
mayoria de los casos exhiben una accién fungitoxicaivo (Kuhn y Hargreaves, 1987,
Chapagainet al, 2007). En este contexto, con el proposito deerdehar si el efecto
antifingicoin vitro enB. cinereadel extracto etandélico de brotiesvitro de quillay, resulta en
un menor desarrollo del patégeno en condiciomes$vo, se evalué el efecto de soluciones del
extracto en la capacidad de este hongo de infesjido vegetal en condiciones controladas de
incubacioén, para lo cual se utilizaron como modelfas cosechadas de tomate (Figura 19) y

frutos de frutilla (Figura 20).

En la Figura 19 (A y B), se muestran los resultatiefecto protectivo del extracto etandlico
de brotesn vitro de quillay y del fungicida BC1000 (control posttly en el desarrollo de
infeccion por botritis en hojas de tomate, los esahdicaron que BC1000 fue capaz de
disminuir el desarrollo de la infeccion en el tejidegetal, ya que el area de la lesion
provocada por el patégeno en las hojas tratadassterproducto, fue menor a la de las hojas
control. Sin embargo, el extracto etandlico de lauil(250 pg mtf) inhibié el desarrollo
fungico en mayor grado. De esta forma, el are&sién fungica en las hojas control (2,0y 1,8
cnt para control-BC1000 y control-extracto, respectieate), o en aquellas tratadas con el
fungicida BC-1000 (1,5 cfijy fueron superiores a la de las hojas tratadasetentracto (1,1
cn?) (p <0,05) (Figura 19A).

Los resultados ademas indicaron que el extractd g@pmi*) en estudio redujo el porcentaje
de area infectada en frutos de frutilla con respattontrol (p <0,05) (Figura 20 Ay B). Asi,

el area de infeccion promedio en los frutos corafchnz6 un 53 y 48% (control-BC1000 y
control-extracto, respectivamente), mientras quelosnfrutos tratados con el extracto de
quillay fue de un 20%. Los niveles de desarrollagio fueron inferiores en los frutos
asperjados con el extracto, en comparacion aatedivs con BC-1000 (p 6,05), el cual bajo
esta metodologia, no fue capaz de disminuir sigatifiamente el crecimiento de este hongo

en los frutos con respecto al control (51% de #rfegtada) (Figura 20 A).
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Figura 19. Efecto del extracto etandlico de brotesvitro de quillay en la habilidad d8.
cinerea de colonizar hojas de tomate. (A) Area de la kegiénf) en los frutos tratados,
determinada al quinto dia de incubacion. Los radok representan el promedio de 10
determinaciones BE. Se realizaron 3 experimentos independientesas diferentes en la
barras indican que los promedios son significatimat@ diferentes (Tukey, p €,05). Los
tratamientos aplicados fueron: (I) Control - BC @@agua destilada); (1I) BC 1000 (fungicida
organico natural); (1ll) Control - extracto (etar&§b% v/v) y (I) Extracto etandlico de quillay
(250 ug mt); (B) Crecimiento del patégeno en las hojas tasaduego de 7 dias de

incubacion.
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Figura 20. Efecto del extracto etandélico de brotewitro de quillay en el grado de infeccion
por B. cinereaen frutos de frutilla. (A) Porcentaje de area dtdela en frutos tratados,
calculada al quinto dia de incubacién. Los resokadepresentan el promedio de 16
determinaciones BE. Se realizaron 3 experimentos independientesas diferentes en la
barras indican que los promedios son significateat® diferentes (Tukey, p €,05). (B)
Crecimiento deB. cinereaen frutos de tratados luego de 5 dias de incubadids
tratamientos aplicados fueron los siguientes: @nt@®I-BC1000 (agua destilada); (II) BC
1000; (ll) Control- extracto (etanol 8,5% v/v) W] Extracto etandlico de brotés vitro de

quillay (250 pg mif).



La disminucién del crecimiento fungico que se ob&ganto en hojas de tomate como en
frutos de frutilla por efecto del extracto, resperid, de acuerdo a Cotoressal (2004), a la
capacidad del mismo de retardar el crecimiento lralde vitro y la germinacién de conidias

del patdgeno.

Los resultados obtenidos en este estudio, demoegtra extractos etandlicos de brotes
vitro de quillay inhiben en forma importante el crecimitedeB. cinereatantoin vitro como
in vivo, y que el nivel de fungotoxicidad observado fumilsir, e incluso superior, al de
fungicidas comerciales utilizados actualmente paraontrol del patégeno en cultivos de

importancia agricola.

4.4  Mecanismos de accion del extracto etandide brotesin vitro de quillay

Con el propdsito de dilucidar el mecanismo de acqide explicaria la accion fungitdxica en
B. cinereadel extracto etandlico de brotesvitro de quillay, se evalluo el efecto de éste en el
consumo de oxigeno en conidias (respiracion cgluir la integridad de la membrana
plasmatica, en el grado de estrés oxidativo y eactavidad de enzimas involucradas en el

proceso de patogénesis del patégeno

4.4.1 Consumo de oxigeno en conidias

Estudios han demostrado que las moléculas bioagivaden actuar a nivel de la respiracion
celular de hongos a través de dos mecanismos, gaogo una inhibicion del sistema de
transporte de electrones o un desacople del sisiente@ansporte para la produccion de ATP
(Griffin, 1994). La inhibicién del sistema de traoste de electrones bloquea la produccién de
ATP y causa una reduccién en el consumo de oxifidinich y Mathre, 1972; Griffin, 1994).
Por otro lado, para una accion de desacople, telhnséssde transporte funciona normalmente,
sin embargo la produccién de ATP se desacoplardeépo de transporte de electrones debido
a la disipacion del gradiente de protones a trdeda membrana mitocondrial interna, por lo
gue en presencia de desacopladores, no se prodiRey &I consumo de oxigeno aumenta
(Griffin, 1994; Cantoret al, 1996).



En este estudio se evalud el efecto del extra@onoéto de brotesn vitro de quillay, en
diferentes concentraciones (100, 250, 500 y 100ty en el transporte basal de electrones
(respiracion sin suplementos metabolicos), utiliicanna suspension de conidias del hongo.
Como controles positivos se emple6 cianuro de mt&CN) 10 mM como inhibidor de la
respiracion, y carbamil cianuro-clorofenilhidrazona (CCCP) 18y mi* como desaclopador.

Los resultados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Efecto del extracto etandlico de brotesvitro de quillay en el consumo de
oxigeno de conidias d&. cinereaPers. El extracto se evalu6é en concentraciond9deg250,
500 y 1000 pg il (barras negras). Como controles (barras achuragasjilizaron: etanol
85% v/v (control negativo), KCN 10 mM (inhibidor) @CCP 10 pg mi (desacoplador). Se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Los Itados representan el promedio de 3
experimentos independientesDE. Letras diferentes en la barras indican queplosnedios

son significativamente diferentes (Tukey, p,85).

Los resultados indicaron que el consumo de oxigena suspension de conidias en presencia
del solvente (etanol 85% v/v) como control negatalcanzo un 95,3 % respecto al consumo
basal. Por otra parte, en presencia del inhibid@N), el consumo de oxigeno disminuyé a
un 42,6%, mientras el compuesto desacoplador (C@&PPcoO un aumento significativo del

consumo, alcanzando un valor de 135,9% (Figura 21).



De acuerdo a los resultados, el KCN no inhibi6é detapente el consumo de oxigeno en la
suspension conidial del patdgeno, lo cual se debergue este hongo posee una oxidasa
alternativa (AOX) constitutiva (Tamurat al, 1999). En este contexto, estudios previos han
reportado que las AOX en hongos, al igual que le gaurre con las AOX de plantas, es
insensible al efecto del KCN y otros inhibidoreslaeitocromoc oxidasa (COX) (Siedow,
1995; Siedow y Umbach, 1995; Millar y Day, 1996 &sta forma, la presencia de una AOX
en este patdégeno permite que la respiracion cantowurriendo, adn en la presencia de

inhibidores de la via principal de la respiraciéitocromo) (Joseph-Horret al, 2001)

En lo que refiere al efecto del extracto de qujlEgyobservo una disminucién del consumo de
oxigeno con respecto al control negativo con laseotraciones de 100 y 250 ug'rif0,9%

y 53,2% de consumo, respectivamente), sin emb&gjo,la concentracién de 500 pgyel
nivel de consumo de oxigeno no fue diferente deéad@do en presencia del solvente,
mientras a 1000 pg il el extracto incrementé significativamente el eons con respecto al
control negativo (116% de consumo)«0,05) (Figura 21). Estos resultados permiten infer
gue el extracto en estudio altera el proceso gereesdn celular elB. cinerea el cual a bajas
concentraciones actuaria como inhibidor de la cadespiratoria, mientras a concentraciones
mayores induce un aumento en el consumo de oxigeteando posiblemente como

desacoplador.

Se ha reportado que el fungicida metoximinoacetar8i8F129 inhibe la oxidacion de NADH
en particulas sub-mitocondriales Becinerea disminuyendo el consumo de oxigeno debido
al bloqueo del transporte de electrones a traviésotieplejo citocromdoc;. Sin embargo, este
fungicida no suprime, sino que al contrario, inoeata en forma dosis dependiente el
consumo de oxigeno en las células del micelio,ull éue atribuido a que tales células, al
contener una proteina AOX, tienen la capacidad atebé@r rapidamente el transporte de
electrones hacia la via alternativa en respuedbtoglieo de la via principal (citocromo) por
efecto de SSF129, tal y como se ha reportado fieoa lbongos fitopatdgenos expuestos a la
accion de inhibidores de la respiracion (Hayaslal, 1996). Ademas, en el mismo estudio se
demostro que la via alternativa parece no ser dmaticuando la via principal es operativa, ya
gue a bajas concentraciones el consumo de oxigerse vio incrementado por efecto del

fungicida (Tamuraet al, 1999).



En este contexto ademas se ha reportado que, ®ndii@ de otros hongos, los cuales
presentan niveles muy bajos o indetectables deipetAOX en condiciones normales de
crecimiento, siendo ésta inducida en respuestéoglibo de la via citocromo o inhibicién de
la sintesis de proteinas mitocondriales (Lamboetit., 1989; Mizutanget al.,, 1996; Yukioka

et al, 1997), las mitocondrias d&. cinereapresentan niveles facilmente detectables de la
proteina bajo las mismas condiciones, lo cual léadeapacidad a este patdgeno de utilizar
rapidamente la via alternativa en respuesta aluelogle la via citocromo (Tamued al,
1999).

De acuerdo a estos reportes, es posible sugerglgudracto de quillain vitro actuaria como
inhibidor de la respiracién dB. cinerea y que el incremento en el consumo de oxigeno,
observado por efecto del extracto en altas cormgintres, responderia a la activacion de la
via alternativa del patégeno en respuesta a ldisibn de la via principal, mas que a su
accion como agente desacoplador. Sin embargo,cpangrobar dicha hipoétesis, se deberian
realizar estudios complementarios, tales como avalefecto de inhibidores de la AOX del
patdogeno en el consumo de oxigeno en presenci@xecto (Mitaniet al, 2001), y
determinar el efecto del extracto en estudio ewaldacion de pH extracelular, ya que los
desacopladores impiden la formacion del gradieetphd favoreciendo el flujo de protones a
través de la membrana provocando un brusco aundehtoH extracelular, lo que no ocurre

con compuestos que actian como inhibidores (Hamhgtal, 1992)

Una serie de estudios han demostrado que en & ohét proceso de germinacion las esporas
fungicas manifiestan un incremento en los nivelesrabpiracion celular, debido a que las
conidias dormantes pasan de un estado biolégicanmpriescente a uno de alta actividad
metabdlica. Ademas, se ha reportado que la actividapiratoria de conidias, para que la
germinacion ocurra, requiere la activacion de umar@spiratoria sensible a cianuro (Brambl,
1975, 1977 y 1980; Brambl y Josephson, 1977; Jesepi Brambl, 1980; Stade y Brambl,
1981). De acuerdo a ésto, el efecto del extraeodito de quillayin vitro en la respiracion
de B. cinereapodria explicar en parte, el efecto inhibitorid oésmo en la germinacion de

conidias del patégeno.



4.4.2 Integridad de la membrana plasmatica

Como se ha destacado anteriormente, ejemplaresuitlaygen condiciones naturales de
crecimiento sintetizan una serie de saponinas coratabolitos mayoritarios (Guet al,
1998, 2000; Nord y Kenne, 1999, 2000; van Setterary der Werken, 1996; San Martin y
Briones, 1999; van Settest al, 2000; Nordet al, 2001), compuestos que se caracterizan por
afectar la integridad de la membrana plasméatichamgos fitopatdbgenos (Bangham y Horne,
1962; Keukenet al, 1992; Keukenst al, 1995 Armalet al, 1999; Itoet al, 2005). En base

a ésto, y en el supuesto de que brotes de quilliéiyadosin vitro fueran capaces de sintetizar
saponinas, en este estudio se considerd interesealigar el efecto del extracto etandlico de
brotesin vitro de quillay en la integridad de la membrana plagaateB. cinerea para lo

cual se realizaron dos tipos de bioensayos.

El primero se basé en la captacion del coloranterdigénico Sytox Green en hifas Be
cinerea Sytox Green es una molécula altamente afin atidos nucleicos y que emite
fluorescencia solo cuando se encuentra unida a.4s$te colorante no posee transportadores
de membrana, por lo que sélo puede entrar a agusdlalas cuya membrana plasmatica se
encuentre dafiada (Thevissaral, 1999; Rotlet al, 1997). Para realizar este ensayo, hifas de
B. cinereapre-tratadas con una solucion metandlica del etxtr@gtandlico rotoevaporado) de
brotesin vitro de quillay, el solvente (control negativo) o etan® % v/v (control positivo),
fueron incubadas con el fluor6foro. De esta forhifas con nucleos fluorescentes indicaron
dafio en la membrana plasmatica. La Figura 22, maudat imagenes obtenidas por

Microscopia Confocal de las hifas sometidas a ifesahtes tratamientos.

Hifas pre-tratadas con etanol 70% v/v en presedei fluor6foro presentaron nudcleos
fluorescentes (Figura 22 A), debido a que la mdéde Sytox Green fue capaz de entrar a
las células, ya que este solvente, en altas caoac@mes, provoca deshidratacion de la
membrana celular alterando su integridad (EIviQ3)9En la Figura 22 B, se muestran las
hifas pre-tratadas con el solvente como controhtieg (en la misma concentracién que el
utilizado para la incubacion con el extracto) yl@rrigura 22 C aquellas pre-tratadas con el
extracto (concentracion final de 250 pginlambas incubadas en presencia del colorante, y

se observa que los dos grupos de hifas no exhibraroleos fluorescentes.



Figura 22. Efecto del extracto etandlico de brotesvitro de quillay en la integridad de la
membrana plasmatica de hifdscinereaPers. Tincion de material nucleico con el fluoréfo

Sytox Green. A: hifas pre-tratadas con etanol 70%{aontrol positivo); B: hifas pre-tratadas
con el solvente (metanol 10% v/v, control negativ®) hifas pre-tratadas con una solucion
metandlica del extracto (etanélico rotoevapora@8p(ug mt); incubadas con Sytox Green.

Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento y@earentos independientes.

Los resultados de este ensayo permiten concluiretj@xtracto en estudio no es capaz de
provocar la ruptura de la membrana plasmética és hde B. cinerea al menos en la
concentracion evaluada (dosis superior a lggPka que las hifas tratadas con el extracto y en
presencia del fluoréforo se conservaron integraserwando en éstas solo fluorescencia basal
tenue, en relacion a la detectada en los nucletasdefas tratadas con el control positivo.

Por otra parte, una medida indirecta para detemahafecto de compuestos antifiingicos en
la integridad de la membrana citoplasmatica de tenge basa en la determinacion de la
salida de iones intracelulares al medio de incdmadiChoiet al, 1996; Cotoragt al, 2004).

En este contexto, se ha descrito que el fungicidel®zolin provoca un aumento en la

conductividad del medio de incubacion Be cinereadebido a la salida de iones al medio



extracelular, lo cual se explicaria por el dafiosedo por el fungicida a nivel de membrana
plasmatica (Choiet al, 1996). Por otro lado Cotorat al (2004), demostraron que el

tratamiento de cultivos d8. cinereacon saponinas produce un incremento significagivda

concentracion de fosforo en el medio de incubaf@otoraset al, 2004). Considerando estos

reportes, y con el propdsito de complementar lsalt@dos del ensayo con Sytox Green, en

este estudio se determind, mediante el uso de IE®-Ga concentracion de fésforo (P) y

potasio (K) en el medio de incubacién de cultivesBd cinereatratados con el extracto

etandlico de quillay. En la Figura 23, se muestradncentracion de P (en A) y K (en B) en el

medio de incubacion de micelio pre-crecidoBdeinereaen presencia del extracto en estudio

(250 pg mt) o el solvente como control negativo, luego d&%y 48 horas de incubacién.
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Figura 23. Efecto del extracto etandlico de brotesvitro de quillay en la concentracién de

fosforo y potasio en el medio de incubacién RlecinereaPers. Micelio pre-crecido fue
incubado en buffer Tris-HCI 5 mM (pH 7,0) suplenastd con el extracto de quillay (250 pg

ml™) o el solvente como control, a 22° C por 6, ¥Byhoras. La concentracién de P (A) y K

(B) fue medida en el medio extracelular mediante-@ES. Se realizaron 3 repeticiones por

tratamiento. Cada barra representa el promedio dgp@rimentos independientes BE.

Letras diferentes indican que los promedios sonifsigtivamente diferentes (Tukey, p <

0,05).



Los resultados indicaron que en presencia del @gtide quillay, la concentracién de P en el
medio de incubacion del patégeno fue mayor queetactda en los cultivos control, sin
embargo el efecto fue leve (20% de incremento)ly S8 observo a las 6 horas de incubacion.
Contrariamente, luego de 24 y 48 horas de incubad¢®concentracion de este analito fue
menor en los cultivos tratados con el extracto oespecto a los cultivos control, con
porcentajes de disminucion de 37,7 y 60,3%, resanente. En lo que refiere a los niveles
de K, la concentracién de este analito aumentdnetdy 14 y 20% con respeto al control por
efecto del extracto, luego de 6, 12 y 48 horamndehacion, respectivamente (Figura 23). Es
importante destacar que si bien se observd unaedd@ en las concentraciones de ambos

elementos a causa de la incubacion con el exteacestudio, esta fue mas bien moderada.

Los resultados de ambos ensayos permiten infeeiy lgumembrana plasmatica no constituye
el principal blanco de accion de la actividad fadjca del extracto etandlico de brotes
vitro de quillay enB. cinerea sin embargo éste seria capaz de alterar en forocerada la

permeabilidad de la membrana del patégeno.

4.4.3 Grado de estrés oxidativo

Se ha documentado ampliamente que en los organiaerébicos, las especies reactivas de
oxigeno (EROs), tales como anidon superéxidd(@erdxido de hidrégenogd,) y radical
hidroxilo (OH), son generadas como productos normales del nistailoo o0 bien en respuesta
a condiciones ambientales adversas y diferentegdgpestrés (Fridovich, 1978; Imloy y Linn,
1988; Marnett, 2002; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004 kuales son capaces de reaccionar con
lipidos, proteinas, carbohidratos y el ADN, llegaradprovocar la muerte celular (Fridovich,
1978; Imloy y Linn, 1988; Enjalbest al, 2007). Para sobrevivir a tales efectos, los heng
fitopatogenos desarrollan sistemas de defensa xatdites de tipo enzimatico y no
enzimaticos (Haliwell y Gutteridge, 1989; Ayar-KéyaTarhan, 2004; Chauhaet al, 2006;
Enjalbertet al, 2007). Entre las enzimas antioxidantes destatgrerdxido dismutasa (SOD),
la cual cataliza la dismutacion de' @ HOy; y catalasa (CAT) y peroxidasas, cuya funcion es
neutralizan el KO, convirtiéndolo en agua (Levieux y Levieux, 1991odhev y Fridovich,
1994; Gil-adet al, 2001; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004; Chauhetral,, 2006; Enjalberet al,
2007).



El estrés oxidativo ocurre cuando la produccida wdlocidad de generacion de EROs, excede
a la produccién de los sistemas de defensa anéintad, o que resulta en una concentracion
de EROs toxica para las células (Marnett, 2002rAdayali y Tarhan, 2004). Se ha reportado
que algunos fungicidas sintéticos comerciales spaaes de provocan estrés oxidativo en
hongos fitopatdgenos (Archet al,, 1995; Leeet al, 1997; Patsoukis y Georgiou, 2006). Por
otra parte, estudios han demostrado que la pergidade lipidos gatillada por EROs,
provoca la desintegracion estructural de membranastivacion de enzimas, liberacion de
enzimas unidas a la membrana, cambios en la fllddemembranas y hasta muerte celular,
por lo que constituye uno de los principales patéssea considerar al evaluar el nivel de
estrés oxidativo, tanto en hongos como en otroansgios (Edlich y Lyr, 1992; Marnett,
2002).

De acuerdo a estos reportes, en este estudiopdimtia evaluacion del efecto del extracto
etanolico de broteqn vitro de quillay en el grado de estrés oxidativo Rlecinerea se

considero la determinacion de los siguientes parasieniveles de peréxido de hidrogeno
(H20,), lipoperoxidacion de membranas y actividad deireag antioxidantes. El ensayo
consistié en incubar durante 6 o 48 horas a 22hi€glio pre-crecido del patdbgeno en medio

extracto malta-levadura liquido suplementado caxehcto o el solvente como control.

4.4.3.1Contenido de peréxido de hidrégeno

Para evaluar el efecto del extracto en la prodacdé peréxido de hidrogeno {B4), se
cuantifico el contenido del radical en el miceli@ly el medio extracelular de cultivos Be
cinerea Los resultados indicaron que la presencia gle,Hanto en los cultivos tratados con
el extracto como en los cultivos control, sélo fietectable en el medio de incubacién del
patdégeno, y que la concentracion del radical audneignificativamente con el tiempo de
incubacioén (Figura 24). Por otra parte, los reslaisamuestran que el contenido dgblen el
medio de incubacion a las 6 horas de incubacidmementd en forma significativa y dosis-
dependiente por efecto del extracto en porcentpjesalcanzaron un 145y 220% con la dosis
de 250 y 500 ug rifl respectivamente. Sin embargo, a las 48 horasci®acion el contenido

del radical en los cultivos tratados y el contnal fue significativamente diferente £{,05).
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Figura 24. Efecto del extracto etanolico de quillayvitro en el contenido de &, en el medio de
incubacion deB. cinereaPers. El hongo fue incubado por 6 o 48 horas ediange cultivo
suplementado con el extracto o el solvente comdraonSe realizaron 3 repeticiones por
tratamiento. Cada barra representa el promedioa@8&imentos -DE. Letras diferentes indican
que los promedios son significativamente difere(ifekey, p_<0,05).

Una serie de enzimas antioxidantes estarian inkaddas en la mantencion del equilibrio entre
la produccion y remocion de,B. en B. cinerea entre las cuales destacan catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasas (Gileddal, 2001). En este contexto, el
incremento en el contenido de®} detectado a las 6 horas de incubacion por efedto de
extracto, podria responder a la capacidad del midmaeducir la actividad CAT y de
peroxidasas, enzimas que catalizan la degradaaodeste radical (Mongedt al, 1986;
Levieux y Levieux, 1991; Gil-adt al, 2001). Por otro lado, si bien el extracto add®ras de
incubaciéon provocd un aumento en la concentrac®hb®,, a las 48 horas la produccion del
radical en los cultivos tratados con el extractduediferente de la detecta en el control, lo
que permite inferir que el exceso dgdzhabria sido utilizado en la Reaccién de Fenton para
la produccién de radicales hidroxilo (QKHMarnett, 2002), o bien, que la cantidad delgali

se mantendria relativamente similar a la del coltoontrol, en respuesta a una menor
actividad SOD en los cultivos tratados a las 4&séate incubacion, considerando que esta
enzima cataliza la produccion de®4 (Mongetet al, 1986; Levieux y Levieux, 1991; Gil-ad

y mayer, 1999; Gil-aét al, 2001).



4.4.3.2 Lipoperoxidacion de membranas

En este estudio se determiné el nivel de malonidld@do (MDA) producido por el hongo,
como una estimacion del nivel de peroxidacion lgsid Considerando que el MDA es una
molécula relativamente pequefia con dos grupos igldlghsoluble en agua, esta seria liberada
desde el micelio al medio extracelular en caso uwelg membrana plasmatica se encuentre
dafada o alternada en su permeabilidad (€hal, 1996), fendmeno que ha sido observado
en tejido vegetal sometido a lipoperoxidacion (Stelw Bewley, 1980; Keytoat al, 1985).

En base a ésto, y considerando que el extractoadesin vitro de quillay, de acuerdo a los
resultados obtenidos en este estudio, seria capaltadar en cierto grado la permeabilidad de
la membrana plasmatica @ cinerea(resultados discutidos eh4.2, en este estudio se

determind el contenido de MDA, tanto en el miceliono en el medio de incubacion.

La Figura 25 muestra el contenido de MDA en el mel#i incubacion y en el micelio @
cinereg luego de 6 y 48 horas de incubacion del patogenopresencia del extracto en

estudio o el solvente como control.

Los resultados indicaron que el contenido de MDAeémmedio de incubacion aumentd
significativamente con respecto al control por &fetel extracto (p_€,05). Los porcentajes
de incremento, a las 6 horas de incubacion fueeot8] 28 y 70%, mientras a las 48 horas
alcanzaron valores de 10, 3 y 50%, con las cormeintres de 100, 250 y 500 pg™ml
respectivamente (Figura 25A). Por otro lado, elteoido de MDA a nivel de micelio en los
cultivos tratados con el extracto, en ambos tienggomcubacion, no varid significativamente
con respecto al control (pG05) (Figura 25B).

Es importante mencionar que en los cultivos contratados con etanol (85% v/v) en una
concentracion final que no afectaria el crecimietgbpatogeno, se detectd un cierto nivel de
MDA (Figura 25). Esto se deberia a que, como séadésanteriormente, la generacion de
EROs bajo condiciones normales de crecimiento ecsin embargo, el nivel de produccion
es menor y sus efectos a nivel celular son levegddea la eficiencia de los sistemas de
defensa antioxidantes (Fridovich, 1978; Imloy yr,ia988; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004)
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Figura 25. Efecto del extracto etandlico de brotesvitro de quillay en la produccion de
malonildialdehido (MDA) enB. cinereaPers. (A) Contenido de MDA en el medio de
incubacion; (B) Contenido de MDA en el micelio. Etracto fue evaluado en concetraciones
finales de 100, 250 y 500 pg TiSe realizaron 3 repeticiones por tratamiento.aCzatra
representa el promedio de 3 experimentd3Et Letras diferentes indican que los promedios
son significativamente diferentes (Tukey, f,85).



Lo resultados ademas indicaron que el contenid®Dé en el medio de incubacién fue
superior (2 veces aprox.) al detectado a nivel gelim (Figura 25). Esto concuerda con lo
reportado en un trabajo realizado por Cebial (1996), en el que se evalud el efecto del
fungicida Vinclozolin (dicarboximida) en la lipopetidacion de membranas e integridad de
membrana deB. cinerea en el cual se detect6 la mayor parte de MDA emetlio de
incubacién, fenémeno que fue asociado a una alberac nivel de membrana plasmatica.
Resultados del mismo estudio ademas mostraronlggfeato del fungicida en la membrana,
se deberia al efecto de la lipoperoxidacién, més ajun proceso fisioldgico (Chet al,
1996). De hecho, se ha reportado que la lipopeacidd de membranas constituye una de las
principales causas del efecto fungitoxico de dimarbidas (vinclozolin, iprodione y
procyamidone) (Lyr y Edlich, 1986; Edlickt al, 1988; Edlichet al, 1989; Edlich y Lyr,
1992, 1995; Steel y Fair, 1993; Cladial, 1996; Leeet al, 1998).

En base a tales reportes y los resultados obteeidasste estudio, es posible inferir que el
extracto etandlico en estudio provoca lipoperoxitacde membranas eB. cinerea sin
embargo este efecto solo fue detectado medianetéaminacion del contenido de MDA en el
medio de incubacion, ya que las moléculas de MDdgsilemente producto de la misma
lipoperoxidacion habrian sido liberadas desde etehai al medio extracelular, lo que
explicaria, al menos en parte, la alteracion gretaneabilidad de la membrana del patégeno

por efecto del extracto (resultados discutidod.ét?).

Lagos (2003), demostré que el fungicida comergeddione, a una concentracion de 40 ug
mi™ y bajo una metodologia muy similar a la utiliz&teeste ensayo, incrementé 2,4 veces la
produccion de MDA en el micelio d8. cinerea De acuerdo a ésto, el efecto del extracto
etandlico de brotem vitro de quillay en los niveles de lipoperoxidacion denmbranas eB.

cinerea fue mas bien bajo, por lo que no constituiri@dacipal mecanismo de accion.

4.4.3.3 Actividad de enzimas antioxidantes
En este estudio se evalud el efecto del extraetoobto de brote@n vitro de quillay en la
actividad guaiacol peroxidasa (POD), ascorbato xi@asa (APX), catalasa (CAT) y

superoxido dismutasa (SOD) Becinerea



Cabe destacar, que bajo las condiciones de estgen® se detectd actividad peroxidasa
(POD y APX) en el micelio d8. cinerea tanto en los cultivos tratados con el extracto de
quillay como en el control, lo que concuerda corrdportado en un trabajo realizado por
Malolepsza (2004), en el cual se evalu6 el efeetdadhidroxietilorutina en la actividad

oxidante-antioxidante d@. cinerea

La Figura 26, muestra la actividad CAT y SOD ertivo$ deB. cinereaincubados durante 6
y 48 horas, con el extracto en estudio en difegestancentraciones o el solvente como
control.

Los resultados indicaron que la actividad CAT (FégR6A), en ambos tiempos de incubacion,
fue significativamente reducida por accion del &t con respecto al control. El efecto
observado fue dosis dependiente, alcanzando pajesrde disminucion de 10, 22 y 66% a
las 6 horas de incubacién, y de 22, 36 y 40% d&alsoras de incubacién, con el extracto en
concentracion de 100, 250 y 500 pg'mespectivamente.

En la Figura 26B, se muestran los resultados @ekt@fdel extracto en la actividad SOD, los
cuales indican que la actividad de esta enzimaitanfbe significativamente dismunuida en
los cultivos tratados con el extracto en relacibooatrol, en ambos tiempos de incubacion.
Los porcentajes de inhibicién, a las 6 horas deliacion alcanzaron valores cercanos al 30%
con las concentraciones de 100 y 250 p¢ mide 60% con la concentracién de 500 pg, ml
mientras a las 48 horas de incubacion, éstos fudeohasta un 60%, sin existir diferencias

significativas entre las diferentes concentraci@wduadas.

Los resultados obtenidos en este ensayo permitienirirque, la menor actividad CAT
detectada a las 6 horas de incubacién por efetexttacto (250 y 500 pg i), considerando
gue esta enzima utiliza,8, como sustrato (Liochev y Fridovich, 1994; Ayar-lkayy
Tarhan, 2004; Chauhast al, 2006; Enjalberet al, 2007), explicaria el mayor contenido de
este radical con respecto al control en los cudtivatados con el extracto en el mismo tiempo

de incubacion (resultados discutidosdeh 3.]).
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Figura 26. Efecto del extracto etandlico de broiesvitro de quillay en la actividad de
enzimas antioxidantes d& cinereaPers. El hongo fue incubado a 22° C en mediodmmui
extracto malta-levadura suplementado con el extractdiferentes concentraciones (100, 250
y 500 pg mf) o el solvente como control, durante 6 y 48 hoasActividad catalasa (CAT);
(B) Actividad superéxido dismutasa (SOD). Se reabn 3 repeticiones por tratamiento. Cada
barra representa el promedio de 3 experimentD& +Letras diferentes en las barras indican

gue los promedios son significativamente difere(ifekey, p_<0,05).



Por otra parte, los resultados mostraron que etefiel extracto en estudio en la disminucién
de la actividad SOD, fue mayor a las 48 horas debacion (60% de disminucién), lo que
explicaria el hecho de que en este tiempo de imdib@o se haya observado un aumento en
los contenidos de 4D, en los cultivos tratados con el extracto, comdetectd a las 6 horas
de incubacién, lo cual ademas se deberia a que 48lhoras de incubacion, la velocidad de
produccion del radical superaria a la velocidadsdedegradacion, ya que los niveles de
disminucion de la actividad CAT por efecto del agto, fueron menores a los detectados para

SOD e inferiores a los observados a las 6 horascdbacion.

Se ha reportado que el mecanismo de resistenci. denereaa dicarboximidas estaria
asociado con un sistema de atrapamiento de raslililates y lipidos radicales, por lo que el
sistema de enzimas antioxidantes contribuiria sdudtello de resistencia en el patégeno a tales
fungicidas (Eldictet al, 1988; Edlich y Lyr, 1992; Steel y Fair, 1993h & mismo contexto,
estudios han demostrado que asilados resisterde@sadoximidas deB. cinereaexhibirian
una mayor actividad CAT con respecto a asiladosegiibles (Eldichet al, 1988; Edlich y
Lyr, 1992; Choiet al, 1996). De acuerdo a estos reportes y los regdtabtenidos en este
estudio, el uso del extracto etandlico de brotegtro de quillay como fungicida comercial,

no contribuiria al desarrollo de resistencia arthcgimidas erB. cinerea

Los resultados de la evaluacion del efecto debetdretandlico de brotés vitro de quillay

en el grado de estrés oxidativo Be cinereapermiten concluir que, si bien el extracto en
estudio es capaz de incrementar en forma modeoadaieles de perdxido de hidrogeno y
disminuir la actividad de enzimas antioxidantes TCA SOD) en el patbégeno, éste no
provocaria un estrés oxidativo de gran magnitudekerhongo, ya que los niveles de
lipoperoxidacion de membranas no se vieron incréaes en forma importante por efecto

del mismo.

4.4.4. Produccion y actividad in vitro de enzimas invohatas en la patogénesis
La infeccion exitosa del tejido vegetal @rcinerearequiere, entre otros aspectos, la accion
coordinada de enzimas involucradas en el procespattmyénesis (Staples y Mayer, 1995;

Manteauet al, 2003). En este contexto, la inhibicién de ladpixion y/o actividad de tales



enzimas constituye un interesante mecanismo dérapara fungicidas orientados al control
de este patdgeno. En base a ésto, en este estuehalad el efecto del extracto etandlico de
brotesin vitro de quillay en la produccién y actividad vitro de cutinasa, poligalacturonasa

(PG) y lacasa eB. cinerea

4.4.4.1Cutinasa f§-nitrofenil butirato esterasa)

Considerando que la totalidad de las cutinasadigadas desde hongos exhiben actividad
esteresa (Huang y Kuc, 1995), en este estudidilddad cutinasa d8. cinerease determiné
utilizando el sustrato modefsnitrofenil butirato (PNB), ya que estudios han dstrado que

la hidrdlisis de p-nitrofenil butirato a p-nitrofenol por p-nitrofenil butirato esterasas
constituiria un sistema simple y exacto para latifieacion de la actividad cutinasa potencial

en este hongo (Salinasal, 1986; van der Vlugt Bergmassal, 1997)

En la Figura 27, se muestra el efecto del extrataadlico de brotemm vitro de quillay en la
produccion y actividadn vitro de la enzima cutinasg-titrofenil butirato esterasa) en
cultivos deB. cinerea suplementados con cutina de tomate como fuentead®no. Los
resultados indicaron que la actividad de esta emztteterminada en el medio de incubacion
del patégeno (Figura 27A), fue detectada a pagtiddcimo dia de incubacion, alcanzando un
maximo a los 15 dias. Previamente se ha reportadauga serie de hongos fitopatégenos,
incluyendoB. cinerea(Salinaset al 1986), producen cutinasas en medio de cultivaidim
utilizando cutina como Unica fuente de carbonoql8amaet al, 1970; Baker y Bateman,
1978; Kolattukudyet al, 1981; Dickmaret al, 1982; Kolattukudy, 1984; Kolattukudy, 1987;
Bonnen y Hammerschrnidt, 1989; Kdller y Parker,%4,38uang y Kuc, 1995)

Los resultados indicaron ademas que, en la preseetiextracto de quillay (250 pg i la
produccion de la enzima disminuy6 en forma sigatfia con respecto al control, con niveles
de inhibicidon que alcanzaron valores de 66, 45 % &0los 10, 15 y 20 dias de incubacion,
respectivamente (Figura 27A). Por otro lado, elastb, en concentraciones de 100, 250 y 500
ng mi*, redujo significativamente y en forma dosis depemeé la actividadn vitro de la
enzima, sin embargo, los porcentajes de inhibisi@io alcanzaron un 25% por efecto de la

concentraciéon mas alta (500 ugin{Figura 26B)
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Figure 27. Efecto del extracto etandlico de brotasvitro de quillay en la produccién y
actividadin vitro de cutinasa eB. cinereaPers. (A) Actividad cutinasa detectada en el medio
de incubacién. El extracto fue evaluado en unaemmacion de 250 pg il (B) Porcentage
de inhibicion de la actividad cutinaga vitro. El extracto fue evaluado en concentraciones
finales de 100, 250 y 500 pg mlComo control se utilizé el solvente. Se realina®
repeticiones por tratamiento. Cada barra represehtgpromedio de 3 experimentos
independientes_+DE. Letras diferentes en las barras indican que poomedios son

significativamente diferentes (Tukey, 0505).

Estudios previos han reportado que una serie dduptos naturales de plantas, metabolitos
microbiales y fungicidas, son capaces de inhibiadévidad, produccion y/o secrecion de
cutinasas en hongos fitopatdgenos (Sisler, 198@giKét al, 1982 a, b y c; Kolleet al,
1990; Miuraet al, 1994; Kolleret al, 1995; Franci®t al, 1996; Bostoclet al, 1999). En
este contexto, Bostoalt al. (1999) demostraron que la produccién de cutirssal hongo
Monilinia fructicola fue suprimida por los &cidos clorogénico y caféicana serie de acidos
cindmicos y benzoicos con diferentes grados deokiidcion y metoxilacién en el anillo
aromatico, siendo éstos los principales metabofitoslicos en la epidermis de frutos de

durazno (Prunus persicael. Bastch), los cuales se encuentran en concemes



especialmente altas en genotipos resistentes destg®. En el mismo estudio se demostrd
que el acido caféico ademas fue capaz de redudorera significativa la actividad de esta
enzima enB. cinerea Por otro lado, se ha reportado que las ebelastometabolitos
relacionados estructuralmente a fldactonas micdlicas sintetizadas en actinomiceteian
como potentes inhibidores de cutinasas producidashpngos fitopatégenos (Kollet al,
1990; Kolleret al, 1995). Tales metabolitos han mostrado inhibadtividad de una cutinasa
extracelular del hongByrenopeziza brassicaafectando en alto grado la capacidad infectiva
del patdgeno en hojas @ napus(Davieset al, 2000). Ademas, las ebelactonas inhiben la
actividad esterasa evienturia inaequaligKdller et al, 1991) y cutinasas eRhizoctonia
solani (Chunet al, 1995). Kolleret al (1982c), demostraron que una cutinasa purificada
desdeFusarium solanf. sp. pisi, fue efectivamente inhibida por eldigidda benomyl a través
de la reaccion del-butilisocianato (producto de degradaciéon de berpoon la serina activa
de la enzima, reduciendo la habilidad patogénitdaolego. Ademas, se ha reportado que los
fungicidas organofosforados IBP (Kitazin) y edifenf(Hinosan), previenen la infeccion en
plantas por hongos mediante la inhibicion de lavialetd de cutinasas (Sisler, 1986). Por otro
lado, se ha demostrado que la mepanipirima (fush@icanilinopirimidina) no inhibe la
actividad de enzimas que degradan la pared cedul&. cinerea sin embargo, previene la
secrecion de las mismas, incluyendo cutinasaspfend que provocaria una disminucion de
la capacidad infectiva del patogeno (Miataal, 1994). Inhibidores de cutinasas ademas han
mostrado afectar la virulencia de los hon@usletotrichum gloesporioidefickmanet al,
1983), Alternaria alternata Ascochita pinoidesy Ascochita pisi(Koller et al, 1983) y
Erysiphe graminig.sp. hordei (Francist al, 1996)

Ademas de inhibidores de cutinasas, la utilizadilen anticuerpos especificos para estas
enzimas han demostrando el rol de las mismas epemgetracion cuticular de hongos
fitopatdgenos en el tejido hospedero (Kodeal, 1995; Malti y Kolattukudy, 1979). En este
contexto, Commeéniét al (1993) identificaron una lipasa excretada Borcinerea la cual
exhibid una alta actividad cutinolitica, y demosiraque el uso de anticuerpos policlonales

anti-lipasas suprimio la habilidad de hongo dedta#fehojas de tomate.



En base a estos reportes y los resultados obteredogosible concluir que el extracto en
estudio inhibe significativamente la produccién datinasa enB. cinerea lo que
probablemente se traduciria en una reduccion deapecidad infectiva del patégeno en
condicionesn vivo, hecho que explicaria, al menos en parte, el m#ggarrollo del hongo en
hojas de tomate y frutos de frutilla tratados cbex¢racto (resultados discutidos en 4.3). Por
otra parte, considerando que el efecto del extrastta actividad ezimatica vitro fue mas
bien bajo, es posible inferir que la disminucionlamproduccién de la enzima por efecto del
extracto (Figura 27A), responderia a una inhibi@arel nivel de la sintesis de la misma, mas

gue a un efecto directo del extracto en la actividiala enzima.

4.4.4.2 Poligalacturonasa

Se ha demostrado que las poligalacturonasas (R&s)aherea producidas generalmente en

las etapas iniciales del proceso de infeccion Soimy Williamson, 1992 a y b; De Lorenzo

et al, 2001; De Lorenzo y Ferrari, 2002; D’Ovidé al, 2004), participan en la maceracion

del tejido vegetal y que son primordiales para edadrollo de los sintomas de pudricion,
actuando como factores de virulencia en la infecpigr el patogeno (Staples y Mayer, 1995).
Debido a estas razones, en este estudio se cansitienesante evaluar el efecto del extracto

en estudio en la produccién y actividaditro de PG erB. cinerea

En la Figura 28, se muestra la produccion y adiyid vitro de la enzima en cultivos d&e
cinereaincubados en medio de cultivo suplementado cohin@ecomo fuente de carbono, en
presencia del extracto etandlico de bratesgitro quillay o el solvente como control, durante
5,10y 15 dias.

Los resultados indicaron que la actividad de estane fue detectada en los cultivos fungicos
a partir de los 5 dias de incubacién e incremenitedida que el tiempo de incubacion fue
mayor (Figura 28A). De igual forma que lo ocurrimin la enzima cutinasa, la produccion de
PG fue reducida significativamente por efecto dieaeto en todos los tiempos de incubacion
evaluados. Los porcentajes de inhibicion alcanzaeatores de 95, 51 y 92% al dia 5, 10 y 15

de incubacion, respectivamente (Figura 28A).
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Figura 28. Efecto del extracto etandlico de brofasvitro de quillay en la produccion y

actividadin vitro de poligalacturonasa @& cinereaPers. (A) Actividad enzimética producida
en medio de cultivo minimo suplementado con peatorao fuente de carbono. El extracto
fue evaluado en una concentracion de 250 pg. if8) Porcentage de inhibicion de la
actividadin vitro. El extracto fue evaluado en concentracionesdsde 100, 250 y 500 pg

ml™. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.aCaaira representa el promedio de 3
experimentos independientes BE. Letras diferentes indican que los promedios so

significativamente diferentes (Tukey, 0s05).

La Figura 28 B, muestra el efecto del extractoaeadtividadin vitro de PG. Los resultados
muestran que el extracto disminuyo la activighaditro de la enzima, causando una inhibicién
de hasta un 39% por efecto de la mayor concentrgbi@0 pg mif). Debido a que el efecto
del extracto en la actividad ezimaticavitro, al igual que lo ocurrido con la enzima cutinasa,
fue mas bien leve, es posible postular que el @fdeteste en la produccion de la enzima en el
tiempo (Figura 28 A), se deberia probablementesadisminucion en la sintesis de la misma.



Se ha reportado que las plantas producen unadihibidores de poligalacturonasas, los
cuales estarian involucrados en la interaccion spgarhospedero durante el proceso de
infeccién de hongos patdégenos en plantas (Bendtad, 1997), dentro de los que destacan
compuestos de origen fendlico, policétidos y pratei(Abu-Goukh y Labavitch, 1983; Abu-
Goukhet al 1983; Friend, 1977; Nuss al, 1996; Johnstoet al, 1993; Johnstoet al,
1994; Gao y Shain, 1995). En este contexto, estutha demostrado que algunos compuestos
fendlicos y sus productos de oxidacion son capdeeshibir PGs en hongos fitopatégenos
(Friend, 1977). La actividad PG del hongspergillus nigeifue inhibida por extractos de una
planta parasita del género Orobanche debido aekepcia de ésteres del acido caféico en el
extracto (Ben-Hockt al, 1997). Por otro lado, Bostoekt al (1999) reportaron que el acido
caféico inhibe la actividad de una poligalacturengsoducida poM. fructicola Taninos
aislados de la corteza @astanea dentat@Marshall) Borkh (castafio americanoLgstanea
mollissimaBlume (castafio chino), inhiben una PG purificadaddeuna cepa virulenta de
Cryphonectria parasiticaagente causal del pardiamiento de la cortezanetdel castafio
americano, los cuales ademas fueron activos en R@adel patdégencCryphonectria
lindemuthianumEl alto nivel de estos compuestos en hospedesistentes, permitié a los
autores sugerir que la enzima PG constituiria atofale virulencia e. parasiticay que su

inhibicion podria contribuir al desarrollo de résigia en castafio Chino (Gao y Shain, 1995).

Por otra parte, se ha reportado que las plantéetizan a nivel de la pared celular proteinas
gue inhiben la actividad hidrolitica de PG (PGIHs)itando la colonizacion por hongos en el
tejido vegetal (De Lorenzet al, 2001; De Lorenzo y Ferrari, 2002) y que los lesede
PGIPs se correlacionarian positivamente con ureinento en la resistencia de plantas a
ciertos hongos patégenos (Abu-Goulthal, 1983; Salviet al, 1990; Baileyet al, 1992;
Johnstoret al, 1993; D’Ovidioet al, 2004). Evidencia directa del rol de PG en laacaad
infectiva de hongos en plantas ha sido obtenideentmmente mediante el uso de plantas
transgénicas transformadas con ggrgp. De esta forma, plantas de tomate sobreexpresando
el genpgip mostraron una reduccion significativa de la susicilidad a la infeccién poB.
cinerea(Powellet al, 2000; D’Ovidioet al, 2004). Ademas, estudios han demostrado que la
presencia de proteinas capaces de inhibir poligatatasas en berries inmaduros, explicaria

la resistencia de los frutos a la infeccion poe gsttoégeno (Grassin, 1987).



De acuerdo a éstos reportes y los resultados dbteen este estudio, es posible inferir que el
efecto inhibitorio del extracto etandlico de bratesitro de quillay en el desarrollo fangico de
B. cinereaen condicionef vivo, responderia en parte, a la capacidad del mismedieir la
produccion de poligalacturonasa en el patégeno.

4.4.4.3 Lacasa

Se ha documentado ampliamente que las enzimagpdelatasa en hongos fitopatégenos
exhiben una amplia especificidad de sustratos|g@aque han sido implicadas en diferentes
oxidaciones bioquimicas, incluyendo actividad ligiica (Xu et al, 1997), oxidacion de

fenoles y polimerizacién (Billal y Thurston, 1998bernetet al., 1977).

Un aspecto importante del ataque Borcinereaen vides, es que este patdégeno perjudica en
gran medida la calidad de los mostos y del vin@(&ue Ifigo, 1990; Piva y Di Pillo, 1994).
En los mostos, el hongo es capaz de producir dagiad de azucares, modificacion de los
equilibrios &cidos, la formacion de glicerol y algs polisacéridos, y degradacién de
compuestos nitrogenados (Joyatal, 1984; Piva y Di Pillo, 1994; Urbano, 2005). Ad&n
este hongo produce un metabolito antifingico quabe el crecimiento de levaduras
(botriticina), por lo que con frecuencia detienefdementacion antes de que el vino haya
acumulado niveles suficientes de alcohol (Dubouwrdieal,, 1978; Donéche, 1993). Por otro
lado, se ha reportado que vinos producidos con uvastadas por botritis, exhiben un
incremento importante de la actividad de polifermlasas, tales como lacasas y tirosinasas
(Piva y Di Pillo, 1994; Urbano, 2005). Debido acestn el vino, las alteraciones generadas
por este hongo afectan drasticamente en el sabaloy, provocan la desaparicion de aromas
afrutados (Piva y Di Pillo, 1994) y limitan sus fmilidades de conservacion (Pearson y
Goheen, 1988; Suérez e Ifigo, 1990; Piva y Di Pill@94; Bouquett al, 1995 y 1996;
Gerland, 2006).

Las lacasas d®. cinerease caracterizan por ser resistentes al alcoholuy estables,
permaneciendo activas en las viflas durante meses YPDi Pillo, 1994). Esta enzima
produce una degradacion irreversible de los palltss) particularmente de los taninos,

responsables de la astringencia y cuerpo del vinke, los antocianos, responsables del color,



lo que redunda en la oxidacién del vino en la barry ademas modifica la composiciéon
fendlica de la uva resultando vinos con un oloademdable (Pearson y Goheen, 1988; Suarez
e IAigo, 1990; Piva y Di Pillo, 1994; Gerland, 2DO®ebido a ésto, en aquellas zonas
agroclimaticas donde predomine la pudricidon porititen vides se vuelve fundamental
implementar programas de control basados en efleidmtriticidas (Latorre, 1986; Latorre y
Véasquez, 1996). Estudios han demostrado que lggcidas sintéticos en base a pyrimethanil,
bloguean la produccion de lacasas (Milling y Ridsan, 1995; Miuraet al, 1994;
Rosslenbroich y Stuebler, 2000), sin embargo, &okrste no existen disponibles en el

mercado fungicidas naturales capaces de inhibictimidad de esta enzima Bncinerea

Por otro lado, el didxido de azufre (§0es sin lugar a dudas el aditivo mas ampliamente
utilizado en vinificacion y también el mas indispable. Su accion antioxidante (Poulton,
1970; Windenradt y Singleton, 1974; Ough y Crowé&B®87), antioxidasica (Dubernet y
Ribéreau, 1973; Amanet al, 1979; Sayavedra y Montgomery, 1986) y antimizod
(Lafon y Peynaud, 1974; Beeeh al, 1979; Romano y Suzzi, 1993), lo convierterura
herramienta practicamente imprescindible en laog&tion de vinos (Schroeter, 1966). Se ha
reportado que la correcta utilizacion del,S#rmite obtener vinos menos oxidados, dotados
de un mejor color y aroma, y sin lugar a dudaswtamenor acidez volatil (Zamora, 2005).
Sin embargo, una de las importantes razones paukdss se afiade este aditivo al mosto, es
evitar la accion de polifenoloxidasas (Flancy, 1Ri®éreau-Gayoet al, 1998). No obstante
este tratamiento es Util para disminuir la actididiz algunas de estas enzimas, ha mostrado
ser inefectivo en la inhibicién de lacasas (Dubegn®ibéreau, 1973; Urbaret al, 2005;
Zamora, 2005).

De acuerdo a estos reportes, se considero intéeesealuar como un posible mecanismo de
accion de la actividad antifingica del extractestudio erB. cinerea el efecto de éste en la
produccién y/o actividad de la enzima lacasa. EFRi¢mra 29, se muestra la produccion y
actividadin vitro de la enzima lacasa determinada en el medio déacedn de cultivos dB.
cinerea suplementados con pectina como inductor, incubagogresencia del extracto

etanolico de brotes vitro de quillay o el solvente como control, duranté®y 15 dias.
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Figura 29. Efecto del extracto etandlico de brotewitro de quillay en la produccion y actividad
in vitro de lacasa em. cinereaPers. (A) Actividad enzimética cuantificada enngdio de
incubacion. El extracto fue evaluado en una comaeidin de 250 pg ml (B) Porcentage de
inhibicion de la actividadn vitro de PG. El extracto fue evaluado en concentracifinakes de
100, 250 y 500 pg ml Como control se utilizd el solvente. Se realiraBrepeticiones por
tratamiento. Cada barra representa el promedio eep8rimentos independientesDE. Letras

diferentes indican que los promedios son signifieaatente diferentes (Tukey, p0s05).

Los resultados indicaron que la actividad lacasa étecttida en los cultivos fungicos, al igual
gue lo ocurrido con la enzima PG, a partir de l@sas de incubacion e incrementé a medida
gue el tiempo de incubacion fue mayor (Figura 2®)quinto dia de incubacion la actividad
lacasa en los cultivos tratados con el extracto nddgignificativamente de la detectada en
los cultivos control, no obstante, al dia 10 la ad#g de esta enzima en incrementé en un
50% por efecto del extracto con respecto al contralestimulacion de la produccion de
lacasa enB. cinereapor productos naturales de plantas, ha sido repopeelamente
(Marbachet al, 1985; Cotorat al, 2004). En este contexto, la producciéon de lacasa f
inducida en cultivos dB. cinereasuplementados con acido caféico o pectina (Marbtah,
1985) y el acido @-hidroxikaurendico (Cotoraet al, 2004)



Los resultados ademas mostraron que, al dia 15 deaiciénb en el cual se detectd el mayor
nivel de actividad enzimética, la produccion deraima disminuyé en un 21% en los cultivos

tratados con el extracto con respecto al controu(Big@9A).

El extracto en estudio ademas redujo en forma sigtif la actividadn vitro de la enzima.
El efecto inhibitorio fue dosis dependiente, alcadpaporcentajes de inhibicion de 77, 86 y
91% con las concentraciones de 100, 250 y 500 [fy me$pectivamente (Figura 29B). De
acuerdo a los resultados obtenidos, es posible infezir aydiferencia de lo ocurrido con las
otras enzimas evaluadas, la reduccion de la actiialzesa deB. cinereapor efecto del
extracto etandlico de brotés vitro de quillay, responderia a un efecto directo de éstia

actividad de la enzima.

Goetzet al (1999), demostraron que una serie de compuestoscten@lenoles y catecoles)
presentes en bayas sanas de uvas, tales como categigategema 39-galato, acidop-
cumarico, acidais-coutarico, aciddrans-caftarico, taxifolina 3@-ramnosido y quercetina 3-
O-glucuronido, fueron identificados como fuertes imddoes de la actividad estilbeno oxidasa
enB. cinerea(Gunateet al, 1987; Pezet y Pont, 1992; Pezet, 1998; Getedit, 1999), uno de
los tipos de lacasas producidas en este patdgeno (R828), las cuales actuarian en la
detoxificacién de estilbenos sintetizados en uvas {Rxzal, 1991). Con el propésito de
comparar cuantitativamente estos compuestos, en eloméstudio se analizd extractos
fendlicos de dos variedades de uvas con diferentes gdesusceptibilidad B. cinerea
(Gamay y Gamaret) (Goett al, 1999). Los resultados permitieron concluir quialhébicion

de la actividad estilbeno oxidasaBlecinereapor estos metabolitos, contribuiria al desarrollo

de resistencia en bayas jovenes de uvas al ataque @pagsjeno (Goett al, 1999)

Una serie de estudios han demostrado la importarcia @nzima lacasa en la capacidad
infectiva deB. cinerea(Bar-Nunet al, 1988 y 1989; Bar-Nun y Mayer, 1988 y 1989; Stapl
y Mayer, 1995; Viterboet al, 1993; 1994). En este contexto, Bar-Neh al (1988)
demostraron que el tratamiento de cultivosBdecinereacon EDTA (acido etilendiamino
tetraacético), no afectd el crecimiento del horgin, embargo, el tratamiento de frutos de

pepino con este quelante, redujé el nivel de infecgl previno la formacion de lacasa



(Staples y Mayer, 1995.). Por otro lado, se ha ragortque frutos de pepin&yycumis
prophetarumL.) y de la maleza pepinillo del diablgdballium elateriumi.), sintetizan una
familia de metabolitos triterpenoides ciclicos, lasuchitacinas, los cuales los protegen de la
infeccion porB. cinerea(Bar Nunet al, 1988; Bar-Nun y Mayer, 1989), y que la resisteatia
patdgeno en estas especies, se correlaciond positivacoenks capacidad de los extractos de
reprimir la secrecion de lacasas (Staples y Mayer,)19@5to la cantidad de RNAm que
codifica la sintesis de lacasa en este hongo, comorddugrion de la misma, fue
marcadamente inhibida en cultivos Blecinereaen la presencia de cucurbitacinas (Vitegbo
al., 1993; Viterboet al, 1994). La represion de la produccion de lacasaefaato de las
cucurbitacinas, derivd en una reduccion de la cdpdcde infeccion d8. cinerea lo cual
confirmé la importancia de las lacasas en la virubedel este patdgeno (Bar-Netal, 1988;
Staples y Mayer, 1995). De esta forma, la aplicaaén extractos deE. elateriumo
cucurbitacinas a frutos o plantas de pepino y hojazagdallo, previo a la inoculacion c@h
cinereg inhibié la infeccién del tejido por el patégenBa(-Nun y Mayer, 1990). Estas
observaciones sugirieron que la formacion de lacasan esquerimiento necesario para la
infeccidn por botritis en plantas (Bar-Nun y MayE989), resultados que concuerdan con los
descritos por Sbaglet al (1996), los cuales reportaron una dependencia lestrgveles de

produccién de lacasa y la capacidad infectivB deinereaen uvas.

De acuerdo a lo expuesto, el extracto etandlico rdéedin vitro de quillay al reducir
significativamente la actividad lacasa &n cinerea provocaria una disminucién de la
habilidad patogénica del hongo, lo cual explicegiamenor desarrollo del patégeno en

condicionesn vivo a nivel de hojas y frutos.

Los resultados obtenidos en este estudio con la aadivatasa son muy interesantes, ya que
el extracto etanolico de brotesvitro de quillay constituiria el primer reporte de undarcto

de origen botanico capaz de reducir efectivamenaetividad lacasa € cinerea



4.5  Fraccionamiento del extracto etandlico darotesin vitro de quillay

4.5.1 Rendimiento de las fracciones obtenidas

Con el propdsito de aislar fracciones activas, elaetdr etanolico de quillayn vitro fue
fraccionado mediante el uso de una placa filtrantdizando sistemas de solventes de
polaridad ascendente. Como se muestra en la Tablaréydmiento de las fracciones fue
incrementando con el aumento de la polaridad, B pprmite inferir que el extracto estaria

constituido en gran parte por metabolitos polaresdsi&® la fraccion mayoritaria.

Tabla 6. Rendimiento de las fracciones del extracto etandlébrotesn vitro de quillay.

Fracciones Sistema de solventes Rendimiento (%)

F1 n-hexano 100% 1,26
F2 n-hexano : acetato de etilo (9:1) 2,58
F3 n-hexano : acetato de etilo (5:5) 4,2
F4 acetato de etilo 9,2
F5 n-acetato de etilo : etanol (5:5) 41,5
F6 etanol 100% 15,4

Total 74,14

4.5.2 Actividad antifangica in vitro de las framges en B. cinerea

Se evaluo el efecto de soluciones hidroalcohdlieasadia fraccion en el crecimiento micelial
in vitro de B. cinerea Los resultados (Figura 30), indicaron que las fra@somas polares
fueron las mas activas, con porcentajes de inhibid&HnA0, 46, 32 y 48% para F3, F4, F5 y
F6, respectivamente. No obstante, el efecto de ningenlas fracciones superé la actividad
fungitdxica del extracto crudo total (51% de inhibn), lo que podria responder a la presencia
de un efecto sinérgico entre los componentes de lasediés fracciones, tal y como se ha
reportado para la actividad bioldgica de otros ekbsay metabolitos de plantas (Tiap-Ling,

2004, Vidalet al, 2006; Friedman, 2007). Este resultado es muy sdate, ya que plantea el



uso del extracto crudo de la especie en estudio gmtencial fungicida, lo cual reduciria
tanto el menor costo de obtencion del producto, celmisgo de desarrollo de resistencia en

el patogeno.
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Figura 30. Efecto de soluciones del extracto etandlico deebrot vitro de quillay y las
fracciones aisladas, en el crecimiento miceliaBdeinereaPers. Las fracciones, al igual que
el extracto crudo, fueron evaluadas en una conaédrrdinal de 200 pg i utilizando
etanol 85% v/v como solvente. F1 [n-hexano], F2 gramo: acetato de etilo (9:1)], F3 [n-
hexano: acetato de etilo (5:5)], F4 [acetato de]etr5 [acetato de etilo: etanol (5:5)] y F6
[etanol 100%]. Los porcentajes de inhibicion fueraltalados al quinto dia de incubacion. Se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Cada abaepresenta el promedio de 3
experimentos independientesDE. Letras diferentes en las barras indican querosi@dios

son significativamente diferentes (Tukey, p,85).

4.6 Compuestos antifungicos en extractos de bestin vitro de quillay

4.6.1 Contenido de saponinas en los extractogcgibnes activas

Como se ha destacado anteriormente, una serie deosshah reportado que la actividad
antifingica de extractos de quillay, en condicionaturales de crecimiento, responderia
principalmente a la presencia de saponinas (Ville§yg89, Apablazeet al, 2002; Moya,
2003; Chapagaiet al, 2007), siendo éstos los metabolitos mayoritarios espacie (Guet



al., 2000; Nord y Kenne, 2000; Noet al, 2001). Por otra parte, se ha demostrado quetejid
vegetal cultivadan vitro es capaz de sintetizar metabolitos especificos en mwac®nes
similares que plantas intactas en condicionasvo (Calva-Calveet al, 2002; Vanisreet al,
2004). Tales reportes, permitieron inferir que pesitente la presencia de saponinas en los
extractos de brotes vitro de quillay, explicaria, al menos en parte, la atdief fungitoxica de

los mismos erB. cinerea De acuerdo a ésto, en este estudio se determinontesdiaalisis
por HPLC el contenido de saponinas en los extractoacderdo al método empleado por
Copajaet al (2003) modificado, utilizando como estandar eldpato comercial Quillaja
Ultra Powder (QP UF 1000, Desert King Ldta.). Erfrigura 31 se muestra el cromatograma
de HPLC de una solucién acuosa del producto utilizatao estandar.
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Figura 31. Cromatograma HPLC de una solucién acuosa de Quiigja Powder. El analisis
de las muestras (20 pl) se llevo a cabo en un equiRicCHon arreglo de diodo (Agilent
1100), en una columna RP-18 bajo condiciones isoasad{MeOH:HO = 90:10), a un flujo de
0,8 ml miri*. Las sefiales fueron detectadas a 230 nm (A) Cromatagtie la muestra; (B)

Espectro UV del peak mayoritario.



De acuerdo a los andlisis de las soluciones del estdasiagponinas presentaron un pico con
un tiempo de retencion de 1,6042 min (Figura 31A). Es importante destacar qubiddea
gue el producto utilizado como estandar (QuillajadJPowder) corresponde a una mezcla de
diferentes saponinas triterpénicas (San Martin y Bsio2@00), los cromatogramas obtenidos
no mostraron una buena resolucion, ya que el picomntago fue bastante amplio y ademas
aparecieron otros picos con tiempos de retencion ratgacos al del pico mayoritario. No
obstante, tomando en cuenta que en este estudionseopidentificar la estructura general del
metabolito mas que una saponina especifica, se eodsapropiada la utilizacion de esta
mezcla de saponinas como estandar. Por lo demasspandilidad en el mercado de
saponinas purificadas de quillay es baja, ya que eepoode separacion de estos metabolitos
es altamente complicado y costoso, lo que responde atdacomplejidad y similitud
estructural de la mezcla de saponinas en esta espetisil(et al, 1991; van Setteat al,
1995; Kiteet al, 2004)

En la Figura 32 A y B, se muestran los cromatograotaenidos del andlisis por HPLC para
la deteccién de saponinas, de extractos de biotéago de quillay. Los resultados muestran
gue tanto en extractos acuosos como etandlicos sedetguto que presenta coincidencia
con el tiempo de retencion y espectro UV del picgaritario del estandar. Este resultado es
muy interesante, ya que constituye el primer repddeque brotes de quillay obtenidos
mediante cultivdn vitro son capaces de sintetizar estos metabolitos, |0 quet@emoponer

al cultivoin vitro de plantas como una herramienta alternativa pasht&ncién de saponinas
de quillay, sin arriesgar la preservacion de estacespativa. Por otra parte, con el propdsito
de relacionar la actividad antifungica de los extaae brotesn vitro de quillay, con los
niveles de saponinas, se determind, mediante analisisgdesion lineal de las curvas de
calibracién del estandar=(0,998), el contenido de este metabolito en extraato®sos y
etanolicos. Los resultados (Figura 33), indicaron gueontenido de este metabolito en
extractos etandlicos fue mayor al de extractos acu&speste contexto, se ha reportado que
las saponinas, ademas de ser solubles en agua (Cueday Ridiriguez, 1986) exhiben altos
grados de solubilidad en soluciones de etanol 80 %ijquatad que se ha empleado en diversas
técnicas para su extraccion y purificacion (Hernand€87; Uribe-Lamas, 1987; Martinez,
2001).
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Figura 32. Cromatogramas, obtenidos del andlisis por HPLC padeteccion de saponinas,

de extractos acuosos (A) y etandlicos (B) de briotgdro de quillay.
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Figura 33. Equivalentes de saponina (g 100g peso $eep extractos acuosos y etanélicos de
brotesin vitro de quillay. Los extractos fueron evaluados en aoraentracion de 10% p/v.
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indican que los promedios son significativamenterdntes (Tukey, p 8,05).



Como ya se ha destacado, el etanol en altas coacemes posee la capacidad de alterar la
integridad de las membranas celulares por deshdaiéat (Elvir, 1993), por lo que permitiria
gue moléculas almacenadas en organelos celularektejido vegetal puedan ser liberadas
durante el proceso de extraccion. Por otra pagtbasdocumentado que la mayor parte de las
saponinas antifingicas se encuentran en el tepdetal almacenadas a nivel de vacuolas u
organelos en el tejido sano, principalmente a rieetélulas epidérmicas (Grayer y Harborne,
1994; Osbourn, 1999 a y b; Morrissey y Osbourn91#8xon, 2001). Esto, podria explicar el
hecho de que en este estudio el uso de etanol ¥BB%omo solvente, generd extractos con

un mayor contenido de saponinas, en relacion atts&to en extractos acuosos.

Por otra parte, de acuerdo a los resultados olsenéh la evaluaciéon de la actividad
fungitdxica de los extractos de broiasvitro de quillay (resultados discutidos 4r2.4), los

cuales indicaron una mayor actividad antifingiceapextractos etanolicos, el contenido de
saponinas y el efecto fungitoxico de los extracescorrelacionan positivamente, lo que
permite inferir que la actividad antifangica de fosmos erB. cinerearesponderia, al menos

en parte, a la presencia de saponinas.

Diferentes estudios (Sfeir 1990; Parot, 1993; Copéjal, 2003) han demostrado que los
contenidos de saponina en extractos acuosos déyqyen condiciones naturales de
crecimiento), se encuentran en el rango de 10-18€4 la corteza, 10-11% para ramillas y
8,8-10,9% para la madera, los cuales, segun ladtadses obtenidos en este estudio, son
superiores a los niveles detectados para extractossos de brotes vitro de quillay (~ 5%).
Sin embargo, ambos resultados estrictamente nodséap comparar en forma directa ya que
las metodologias utilizadas, tanto en la extracca@mo el andlisis, no fueron las mismas. Por
ésto, con el propdsito de demostrar que britedtro sintetizarian una menor cantidad de
saponinas en relacion a plantas intactas, en sttdi@ se determin6 ademas el contenido de
saponinas de extractos acuosos de hojas de ginllayo. Los resultados indicaron que el
contenido de saponinas en extractos acuosos deslmovitro es menor (3 veces) al de
extractos acuosos de quillay vivo. No obstante, segun los resultados de los ensdgos
actividad, ambos tipos de extractos exhibieron uecte fungitoxico similar (no

estadisticamente diferentes). Lo anterior, persuigerir que brotes de quillay vitro serian



capaces de sintetizar saponinas con un mayor deehctividad antifingica que aquellas
producidas en ejemplares en condiciones naturalesetimiento, o bien, que la actividad de
extractos de quillayn vitro se explicaria ademas por la presencia de otrodipmoléculas.
Por otra parte, los resultados indicaron que etetodo de saponinas detectado en extractos
etandlicos de quillain vivo, fue similar al de extractos etandlicos de bratestro y, al igual

que lo que ocurrié para extractos de quillayitro, superior al de extractos acuosos (datos no
mostrados).

Ademas, en este estudio se determiné el contemdmmploninas en las fracciones mas activas
del extracto de acuerdo a los resultados de laiaei@n de la accién fungitoxida vitro de

las mismas (F3, F4, F5 y F6), y en el extracto erueh la misma concentracion. Los
resultados indicaron que todas las fracciones adakicontienen saponinas, sin embargo las
fracciones mas polares (F5 y F6) fueron las queraros los mayores niveles (Figura 34), lo
gue responderia a la naturaleza altamente polastiss compuestos (Uribe-Lamas, 1987;
Martinez, 2001)
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Figura 34. Equivalentes de saponina (g mg de muesta el extracto etandlico de brotes
vitro de quillay y las fracciones activas del mismo. lmsestras fueron inyectadas en
concentracion final de 2,5 mg miCada barra representa el promedio de 3 repetisioDE.
Letras diferentes en las barras indican que losnedios son significativamente diferentes
(Tukey, p_<0,05).



Al relacionar los contenidos de saponinas con lividad antifingica de las fracciones
(resultados discutidos eh8.2 Figura 30), se observa que F6, a pesar de $mckeion que
mostrd el mayor nivel de accidn fungitoxica, no faeque presentd el mayor contenido de
saponinas, y que F5, la cual exhibi6 la menor @zt antifungica entre las fracciones
activas, fue la que present6é el mayor contenideste metabolito, superando incluso al del
extracto crudo. Estos resultados permiten infeue &6 (y también F3 y F4), contendrian
saponinas mas activas que las presentes en Fénpdgie la actividad de tales fracciones se
deberia probablemente a la presencia de otras o@$ébioactivas. Sin embargo, se ha
documentado que mayores concentraciones de saponmaiempre se traducen en una
actividad antifungica superior (Apablaza al, 2002; Moya, 2003), lo cual se explicaria,
segun lo reportado por Osbourn (1996b), a que alb@sentraciones de este metabolito
facilitarian la formacion de micelas (aglomeracg)nelas cuales disminuyen la accién
fungitoxica de los mismos. Esto podria explicar parte los resultados discutidos

anteriormente (Figuras 33y 34).

Con el proposito de complementar los resultadosvsdlio el efecto de una solucion del
producto utilizado como estandar (>70% de saponinigsrpénicas), en el crecimiento
micelial in vitro de B. cinerea Los resultados de este ensayo mostraron queafauillitra
Powder, en una concentracién de 250 ug rabujo en un 28,8% el crecimiento micelial
vitro del patégeno con respecto al control, mientraxghcto etandlico de brot@s vitro de
quillay, en la misma concentracion y bajo la mismetodologia, inhibid el crecimiento del
hongo en un 64,5%. Este resultado apoya la hidtisique la actividad antifingica de los
extractos de quillayn vitro sedeberia, ademas del contenido de saponinas, @dammia de
otros constituyentes, lo que concuerda con lo tadorpor Apablazat al (2002), quienes
concluyen que el efecto fungitéxico de los extraatomerciales de quillay (QL Ultra, QL
1000 y QL 30B), en los hongos fitopatégertoscichoracearuny S. fuliginea se deberia a
una accion conjunta entre las saponinas y el msttos sélidos del producto, hecho que
explicaria la mayor efectividad antifingica de éogractos con menor grado de purificacion.
En este contexto, se ha reportado que los extradtogjuillay, ademas de saponinas
triterpénicas, contendrian proteinas, azlUcaresjnaky sales y una serie de compuestos

fendlicos (Natural Response, 2004).



4.6.2 Contenido de compuestos fendlicos en ed@xtetandlico

Considerando que la actividad antifangica del extrde broten vitro de quillay, de acuerdo

a los resultados obtenidos, al parecer se exm@icarisolo por el contenido de saponinas, en
este estudio se evaludé mediante analisis por HRL@dsencia de compuestos fendlicos (ver
3.8.2 en el extracto.

En la Tabla 7, se muestra la concentracion dedogaoestos fendlicos en el extracto etandlico
de brotesn vitro de quillay, mientras en la Figura 35, los cromedotps derivados de dicho
andlisis.

Tabla 7. Concentracion de compuestos fendlicos, detectadosHPLC, en el extracto
etanolico de brotem vitro de quillay. El extracto fue evaluado en una cotreeidn de 10%
p/v. Los compuestos fueron detectados a 254, 289,y3340 nm, de acuerdo al método
empleado por Ruhland y Day (2000) modificado.

Compuesto Tiempo de Area Concentracién
retencion (min)  (MAuU*s) (mg mit)
Acido shikimico 1,926 136,31 0,7985
Acido clorogénico 4,745 363,21 0,2482
Esculetina 5,235 104,54 0,1350
Acido caféico 5,240 175,75 0,2901
Rutina 5,713 915,83 0,0085
Acido p-coumarico 5,845 261,87 0,0066
Escopoletina 6,022 354,49 0,3313
Acido vanillico 6,855 142,58 0,2523
Acido salicilico 7,536 200,22 0,9352
Quercetina 8,403 479,01 0,0062
Naringenina 10,076 106,67 0,0036

Total 3,0155
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Figura 35. Cromatogramas, obtenidos del analisis por HPL@ [zadeteccién de compuestos
fendlicos, del extracto etandlico de bratesitro de quillay. El extracto fue inyectado en una

concentracion 10% p/v. La presencia de los compses detectd a: 254, 280, 314 y 340 nm.

Los resultados confirmaron que el extracto etandie quillayin vitro contiene una serie de
compuestos fendlicos, varios de los cuales hanidielttificados en otras especies vegetales
como metabolitos antifingicos en hongos fitopatégenTal es el caso de los &cidos
clorogénico, caféico y p-coumarico (Derek al, 1989; Harborne y Baxter, 1993), las
cumarinas esculetina y escopoletina (Uritaati al, 1953; Minamikawaet al, 1962;
Minamikawaet al, 1964 Murrayet al, 1982; Tanakat al, 1983; Harborne y Baxter, 1993;
Gutiérrezet al, 1995; Pratst al, 2006), y los flavonoides rutina (Besclea al., 1984;
Padmavatet al, 1997; Baidezt al, 2006), naringenina (Mizobuchi y Sato, 1984; Kok y
Harborne, 1995; Padmavadt al, 1997; Danelutteet al, 2003) y quercetina (Hirasawa y
Takada, 2004; Baideet al, 2006). En base a éstos resultados, es posibiduaoque la
actividad antifiungica del extracto etandlico dellgwicultivadoin vitro en B. cinerea,se

deberia al menos en parte a la presencia de saigonagunos compuestos fendlicos.



5 CONCLUSIONES

& En este estudio se logré implementar un sistentéepfe de propagacidn vitro de
quillay a partir de yemas axilares, lo que reprisen aporte al desarrollo de técnicas
biotecnoldgicas para el estudio y utilizacién caci@rde esta especie, sin arriesgar su

preservacion como recurso nativo.

& Los extractos de brotas vitro de quillay reducen significativamente la germidaci
de conidias y crecimiento miceligd vitro de Botrytis cinerea siendo mas activos
extractos etandlicos que acuosos; lo que se tragluema disminucion de los niveles

de infeccidn por el patégeno a nivel foliar y detdis en condiciones vivo.

& La actividad antifungica de extractos de brategitro de quillay, fue comparable a la
de fungicidas comerciales, aunque levemente infexrita de extractos de hojas de
quillay en condiciones naturales de crecimiento. &nbargo, el cultivo de tejido
vitro de plantas constituye una alternativa interegaaute la utilizacion de esta especie
en la formulacion de fungicidas naturales, ya qfrece sistemas de produccion
constantes, y consistencia en los rendimientoscalidad de los productos obtenidos,

sin afectar en forma negativa el estado de consiérvde la misma.

& De los ensayos orientados a dilucidar el mecanidenaccion que explicaria la accién
fungitdxica del extracto en estudio Bncinerea se desprende que éste fue capaz de:
alterar en forma moderada el proceso de respiramrar y la permeabilidad de la
membrana plasmatica del hongo; disminuir la adigidle enzimas antioxidantes
(CAT y SOD) e incrementar moderadamente los nivéeperdxido de hidrégeno y
lipoperoxidacion en cultivos dB. cinereay reducir significativamente la produccion
de cutinasa y poligalacturonasa, e inhibir en formportante y dosis dependiente la

actividad lacasan vitro del patdgeno.



& Resultados del fraccionamiento del extracto endestundicaron que las fracciones
mas polares, ademas de ser las mayoritarias, flasomas activas, sin embargo la
accion fungitéxica de ninguna de ellas superé delaextracto total, lo que podria
responder a la presencia de un efecto sinérgice & componentes de las diferentes
fracciones. Estos resultados plantean el uso dehat® crudo de brotes vitro de
quillay como potencial fungicida para el control latgritis, lo que reduciria tanto el
costo de obtencién del producto, como el riesgaearrollo de resistencia en el

patégeno.

& Los brotes de quillay obtenidos mediante cultimovitro sintetizan saponinas, y
compuestos fendlicos, tales como escopoletina,letst@y los acidogp-coumarico,
caféico y clorogénico, rutina, naringenina y quenee los cuales han sido
identificados en especies vegetales como metaboktotifiingicos para hongos

fitopatdgenos.

& El cultivoin vitro de quillay representa una alternativa interespata la obtencion de
extractos con propiedades antifungicaBeninerea la cual se explicaria, al menos en

parte, por la presencia de saponinas y compuestotidos.



6 PROYECCIONES DEL ESTUDIO

Las proyecciones que surgen de este trabajo s@swaen diferentes ambitos:

El sistema de producciom vitro de quillay podria ser utilizado en programas de
reforestacion, a partir de la seleccién de plaeliss, lo que permitiria recuperar areas

sobreexplotadas.

El sistema de propagaciom vitro de quillay permitira realizar estudios tanto
fisiolégicos y moleculares, orientados a identifiamecanismos de tolerancia a
condiciones extremas. A partir de tales estudiespadran realizar ademas analisis
geondmicos, protedbmicos y metaboldmicos en unacespge gran relevancia

comercial. Por ejemplo, el poder identificar gemagolucrados en la sintesis de
saponinas, o desarrollar un sistema de elicitagif® incremente la sintesis de estos
metabolitos en condiciones controladas, ayudartotan el campo basico como

aplicado, considerando la gran demanda de talepuestos.

El sistema de propagacidm vitro de quillay, permitird obtener un extracto inhibyido
del hongo fitopatdogenB. cinerea Este extracto al ser natural tendra aplicaciatota

en sistemas de produccién agricola tradicionalesan la agricultura alternativa.

La efectividad del extracto de quillay vitro deberia ser evaluada en otras

enfermedades vegetales de dificil control, talesacoidios y fusariosis.

El uso de extractos de quillay vitro a nivel comercial requerird de una evaluacion
ambiental y econdmica que justifique su uso a nmieetampo. En este contexto, aln
falta por desarrollar investigaciones referidasresntros, al uso conjunto del extracto
con fungicidas comerciales, la evaluacion de pesiblespuestas de resistencia
sistémica adquirida, y su posible efecto tanto kemeedimiento y calidad de los

cultivos, como en el desarrollo de microorganisimeséficos.
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