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RESUMEN 

 

Las enfermedades fúngicas constituyen uno de los principales problemas fitosanitarios que 

afecta a los cultivos en Chile, siendo una de las más importantes la “pudrición gris”, cuyo 

agente causal es el hongo Botrytis cinerea Pers. La mayor parte de las estrategias de control de 

este patógeno se basan en el uso de fungicidas químicos sintéticos. Sin embargo, la utilización 

de estos productos se ha vuelto cada vez menos eficaz y más restringida debido a la aparición 

de cepas altamente resistentes y a los efectos ambientales negativos que derivan de su uso 

indiscriminado. Ésto, sumado a la creciente demanda por agroquímicos ambientalmente 

seguros generada por sistemas de agricultura alternativa que promueven la producción 

sustentable y sana de alimentos, ha incentivado el desarrollo de investigaciones orientadas a 

proporcionar estrategias de control alternativas, entre las cuales se encuentra el uso de plantas 

como fuente de metabolitos secundarios con propiedades antifúngicas.  

 

Estudios con extractos de quillay (Quillaja saponaria Molina), han demostrado su actividad 

antifúngica en una serie de hongos fitopatógenos, la cual se explicaría fundamentalmente por 

la presencia de saponinas. Sin embargo, la alta demanda por la corteza de este árbol, una de las 

principales fuentes de saponinas triterpénicas en el mundo, el cambio de uso de los suelos y el 

bajo nivel de reproducción por semillas, han disminuido la existencia de ejemplares adultos 

amenazando seriamente la preservación de la especie. El cultivo in vitro de plantas constituye 

una herramienta biotecnológica que proporciona una alternativa para la obtención de una 

fuente continua de biomasa vegetal, sin arriesgar la conservación del germoplasma. 

 

Considerando estos antecedentes, el objetivo general planteado en esta investigación fue 

evaluar y caracterizar la actividad antifúngica de la especie Q. saponaria cultivada in vitro en 

un aislado de B. cinerea asociado a cultivos de importancia agrícola. 

 

En este estudio se logró implementar exitosamente un sistema de propagación in vitro de 

quillay a partir de yemas axilares de ejemplares en condiciones naturales de crecimiento, lo 

que representa un aporte al desarrollo de técnicas biotecnológicas para el estudio y utilización 

comercial de esta especie, sin afectar su preservación como recurso nativo.     



 

  

Los extractos crudos de brotes in vitro de quillay redujeron significativamente la germinación 

de conidias y el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea, lo que se tradujo en una 

disminución de los niveles de infección por el patógeno a nivel foliar y de frutos en 

condiciones in vivo. La acción fungitóxica del extracto fue comparable a la de fungicidas 

comerciales, aunque levemente inferior a la de extractos de hojas de quillay en condiciones 

naturales de crecimiento.  

 

A nivel de mecanismos de acción, el extracto etanólico de quillay in vitro: alteró en forma 

moderada el proceso de respiración celular y la permeabilidad de la membrana plasmática; 

disminuyó la actividad de enzimas antioxidantes (CAT y SOD) e incrementó moderadamente 

los niveles de peróxido de hidrógeno y lipoperoxidación de membranas; redujo 

significativamente la producción de cutinasa y poligalacturonasa; e inhibió significativamente 

la actividad lacasa in vitro; en B. cinerea. 

 

El hecho de que la acción fungitóxica de ninguna de las fracciones aisladas superara la 

actividad del extracto total, plantea el uso del extracto crudo de quillay in vitro como potencial 

fungicida, lo cual reduciría tanto el costo de obtención del producto, como el riesgo de 

desarrollo de resistencia en el patógeno. 

 

Los brotes de quillay obtenidos mediante cultivo in vitro acumularon saponinas, lo que 

permite proponer al cultivo in vitro de plantas como una herramienta biotecnológica para la 

obtención de estos metabolitos. El extracto etanólico de quillay in vitro además contiene 

compuestos fenólicos, tales como los ácidos clorogénico, caféico y p-coumárico, esculetina, 

escopoletina, rutina, naringenina y quercetina, los cuales han sido identificados como 

metabolitos fungitóxicos para hongos fitopatógenos en otras especies vegetales.  

 

Los resultados de esta tesis sugieren que el cultivo in vitro de quillay representa una 

alternativa interesante para la obtención de extractos con propiedades antifúngicas en B. 

cinerea, que no arriesga la preservación de esta especie nativa, cuya actividad se debería, al 

menos en parte, a la presencia de saponinas y compuestos fenólicos. 

 
 



 

  

ABSTRACT 

 

Fungal diseases constitute one of the main phytosanitary problems that affect crops in Chile, 

being perhaps the most important “gray mold”, whose causal agent is Botrytis cinerea Pers. 

The most of the control strategies for this fungus have been based on the use of synthetic 

fungicides. Nevertheless, this method has become less effective and more restricted due to the 

appearance of highly resistant isolates and to the negative environmental effects that derive 

from the indiscriminate use of these products. This, in addition to the increasing demand by 

environmentally safe agrochemicals generated by alternative agriculture systems that promote 

the sustainable and healthy production of foods, has stimulated the development of research 

oriented to provide alternative control strategies, being the use of plants as a source of 

secondary metabolites with antifungal properties, one of them. 

 

Studies with extracts of quillay (Quillaja saponaria Mol.), an endemic Chilean tree, have 

demonstrated their antifungal activity against some phytopathogenic fungi, which is explained 

principally by the presence of saponins, the main secondary metabolites in this specie. The 

high demand by quillay cortex, one of the most important sources of triterpenic saponins in the 

world, along with a progressive replacement of forests by crops and the low natural 

reproduction by seeds, are seriously threatening the preservation of this native specie. As an 

alternative to this problem, the in vitro culture of plants constitutes a biotechnological tool that 

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

the germplasm conservation. 

 

According to these antecedents, the main goal of this research was to evaluate and characterize 

the antifungal activity of Q. saponaria in vitro plants against an isolate of B. cinerea 

associated to agriculturally important crops.   

 

In this study it was implemented a successful system of quillay in vitro propagation from 

axillary buds of naturally grown trees, which represents a contribution for the development of 

biotechnological techniques for the study and commercial use of this specie, without affect its 

preservation as native resource .  



 

  

Quillay extracts from in vitro shoots significantly reduce conidia germination and in vitro 

mycelial growth of B. cinerea. In addition, the infection levels, under in vivo conditions, of 

tomato detached leaves and strawberry fruits treated with this extract were diminished. The 

fungitoxic activity of the extracts was similar to the fungicidal action of natural and synthetic 

commercial fungicides but slightly lower than the antifungal effect of quillay leaves extract 

from trees naturally grown.  

 

The ethanolic extract of in vitro quillay moderately altered the process of cellular respiration 

and the plasmatic membrane permeability, decreased the antioxidant enzyme activity (CAT 

and SOD) and moderately increased the levels hydrogen peroxide and membrane 

lipoperoxidation, significantly reduced the production of cutinase and polygalacturonase, and 

highly inhibited the in vitro laccase activity, on B. cinerea. 

 

The antifungal action of none of the fractions isolated was higher than fungitoxic effect of 

total extract. The use of the crude extract as potential fungicide reducing both, the cost of 

product obtention and the risk of fungal resistance development.  

 

The fact that in vitro shoots of quillay accumulated saponins, allow proposing the in vitro 

culture of plants as an alternative tool for the obtaining of these metabolites. In addition, the 

ethanolic extract of in vitro quillay contains phenolic compounds such as chlorogenic, caffeic 

and p-coumaric acids, esculetin, scopoletin, rutin, naringenine and quercetin, which have been 

identified as antifungal compounds on phytopathogenic fungi in other plant species. 

 

The results of this thesis suggest that the in vitro quillay culture constitutes an interesting 

biotechnological method to obtain environmental safe antifungal extracts to control B. cinerea 

without risking the preservation of this endemic specie, whose fungitoxic activity could be 

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

 

 

 

 



 

  

1 INTRODUCCION 

 

 

1.1  Antecedentes Generales 

 

Las enfermedades fúngicas constituyen uno de los principales problemas fitosanitarios que 

afecta a los cultivos en Chile, siendo una de las más importantes la “pudrición gris”, cuyo 

agente causal es el hongo Botrytis cinerea Pers. (Jarvis, 1977; Jarvis, 1980; Álvarez, 1982). 

Este patógeno infecta a más de 200 especies vegetales (Latorre, 1986; Benito et al., 2000), 

entre las que se incluyen frutales, plantas ornamentales y una serie de hortalizas 

(Rosslenbroich et al., 1999; Latorre et al., 2001), aunque su hospedero económicamente más 

relevante es la vid (Alvaréz, 1982; Latorre, 1986). Las infecciones por este hongo afectan no 

sólo el rendimiento, sino además la calidad de los cultivos, provocando deterioros de gran 

magnitud incluso durante las etapas transporte y almacenaje de los productos agrícolas (Elad, 

1988; Hammer et al., 1990; Berrie, 1994; Rosslenbroich y Stuebler, 2000). 

 

Durante los últimos 50 años, el control de B. cinerea se ha basado fundamentalmente en el uso 

de fungicidas químicos sintéticos (Rosslenbroich y Stuebler, 2000), siendo los más 

extensivamente usados benzimidazoles y dicarboximidas (Latorre, 1986 y 1989; Morales y 

Nualart, 1995, Latorre et al., 2001). Sin embargo, la utilización de estos productos se ha vuelto 

cada vez menos eficaz debido a que el patógeno ha logrado desarrollar cepas altamente 

resistentes a ambos productos (Pommer y Lorenz, 1982; Steel y Nair, 1993; Latorre et al., 

1994; Yourman y Jeffers, 1999). A partir de mediados de los 90’ se encuentran disponibles en 

el mercado nuevos compuestos sintéticos orientados al control de este hongo, los cuales 

incluyen las anilinopirimidinas, el fenilpirrol fludioxonil y la hidroxianilida fenhexamid 

(Rosslenbroich y Stuebler, 2000). No obstante, la gran capacidad de B. cinerea de adaptarse 

rápidamente a nuevos productos de control (Latorre et al., 2002; Sergeeva et al., 2002; 

Leroux, 2004) crea la necesidad de desarrollar constantemente nuevos botriticidas (Brent y 

Hollomon, 1998; Rosslenbroich y Stuebler, 2000; Bajwa et al., 2003). Por otra parte, el uso 

indiscriminado de fungicidas sintéticos, debido a su persistencia, ha generado una serie de 

problemas ambientales, incluyendo la contaminación de suelos y aguas (Hayes y Laws, 1991; 



 

  

Latorre, 1986; Morales y Nualart, 1995; Paulitz y Bélanger, 2001), por lo que actualmente la 

utilización de varios de ellos esta siendo regulada gubernamentalmente (Elmer y Reglinski, 

2006; Chapagain et al., 2007). Ésto, sumado a la creciente demanda por agroquímicos 

ambientalmente seguros generada por sistemas de agricultura alternativa que promueven la 

producción sustentable y sana de alimentos, ha llevado a proponer y desarrollar estrategias de 

control alternativas, entre las cuales se incluye el uso de plantas como fuente de metabolitos 

secundarios con propiedades antifúngicas (Macías et al., 1998; Fiori et al., 2000; Ramírez-

Chávez et al., 2000; Chapagain et al., 2007).   

 

La mayoría de las especies vegetales sintetizan metabolitos antimicrobiales que inhiben las 

infecciones por hongos fitopatógenos, ya sea como parte de su programa normal de 

crecimiento y desarrollo, o en respuesta al ataque de patógenos y otras condiciones de estrés 

(Morrissey y Osbourn, 1999; Osbourn, 1999; Lambers et al., 2000). Muchos de estos 

compuestos han sido caracterizados químicamente, y su importancia, tanto en la prevención 

como control de enfermedades fúngicas vegetales, ha sido demostrada (Duke, 1990; Jeandet et 

al., 2002). En este contexto, extractos, aceites esenciales o metabolitos secundarios con 

actividad antifúngica derivados de plantas, pueden ser utilizados en el control de 

enfermedades vegetales (Fiori et al., 2000). Los productos naturales de plantas presentan una 

serie de ventajas con respecto a los fungicidas sintéticos, tales como una baja toxicidad, menor 

residualidad y una alta selectividad (Tewari, 1990, Rao, 1990, Badei et al., 1996; Bishop y 

Thornton, 1997), por lo que pueden ser ideales candidatos para su uso como agroquímicos 

(Duke, 1990; Macías et al., 1998; Aplablaza et al., 2002; Singh et al., 2003). 

 

Estudios con extractos de quillay (Quillaja saponaria Molina), especie endémica Chilena, han 

demostrado su actividad antifúngica en una serie de hongos fitopatógenos (Villegas, 1999; 

Apablaza et al., 2002; Moya, 2003; Chapagain et al., 2007), la cual se explicaría 

principalmente por la presencia de saponinas (Segal y Schlösser, 1975; Schönbeck y 

Schlösser, 1976). Sin embargo, la explotación de poblaciones naturales de quillay a través de 

prácticas de manejo inadecuadas, el progresivo reemplazo de los bosques por cultivos, el bajo 

nivel de reproducción por semillas (Copaja et al., 2003; Prehn et al., 2003),  y la alta demanda 

por la corteza de esta especie para la obtención y comercialización de saponinas (van Setten y 



 

  

van der Werken, 1996; San Martín y Briones, 1999; Copaja et al., 2003), han disminuido la 

existencia de árboles adultos, amenazado seriamente su preservación (Prehn et al., 2003) 

 

El cultivo in vitro de plantas constituye actualmente una herramienta biotecnológica que 

proporciona una alternativa para la obtención de una fuente continua de biomasa vegetal 

generadora de productos naturales, sin arriesgar la conservación del germoplasma (Hopkins, 

1995; Bhojwani y Razdan, 1996). Varios estudios han demostrado que tejido vegetal 

proveniente de cultivo in vitro es capaz de producir compuestos específicos en 

concentraciones similares que plantas intactas en condiciones in vivo (Calva-Calva et al., 

2002; Vanisree et al., 2004). Así, los considerables avances de la última década en el área de 

la biotecnología vegetal, han dado la oportunidad de que las plantas puedan ser consideradas 

como verdaderos biorreactores para la producción de metabolitos secundarios de interés 

(Calva-Calva et al., 2002; Vanisree et al., 2004).  

 

De acuerdo a estos antecedentes, el trabajo de investigación que sustenta esta tesis de 

doctorado, se basa en las hipótesis que a continuación se describen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

1.2 Hipótesis de Trabajo  

 

La especie Quillaja saponaria Mol. cultivada in vitro exhibe actividad antifúngica en Botrytis 

cinerea Pers., la cual se explicaría en parte por la presencia en sus tejidos de metabolitos 

secundarios con propiedades fungicidas.  

 

La efectividad y características de los extractos evaluados, fracciones aisladas y/o compuestos 

bioactivos obtenidos de la especie en estudio, permitiría su utilización en la formulación de 

fungicidas naturales para el control del patógeno en cultivos de importancia agrícola. 

 

 

1.3 Objetivo General 

 

El objetivo general de esta investigación fue evaluar y caracterizar la actividad antifúngica de 

la especie Quillaja saponaria Mol. cultivada in vitro en un asilado de Botrytis cinerea Pers. 

asociado a cultivos de importancia agrícola. 

 

 

1.4      Objetivos Específicos 

 

- Evaluar la actividad antifúngica in vitro e in vivo en B. cinerea de extractos acuosos e 

hidroalcohólicos de quillay in vitro. 

 

- Identificar el posible mecanismo de acción de los extractos antifúngicos. 

 

- Realizar el fraccionamiento de los extractos activos y evaluar la fungotoxicidad in vitro 

en B. cinerea de cada fracción.  

 

- Identificar compuestos con actividad antifúngica que expliquen la actividad 

antifúngica del extracto, mediante técnicas cromatográficas y analíticas. 

 



 

  

2  ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

 

2.1 Botrytis cinerea Pers., agente causal de la pudrición gris 

 

B. cinerea es un hongo fitopatógeno que causa importantes pérdidas económicas en un amplio 

rango de cultivos de importancia agrícola (Antonov et al., 1997), constituyendo actualmente 

en Chile y otros países, uno de los principales problemas fitosanitarios (Latorre, 1986; Latorre 

y Vásquez, 1996; Latorre et al., 2001). Este patógeno puede atacar a los cultivos en cualquier 

estado de su desarrollo e infectar cualquier parte de la planta, colonizando hojas, tallos, flores, 

tubérculos y frutos (Elad, 1997; Muckenschnabel et al., 2002), por lo que las infecciones por 

este hongo afectan no sólo el rendimiento, sino además la calidad de los cultivos, provocando 

deterioros de gran magnitud incluso durante las etapas transporte y almacenaje de los 

productos agrícolas (Elad, 1988; Hammer et al., 1990; Berrie, 1994; Rosslenbroich y Stuebler, 

2000).  

 

2.1.1    Etimología y clasificación taxonómica  

La etimología del género Botrytis deriva del Griego botrys, que significa “grupos de uvas”, 

por la organización de sus conidias en forma de racimos, mientras el nombre de la especie 

deriva del Latín del latín cinereus-a-um (de color grisáceo o ceniza), aludiendo al color 

grisáceo de las esporas acumuladas en el tejido vegetal infectado (Agrios, 1997).  

 

El nombre B. cinerea aparece por primera vez mencionado por von Haller (1771), en su 

“Synopsis Methodica Fungorum”. En 1866, de Bary descubre la conexión genética entre este 

patógeno y Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). 

Posteriormente este último fue identificado como el estado perfecto o sexual (telomorfo) del 

patógeno, sin embargo ocurre raramente en la naturaleza (Faretra et al., 1988) por lo que el 

nombre del estado imperfecto o asexual (anamorfo): B. cinerea, es comúnmente preferido para 

referirse a este hongo (XIth International Botrytis Conference, 1996, Wageningen, The 

Netherlands; En: ten Have, 2000). En la Tabla 1, se muestra la clasificación taxonómica de 

ambos estados del patógeno. 



 

  

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Botrytis cinerea y Botryotinia fuckeliana 

 

 Estado asexual Estado sexual 

Reino Fungi Fungi 

División Deuteromycota  Ascomycota 

Clase Hyphomycetes Discomycetes 

Orden Moniliales Helotiales 

Familia Moniliaceae Sclerotiniaceae 

Género Botrytis  Botryotinia 

Especie Botrytis cinerea Botryotinia fuckeliana 

  

Adoptado de: ten Have, 2000 

 

2.1.2    Morfología y proceso de infección 

B. cinerea produce conidias multinucleadas, heterocaríoticas (Edlich et al., 1989; Agrios, 

1997), hialinas o levemente coloreadas, unicelulares, ovoides o esféricas, sobre pequeños 

esterigmas en el extremo de conidióforos ramificados (Agrios, 1997; Latorre y Rioja, 2002). 

El patógeno posee hifas septadas ramificadas (Agrios, 1997) y forma una variedad de 

estructuras de penetración, incluyendo apresorios, con los cuales invade la epidermis del tejido 

vegetal (Salinas et al., 1986). Además, las especies del género Botrytis producen esclerocios 

(Honda y Mizumara, 1991), que actúan como estructuras de resistencia para proteger al 

patógeno de condiciones climáticas desfavorables (ten Have, 2000). En la Figura 1, se 

muestran algunas estructuras morfológicas de este hongo.  

 

A B C

 
 

Figura 1. Morfología de Botrytis cinerea Pers. A) Conidióforos; B) Conidias; C) Conidias en 

germinación. Adoptado de: Biodiversity References, Biological Science-University of 

Paisley. http://www-biol.paisley.ac.uk/bioref/index2.html; Fotografías © A.J. Silverside. 



 

  

El proceso de infección de B. cinerea consta de cuatro etapas (Mendger y Deising, 1993). En 

la primera, ocurre la adherencia de las conidias a la superficie vegetal (Jones, 1994). Luego,  

comienza el proceso de germinación, en el que las conidias dormantes producen el tubo 

germinativo, el cual al entrar en contacto con el tejido hospedero forma la hifa de infección 

(Hamer et al., 1987). Los tubos germinativos penetran el tejido de la planta hospedera 

generalmente a través de heridas (Staples y Mayer, 1995) o por aperturas naturales (estomas 

y/o lenticelas) (Jarvis, 1977; Staples y Mayer, 1995). Sin embargo, al ser un microorganismo 

necrotrófico, este patógeno además es capaz de inducir la muerte de la célula vegetal para 

facilitar la colonización del tejido hospedero mediante la secreción de enzimas hidrolíticas 

(Jarvis, 1977; Baker y Bateman, 1978; Mendger et al., 1996; Govrin y Levine, 2000; Benito et 

al., 2000). Finalmente, se produce la invasión de las células adyacentes hasta abarcar la 

totalidad del tejido (Kolattukudy, 1981 y 1985).  

 

B. cinerea produce una serie de enzimas involucradas en el proceso de patogénesis, 

incluyendo pectinasas, tales como endo y exo pectin liasas (PL) (Movahedi y Heale, 1990), 

que hidrolizan el enlace glicosídico del polímero de pectina (Baker y Bateman, 1978), endo y 

exo poligalacturonasas (PG) (Johnston y Williamson, 1992 a y b), las cuales catalizan la 

hidrólisis de poligalacturonatos a moléculas de menor peso molecular (Baker y Bateman, 

1978) y pectin metilesterasas (Reignault et al., 1994), que son capaces de desmetilar la pectina 

(Baker y Bateman, 1978). Además, este hongo produce cutinasas (Salinas et al., 1986; Salinas 

y Verhoeff, 1995), serina esterasas que hidrolizan el enlace éster de la cutina (Baker y 

Bateman, 1978), proteasas (Movahedi y Heale, 1990), enzimas involucradas en la 

detoxificación de compuestos vegetales antifúngicos, tales como las lacasas (Pezet et al.,  

1991; Slomczynski et al. 1995; Kars y van Kan, 2004) y fitotoxínas (botridiales), las cuales 

contribuyen al proceso de patogénesis (Collado et al., 1995; Benito et al., 2000).  

 

Las condiciones en que el proceso de infección ocurre dejan en evidencia la gran adaptabilidad 

del patógeno. Se ha reportado que las conidias germinan a una humedad relativa de más de un 

90% (Marois et al., 1988; Salinas et al., 1989; Yunis et al., 1990; Latorre et al., 2002) y a un 

rango de temperatura entre 1 a 30° C, con un óptimo entre 18 y 20° C. Esta flexibilidad 

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



 

  

extensión epidemiológica de la enfermedad pueda ser inhibida sólo cuando prevalecen 

condiciones secas (Rosslenbroich, 1999; Latorre y Rioja, 2002). 

 

2.1.3 Ciclo de vida 

B. cinerea es un hongo parasito facultativo, por lo que puede crecer ya sea como saprofito en 

tejidos necróticos (Rosslenbroich, 1999), o bien como parásito (Elad, 1995). El ciclo de vida 

de este patógeno se ilustra en la Figura 2. 
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Figura 2. Ciclo de vida de Botrytis cinerea Pers. A) Ciclo de verano; B) Conidióforos; C) 

Conidias; D) Conidias adheridas al hospedero; E) Las conidias germinan, y los tubos 

germinativos penetran e invaden el tejido vegetal; F) Conidióforos producidos en el tejido 

vegetal infectado; G) Después del invierno; H) Esclerocios; I) Micelio; J) El micelio crece 

para formar conidióforos y K) Los esclerocios germinan para producir micelio, el cual 

producirá conidióforos. Adoptado de: Agrios, 1997 (Imagen: www.thewinedoctor.com). 

 



 

  

Durante la época invernal es posible detectar al hongo en forma de micelio en tejido vegetal en 

descomposición, o como esclerocios. Pasado el invierno, el micelio crece y los esclerocios 

germinan para producir micelio, el cual produce conidióforos. Las conidias son liberadas 

desde los conidióforos hasta llegar al hospedero y bajo condiciones climáticas favorables, 

comienza el proceso de infección. Una vez que las conidias entran en contacto con el 

hospedero, éstas producen micelio, el cual invade el tejido provocando la desintegración de las 

células vegetales, el tejido se ablanda y pudre. El micelio en el tejido infectado vuelve a 

producir conidióforos y se liberan nuevas conidias. El proceso continúa y al invierno siguiente 

el hongo vuelve al estado de hibernación (Agrios, 1997).  

 

2.1.4   Síntomas,  signos y rango de hospederos 

Los síntomas provocados por este patógeno, incluyen: pudrición en frutos y tubérculos, 

marchitez del tejido, pústulas y manchas foliares, caída de plántulas (Hausbeck y Moorman, 

1996), cancros en los tallos, y tizones en inflorescencias (Hausbeck y Moorman, 1996; Kim y 

Cho, 1996). B. cinerea produce un micelio blanquecino y de aspecto lanoso en el tejido 

infectado, el cual se vuelve gris durante la esporulación, lo que puede ocurrir dentro de unos 

pocos días luego de que la infección se ha iniciado, debido a ésto, las enfermedades causadas 

por este hongo son comúnmente denominadas “pudrición gris” (ten Have, 2000; Latorre, 

2004). En la Figura 3, se muestran algunos de los síntomas y signos (expresión visible del 

patógeno en el hospedero; Latorre, 2004) del ataque por B. cinerea en cultivos de importancia 

agrícola.  

 

 

A B C D

 
 

Figura 3. Síntomas y signos del ataque por Botrytis cinerea en algunas especies vegetales de 

importancia agrícola. A) Frutilla, B) Uvas, C) Frambueso y D) Tomate. Adoptado de: 

http://articulos.infojardin.com/PLAGAS_Y_ENF/Enfermedades/Botritis.htm  



 

  

Este patógeno infecta principalmente especies dicotiledóneas y monocotiledóneas no-

gramináceas (Jarvis, 1977; Agrios, 1997; Latorre, 2004), siendo uno de los patógenos más 

importantes en plantas cultivadas en condiciones de invernadero (Kiso, 1988). El hongo tiene 

una posición especial dentro del género Botrytis, el cual está constituido por 22 especies de 

hongos (Hennebert, 1973) y que se caracteriza por infectar un rango restringido de especies 

vegetales (ten Have, 2000), ya que para B. cinerea se han identificado al menos 235 plantas 

hospederas (Jarvis, 1977), entre las que se incluyen frutales, plantas ornamentales y una serie 

de hortalizas, aunque su hospedero económicamente más relevante en nuestro país es la vid 

(Alvaréz, 1982; Latorre, 1986). 

 

2.1.5 Métodos de control fitosanitario 

En Chile y otros países, durante los últimos 50 años el control de este patógeno se ha basado 

fundamentalmente en el uso de fungicidas químicos sintéticos (Rosslenbroich y Stuebler, 

2000), siendo los más extensivamente usados, benzimidazoles y dicarboximidas (Latorre, 

1986 y 1989; Morales y Nualart, 1995, Latorre et al., 2001). Sin embargo, la utilización de 

estos productos se ha vuelto cada vez menos eficaz debido al desarrollo de cepas altamente 

resistentes a ambos productos (Pommer y Lorenz, 1982; Steel y Nair, 1993; Latorre et al., 

1994; Yourman y Jeffers, 1999).  

 

A partir de mediados de los años 90 se encuentran disponibles en el mercado nuevos 

compuestos sintéticos con actividad fungicida en B. cinerea, entre los que destacan las 

anilinopirimidinas (ciprodinil, pirimetanil y mepanipirima), el fenilpirrol fludioxonil y la 

hidroxianilida fenhexamid (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). 

 

Dado su perfil de inhibición y translocación sistémica, las anilinopirimidinas poseen actividad 

protectiva y curativa contra este hongo (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). Pirimetanil es capaz 

de inhibir la biosíntesis de metionina (Fritz et al., 1997) y la secreción de proteínas 

extracelulares, incluyendo hidrolasas fúngicas asociadas con la patogénesis del hongo (Miura 

et al., 1994; Milling y Richardson, 1995).  

 

 



 

  

Por otro lado Fludioxonil induce alteraciones morfológicas en tubos germinativos y estallido 

celular (Leroux, 1996), efectos similares a los provocados por las dicarboximidas, sin 

embargo, el desarrollo de resistencia cruzada entre ambos tipos de fungicidas en B. cinerea, no 

es considerado un problema de importancia práctica (Hilber et al., 1995).  

 

Una de las opciones más nuevas para el control químico de este hongo, es el uso de 

fenhexamid (Kuck et al., 1997; Rosslenbroich et al., 1998), un fuerte inhibidor de la 

elongación de tubo germinativo y el crecimiento de micelio del patógeno (Hänβler y Pontzen, 

1999; Rosslenbroich, 1999). Este producto posee un mecanismo de acción diferente al de los 

otros botriticidas y además no exhibe resistencia cruzada con ninguno de ellos, por lo que 

puede ser utilizado como una buena herramienta en las estrategias de manejo anti-resistencia 

en programas del control del hongo (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). Se ha reportado que este 

fungicida inhibe la biosíntesis de esterol, específicamente mediante la  inhibición de la enzima 

3-quetoreductasa (Debieu et al., 2001).  

 

A pesar de que actualmente se encuentran disponibles en el mercado fungicidas sintéticos 

relativamente efectivos para el control de este patógeno, la gran capacidad, a veces 

sorprendente de B. cinerea de adaptarse rápidamente a nuevos productos de control (Latorre et 

al., 2002; Sergeeva et al., 2002; Leroux, 2004), crea la necesidad de desarrollar 

constantemente nuevos botriticidas (Brent y Hollomon, 1998; Rosslenbroich y Stuebler, 2000; 

Bajwa et al., 2003).  

 

Por otro lado, una de las prácticas estándares para el control de la pudrición gris en uvas, 

consiste en fumigar los frutos después de la cosecha con dióxido de azufre. Sin embargo el uso 

de este producto presenta una serie de limitaciones, dentro de las que se incluyen el 

blanqueamiento y desarrollo de lesiones a nivel de raquis y bayas, la presencia de residuos 

excesivos de sulfito en el tejido, la alteración del aroma y sabor del vino, la excesiva 

formación de sulfuro de hidrógeno y mercaptanos, y, el efecto negativo en la salud humana y 

en la calidad del aire (Smilanick et al., 1990; Crisosto y Mitchell, 2002; Zamora, 2005). 

 



 

  

En general, el uso indiscriminado de fungicidas químicos sintéticos, producto de su 

persistencia, ha generado una serie de problemas ambientales, incluyendo la contaminación de 

suelos y aguas (Hayes y Laws, 1991; Latorre, 1986; Morales y Nualart, 1995; Paulitz y 

Bélanger, 2001). Además, hoy en día se percibe un aumento en la discusión de la población 

con respecto a la aplicación de estos productos y la presencia de sus residuos en alimentos, ya 

que ambas situaciones ponen en riesgo la salud tanto de trabajadores como de consumidores 

(Janisiewicz y Korsten, 2002; Spadoro y Gullino, 2005; Molina et al., 2006). Por ambas 

razones, actualmente el uso de varios pesticidas sintéticos se ha restringido y esta siendo 

regulado gubernamentalmente (Elmer y Reglinski, 2006; Chapagain et al., 2007). Ésto, 

sumado a la creciente demanda por agroquímicos ambientalmente seguros generada por 

sistemas de agricultura alternativa, tales como la agricultura orgánica, ha incentivado el 

desarrollo de investigaciones orientadas a proporcionar métodos alternativos de control 

fitosanitario (Elad y Zimand, 1991; Zhang et al., 1994).  

 

A pesar de que los fungicidas sintéticos continúan siendo el soporte del manejo de B. cinerea 

(Molina et al., 2006), estudios han demostrado la efectividad del uso de agentes de control 

biológico como una alternativa (Peng y Sutton, 1991; Zhang et al., 1994; Swadling y Jeffries, 

1995; Zhang et al. 1996; Sanfuentes y Ferreira, 1997; Esterio y Auger, 1997; Latorre et al., 

1997; Yu y Sutton, 1997, 1999; Schoene y Kohl, 1999; Schoene et al., 2000; Cole et al., 2004; 

Chaves y Wang, 2004). Esta herramienta, si bien en algunos casos ha mostrado interesantes 

niveles de control, presenta una serie de limitaciones, tales como su eficacia variable en 

condiciones de campo (McGrath y Shishkoff, 1999; Bettiol y Stadnick, 2001; Beth-Din et al. 

1996; Paulitz y Bélanger, 2001; Elmer y Reglinski, 2006), y el alto costo de producción 

(Fravel, 1999; Stewart, 2001; Gerhardson, 2002; Spadoro y Gullino, 2005), lo que explicaría 

el que sólo una pequeña proporción de los biocontroladores que han mostrado ser efectivos en 

condiciones de laboratorio, hayan sido desarrollados comercialmente (Elmer y Reglinski, 

2006). El uso de plantas como fuente de metabolitos secundarios con propiedades fungicidas, 

aparece como otra de las estrategias alternativas más estudiadas (Arnason et al., 1989; 

Ramírez-Chávez et al., 2000; Meepagala et al., 2003). 

 



 

  

Los productos naturales de plantas presentan una serie de ventajas con respecto a los 

fungicidas sintéticos, las que incluyen su baja toxicidad, menor residualidad y alta selectividad 

(Tewari, 1990, Rao, 1990, Badei et al., 1996; Bishop y Thornton, 1997), por lo que pueden ser 

ideales candidatos para su uso como agroquímicos (Duke, 1990; Macías et al., 1998; Singh et 

al., 2003). Si bien el problema de desarrollo de resistencia también es aplicable a metabolitos 

de origen vegetal (Papadopoulou et al., 1999; Bouarab et al., 2002), estos compuestos se 

caracterizan por mantener un balance ecológico en la naturaleza, por lo que la probabilidad de 

que este fenómeno ocurra, es menor (Chapagain et al., 2007). 

 

 

2.2       Metabolitos secundarios de plantas con propiedades antifúngicas 

 

Las plantas producen un amplio rango de metabolitos secundarios con actividad antimicrobial 

como un mecanismo de defensa contra patógenos (Rice, 1987; Osbourn, 1996a, 1999; Bennett 

y Wallsgrove, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999). En este contexto, la mayoría de las especies 

vegetales sintetizan metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de hongos 

fitopatógenos, ya sea como parte de su programa normal de crecimiento y desarrollo, o en 

respuesta al ataque de patógenos y otras condiciones de stress (Duke, 1990; Grayer y 

Harborne, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). 

 

Compuestos antimicrobiales preformados, denominados “fitoanticipinas”, están presentes 

constitutivamente en plantas sanas y representan barreras químicas a la infección de 

potenciales patógenos (Osbourn, 1996; Morrissey y Osbourn, 1999). Tales metabolitos son 

secuestrados en vacuolas u organelos en el tejido sano, principalmente a nivel de células 

epidérmicas (Grayer y Harborne, 1994; Osbourn, 1999 a y b; Morrissey y Osbourn, 1999; 

Dixon, 2001), ya sea en sus formas biológicamente activas o como precursores inactivos, los 

cuales pueden ser rápidamente liberados y/o activados en respuesta al ataque fúngico (Melton 

et al., 1998: Osbourn, 1999 a y b; Dixon, 2001). La activación de estos compuestos involucra 

la acción de enzimas vegetales, las cuales son separadas por compartimentalización de sus 

sustratos en el tejido sano (Osbourn, 1996; Edwards y Gatehouse, 1999; Morrissey y Osbourn, 

1999).  



 

  

Por otro lado, las “fitoalexinas”, metabolitos antimicrobiales inducidos, no se encuentran 

presentes en el tejido sano (van Etten et al., 1995), siendo sintetizados de novo en respuesta al 

ataque por patógenos o condiciones de stress (Morrissey y Osbourn, 1999), por lo que 

generalmente están restringidos al tejido colonizado por el hongo y las células que rodean el 

sitio de infección (VanEtten et al., 1994; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001).  

 

Fitoanticipinas y fitoalexinas incluyen una gran diversidad de metabolitos secundarios 

(Osbourn, 1999; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001), destacando compuestos de origen 

fenólico, metabolitos nitrogenados y azufrados, policétidos y terpenoides (Fry y Myers, 1981; 

Mansfield, 1983; Bennett y Wallsgrove, 1994; VanEtten et al., 1994; Grayer y Harborne, 

1994; Kúc, 1992 y 1995; Morrissey y Osbourn, 1999). Se ha reportado que especies vegetales 

de una misma familia, por lo general hacen uso de estructuras químicas relacionadas para su 

defensa contra hongos (isoflavonoides en Leguminosas, sesquiterpenos en Solanáceas), sin 

embargo, algunas clases químicas, tales como derivados fenilpropanoides, son utilizadas para 

funciones defensivas en diversas familias (Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). A 

continuación se destacan algunos ejemplos de fitoanticipinas y fitoalexinas antifúngicas. 

 

2.2.1   Fitoanticipinas antifúngicas 

Estudios han demostrado que una serie de flavonoides actuarían como metabolitos 

constitutivos antifúngicos en especies vegetales (Grayer y Harborne, 1994). En este contexto, 

ejemplos de fitoanticipinas flavonoides incluyen: las flavonas crisina, galagina y baicalina, 

aisladas desde Helichrysum nitens Oliver & Hiern., las cuales han mostrado actividad 

antifúngica en el hongo Cladosporium cucumerinum (Tomas-Barberan et al., 1988); los (2S)-

7,4´-dihidroxi-, (2S)-3´,4´-dihidroxi-7-metoxi- y (2S)-7-4´-didroxi-3´-metoxi- flavanos, y las 

chalconas isoliquiritigenina y echinatina, sintetizados en Bauhinia manca Standley 

(Achenbach et al., 1988); la flavanona 6-isopentenil naringenina desde Humulus lupulus L. 

(Mizobuchi y Sato, 1984); y las dihidrochalconas floretina y su glicósido floridizina, presentes 

en el follaje de manzano (Malus domestic L.) (Hunter y Hull, 1993). Además, varios 

isoflavonoides han sido identificados como fitoanticipinas fungitóxicas especialmente en 

especies leguminosas y árboles de la familia Rosaceae (Grayer y Harborne, 1994), tal es el 

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



 

  

(Lupinus albus L.), la cual exhibe actividad antifúngica en Helmintosporium carbonum 

(Ingham et al., 1983) y Cladosporium herbarum (Tahara et al., 1984); y la genisteina, 

isoflavonoide presente como glucósido en guindo (Prunus cerasus L.) (Geibel et al., 1990). 

 

Por otro lado, se ha documentado que algunos diterpenos presentes constitutivamente en 

plantas, son capaces de inhibir el crecimiento de hongos fitopatógenos (Grayer y Harborne, 

1994). Henricks et al. (1979), demostraron que el ácido 7-oxo-dehidroabiético inhibe el 

crecimiento de Fomes annosus, responsable de una de las enfermedades más importantes de 

coníferas en las zonas templadas del mundo. Por otro lado, se ha reportado que los ácidos 7-

ceto-dehidroabiético, 7-hidroxi-dehidroabiético y 15-hidroxi-podocárpico, asilados de Pinus 

radiata D. Don., reducen significativamente el crecimiento del hongo Dothistroma pini 

(Franich et al., 1983). Además, dos diterpenos neo-clerodanos presentes constitutivamente en 

especies del género Scutellaria (Labiateae), clerodin y jodrellina B, se han identificado como 

fungitóxicos para el hongo Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Cole et al., 1991). 

 

Las saponinas, moléculas triterpenoides, esteroides o alcaloides esteroidales glicosiladas, son 

metabolitos con propiedades antifúngicas que ocurren constitutivamente en una serie de 

especies vegetales, las cuales han sido implicadas en la resistencia de plantas a enfermedades 

fúngicas, siendo uno de los grupos de fitoanticipinas más estudiadas (Osbourn, 1996 a y b; 

Hostettmann y Marston, 1995; Morrissey y Osbourn, 1999; Papadopolou et al., 2003). 

Saponinas triterpénicas son sintetizadas principalmente en dicotiledóneas, mientras las del tipo 

esteroidales están estrictamente restringidas a monocotiledóneas (Hostettmann y Marston, 

1995). Se ha demostrado que saponinas monodesmosídicas, las que poseen una única cadena 

de azúcar en posición C-3, exhiben una alta actividad fungitóxica (Schönbeck y Schlösser, 

1976; Osbourn, 1996 a y b), mientras las bidesmosídicas son biológicamente inactivas siendo 

convertidas a monodesmosídicas en respuesta al daño del tejido por acción de glicosil 

hidrolasas específicas de plantas (Lüning y Schlösser, 1975; Schönbeck y Schlösser, 1976; 

Nisius, 1988; Gus-Mayer et al., 1994 a y b). Ejemplos de saponinas antifúngicas, incluyen las 

moléculas triterpenoides avenacina A-1 (monodesmosídica) y los avenacosidos A y B 

(bidesmosídicas), producidas en avena (Avena sativa L.), y los alcaloides esteroidales α-

tomatina y α-chaconina, sintetizados en tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y papa 



 

  

(Solanun tuberosum L. spp. tuberosum Hawkes), respectivamente (Tschesche et al., 1969; 

Tschesche y Lauven. 1971; Grayer y Harborne, 1994; Osbourn, 1996b; Morrissey y Osbourn, 

1999). La resistencia de avena al hongo Gaeumannomyces graminis var. tritici, ha sido 

atribuida a la síntesis a nivel de raíz de avenacina (Osbourn et al., 1991; Osbourn et al., 1994), 

mientras la α-tomatina ha sido implicada en la resistencia de algunas variedades de tomate a 

Cladosporium fulvum (Dow y Callow, 1978). Por otra parte, se ha reportado que el quillay 

(Quillaja saponaria Mol.) sintetiza una serie de saponinas triterpénicas, glicósidos del ácido 

quillaico (San Martín y Briones, 1999; Nord et al., 2001), que inhiben el crecimiento de una 

serie de hongos fitopatógenos (Villegas, 1999; Apablaza et al., 2002; Moya, 2003; Chapagain 

et al., 2007). Otros ejemplos de saponinas triterpenoides antifúngicas incluyen los 3-O-ß-D-

glucopiranosidos de la hederagenina, bayogenina y ácido medicagénico, aislados de las raíces 

de Dolichos kilimandscharicus Taubert (Leguminosae) (Marston et al., 1988); la 

sakurasosaponina, sintetizada en hojas del árbol africano Rapanea melanophloeos L. 

(Myrsinaceae) (Ohtani et al., 1993), y las camallidinas I y II desde las hojas de Camellia 

japonica L. (Theaceae), las cuales inhiben el crecimiento del hongo Pestalotia longiseta 

(Nagata et al., 1985). Por otra parte, las saponinas aisladas de quinoa (Chenopodium quinoa 

Willd.), que consisten en cantidades equimolares de glicósidos bidesmosídicos triterpénicos 

del ácido oleanólico, la hederagenina y el ácido fitolacagénico, actualmente se encuentran 

patentadas para su uso como pesticida bioquímico (Headsup®Plant Protectant) en el control 

de hongos fitopatógenos (Fuente: United State Environmental Protection Agency; Regulating 

pesticides. www.epa.gov/pesticides/biopesticides; consultado en Agosto de 2007). 

 

Los glucósidos cianogénicos, metabolitos secundarios nitrogenados sintetizados en más de 

200 especies de plantas, incluyendo gimnospermas, dicotiledóneas y monocotiledóneas 

(Robinson, 1983; Dewick, 2002; Singh et al., 2003), constituyen otro de los importantes 

grupos de fitoanticipinas (Osbourn, 1996; Morrissey y Osbourn, 1999). En plantas sanas, estos 

compuestos son separados por compartimentalización de las enzimas que catalizan su 

degradación (Croteau et al., 2000; Singh et al., 2003). Así, en respuesta al daño del tejido o 

ataque por patógenos, los glucósidos se degradan liberando cianuro de hidrógeno (HCN) 

(Poulton, 1988, 1990; Osbourn, 1996; Taiz y Seiger, 1998; Morrissey y Osbourn, 1999). La 

degradación de estos metabolitos consta de dos etapas. En la primera, la molécula de azúcar es 



 

  

separada de la estructura por la acción de una glucosidasa, mientras el producto resultante, 

denominado β-hidroxinitrilo, se descompone espontáneamente para liberar HCN, reacción 

catalizada por la enzima hidroxinitrilo liasa (Osbourn, 1996 a y b; Osbourn, 1999; Dewick, 

2002). La generación de HCN, un potente inhibidor de la respiración celular, se ha reportado 

como un mecanismo de defensa de plantas contra hongos (Fry y Evans, 1977; Hughes, 1991; 

Morrissey y Osbourn, 1999). Ejemplos de glucósidos cianogénicos incluyen la amigdalina, 

responsable de la toxicidad de almendro amargo (Prunus amygdalus Basch) y otras semillas 

de Rosáceas; la linamarina y lotaustralina, aislados desde yuca (Manihot esculenta Crantz), 

lino (Linum usitatissimum L.), árbol del caucho (Hevea brasiliensis Müll. Arg.), poroto lima 

(Phaseolus lunatus L.), trébol blanco (Triolium repens L.) y lotera de hoja ancha  (Lotus 

corniculatus L.) (Davis, 1991); y la durrina, producida en sorgo (Sorghum bicolor L.) 

(Osbourn, 1996b) 

 

Los glucosinolatos, toxinas nitrogenadas glicosiladas presentes constitutivamente en 

miembros de la familia Cruciferae, son metabolitos activados por enzimas en respuesta al daño 

o ataque por patógenos en el tejido vegetal (Fenwick et al., 1983; Duncan, 1991; Osbourn, 

1996 a y b; Morrissey y Osbourn, 1999), los cuales han sido implicados en la defensa de 

plantas contra hongos (Robinson, 1983; Mithen, 1992; Giamoustaris y Mithen, 1995 y 1997; 

Osbourn, 1996; Lambers et al., 2000). La activación de estos metabolitos involucra la acción 

de la enzima mirosinasa (tioglucosidasa), la cual genera isotiocianatos, nitrilos y tiocianatos 

como productos de degradación (Fenwick et al., 1983; Morrissey y Osbourn, 1999). La 

fungotoxicidad de varios isotiocianatos y otros productos de la hidrólisis de glucosinolatos, ha 

sido demostrada (Greenhalgh y Mitchell, 1976; Mithen et al., 1986; Chew, 1988; Conn et al., 

1994; Giamoustaris y Mithen, 1997; Mari et al., 1996; Smolinska et al., 1997; Inyang et al., 

1999). En este contexto, hongos patógenos de Brassicas tales como Lepfosphaeria maculans, 

Peronospora parasitica, Mycosphaerella brassicae y Alternaria sp., han mostrado ser 

sensibles a tales compuestos (Osbourn, 1996 a y b; Osbourn, 1999). Por otra parte, se ha 

reportado que los isotiocianatos inhiben la germinación de conidias y crecimiento in vitro del 

hongo Metarhizium anisopliae, siendo altamente activos los feniletil-, 2-clorofenil- y alil-

isotiocianatos (Inyang et al., 1999). 

 



 

  

Otro grupo de fitoanticipinas son los ácidos hidroxámicos (Hx), metabolitos sintetizados en 

varias especies de cereales, identificados hace tres décadas en relación a la resistencia de 

centeno (Secale cereale L.) a enfermedades fúngicas (Niemeyer y Jeréz, 1997; Friebe, 2001). 

Estos compuestos existen en plantas sanas como glicósidos (Zúñiga y Massardo, 1991) los 

cuales, en respuesta al daño del tejido son hidrolizados enzimáticamente por acción de β-

glucosidasas (Niemeyer, 1988 a y b; Morrissey y Osbourn, 1999; Kruse et al., 2000; Singh et 

al., 2003). La enzima entra en contacto con el sustrato dando lugar a la aglicona, la cual se 

descompone espontáneamente a las benzoxazolinonas respectivas, de esta forma, DIMBOA 

(2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazina-3-ona) da origen a MBOA (6-metoxi-2-

benzoxazolinona) y DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4- benzoxazina-3-ona) a BOA (2-

benzoxazolinona), junto con la liberación de ácido fórmico (Niemeyer, 1988 a y b; Singh et 

al., 2003). Una serie de estudios han demostrado que, tanto las agliconas (bezoxazinonas) 

como sus productos de degradación (benzoxazolinonas), exhiben actividad antifúngica en 

hongos patógenos de plantas, mientras los glicósidos son inactivos (Niemeyer, 1988 a y b; 

Massardo et al., 1994; Glenn et al., 2003). Se ha reportado que estos metabolitos inhiben el 

desarrollo de hongos tales como Helminthosporium turcicum (Couture et al., 1971), 

Stagonospora nodorum (Baker y Smith, 1977), Microdochium nivale (Yoder y Turgeon, 

1996), Fusarium moniliforme (Richardson y Bacon, 1995), Fusarium culmorum y G. graminis 

(Friebe et al., 1998).  

 

En la Figura 4 se muestra la estructura de algunas fitoanticipinas antifúngicas, incluyendo 

varias de las antes mencionadas. 
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Figura 4. Estructura de algunas fitoanticipinas con actividad antifúngica. (1) R1=R2=OMe, 

R3=R4=H: crisina dimetil éter; (2) R1=R2=R3=OMe, R4=H: galangina trimetil éter; (3) 

R1=R2=R4= OMe, R3= H: baicalina trimetil éter; (4) R=iPr, R1=R2=O: ácido 7-cetodehidro-

abiético; (5) R=iPr, R1=OH, R2=H: ácido 7-hidroxidehidro-abiético; (6) R=OH, R1=R2=H: 

ácido 15-hidroxi-podocárpico; (7) R1=OH, R2=CH2OH: bayogenina; (8) R1=OH, R2=COOH: 

ácido medicagénico; (9) avenacina A-1; (10) α-chaconina; (11) durrina; estructura general de: 

(12) glucósido cianogénico, (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 antifúngicas  

Varios estudios han demostrado que algunas cumarinas actuarían como fitoalexinas 

antifúngicas en una serie de familias de plantas (Grayer y Harborne, 1994; Minamikawa et al., 

1992). En este contexto, en respuesta a la infección por el hongo Ceratosystis fimbriata, el 

tejido de papa dulce (S. tuberosum L. ssp. andígena) produce umbeliferona, escopoletina, 

esculetina y escopolina (Uritani y Hoshiya, 1953; Minamikawa et al., 1964; Minamikawa et 

al., 1992). Por otro lado, se ha reportado que la escoparona (6,7-dimetoxicumarina), es la 

principal fitoalexina involucrada en el mecanismo de defensa inducida de cítricos contra los 

hongos Phytophthora gummosis (Afek et al., 1986), Guignardia citricarpa (De Lange et al., 

1976), Penicillium digitatum (Kim et al., 1992; Afek et al., 1999) y Diaporthe citri (Arimoto 

et al., 1986). Además, Gutiérrez et al. (1995) demostraron que el tejido aéreo de plantas de 

girasol (Helianthus annuus L.) produce ayapina y escopoletina, metabolitos que además se 

acumulan en secciones de tallos longitudinales de la misma especie, luego de la inoculación 

con el hongo patógeno Alternaria helianthi y el hongo no-patogénico H. carbonum (Tal y 

Robeson, 1986 a y b).  

 

Los estilbenos, compuestos fenólicos sintetizados en especies de las familias Vitaceae, 

Pinaceae, Leguminosae y Polygonaceae, representan uno de los grupos de fitoalexinas más 

estudiados (Gorham, 1980; Robinson, 1983; Morrissey y Osbourn, 1999; Celimene et al., 

1999; Jeandet et al., 2002). Estudios han demostrado que estos metabolitos inhiben el 

crecimiento de hongos patógenos de plantas, tales como C. cucumerinum, Pyricularia oryzae 

(Langcake y Pryce, 1976), Plasmopara viticola (Langcake, 1981; Dercks y Creasy, 1989) y 

Sphaeropsis sapinea (Celimene et al., 2001). La infección por hongos en hojas de vides y 

berries, induce la síntesis de resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) y compuestos 

relacionados (pteroestilbenos y viniferinas), los cuales exhiben actividad antifúngica en 

Rhizopus stolonifer, P. viticola y B. cinerea (Jeandet et al., 2002; Commun et al., 2003). Por 

otro lado, las pinosilvinas, estilbenos sintetizados en pino (Pinus sylvestris L.), han mostrado 

ser fungitóxicos en los hongos de la pudrición blanca (Trametes versicolor y Phanerochaete 

chrysosporium) (Celimene et al., 1999). Es interesante destacar que la enzima estilbeno 

oxidasa ha sido exitosamente transferida a plantas que no producen fitoalexinas estilbenos. 

Así, plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate (L. esculentum Mill.) y alfalfa 



 

  

(Medicago sativa L.) transformadas con una estibeno oxidasa de uva (Vitis vinifera L.) 

sintetizaron resveratrol y mostraron un incremento en la resistencia a los hongos B. cinerea 

(Hain et al., 1993), Phytophthora infestans (Thomzik et al., 1997) y Phoma medicaginis 

(Hipskind y Paiva et al., 2000), respectivamente. Además, dos genes de una resveratrol sintasa 

de uva (vst1 y vst2), y el de una pinosilvina sintasa (pns) de pino, han sido transferidos 

establemente a trigo (Triticum aestivum L.), lo cual se tradujo en un aumento de los niveles de 

resistencia contra los hongos Puccinia recondita f. sp. tritici y Septoria nodorum Berk en las 

plantas transformadas (Serazetdinova et al., 2005). 

 

Plantas de sorgo (Sorghum vulgare Pers.) en respuesta a la infección por hongos, sintetizan 3-

deoxi-antocianidinas, tales como apigeninidina, luteolinidina 5-metil éter y apigeninidina 7-

metil éter, las cuales han mostrado ser tóxicas para el hongo Colletotrichum graminicola 

(Snyder y Nicholson, 1990; Wharton y Nicholson, 2000). Antocianidinas tales como 

luteolinidina, también han sido identificadas como fitoalexinas en caña de azúcar (Saccharum 

officinarum L.) (Nicholson et al., 1987; Snyder y Nicholson, 1990; Brinker y Seigler, 1991; 

Wharton y Nicholson, 2000).  

 

Las fitoalexinas isoflavonoides son sintetizadas principalmente en especies leguminosas 

(Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). En este contexto, los isoflavonoides kievitona y 

faseolidina son producidos en poroto (Phaseolus vulgaris L.), mientras arveja (Pisum sativum 

L.) sintetiza pisatina, garbanzo (Cicer arietinum L.) maackiaina, alfalfa (M. sativa L.) 

medicarpina, y soya (Glycine max L.) gliceolina (Graham, 1995; Graham y Graham, 2000). 

Estudios han demostrado que la genisteina y sus hidroxiderivados inhiben el crecimiento de 

los hongos Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii (Weidenbörner et al., 1990). Además, las 

isoflavonas sintetizadas en soya y garbanzo, exhiben actividad fungicida en Aspergillus 

ochraceus, P. digitatum y F. culmorum, mientras en trébol rosado (Trifolium pratense L.), los 

isoflavonoides biochanina A y genisteina afectan el crecimiento de R. solani, S. rolfsii, 

Cercospora beticola y Monilinia fructicola (Dakora y Phillips, 1996). Se ha reportado que 

cultivos de pelos radicales de soya sintetizan, en respuesta a la inoculación con Fusarium 

solani f. sp. glycines, los isoflavonoides genistina, daidzina, glicitina, cumestrol y gliceolina 

(Lozovaya et al., 2004), y que algunos pterocarpanos (derivados isoflavonoides), tales como la 



 

  

medicarpina, maackiaina y 4-metoximaackiaina, y los isoflavanos vestitol, isovestitol, 

sativano, isosativano y arvensano, han sido identificados como fitoalexinas antifúngicas en 

Trifolium campestre Schreb. y Trifolium dubium Sibth. (Ingham, 1978).  

 

La primera antraquinona en ser identificada como fitoalexina, fue el compuesto purpurina l-

metil éter, asilado de la corteza de Cinchona ledgeriana Moens. (Wijnsma et al., 1984), 

mientras compuestos similares fueron producidos en cultivos celulares de la misma especie en 

respuesta a la infección por el hongo Phytophthora cinnamomi (Wijnsma et al., 1986). Otros 

ejemplos de antraquinonas antifúngicas incluyen la emodina, sintetizada en la corteza de 

Rhamnus triquetra L., la cual ha mostrado ser altamente efectiva contra la germinación de 

esporas de hongos de los géneros Alternaria y Fusarium, y el basidiomicete F. annosus 

(Izhaki, 2002), y la malvona A (2-metil-3-metoxi-5,6-dihidroxi-1,4-naftoquinona), 

identificada como una fitoalexina en la especie Malva sylvestris L., la cual es inducida en 

respuesta a la infección por el hongo fitopatógeno Verticillium dahliae (Veshkurova et al., 

2006).  

 

Müller-Riebau et al. (1995), demostraron que los monoterpenos carvacrol y timol fueron las 

principales fitoalexinas antifúngicas en Satureja timbra L. y Thymbra spicata L., 

respectivamente, las cuales mostraron ser altamente inhibitorias en el crecimiento de R. solani, 

F. moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum y Phytophthora capsici. Sin embargo, de las 

fitoalexinas de origen terpénico, las más ampliamente estudiadas son los sesquiterpenos 

(Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). En este contexto, risitina, lubimina y solavetivona, 

son los principales metabolitos antifúngicos que se acumulan en túberos de papa en respuesta 

a la infección por Gibberella pulicaris (Kúc, 1995). Otros ejemplos incluyen al hemigossipol, 

6-metoxi-hemigossipol y 6-deoxi-hemigossipol, aislados de Gossypium barbadense L. (Bell et 

al., 1975), y el 7-hidroxi-calameneno, producido en la madera de Tilia europaea L. infectada 

con el hongo Ganoderma applanatum (Burden y Kem, 1983). Por otro lado, entre las 

fitoalexinas diterpénicas destacan las momilactonas (Kato et al., 1973; Kodama et al., 1988), 

los fitocasanos (Koga et al., 1995) y las orizalexinas (Kato et al., 1993; Tamogami et al., 

1993), todos sintetizados en arroz (Oryza sativa L), los cuales han mostrado ser fungitóxicos 

en el hongo Magnaporthe grisea (Kato et al., 1993; Kodama et al., 1988; Koga et al., 1995). 



 

  

Plantas de canola (Brassica rapa L.) y remolacha (Brassica napus L.) producen, en respuesta 

a la infección por patógenos, un grupo de fitoalexinas azufradas que pertenecen a la familia de 

la brasinina (Morrissey y Osbourn, 1999), los cuales a su vez constituyen un intermediario en 

la ruta de síntesis de fitoalexinas relacionadas, tales como ciclobrasinina, brasilexina y 

brasicanal A (Pedras y Jha, 2006). Otros ejemplos de fitoalexinas identificadas en especies 

cultivadas de crucíferas incluyen: las wasalexinas A y B, metabolitos asilados desde wasabi 

(Wasabia japonica L.), sintetizado en respuesta a la infección por los hongos fitopatógenos 

Phoma lingam, Phoma wasabiae (Pedras et al., 1999); isalexina, brasicanal A y rutalexina, 

producidas en betarraga (B. napus, ssp. rapifera) (Takasugi et al., 1986; Monde et al., 1990; 

Pedras et al., 2004); y las caulexinas A, B y C, sintetizadas en coliflor (Brassica oleracea L. 

var. botrytis), las cuales han mostrado ser activas en los hongos L. maculans, R. solani y S. 

sclerotiorum (Pedras et al., 2006).  Por otra parte, las especies silvestres de crucíferas, con 

algunas excepciones (Pedras et al., 2003; Pedras y Ahiahonu, 2004), sintetizan fitoalexinas del 

tipo camalexinas, moléculas estructuralmente similares al fungicida sintético thiabendazol 

(Jiménez et al., 1997; Pedras et al., 2000), las cuales han sido aisladas desde Arabidopsis 

thaliana L., Arabis lyrate L., Camelina sativa L. y Capsella bursa-pastoris L. (Pedras et al., 

2000). Se ha demostrado que la resistencia de C. sativa y C. bursa-pastoris a diferentes 

hongos patógenos de brassicas, incluyendo Alternaria brassicae, se explica por la producción 

de camalexina (3-tiazol-2'il-indol) y compuestos relacionados, tales como la 6-metoxi-

camalexina (Conn et al., 1988; Jejelowo et al., 1991; Jiménez et al., 1997).  

 

Las fitoalexinas también pueden presentar estructuras de policétidos. Tal es el caso de la 6-

metoximelina, sintetizada en tejido de zanahoria (Daucus carota L.) en respuesta a la 

inoculación con hongos fitopatógenos (Fan et al., 2000). Por otra parte, en el tejido de haba 

(Vicia faba L.), luego de la infección por los B. cinerea y Botrytis fabae, se producen las 

fitoalexinas furanoacetilénicas ácido wyrona y su metil éster wyrona (Buzi et al., 2003). 

 

En la Figura 5 se muestra la estructura de algunas de fitoalexinas antifúngicas, incluyendo 

varias de las antes mencionadas. 
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Figura 5. Estructura de algunas fitoalexinas con actividad antifúngica. (1) R1=H, R2=OH: 

umbeliferona; (2) R1=MeO, R2=OH: escopoletina; (3) R1=MeO, R2=MeO: escoparona; (4) 

resveratrol; (5) ε-viniferina; (6) R=H: apigeninidina; (7) R=OH: luteolinidina; (8) pisatina; (9) 

keivitona; (10) emodina; (11) timol; (12) solavetivona; (13) momilactona B; (14) oryzalexinas; 

(15) sanginarina; (16) brasinina; (17) caulexina A; (18) camalexina y (19) ácido wyerona.  



 

  

2.2.3 Mecanismos de acción de fitoanticipinas y fitoalexinas antifúngicas 

Estudios han demostrado que los productos naturales de plantas con propiedades antifúngicas 

reducen el crecimiento y desarrollo de hongos fitopatógenos, a través de los siguientes 

mecanismos: ruptura de la membrana plasmática (Jeandet et al., 2002; Domingo y López, 

2003; Bouchra et al., 2003; Suhr y Nielsen, 2003; Cotoras et al, 2004); lisis de la pared celular 

y daño en el citoesqueleto (Jeandet et al., 2002; Bais et al., 2002); inactivación e inhibición en 

la síntesis de proteínas (Bar-Nun et al., 1989; Bostock et al, 1999; Cotoras et al., 2004); 

inhibición de la síntesis de lípidos, ácidos grasos y ergosterol (Ramírez-Chávez et al., 2000); 

alteraciones en el proceso de respiración celular (Lambers et al., 2000); inhibición de la 

síntesis de ácidos nucléicos (Izhaki, 2002); y alteraciones a nivel del ADN (Domingo y López, 

2003). No obstante, el mecanismo de acción de sólo un limitado grupo de productos naturales 

fungitóxicos derivados de plantas, ha sido dilucidado en detalle, algunos de los cuales se 

describen a continuación.  

 

El principal mecanismo de acción que explicaría la acción fungitóxica de las saponinas se basa 

en la habilidad de estos compuestos de formar complejos con los esteroles de la membrana 

plasmática y provocar la formación de poros transmembrana (Bangham y Horne, 1962; 

Glauert et al., 1962; Seeman et al., 1973; Price et al., 1987; Fenwick et al., 1992; Nishikawa 

et al., 1984; Keukens et al., 1992; Keukens et al., 1995; Armah et al., 1999). De acuerdo a 

ésto, se ha reportado que algunos glicoalcaloides esteroidales interfieren con la integridad de 

la membrana plasmática de hongos mediante la extracción de esteroles (Keukens et al., 1992). 

Estudios han demostrado que la α-tomatina forma complejos con los esteroles de la membrana 

plasmática de hongos, específicamente con los grupos 3β-hidroxilo libres, y que tales 

complejos resultarían en la formación de poros transmembrana (Ito et al., 2005). La 

agregación de complejos saponinas-esterol en la membrana sería mediada por la interacción 

entre los residuos de azúcar en las moléculas de saponinas. De esta forma, la cadena de azúcar 

unida al carbono-3 (C-3), ha mostrado ser crítica para las propiedades permeabilizantes y 

antifúngicas de las saponinas, por lo que la remoción de tales residuos, resulta en la pérdida de 

la actividad biológica de estos metabolitos (Keukens et al., 1995; Armah et al., 1999). 

  

 



 

  

Metabolitos de tipo estilbenos, tales como el resveratrol, producen una serie de anormalidades 

morfológicas a nivel de conidias en B. cinerea, las cuales incluyen granulación citoplásmatica 

en conidias, formación de tubos germinativos curvos, detención del crecimiento de tubos 

germinativos, retracción protoplasmática en hifas y formación de tubos germinales terciarios 

en las conidias capaces de sobrevivir (Adrian, 1998; Jeandet et al., 2002). Estudios han 

reportado que estos compuestos además serían capaces de afectar la integridad de la 

membrana plasmática en hongos (Adrian et al., 1997). En este contexto, Pezet y Pont (1990) 

demostraron que la aplicación de una solución de pteroestilbeno a conidias dormantes de B. 

cinerea, induce fuertes modificaciones en el sistemas de membranas endocelulares, 

provocando una destrucción rápida del retículo endoplásmico y de las membranas nuclear y 

mitocondrial, y finalmente una completa detención del proceso de respiración celular, el 

citoplasma coagula y la destrucción total de las conidias culmina con la desintegración de la 

membrana plasmática. Además, se ha documentado que una serie de hidroxiestilbenos, 

especialmente aquellos que presentan grupos metoxi o sustituyentes capaces de atraer 

electrones en el anillo estilbeno, tales como cloruro en las posiciones 3-, 3,4- o 3,5, juegan un 

rol importante en la formación de complejos de transferencia de carga, favoreciendo el 

contacto y la afinidad con proteínas de membrana, actuando como agentes desacopladores del 

transporte de electrones y la fotofosforilación (Jeandet et al., 2002). Recientemente se 

demostró que hidroxiestilbenos, tales como resveratrol y piceatanol, son capaces de inhibir la 

actividad de ATPasas en hongos e inducir la disociación de proteínas chaperonas y no-

chaperonas, las cuales se encuentran frecuentemente asociadas al citoesqueleto (Kindl et al., 

2000). 

 

Una serie de productos naturales de plantas son capaces de afectar la producción y/o actividad 

de enzimas involucradas en el proceso de patogénesis de hongos fitopatógenos (Goetz et al., 

1999; Bostock et al., 1999). En este contexto, Goetz et al. (1999) demostraron que una serie 

de ácidos fenólicos, presentes constitutivamente en bayas inmaduras de uva, fueron 

identificados como potentes inhibidores de la enzima estilbeno oxidasa, un tipo de lacasa de B. 

cinerea, hecho que explicaría la resistencia de las bayas a las infecciones por este patógeno. 

Por otra parte, los ácidos clorogénico y caféico, los cuales son los metabolitos mayoritarios en 

la epidermis de frutos de duranzo, siendo sus concentraciones particularmente altas en 



 

  

genotipos resistentes al hongo M. fructicola, reducen en forma importante la actividad de la 

enzima cutinasa de este hongo (Bostock et al., 1999). Además, el triterpenoide tetracíclico 

cucurbitacina, sintetizado en pepino (Cucumis sativus L.) y otras especies de la misma familia, 

inhibe la producción de lacasa extracelular in vitro de B. cinerea (Bar-Nun y Mayer, 1989), lo 

cual respondería a la capacidad de este compuesto de reducir la cantidad de RNAm que 

codifica para la enzima (Gonen et al., 1996). Por otro lado, se ha reportado que el ácido 3ß-

hidroxikaurenóico, aislado de especies del género Pseudognaphalium, estimula la producción 

de las enzimas cutinasa y lacasa en B. cinerea (Cotoras et al., 2004). 

 

Esporas de algunos hongos del género Phytophthora en la presencia de fitoalexinas 

terpenoides tales como risitina, fituberina, anhidro-β-rotunol y solavetivona, experimentan 

granulaciones citoplasmáticas, ruptura de la membrana plasmática y vaciamiento del 

contenido celular (Harris y Dennis, 1976 y 1977), efectos que también han sido observados en 

células fúngicas tratadas con fitoalexinas isoflavonoides, tales como faseolina y keivitona 

(VanEtten y Bateman, 1971; VanEtten y Pueppke, 1976). Por otro lado, se ha reportado que 

algunos diterpenos con actividad antifúngica interactúan con la membrana plasmática de 

hongos, alterando su permeabilidad (Bouchra et al., 2003; Cotoras et al., 2004). 

 

El mecanismo de acción de isotiocianatos y otros productos derivados de la hidrólisis de 

glucosinolatos no ha sido comprendido a cabalidad (Morrissey y Osbourn, 1999), sin 

embargo, se ha demostrado que algunos isotiocianatos afectarían en gran medida los procesos 

de diferenciación en hongos fitopatógenos, inhibiendo específicamente la formación de 

apresorios (Inyang et al., 1999).  

 

2.2.4    Actividad antifúngica de metabolitos secundarios de plantas en B. cinerea. 

Los aceites esenciales de varias especies vegetales han sido evaluados para determinar su 

efectividad como controladores alternativos de B. cinerea (Shimoni et al. 1993; Arras et al. 

1995; Carta et al. 1996; Antonov et al., 1997; Soares et al., 2003). En este contexto, Antonov 

et al. (1997) demostraron que los aceites esenciales de tomillo (Thymus capitatus L.), clavo de 

olor (Syzygium aromaticum L.) y árbol de menta (Prostanthera rotundifolia), redujeron 

significativamente la germinación de conidias y largo del tubo germinativo de este patógeno. 



 

  

Los compuestos volátiles presentes en los aceites esenciales de Thymus vulgaris L. exhibieron 

actividad fungitóxica en este patógeno, reduciendo en hasta un 60% el crecimiento micelial, 

mientras la infección in vivo en frutos de frutilla (Fragaria chilensis L.) fue reducida en hasta 

un 70% cuando el hongo fue expuesto in vitro a concentraciones de 50 a 200 µg ml-1 

(Bhaskara et al., 1998). Por otra parte, se ha reportado que el crecimiento de B. cinerea fue 

completamente inhibido por los aceites esenciales de fresnillo (Dictamnus albus L.) y 

mejorana (Oreganum syriacum L.) en concentraciones relativamente bajas (85 a 300 µg ml-1) 

(Dafereraa et al., 2003), y que la producción de esporas de este hongo fue reducida en mas de 

un 70% por el aceite esencial de hierba limón (Cymbopogon citratus Stapf.) en una 

concentración de 25 µg mg-1, mientas en la mayor concentración (500 µg mg-1), el proceso de 

esporulación fue completamente inhibido (Tzortzakis y Economakis, 2007). 

 

Además, extractos crudos de una serie de plantas han sido evaluados por su efectividad en el 

control de B. cinerea, dentro de los cuales han mostrado ser activos los extractos de huamuchil 

(Pithecellobium dulce (Roxb). Benth.) (Bautista-Baños et al., 2003), clavel del moro (Tagetes 

patula L.) (Mares et al., 2004), canela (Cinnamon cassia L. Presl) (Lee et al., 2007) y del 

árbol falsa secuoya (Metasequoia glyptostroboides Miki ex Hu)  (Bajpai et al., 2007).  

 

La actividad antifúngica en B. cinerea de varios metabolitos secundarios de plantas ha sido 

estudiada previamente. En este contexto, el crecimiento micelial in vitro de este patógeno fue 

inhibido por los siguientes metabolitos: la flavona sakuranetina, un flavonoide aislado desde la 

superficie de grosella negra (Ribes nigrum L.) (Atkinson y Blakeman, 1982); tres chalconas 

sintetizadas en la madera del árbol B. manca Standley (Grayer y Harborne, 1994); la saponina 

α-tomatina (Verhoeff y Liem, 1975; Quidde et al., 1998); el triterpenoide tetracíclico 

cucurbitacina (Bar-Nun y Mayer, 1990);  los diterpenos ácido kolavénico y 2-oxo-kolavénico, 

sintetizados en el árbol africano Macaranga monandra (L.) Muell. et Arg. (Salah et al., 2003) 

y el ácido 3β-hidroxikaurenóico, aislado de extractos de plantas del género Pseudognaphalium 

(Cotoras et al., 2001 y 2004); el terpinoleno, constituyente monoterpénico de aceites 

esenciales de varias especies de pinos y abetos; el ácido wyrona y su metil éster wyrona, 

sintetizado en cotiledones de haba (Buzi et al., 2003); y los sesquiterpenos ginsenol, cedrol y 

lobulol (Aleu et al. 2001).  



 

  

Además, se ha demostrado que el estilbeno resveratrol ejerce efectos inhibitorios en la 

germinación de conidias de B. cinerea al ser utilizado en concentraciones desde 60 µg ml-1 

(25% de inhibición), siendo la dosis efectiva media (ED50) de 90 µg ml-1 (Adrian et al., 1997), 

y que cepas del patógeno, capaces de degradar este metabolito serían más patogénicas que 

aquellas que no presentan esta habilidad (Sbaghi et al., 1996; Adrian et al., 1998). Por otro 

lado, los pteroestilbenos inhiben la germinación de conidias de este hongo y han mostrado ser 

5 veces más activos que resveratrol (Pezet y Pont, 1990; Adrian et al., 1997). De acuerdo a 

Langcake (1981), ε-viniferina también exhibe actividad antifúngica en la germinación de 

conidias de B. cinerea, siendo ésta muy similar a la de los pteroestilbenos (Jeandet et al., 

2002).  

 

En los que refiere a los fungicidas botánicos que han sido desarrollados comercialmente para 

el control de botritis, se puede destacar lo siguiente. En el año 2000, KHH BioScience Inc. 

(USA) registró el producto Milsana Bioprotectant Concentrate, formulado en base a un 

extracto etanólico de Reynoutria sachalinensis (F. Schmidt) Nakai, el cual reduce la infección 

por botritis en viñas (Schmitt et al., 2002; Schilder et al., 2002; Elmer y Reglinski, 2006). Por 

otra parte, la carvona, un monoterpeno asilado del aceite esencial de Carum carvi L., ha sido 

introducido comercialmente (nombre comercial: TALENT) en Holanda y ha mostrado ser 

efectivo en la protección de túberos de papa a diferentes tipos de pudriciones fúngicas durante 

el almacenamiento (Hartmans et al., 1995; Oosterhaven, 1995; Tripathi y Dubey, 2004). La 

azadirachtina, un tetraterpenoide característico de la familia Meliaceae, aislado principalmente 

del árbol Neem (Azadirachta indica A. Juss) (Mordue y Blackwell, 1993; Silva, 2002), es el 

biopesticida que ha recibido mayor atención en las dos últimas décadas (Satdive et al., 2007). 

Si bien este producto es utilizado principalmente como insecticida, ha mostrado ser activo en 

B. cinerea. Hoy en día se pueden encontrar formulaciones comerciales de Neem (Neem Gold, 

Neemazal, Econeem, Neemark, Neemcure y Azatin), en países como Estados Unidos, India, 

Alemania y varios países de América Latina (Salinas, 2002).  

 

En Chile, se utilizan actualmente al menos dos fungicidas elaborados a partir de plantas para el 

control de B. cinerea: BC 1000, formulado en base a extractos de pulpa y semillas de pomelo, 

cuyo distribuidor exclusivo es MARTINEZ Y VALDIVIESO LTDA.; y STATUSsulfo, 



 

  

preparado a partir de una mezcla de extractos de cítricos (ANASAC, Chile) (Fuente: 

información obtenida en el curso “Control biológico e integrado de enfermedades y nematodos en 

frutales y hortalizas”, organizado por el Laboratorio de Microbiología del Departamento de 

Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile, 22-23 de 

Julio de 2004). 

 

 

2.3       Antecedentes de Quillaja saponaria Molina 

 

2.3.1    Etimología y clasificación taxonómica 

La etimología del género Quillaja proviene de la denominación popular que se le da a este 

árbol en Chile (“quillay”), la cual a su vez deriva del Mapudungun “kullay”, que significa 

“ jabón de palo”. Por otro lado, el nombre de la especie proviene del latín sapo (jabón) y hace 

referencia al alto contenido de saponinas en la corteza del árbol, metabolitos que se 

caracterizan por sus propiedades espumantes (Hoffmann, 1998).  

 

El género quillaja, el cual cuenta con sólo tres especies sudamericanas, pertenece a la Clase 

Magnoliopsida, Subclase Rosidae, Orden Rosales, Familia Rosaceae, Subfamilia Spiroidea 

(Donoso y Cabello, 1978; Ibáñez, 1981; Montenegro, 2002) 

 

2.3.2    Descripción botánica 

El quillay, fanerófita siempreverde de hojas esclerófilas, es un árbol que suele alcanzar hasta 

15 m de altura y diámetros de hasta 1 m. Su corteza es de color gris ceniciento y presenta 

fisuras longitudinales. Sus hojas son simples, alternas, cortamente pecioladas, coriáceas, de 

color verde claro amarillento, glabras, de forma oblonga y borde liso o sólo con algunos 

dientes. Sus flores son hermafroditas, solitarias o dispuestas en corimbos terminales cortos, de 

color verde blanquecino, aplanadas y en forma estrellada. Posee un cáliz compuesto por 5 

sépalos y una corola de 5 pétalos alternos a los sépalos. Androceo formado por 10 estambres 

en dos series de filamentos libres y Gineceo compuesto por 5 ovarios, cada uno con un estilo 

filiforme y un estigma (Hoffmann, 1998). Su fruto es una cápsula leñosa, dehiscente, con 

forma de estrella de 5 puntas, que contiene numerosas semillas aladas (Donoso y Cabello, 

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



 

  

 

A B C D  
 

Figura 6. Quillaja saponaria Mol. A) Árbol adulto, B) Follaje, C) Flores y D) Frutos. 

Fotografías de Juan Pablo Gabella y Diego Alarcón; http://www.chilebosque.cl/tree/qsapo.html. 

 

2.3.3    Distribución geográfica y hábitat  

El quillay es una especie endémica de Chile, especialmente dominante en la Zona Central del 

país, que se distribuye desde la Provincia de Limarí en la IV Región (30º30’ LS.) hasta la 

Provincia del Bío-Bío en la VIII Región (38º LS.), formando parte del Matorral Esclerófilo 

desde la Cordillera de Costa hasta la Cordillera de los Andes (Rodríguez et al., 1983; 

Hoffmann et al., 1992; Montenegro 2002). De acuerdo a Lara (1997), este árbol crece en Chile 

desde Coquimbo a Malleco (IV a IX región), mientras su cultivo se concentraría en Valparaíso 

(V Región) y la Región Metropolitana (Hoffmann et al., 1992). Hoffmann (1998), señala que 

el quillay es una especie frecuente en los Tipos Forestales Esclerófilo, Palma Chilena, Roble-

Hualo y Ciprés de la Cordillera. De acuerdo a Leung (1980), además es posible encontrar 

ejemplares de quillay creciendo en forma natural en China, Perú y Bolivia. 

 

En lo que refiere a su hábitat, esta especie se caracteriza por tolerar altas fluctuaciones 

térmicas y condiciones extremas de sequía (Hoffmann et al., 1992). En este contexto, la 

especie se adapta fundamentalmente a climas secos y cálidos, sin embargo también se le 

encuentra en sitios más frescos y húmedos, soportando incluso la nieve y heladas de gran 

magnitud, en climas que van desde el Mediterráneo Árido (~200 mm de precipitación) hasta el 

Mediterráneo Húmedo (~1500 mm de precipitación), tanto en las laderas de exposición 

ecuatorial como en las de exposición polar (Ruiz de Gamboa, 1986; Vita, 1990; Montenegro, 

2002). Por otro lado, este árbol se establece en suelos pobres degradados y con pendiente, 

aunque su mayor desarrollo lo alcanza en suelos profundos (Hoffmann, 1998). La especie se 



 

  

caracteriza por ser poco tolerante a la sombra y en la Cordillera es posible encontrarlo hasta 

cerca de los 2000 m de altura (Hoffmann et al., 1992). En el Valle Central de Chile, crece en 

lugares asoleados y en los faldeos de los cerros más o menos secos y con escasa vegetación 

(Rodríguez et al., 1983).  

 

Cruz y Palma (1999), señalan que las formaciones vegetacionales en que participa quillay se 

encuentran distribuidas desde la zona norte de Ovalle hasta la zona norte de Angol, 

alcanzando una superficie de 1.475.842 hectáreas, las que representan aproximadamente el 2% 

del territorio nacional. Esta superficie corresponde mayoritariamente a praderas y matorrales 

(80%), y sólo un 19% a bosque nativo. Sin embargo, los autores destacar que en sólo un 16% 

(230.605 hectáreas) de ésta superficie total, quillay se encuentra como especie dominante. 

 

2.3.4 Caracterización química 

El quillay sintetiza una mezcla compleja de saponinas triterpénicas, siendo éstos los 

metabolitos mayoritarios en la especie (San Martín y Briones, 1999; Nord et al., 2001). De 

hecho, la corteza de este árbol constituye actualmente una de las principales fuentes de 

saponinas triterpenoides en el mundo (van Setten y van der Werken, 1996; San Martín y 

Briones, 1999; Copaja et al., 2003). En este contexto, en los extractos de corteza y madera de 

quillay se han identificado 62 saponinas diferentes (Higuchi et al., 1987, Higuchi et al., 1988; 

Kensil et al., 1991; Jacobsen et al., 1996; Guo et al., 1998; Nord y Kenne, 1999 y 2000; Guo 

et al., 2000; Guo y Kenne, 2000 a y b; Nyberg et al., 2000; van Setten et al., 2000). Sin 

embargo, estudios utilizando HPLC combinado con espectrometría de masas y mapeo de 

monómeros (van Setten et al., 1995; van Setten et al., 1998), han mostrado la existencia de 

estructuras adicionales. Algunos componentes minoritarios permanecen en estudio, por lo que 

es probable que existan cientos de variantes estructurales (Nord et al., 2001).  

 

La estructura básica de las saponinas de quillay, es el triterpeno ácido quilláico sustituido en la 

posición C-3 con un trisacárido y en la posición C-28 con un oligosacárido a través de un 

residuo de fucosa, el cual a su vez, se encuentra unido a uno o dos grupos acil (Figura 7) 

(Higuchi et al. 1988; Kensil et al., 1991; Jacobsen et al., 1996; van Setten et al., 1996; Nord y 

Kenne, 1999 y 2000). 
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Figura 7. Estructura básica de las saponinas de Q. saponaria Mol. La aglicona es el triterpeno 

ácido quilláico con ramificaciones de un trisacárido o disacárido unido en posición-3 (R1). El 

residuo fucosil (Fuc) unido al éster en la posición-28, es sustituido por un oligosacárido en la 

posición-2 (R2), por un residuo monosacárido o un grupo acil en la posición-3 (R3), y por un 

grupo acil en la posición-4 (R4). Adoptado de: Nord et al. (2001). 

 

Además de saponinas, en extractos de quillay se han identificado algunos compuestos 

fenólicos, taninos, azúcares, proteínas y oxalato de calcio (Hoffmann et al., 1992; San Martín 

y Briones, 2000). 

 

2.3.5 Usos,  propiedades e importancia económica 

La importancia económica del quillay radica fundamentalmente en su alta concentración de 

saponinas, compuestos que presentan una gran cantidad de propiedades y usos (Ibáñez, 1981; 

Cruz et al., 2000; San Martín, 2000).  

 

De acuerdo a Hoffmann et al. (1992), en la etnomedicina esta especie se recomienda para 

tratar enfermedades respiratorias y afecciones cutáneas; como inyección vaginal para combatir 

hemorragias y la leucorrea; sus flores preparadas en forma de baños, para reumatismos 

crónicos; como infusión, para frotar extremidades y zonas enfermas; su corteza macerada, 

como expectorante; la infusión de su corteza, para afecciones escamosas y crónicas de la piel, 

en lavados hace desaparecer las indigestiones. Además el quillay se utiliza para tratar las 

alopesias, como estimulante de la mucosa gástrica, sudorífico y diurético. 

 



 

  

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

 

Tabla 2. Principales usos tradicionales del quillay en Chile 

 

Usos tradicionales Descripción 

Combustible Fabricación de leña y carbón. 

Artesanía y utilitarios Confección de estribos, tallados, bateas y otros utensilios 

artesanales. 

Detergente y champú Elaboración casera de detergente y de champú. 

Producción apícola Producción de néctar, “miel de quillay” 

Producción silvopastoral Protección del ganado, resguardo en situaciones de 

condiciones climáticas adversas. 

Paisajístico y ornamental Ornamentación, por su follaje, verde-amarillento y 

brillante, además de sus flores blanquecinas. 

Producción de hojarasca Obtención de tierra de hoja. 

  
Adoptado de: Ibáñez (1981); Benedetti et al., (2000). 

 
 
San Martín y Briones (1999), señalan que existen alrededor de 200 referencias científicas con 

respecto a las posibles aplicaciones industriales de las saponinas de quillay. 

 
Las fracciones menos tóxicas de las saponinas de esta especie se han utilizado en el control y 

prevención de enfermedades infecciosas, cáncer, desórdenes autoinmunes, tratamiento del 

SIDA (Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida) e infección neumococal, control de la 

malaria y tratamiento de la tuberculosis (Kensil et al. 1991; Cainelli et al., 1995; Newman, 

1992; Wu, 1992; Chavali y Campbell, 1987 a y b; Prehn et al., 2003).  

 

Por ora parte, se ha reportado que las saponinas de quillay son capaces de actuar como 

antioxidantes (Hisayuki y Takashi 1987; Kooryama y Chiba, 1996). Sin embargo, las 

principales aplicaciones de las saponinas de este árbol, se muestran en la Tabla 3. 

 

 



 

  

Tabla 3. Principales aplicaciones industriales de las saponinas de quillay 

 
Aplicaciones Industriales Usos 

Alimentación humana Agente espumante de cervezas y bebidas; emulsificante en 

comida y bebidas; producción de alimentos con bajo colesterol. 

Alimentación Animal Aditivos para alimentos; protección contra patógenos 

(inmunoestimulantes); reducción de emisiones de amoníaco en 

criaderos; reducción de colesterol en huevos y productos lácteos. 

Agrícolas Promotor del crecimiento vegetal. 

Cosmética Surfactante, emulsificante y compuesto activo, 

fundamentalmente en la elaboración de champúes. 

Detergentes Compuesto activo. 

Fotografía Sufractantes en películas fotográficas. 

Minería Tratamiento de aguas residuales; mejora calidad de los efluentes 

orgánicos (biodegradación de grasas en procesos aeróbicos 

y anaeróbicos); control de la neblina ácida en procesos de 

electro obtención. 

Industria Farmacéutica Adyuvante en vacunas humanas y animales; aplicaciones 

farmacéuticas misceláneas. 

  
Adoptado de: San Martín y Briones (1999); Duery (2003); Natural Response (2004). 

 
 

Además, estudios han demostrado que extractos de quillay ricos en saponinas actuarían como 

larvicidas (Pelah et al., 2002), nematicidas (San Martín y Briones, 1999) y fungicidas 

(Villegas et al., 1999; Apablaza et al., 2002; Moya, 2003; Chapagain et al., 2007) naturales. 

De hecho, actualmente se está evaluando la posibilidad de utilizar dichos extractos en la 

formulación de pesticidas naturales de interés comercial (Apablaza et al., 2002; Chapagain et 

al., 2007). 

 

2.3.6 Estado de conservación 

La explotación a través de prácticas de manejo inadecuada de poblaciones naturales de quillay 

en Chile, el bajo nivel de reproducción por semillas y el progresivo reemplazo de los bosques 

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



 

  

demanda por corteza de quillay para la obtención y comercialización de saponinas, ha 

disminuido notablemente la existencia de árboles adultos (Copaja et al., 2003). Debido a ésto, 

con el propósito de proteger la población de la especie, en 1985 el quillay fue clasificado en 

estado "Vulnerable" por la Corporación Nacional Forestal en la IV Región (CONAF, 1989). 

 

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

corteza exportada desde Chile (Toral, 1983; Rosende, 1990). De esta forma, cada año se 

cosechan 60.000 árboles de 30-50 años y se extraen 1000 toneladas de corteza, las cuales se 

exportan a EE.UU., Europa y Japón. Considerando que la corteza representa sólo el 11% del 

árbol (Toraland y Rosende, 1986; Prado et al. 1987), cada año se pierden o se utilizan 

parcialmente para la producción de carbón, 20.000 toneladas de biomasa (Copaja et al., 2003), 

por lo que este tipo de extracción, ha originado una subutilización del recurso desde el punto 

de vista económico (Cruz, 2000). En respuesta a ésto, la empresa Natural Response S.A. ha 

logrado desarrollar un proceso que utiliza toda la madera del quillay (no sólo la corteza) para 

la obtención de extractos de quillay ricos en saponinas, lo que ha permitido satisfacer parte de 

la demanda mundial de saponinas empleando madera proveniente de raleos de los bosques 

existentes (Natural Response, 2004). 

 

Por otra parte, en nuestro país actualmente se están desarrollando proyectos silvícolas y de 

manejo forestal para el quillay, respaldados por un programa de propagación, cuyo objetivo es 

obtener la producción masiva, eficiente y económica de árboles con un alto contenido de 

saponinas de buena calidad y baja toxicidad (Prehn et al., 2003). 

 

 

2.4    Cultivo in vitro de especies vegetales 

 

2.4.1   Definición  

Pierik (1987), define al cultivo in vitro de plantas superiores, como el cultivo en medio 

nutritivo, bajo condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, órganos, explantos, 

tejidos, células y protoplastos de plantas (Pierik, 1990).  

 



 

  

En sentido estricto, in vitro quiere decir "dentro de vidrio", por lo que este sistema de cultivo 

además se ha definido como el cultivo de plantas, o de alguna de sus partes, dentro de 

recipientes de vidrio (Dixon, 1991; Smith, 1992; Gamborg y Phillips, 1995). De acuerdo a 

ésto, en una definición mas completa, el cultivo in vitro de plantas es una técnica 

biotecnológica que generalmente se utiliza para propagar en poco tiempo y en condiciones 

estériles, una gran cantidad de plantas genéticamente iguales a partir de un pequeño segmento 

inicial de tejido (denominado explante), el cual se desarrolla dentro de un recipiente de vidrio, 

empleando un sustrato artificial y controlando estrictamente las condiciones ambientales, 

hormonales y de nutrición requeridas por la planta (Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 

2002). En la Figura 8, se muestra algunos ejemplos de explantes cultivados en condiciones in 

vitro. 

 

 

Figura 8. Ejemplos de explantes vegetales cultivados in vitro. Adoptado de: Boletín Ciencia 

y Tecnología, Nº 24, Mayo  2004, y www.bonsai-flora.es/invitro.htm.  

 

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se basa en el concepto de “totipotencia celular” (Dixon, 

1991; Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995; Gamborg, 2002), término 

que se refiere a que todas las células de una planta, bajo condiciones adecuadas y estímulos 

apropiados, tienen la capacidad de regular la división y diferenciación celular para crecer y 

regenerar una nueva planta, genéticamente idéntica a la planta madre (Taiz y Seiger, 1998; 

Lambers et al., 2000) 

 

2.4.2   Condiciones de cultivo 

El cultivo in vitro de plantas exige reproducir, de la forma más aproximada posible, todos 

aquellos factores que puedan incidir en el crecimiento de las plantas en la naturaleza (Smith, 

1992; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995). Sin embargo, igualar en condiciones de 



 

  

laboratorio todos los factores que conforman el biotopo de la planta en la naturaleza es 

técnicamente muy complejo, razón por la cual, se consideran sólo aquellos factores que se 

puedan mantener controlados más fácilmente (Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996; 

Gamborg, 2002) 

 

Antes de extraer los explantes se debe realizar una desinfección de los fragmentos para 

eliminar los contaminantes externos. Una vez desinfectado, el material vegetal se debe 

mantener en condiciones de asepsia durante todo el proceso de cultivo, para lo cual se trabaja 

en cámaras de flujo laminar (Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996; 

Gamborg, 2002) 

 

El ambiente químico de las plantas cultivadas in vitro está determinado por la composición del 

medio de cultivo, entendiendo por éste la combinación sólida o líquida de nutrientes y agua, el 

cual además debe contener los siguientes componentes básicos: elementos esenciales o iones 

minerales, suplementados como una mezcla compleja de sales (solución stock); un suplemento 

orgánico que aporte vitaminas y/o aminoácidos; una fuente de carbono; reguladores de 

crecimiento (hormonas); y un agente gelificante, en el caso de que el medio se utilice en 

estado sólido (Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 2002). Por otro lado, 

el pH del medio de cultivo debe ser ajustado de acuerdo a los requerimientos de la especie 

vegetal en cultivo (Smith, 1992; Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 2002)  

 

Es de especial importancia añadir una fuente de carbono al medio de cultivo, ya que las 

plantas (o sus fragmentos) cuando se desarrollan en condiciones de cultivo in vitro no son 

completamente autotróficas (Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995; Bhojawani y 

Razdab, 1996; Gamborg, 2002). Por otra parte, se ha documentado ampliamente que el índice 

auxina/citoquininas en el medio de cultivo determina el tipo de cultivo establecido o 

regenerado. En este contexto: un alto nivel de auxinas con respecto al de citoquininas, 

favorece la formación de raíces; un  alto nivel de citoquininas con respecto al de auxinas, 

induce la producción de brotes; mientras un índice intermedio favorece la formación de grupos 

de células sin diferenciación (Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995) 

 



 

  

El cultivo in vitro de plantas se desarrolla dentro de espacios denominados cámaras de 

crecimiento (o cultivo) (Figura 9), los cuales están diseñados para permitir el control del 

ambiente físico del cultivo (Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y Phillips, 1995)  

 

 
 

Figura 9. Cámaras de crecimiento utilizadas para la incubación de plantas cultivadas in vitro. 

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

 

Dentro de los factores físicos, la temperatura a la que están expuestos los cultivos es un factor 

fundamental a controlar. En general, cada especie presenta un intervalo de temperaturas 

óptimo, sin embargo, para la mayoría de las plantas se pueden obtener resultados satisfactorios 

con temperaturas en el rango de los 20 y 28º C (Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y 

Razdab, 1996). Otro factor importante es el número de horas de luz diarias que recibe el 

cultivo, lo que se conoce como fotoperíodo (Taiz y Seiger, 1998; Lambers et al., 2000).  En 

este contexto, se ha reportado que el mejor fotoperíodo para una especie cultivada in vivo, será 

también el mejor para la planta cultivada in vitro (Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 

1996; Gamborg, 2002) 

 

2.4.3    Tipos de cultivo 

Como se ha destacado, el material vegetal con el que se inicia un cultivo in vitro puede ser 

cualquier célula, fragmento de tejido u órgano (Pierik, 1990; Dixon, 1991; Gamborg, 2002), 

sin embargo, se ha reportado que por lo general tejido joven en crecimiento activo (o tejido en 

un estado temprano de desarrollo), es el explante más efectivo (Smith, 1992; Vsil y Torpe, 

1994; Gamborg y Phillips, 1995; Bhojawani y Razdab, 1996).  

 



 

  

Los explantes, al ser cultivados en un medio de cultivo apropiado, usualmente en presencia de 

auxinas y citoquininas, pueden dar lugar a una masa de células desorganizada en división, lo 

que se conoce como callo (Vsil y Torpe, 1994; Dodds y Roberts, 1995). Cuando callos friables 

son dispuestos en un medio de cultivo líquido en agitación, células simples (y/o grupos 

pequeños de células) son liberadas dentro del medio, las cuales continúan creciendo y se 

dividen, dando lugar a suspensiones celulares (Ochoa-Alejo, 1990; Vsil y Torpe, 1994; 

Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 2002). El cultivo in vitro de protoplastos, entendiendo 

por éstos células a las cuales se les ha removido la pared celular (Taiz y Seiger, 1998; Lambers 

et al., 2000), puede ser obtenido a partir de células del mesófilo o desde suspensiones celulares 

(Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996; Gamborg, 2002). Además, 

tanto ápices radicales, obtenidos desde la raíz primaria o desde las raíces laterales, como 

ápices foliares, desde yemas axilares o adventicias, pueden ser cultivados in vitro (Pierik, 

1990; Smith, 1992; Vsil y Torpe, 1994; Bhojawani y Razdab, 1996). Finalmente, embriones, 

ya sea maduros o inmaduros, (Pierik, 1990; Gamborg y Phillips, 1995; Bhojawani y Razdab, 

1996; Gamborg, 2002) y polen (Pierik, 1990; Dixon, 1991; Vsil y Torpe, 1994; Gamborg y 

Phillips, 1995), también se han utilizado como explantes. 

 

La regeneración de plantas completas, a partir de los diferentes tipos de cultivos in vitro, 

puede ocurrir a través de embriogénesis somática u organogénesis (George y Sherrington, 

1984; Walden y Wingender, 1995; Sugiyama, 1999; Ramage y Williams, 2002). La primera se 

basa en la regeneración de plantas a través de un proceso análogo a la germinación de un 

embrión cigótico. De acuerdo a ésto, en el explante se producen estructuras bipolares que 

presentan las propiedades morfológicas de los embriones cigóticos, y según que éstos surjan 

directamente del explante o bien de un callo, se hablará de embriogénesis directa o indirecta, 

respectivamente (George y Sherrington, 1984; Walden y Wingender, 1995). Por otro lado, la 

organogénesis se basa en la regeneración de plantas mediante la producción directa de 

órganos, y al igual que la embriogénesis somática, sí ésta se produce directamente del explante 

o desde un callo, se hablará de organogénesis directa o indirecta, respectivamente (George y 

Sherrington, 1984; Sugiyama, 1999). En la Figura 10, se muestra un resumen de los diferentes 

tipos de cultivos in vitro y las vías en la que éstos pueden dar lugar a una planta completa. 
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Figura 10. Tipos de cultivos in vitro. Adoptado y modificado de: Lindsey y Jones, 1989. 

 

2.4.5   Aplicaciones  

El enorme potencial del cultivo in vitro de plantas para la producción masiva de plantas de 

interés comercial, ha provocado que en los últimos 25 años se haya incrementado el número 

de laboratorios de cultivo de tejidos en el país y en el mundo, lo cual ha motivado que algunos 

agricultores la estén utilizando como una alternativa efectiva en sus programas de producción 

(Bhojawani, 1990; Roca y Mroginski, 1991; Sajc et al., 2000)  

 

Además de su aplicación en la propagación de plantas a gran escala, la técnica de cultivo in 

vitro de plantas es de gran utilidad en la obtención de plantas libres de patógenos 

(principalmente virus), la producción y mantención de especies vegetales en peligro de 

extinción, y en estudios de ingeniería genética (Teutonico y Knorr, 1984; Bhojawani, 1990; 

Roca y Mroginski, 1991; Sajc et al., 2000)  

 

Por otra parte, varios estudios han demostrado que tejido vegetal proveniente de cultivo in 

vitro es capaz de producir compuestos específicos en concentraciones similares que plantas 



 

  

intactas en condiciones in vivo (Calva-Calva et al., 2002; Vanisree et al., 2004). Así, los 

considerables avances de la última década en el área de la biotecnología vegetal, han dado la 

oportunidad de que las plantas puedan considerarse como verdaderos biorreactores para la 

producción de metabolitos secundarios (Calva-Calva et al., 2002; Vanisree et al., 2004). La 

producción biotecnológica de metabolitos secundarios obtenidos a través de cultivo in vitro de 

plantas puede ser optimizada a través del uso de diferentes técnicas, entre las cuales destacan, 

la selección de líneas que se caractericen por presentar altos niveles de síntesis, la 

optimización del medio de cultivo, la regulación de algunos parámetros ambientales (Fowler, 

1986; Vanisree et al., 2004), y el uso de elicitores, tanto bióticos como abióticos (DiCosmo y 

Misawa, 1985; Dörnenburg y Knorr, 1995; Bais et al., 2002; Soylu et al., 2002; Vanisree et 

al., 2004)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

3.1 Cultivo y propagación in vitro del material vegetal 

 

Para el cultivo y propagación in vitro de la especie en estudio se utilizó el medio de cultivo 

MS (Murashige y Skoog), cuya composición  se muestra en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo Murashige y Skoog.  

 

 

Componentes 

 

Concentración (mg l-1) 

NH4NO3 1650 

CaCl2 332,2 

MgSO4 180,7 

KNO3 1900 

KH2PO4 170 

H3BO3 6,2 

MnSO4 16,9 

ZnSO4 x 7H2O 8,6 

CoSO4 x 6H2O 0,025 

CuSO4 x 5H2O 0,025 

Na2MoO4 x 2H2O 0,25 

KI 0,83 

Na2EDTA x 2H2O 37,26 

FeSO4 x 7H2O 27,8 

Glicina 2 

Ácido nicotínico 0,5 

Piridoxina-HCl 0,5 

Tiamina-HCl 0,1 
 

Adoptado de: Murashige y Skoog, 1962. 



 

  

Para iniciar el cultivo in vitro, se utilizó como explantes yemas axilares de plantas de quillay 

de 1 año en condiciones naturales de crecimiento, adquiridas en el vivero de la Universidad de 

Chile (Santiago-Chile). Las yemas fueron esterilizadas en una solución de hipoclorito de sodio 

(20% v/v) por 10 min en agitación, enjuagadas en agua destilada estéril y luego dispuestas en 

medio de cultivo MS sólido. 

 

El medio de cultivo fue suplementado con BAP [6-bencil amino purina (0,3 mg l-1)], cinetina 

(0,3 mg l-1) y biotina (0,1 mg l-1). Como fuente de carbono se utilizó sacarosa (20 g l-1) y como 

agente gelificante agar nacional Midesa (8 g l-1). El pH se ajustó a 5,7 empleando hidróxido de 

sodio (NaOH) y ácido clorhídrico (HCl). 

 

Para iniciar el proceso de inducción de brotes, los cultivos se mantuvieron en una cámara de 

crecimiento a una temperatura de incubación constante de 21 + 2° C, bajo tubos fluorescentes, 

a una intensidad de luz de 65 µmol m-2s-1 y un fotoperíodo de 16 horas luz (Pulgar, 1998). 

Como explantes de micropropagación se utilizaron brotes laterales de 2 a 3 entrenudos de 

plantas pre-cultivas in vitro durante 1 mes a partir de las yemas axilares iniciales. Los procesos 

de esterilización y siembra de explantes se realizaron en una cámara de flujo laminar en 

condiciones asépticas 

 

 

3.2 Inóculos y condiciones de cultivo de B. cinerea. 

 

En este estudio se utilizó el aislado U-29 de B. cinerea, obtenido de bayas naturalmente 

infectadas de vid (V. vinifera L.) (Muñoz et al., 2002), el que fue proporcionado por el 

Instituto de Investigación Agropecuarias (INIA)-La Platina, Chile.  

 

3.2.1    Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes: agar extracto malta levadura sólido 

(agar 1,5% p/v; extracto malta 2% p/v; extracto levadura 0,2% p/v); agar extracto malta 

levadura blando (agar 0,6% p/v; extracto malta 2% p/v; extracto levadura 0,2% p/v); extracto 

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



 

  

6,0); y medio de cultivo mínimo líquido [KH2PO4 (1 g l-1), K2HPO4 (0,5 g l-1), MgSO4 x 7H2O 

(0,5 g l-1), KCl (0,5 g l-l), FeSO4  x 7H20 (0,01 g l-1), tartrato de amonio (25 mM). El pH fue 

ajustado a 6,5] (Cotoras et al., 2004).  

 

3.2.2   Obtención de inóculos 

Previo a la utilización del asilado se obtuvieron cultivos monoconidiales del patógeno (Hansen 

y Smith, 1932). El hongo fue mantenido como micelio en tubos inclinados que contenían 

medio de cultivo agar extracto malta-levadura sólido (Figura 11A), a 4° C en oscuridad, o bien 

como suspensión de conidias en glicerol (150 µl de glicerol por cada 750 µl de suspensión) 

(Figura 11B), a -20º C en oscuridad.  

 

Las suspensiones conidiales fueron obtenidas reflotando, en medio de cultivo MS líquido (pH 

6,0), cultivos de 10 a 15 días de incubación  (22º C en oscuridad) (Figura 11C). Antes de su 

utilización, las suspensiones fueron filtradas en lana de vidrio y las concentraciones deseadas 

(105, 106 y 107 conidias ml-1) se ajustaron empleando una cámara de Neubauer de 0,0025 mm2 

(Rodríguez-Tudela et al., 2003). Para la obtención de micelio (Figura 11D) como inóculo, 

placas Petri que contenían agar extracto malta-levadura sólido, fueron inoculadas en el centro 

con una alícuota de 30 µl de una suspensión de conidias del hongo (1 x 106  conidias ml-1) y 

los cultivos fueron incubados a 22° C, en oscuridad durante 72 horas (Cotoras et al., 2001). 

Cultivos obtenidos mediante esta misma metodología, incubados por un mayor lapso de 

tiempo, se utilizaron para la obtención de las suspensiones conidiales. 

 

DCA B

 
 

Figura 11. Aislado U29 de B. cinerea. (A) Micelio en tubos inclinados, (B) Esporas en 

glicerol, (C) Cultivos esporulados de 10-15 días de incubación y (D) Micelio en crecimiento 

activo (72 horas de incubación). 

 



 

  

3.3     Preparación de extractos vegetales  

 

Para la obtención de los extractos vegetales se utilizaron brotes frescos de quillay cultivado in 

vitro, y para aquellos de plantas en condiciones naturales de crecimiento (condiciones in vivo), 

se emplearon hojas nuevas (tejido fresco) de ejemplares adultos (Parque Mahuida, 

Precordillera, Región Metropolitana, Chile). Los extractos de brotes in vitro, fueron 

preparados sumergiendo 5, 10 y 15 g de tejido en 100 ml de solvente (5, 10 o 15% p/v), 

mientras los extractos de plantas de quillay in vivo, se prepararon sólo en concentración de 

10% p/v.  

 

Los extractos fueron preparados mediante las técnicas de maceración y difusión. En la 

primera, el tejido fue triturado en nitrógeno líquido empleando maja y mortero de cerámica, 

previo a la extracción acuosa o hidroalcohólica (etanol 85% v/v) en frío, durante 15 min en 

oscuridad. Para la extracción por difusión, el material vegetal, seccionado en pequeños trozos, 

se mantuvo en contacto con el solvente en frío (4º C), durante 24 horas en oscuridad. Antes de 

su utilización, los extractos fueron filtrados y homogeneizados por agitación (Inderjit y 

Dakshini, 1995; Heisey, 1996). Adicionalmente, para determinar la Dosis Efectiva Media 

(DE50), el extracto etanólico fue reducido a sequedad a 40° C en un rotavapor.  

 

 

3.4      Actividad antifúngica in vitro en B. cinerea de extractos de quillay in vitro  

 

Se evaluó el efecto de extractos de brotes in vitro de quillay en el crecimiento micelial in vitro 

y la germinación de conidias de B. cinerea. En cada ensayo se realizaron 6 repeticiones por 

tratamiento y 3 experimentos independientes.  

 

3.4.1   Crecimiento micelial in vitro  

Se estudió el efecto de los extractos en el crecimiento radial de micelio utilizando el método 

de dilución en medio sólido, empleando como sustrato agar extracto malta-levadura blando, de 

acuerdo a lo realizado Cotoras et al. (2004), con algunas modificaciones. En base a ésto, se 

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



 

  

como control, en proporción 1:10 al medio de medio de cultivo, antes de la gelificación del 

medio de cultivo. De esta forma, los extractos fueron evaluados en concentraciones finales de 

0,5; 1,0 y 1,5% p/v. La concentración final de solvente fue idéntica en el control y los 

tratamientos. El medio de cultivo, con o sin los extractos, fue vertido en placas Petri de 9 cm 

de diámetro. Las placas fueron ubicadas en una cámara de flujo laminar por 30 min para la 

evaporación del solvente y luego fueron inoculadas con discos de 0,5 cm de micelio fino de B. 

cinerea de 72 horas de crecimiento, los cuales fueron dispuestos en el centro de la placa en 

forma invertida. Los cultivos fueron incubados a 22° C en oscuridad. El diámetro de micelio 

fue medido diariamente con una regla. Los resultados fueron expresados como porcentaje de 

inhibición mediante la fórmula [(C-T)/C * 100], donde C y T correspondieron a la extensión 

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

 

3.4.2 Germinación de conidias  

El ensayo fue realizado en portaobjetos de microscopio de acuerdo al método utilizado por 

Cotoras et al. (2001) modificado, para lo cual se depositaron sobre un portaobjeto 5 ml de 

medio de cultivo agar extracto malta-levadura blando suplementado con el extracto etanólico 

de brotes in vitro de quillay, en concentraciones finales de 0,5; 1,0 y 1,5% p/v o el solvente 

como control. Luego de la evaporación del solvente y gelificación del medio de cultivo, los 

portaobjetos fueron inoculados con conidias secas, untado delicadamente sobre el medio de 

cultivo un trozo de agar extraído desde un cultivo esporulado de 10 días de incubación (22º C 

en oscuridad). Luego de la inoculación, los portaobjetos fueron dispuestos dentro de cámaras 

húmedas e incubados a 22° C durante 11 horas. La germinación de conidias fue determinada 

directamente en los portaobjetos a intervalos de horas observando las muestras en un 

Microscopio Óptico. Se consideraron germinadas únicamente las conidias con un tubo 

germinativo igual o superior al diámetro conidial (Inyang et al., 1999). Los resultados fueron 

expresados como porcentage de conidias germinadas mediante la fórmula [(T*(100)/C], donde 

C y T correspondieron al número de conidias germinadas en los cultivos control y tratados, 

respectivamente. El valor promedio de 5 campos por unidad experimental fue utilizado para 

los cálculos. Adicionalmente, se analizó el efecto de los extractos en la morfología fúngica. 

 

 



 

  

3.4.3    Determinación de la dosis efectiva media (DE50)  

Para determinar la DE50, el extracto etanólico de brotes cultivados in vitro de quillay fue 

rotoevaporado a sequedad y se evaluó la actividad antifúngica en B. cinerea de soluciones 

hidroalcohólicas (etanol 85% v/v) del extracto en concentraciones finales de 50, 100, 250, 500 

y 1000 µg ml-1, utilizando la metodología de crecimiento radial de micelio en medio de cultivo 

agar extracto malta-levadura blando (Cotoras et al., 2004; como se describe en 3.4.1). Como 

control positivo se empleó el fungicida sintético comercial Rovral (iprodione-dicarboximida), 

en una concentración final de 250 µg ml-1. 

 

3.4.4    Actividad antifúngica de extractos de quillay in vitro & quillay in vivo  

Para comparar la actividad antifúngica de extractos de brotes in vitro con la de aquellos de 

hojas de quillay in vivo (condiciones naturales de crecimiento), se evaluó el efecto de los 

extractos en el crecimiento radial de micelio de B. cinerea, utilizando el método de dilución en 

medio sólido, empleando como sustrato agar extracto malta-levadura blando (Cotoras et al. 

2004; como se describe en 3.4.1). Se adicionaron alícuotas de ambos tipos de extractos 

(quillay in vitro e in vivo), tanto acuosos como etanólicos (etanol 85% v/v) en concentración 

de 10% p/v (o el solvente como control), en proporción 1:10 al medio de medio de cultivo 

antes de la gelificación. De acuerdo a ésto, los extractos fueron evaluados en concentraciones 

finales de 1,0% p/v.  

 

 

3.5      Actividad antifúngica in vivo en B. cinerea de extractos de quillay in vitro  

 

El extracto etanólico (etanol 85% v/v) fue diluido 10 veces en agua destilada para descartar el 

efecto fungistático del solvente, y utilizado en una concentración cercana pero superior a la 

ED50 de los mismos (según los resultados obtenidos en los ensayos in vitro). La concentración 

final de solvente fue idéntica en el control y los tratamientos. Como control positivo se empleó 

el fungicida comercial de origen vegetal BC1000. El valor promedio de 3 experimentos 

independientes fue empleado para los cálculos.  

 

 



 

  

3.5.1 Habilidad de B. cinerea de colonizar hojas de tomate 

Hojas cosechadas de tomate (L. esculentum Mill.) cv. Roma, fueron desinfectadas con 

hipoclorito de sodio 10% v/v (10 min en agitación), lavadas tres veces con agua destilada 

estéril, ubicadas en papel absorbente para eliminar el exceso de agua y dispuestas en el centro 

de placas Petri conteniendo agar-agua (agar 1% p/v). Luego se aplicó en la superficie de las 

hojas con un pincel estéril, el extracto etanólico de brotes in vitro de quillay (250 µg ml-1), 

etanol 8,5% v/v (control negativo del extracto), el fungicida orgánico comercial BC-1000 en la 

dosis recomendada (control positivo del extracto) o agua destilada (control negativo de BC 

1000). Las hojas tratadas, luego de la evaporación del solvente, fueron inoculadas en el centro 

con un disco de 0,5 cm de micelio fino de B. cinerea de 72 horas de crecimiento.  

 

Las placas fueron selladas e incubadas a 22° C (Cotoras et al., 2004). Luego de 5 días de 

incubación, se midió el área de la lesión con una regla. Se realizaron 10 repeticiones por 

tratamiento.  

 

3.5.2 Desarrollo de infección por B. cinerea en frutos de frutilla  

Frutos cosechados de frutilla (F. chilensis L.), de tamaño uniforme, libres de deterioro e 

infección, fueron desinfectados con hipoclorito de sodio 10% v/v, lavados tres veces con agua 

destilada estéril y dispuestos sobre papel absorbente para eliminar el exceso de agua. Luego, 

se realizó una herida de 0,5 cm en el centro de cada fruto con ayuda de un bisturí estéril. Los 

frutos fueron asperjados con soluciones del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay 

(250 µg ml-1), etanol 8,5% v/v (control negativo del extracto), el fungicida BC-1000 (control 

positivo del extracto) o agua destilada (control negativo BC 1000), e inoculados en la herida, 

luego de la evaporación del solvente, con 30 µl de una suspensión de conidias de 1 x 106 

conidias ml-1.  

 

Los frutos inoculados fueron incubados en una cámara húmeda a 22° C (Bhaskara et al., 1988) 

y luego de 5 días de incubación, se determinó el porcentaje de área infectada en los frutos. Se 

realizaron 16 repeticiones por tratamiento. 

 

 



 

  

3.6       Mecanismo de acción del extracto etanólico de quillay in vitro  

 

Para dilucidar el posible mecanismo de acción del extracto etanólico de brotes in vitro de 

quillay, se evaluó el efecto de éste en el consumo de oxígeno de conidias (respiración celular), 

en la integridad de la membrana plasmática, en el grado de estrés oxidativo y en la actividad 

de enzimas involucradas en el proceso de patogénesis de B. cinerea. 

  

3.6.1    Consumo de oxígeno en conidias  

El consumo de oxígeno se determinó polarográficamente con un Electrodo de Oxígeno 

(Electrodo Clark Nº 5331; Yellow Spring Instrument; OH; USA) y un Oxígrafo (Gilson 5/6). 

Las determinaciones se realizaron en una suspensión de conidias (1 x 107 conidias ml-1), de 

acuerdo al método empleado por Chitarra et al. (2005) modificado.  

 

3.6.1.1 Obtención de la suspensión conidial 

La suspensión conidial fue obtenida reflotando en medio de cultivo MS líquido (pH 6,0), 

cultivos incubados durante 10 días a 22º C en oscuridad. La suspensión fue filtrada a través de 

lana de vidrio, centrifugada por 6 min a 5000 g y el pellet fue resuspendido en medio de 

cultivo mínimo líquido (pH 6,5) suplementado con glucosa 2% p/v como fuente de carbono.  

 

3.6.1.2 Determinación del consumo de oxígeno 

La suspensión de conidias fue incubada a 22º C durante 2 horas, antes de realizar la 

determinación del consumo de oxígeno. En cada medición se utilizaron 300 µl de medio de 

cultivo mínimo suplementado con glucosa 2% p/v y 700 µl de la suspensión conidial. Se 

consideró como 100% de consumo de oxígeno, al número de moles de oxígeno consumido por 

min en la suspensión de conidias en ausencia de los tratamientos. El consumo de oxígeno se 

midió antes (CB) y después (CT) de aplicar una alícuota de 100 µl del extracto etanólico de 

quillay (o el solvente como control)  Los resultados se expresaron como porcentaje de 

consumo aplicando la fórmula [(CT * 100)/ CB]. Como controles positivos se utilizó cianuro 

de potasio (KCN) 10 mM, como inhibidor de la respiración, y carbamil cianuro-m- 

clorofenilhidrazona (CCCP) 10 µg ml-1, como desaclopador de la cadena respiratoria. El 

extracto fue evaluado en concentraciones finales de 100, 250, 500, y 1000 µg ml-1.  



 

  

3.6.2    Integridad de la membrana citoplasmática  

El efecto del extracto en la integridad de la membrana de B. cinerea se evaluó mediante dos 

metodologías, las cuales se describen a continuación. 

 

3.6.2.1 Captación del colorante fluorogénico Sytox Green  

En ensayo fue realizado de acuerdo a los método empleados por Theis et al. (2003) y Roth et 

al. (1997) con algunas modificaciones. De acuerdo a ésto, tubos de ensayo que contenían 5 ml 

de medio mínimo líquido suplementado con glucosa 1% p/v, fueron inoculados con una 

suspensión de conidias (1 x 105 conidias ml-1) de B. cinerea e incubados durante 15 horas a 

22º C. Una vez cumplido el tiempo, la suspensión fue alicuotada en dosis de 1 ml en tubos 

eppendorf. Los tubos fueron centrifugados a 1677 g, durante 8 min. El pellet fue tratado con 

una solución metanólica (metanol 100%) del extracto etanólico (rotoevaporado a sequedad) de 

quillay (250 µg ml-1), metanol 10 %v/v (control negativo) o etanol 70 %v/v  (control positivo), 

en medio mínimo líquido. Los cultivos fueron incubados por 4 horas [extracto y control (-)] o 

10 min [control (+)]  a 22º C y se centrifugaron a 1677 g durante 8 min. Luego, el pellet fue 

resuspendido en una solución de Sytox Green (colorante fluorogénico) 50 nM e incubado por 

10 min a 22º C en agitación suave (90 rpm). Los cultivos fueron centrifugados a 1677 g 

durante 8 min y se agregó medio de cultivo mínimo para eliminar el exceso de la solución de 

tinción. Las muestras se centrifugaron una vez más a 1677 g durante 8 min y el sobrenadante 

fue eliminado aunque no completamente, rescatando 20 a 30 µl, alícuota que fue depositada 

sobre un portaobjeto. Las muestras fueron fijadas con 10 µl de DABCO [1,4-diazabiciclo 

(2.2.2) octano] y observadas mediante Microscopía Confocal. Hifas con núcleos fluorescentes 

indicaron ruptura de la membrana plasmática por efecto del tratamiento. Se realizaron 3 

repeticiones por tratamiento y 3 experimentos independientes. 

 

3.6.2.2 Concentración de Fósforo y Potasio en el medio de incubación  

En ensayo fue realizado de acuerdo al método empleado por Cotoras et al. (2004), con algunas 

modificaciones. En base a ésto, se inocularon matraces de 125 ml que contenían 20 ml de 

medio extracto malta-levadura líquido, con una suspensión de conidias de 1 x 105 conidias ml-

1, los cuales fueron incubados a 22° C en oscuridad. Luego, el micelio pre-crecido durante 48 

horas fue cosechado e incubado, durante 6, 12 y 48 horas a 22º C en oscuridad, en Buffer Tris-



 

  

HCl 5 mM (pH 7,0) suplementado con el extracto etanólico de quillay en diferentes 

concentraciones (o el solvente como control) (Cotoras et al., 2004). La concentración de 

fósforo (P) y potasio (K) (mg l-1) en el medio de incubación, se determinó mediante 

Espectroscopía de Emisión Óptica Acoplada a Inducción por Plasma (ICP-OE) (Óptimo 200 

DV ICP-OES, Perkin-Elmer). 

 

3.6.3   Grado de estrés oxidativo  

Para evaluar el efecto del extracto etanólico de quillay en parámetros de estrés oxidativo del 

patógeno, en este estudio se determinó los niveles de lipoperoxidación de membranas, 

contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) y actividad de enzimas antioxidantes en los 

cultivos tratados. Para realizar tales determinaciones, se inocularon matraces de 125 ml que 

contenían 20 ml de medio extracto malta-levadura líquido, con una suspensión de conidias 

hasta lograr una concentración final de 1 x 106 conidias ml-1, los cuales fueron incubados a 22° 

C en agitación (200 rpm) durante 48 horas. Luego de ese tiempo, el micelio fue cosechado por 

centrifugación e incubado en medio extracto malta-levadura líquido suplementado con el 

extracto en concentraciones finales de 100, 250 o 500 µg ml-1 (o el solvente como control) 

durante 6 y 48 horas (De acuerdo a Choi  et al., 1997, modificado) 

 

3.6.3.1 Lipoperoxidación de membranas 

La lipoperoxidación de membranas fue estimada por el método del ácido tiobarbitúrico (TBA) 

basado en la producción malondialdehído (MDA), según el método utilizado por Steel et al. 

(1993) modificado (Choi, et al., 1996). El micelio de los cultivos tratados, fue cosechado por 

centrifugación a 5000g por 10 min y pulverizado en frío en un mortero de cerámica usando 

nitrógeno líquido. Para la determinación de MDA, se suspendieron 0,5 g de la muestra en 1 ml 

de una solución de TBA 0,5% p/v en ácido tricloroacético (TCA) 20% v/v. La suspensión fue 

centrifugada a 20000g por 15 min y el sobrenadante fue colectado, calentado a baño maría por 

25 min y puesto a enfriar en un baño de hielo. Luego, el sobrenadante fue filtrado y usado para 

la determinación espectrofotométrica de MDA, a una absorbancia de 532 nm y absorbancia 

no-específica de 600 nm. La concentración de MDA fue calculada utilizando un coeficiente de 

extinción molar de 156 mM-1cm-1. Se determinó además, el contenido de MDA en el medio de 



 

  

incubación, considerando una proporción de 5/2 (v/v) de la alícuota del medio de cultivo con 

respecto a la solución de TBA 0,5% p/v en ácido tricloroacético (TCA) 20% v/v.  

 

El contenido de proteínas en las muestras fue determinado mediante el método Bradford 

modificado, para el cual la mezcla de reacción contiene 1 ml de reactivo Bradford comercial 

(Bio-Rad), 20 µl de sobrenadante y 80 µl de NaCl 0,15 M (Bradford, 1976); se utilizó una 

curva de calibración confeccionada con albúmina de suero bovino (BSA) 1 mg ml-1 como 

estándar.  

 

3.6.3.2 Contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Para determinar el contenido de H2O2 se emplearon varillas comerciales (Merck) con una 

sensibilidad de 0,5-25 mg l-1 y un equipo RQflex (Merck). Los niveles del radical fueron 

determinados tanto en el medio de incubación (directamente), como en el micelio. El micelio 

fue cosechado por centrifugación (10000 rpm por 15 min) y macerado en nitrógeno líquido en 

amortiguador fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0) (Choi et al., 1997). La muestra fue 

centrifugada a 5000 rpm por 5 min, y el sobrenadante fue utilizado para medir el contenido del 

radical. Los resultados, en ambos casos, fueron estandarizados por el contenido de proteínas 

de las muestras (Bradford, 1976).  

 

3.6.3.3 Actividad de enzimas antioxidantes 

Para la obtención del extracto enzimático el micelio fue cosechado por centrifugación a 10000 

rpm por 15 minutos y macerado en N2 líquido en buffer fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0) 

(Choi et al., 1997). La muestra fue centrifugada a 5000 rpm por 5 min y el sobrenadante fue 

utilizado para medir la actividad enzimática. Los resultados fueron estandarizados por el 

contenido de proteínas de las muestras (Bradford, 1976).  

 

(i)  Actividad Catalasa (CAT). La actividad catalasa fue determinada por el decrecimiento de 

la absorbancia a 240 nm. La reacción fue iniciada por la adición de 5 µl de H2O2 a 1 ml de 

buffer fosfato/citrato 50 mM (pH 7.0), en presencia de 30 µl del extracto enzimático (Gil-ad et 

al., 2000; Malolepsza, 2004). Una unidad enzimática fue definida como la cantidad de enzima 

que disminuye en 0,0001 la absorbancia con respecto al control. 



 

  

(ii) Actividad guaiacol peroxidasa (POD). La actividad POD se ensayó midiendo la aparición 

de tetraguaiacol a 470 nm por 45 segundos. La mezcla de reacción contenía 1 ml de buffer de 

extracción, 5 µl de H2O2 30%, 5 µl de guaiacol y 10 µl de extracto enzimático. La actividad de 

la enzima se calculó utilizando un coeficiente de extinción molar de 26,6 mM-1 cm-1 (Gil-ad et 

al., 2000). 

 

(iii) Actividad ascorbato peroxidasa (APX). La actividad APX se determinó midiendo la 

descomposición del ascorbato a 290 nm por 45 segundos. La mezcla de reacción contenía 1 ml 

de buffer de extracción, 5 µl de H2O2 30 %, 40 µl de ácido ascórbico 10 mM y 20 µl de 

extracto enzimático. La actividad de la enzima se calculó utilizando un coeficiente de 

extinción molar de 2,8 mM-1 cm -1 (Gil-ad et al., 2000).  

 

(iv)  Actividad superóxido dismutasa (SOD). La actividad SOD fue determinada midiendo la 

inhibición de la reducción fotoquímica del reactivo azul de tetrazolio (NBT). La mezcla de 

reacción contenía 700 µl de buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 8,5), 10 µl de EDTA 10 

mM, 10 µl de metionina, 10 µl de riboflavina 2 mM, 200 µl de NBT 3 mM y 100 µl de 

extracto enzimático. Los tubos se iluminaron por 15 minutos y se leyó la absorbancia a 560 

nm. Los controles correspondieron a mezclas de reacción sin iluminar. Una unidad enzimática 

fue definida como la cantidad de enzima que causa el 50% de inhibición de la reducción de 

NBT (Malolepsza, 2004). 

 

3.6.4   Producción y actividad in vitro de enzimas involucradas en la  patogénesis 

En este estudio, se evaluó el efecto del extracto etanólico de quillay, en la producción y 

actividad de las enzimas cutinasa (p-nitrofenil butirato esterasa), poligacturonasa (PG) y lacasa 

de B. cinerea.  

 

Para inducir la producción de las enzimas, se inocularon matraces de 125 ml conteniendo 20 

ml de medio extracto malta-levadura líquido, con una suspensión de conidias de 1 x 105 

conidias ml-1. El micelio pre-crecido durante 3 días a 22º C, fue molido utilizando perlas de 

vidrio e inoculado en matraces conteniendo medio de cultivo mínimo líquido, suplementado 

con cutina 1% p/v como fuente de carbono para la producción de cutinasa, o con  pectina 1% 



 

  

p/v para la producción de PG y lacasa (Cotoras et al., 2004). Posteriormente se adicionaron 

alícuotas del solvente (control negativo) o del extracto de quillay (concentraciones finales de 

100, 250 y 500 µg ml-1) al medio de cultivo. Los cultivos fueron incubados a 22º C en 

oscuridad. Como extracto enzimático se utilizó el medio de incubación previamente filtrado 

por lana de vidrio (Cotoras et al., 2004). La cutina de tomate fue preparada según la técnica de 

Baker y Bateman (1978) modificada por Cordero y Cotoras (1997). 

 

Para evaluar el efecto del extracto de quillay en la actividad in vitro de las enzimas, se 

adicionaron alícuotas (100 µl) del solvente o del extracto en diferentes concentraciones finales 

(100, 250 y 500 µg ml-1), a las mezclas de reacción empleadas para determinar la actividad de 

las enzimas (Goetz et al., 1999). Para obtener los extractos enzimáticos, matraces con medio 

de cultivo mínimo suplementado con cutina 1% p/v (actividad cutinasa) o pectina 1% p/v 

(actividad lacasa y PG) como fuente de carbono, fueron inoculados con 800 µl de micelio pre-

crecido (48 horas) e incubados a 22º C por 10 días. Como extracto enzimático se utilizó el 

medio de incubación previamente filtrado por lana de vidrio (Cotoras et al., 2004). Los 

resultados fueron estandarizados por el contenido de proteínas de las muestras (Bradford, 

1976) y expresados como porcentaje de inhibición aplicando la fórmula [(C-T)/C * 100)], 

donde C y T correspondieron a la actividad enzimática en los cultivos control y en aquellos 

tratados con los extractos de quillay, respectivamente. 

 

3.6.4.1 Cutinasa (p-nitrofenil butirato esterasa) 

La actividad cutinasa se determinó utilizando el sustrato análogo p-nitrofenil butirato (p-NPB), 

el cual es hidrolizado a p-nitrofenol por acción de la enzima. La liberación de p-nitrofenol se 

cuantificó espectrofotométricamente a 405 nm (Purdy y Kolattukudy, 1973). La reacción fue 

iniciada por la adición de una cantidad apropiada del extracto enzimático a 3 ml de buffer 

fosfato de sodio (pH 8,0) suplementado con p-NPB 0,62 mM y 11,2 mg de Triton X-100. La 

mezcla fue incubada a 22° C durante 10 min, antes de cuantificar la absorbancia. Una unidad 

enzimática (U ml-1) fue definida como la cantidad de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol 

por min (Cotoras et al., 2004). 

 

 



 

  

3.6.4.2 Poligalacturonasa (PG) 

La actividad de la enzima se cuantificó empleando el método para medir azúcares reductores 

de Nelson (1944), utilizando el reactivo DNS (ácido 3,5 dinitrosalicílico) como muestra 

estándar (Miller, 1959). Como sustrato se utilizó ácido poligalacturónico 1% p/v. La mezcla 

de reacción contenía 200 µl de ácido poligalacturónico 1 % (p/v); 200 µl de buffer acetato de 

sodio 500 mM (pH 6,5) y 50 µl de la muestra enzimática. La mezcla fue incubada a 30° C por 

10 min. Una unidad enzimática (U ml-1) fue definida como aquella que libera 0,5 mmoles de 

grupo reductor por minuto. 

 

3.6.4.3 Lacasa 

La actividad lacasa se determinó espectrofotométricamente a 530 nm utilizando siringaldazina 

como sustrato (Chefetz et al., 1998). La actividad enzimática fue cuantificada 

espectrofotométricamente monitoreando la absorbancia a 530 nm. La mezcla de reacción 

contenía 30 µl del extracto enzimático y siringaldazina 0,1 mM en buffer fosfato de sodio 50 

mM (pH 6,0), la cual fue incubada a 22° C por 15 min antes de determinar la absorbancia. Una 

unidad enzimática (U ml-1) fue definida como la cantidad de enzima que incrementa la 

absorbancia en 0,1 en 1 min (Cotoras et al., 2004).  

 

 

3.7 Fraccionamiento del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay  

  

3.7.1 Obtención de fracciones 

El extracto etanólico, previamente rotoevaporado a sequedad y disuelto en una pequeña 

cantidad del mismo solvente, fue mezclado con gel de sílice Merck de grano 60-200 micrones 

(30 gramos por cada gramo de extracto) y fraccionado en una placa filtrante (sistema al vacío), 

utilizando los siguientes sistemas de solventes: n-hexano, n-hexano:acetato de etilo (9:1), n-

hexano:acetato de etilo (5:5), acetato de etilo (100%), acetato de etilo:etanol (5:5) y etanol 

(100%), obteniendo seis fracciones.  

 

 

 



 

  

3.7.2   Actividad antifúngica in vitro de las fracciones  

Se evaluó el efecto de cada fracción en el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea, 

utilizando el método de dilución en medio de cultivo agar extracto malta-levadura blando, de 

acuerdo al método empleado por Cotoras et al. (2004). Las fracciones fueron ensayadas en 

concentración final de 200 µg ml-1.  

 

 

3.8 Identificación de constituyentes antifúngicos en el extracto activo  

 

3.8.1   Detección de metabolitos del tipo saponina  

La presencia de saponinas en el extracto fue determinada mediante Cromatografía Liquida de 

Alta Eficiencia (HPLC), de acuerdo al método empleado por Copaja et al. (2003) con algunas 

modificaciones. Como estándar se utilizó Quillaja Ultra Powder producido por Natural 

Response S.A. (Desert King Ldta). Soluciones del  estándar en diferentes concentraciones 

fueron empleadas para realizar curvas de calibración.  

 

El análisis por HPLC (equipo Agilent 1100 con arreglo de diodo) de las muestras (20 µl) se 

realizó en una columna RP-18 de fase reversa, bajo condiciones isocráticas (MeOH:H2O = 

90:10) a un flujo de 0,8 ml min-1. Las señales fueron detectadas a 230 nm. La estructura 

saponina fue identificada en los extractos por comparación de los tiempos de retención 

obtenidos con la solución estándar (Rt =1,6 + 0,20 min). Cada muestra fue inyectada tres 

veces. La concentración del metabolito fue determinada mediante regresión lineal a partir de 

las curvas de calibración.  

 

3.8.2   Detección de compuestos fenólicos  

La detección de compuestos fenólicos fue determinada mediante HPLC. Se realizaron curvas 

de calibración utilizando estándares de los siguientes compuestos fenólicos: los ácidos p-

coumárico, salicílico, gálico, clorogénico, siríngico, vaníllico, caféico, shikímico y 

dihidribenzóico; quercetina, esculetina, naringenina, rutina y escopoletina.   

 



 

  

El análisis de las muestras (20 µl) se realizó en una columna RP-18 de fase reversa a un flujo 

de 1 ml min-1. Los compuestos fueron detectados a las siguientes longitudes de honda: 254, 

280, 314 y 340 nm. La fase móvil consistió en acetonitrilo (solvente A) y ácido sulfúrico 

(H3PO4) 1% en agua (solvente B). El gradiente utilizado fue similar al empleado por Ruhland 

y Day (2000) con algunas modificaciones, el cual se muestra en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Gradiente de solventes utilizado en la detección de compuestos fenólicos 

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 Análisis estadístico de datos 

 

Los resultados fueron analizados a través de Análisis de Varianza de una Vía (One-Way 

ANOVA) y las comparaciones entre promedios se realizaron por medio de la Prueba de 

Comparación Múltiple de Promedios de Tukey, a un nivel de significancia del 5% (p < 0,05). 

Los datos fueron analizados por pruebas de normalidad de datos y homogeneidad de 

varianzas. Además, se determinó la desviación estándar (DE) de cada set de datos 

experimentales. Se utilizó el programa estadístico SPSS Versión 13.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

4.1 Cultivo y propagación in vitro de quillay 

 

En este estudio se logró implementar exitosamente un sistema de cultivo in vitro de quillay a 

partir de yemas axilares. La optimización de los métodos de desinfección de explantes y la 

formulación del medio de cultivo, permitieron desarrollar apropiadamente la etapa de 

micropropagación de brotes. Además, se logró establecer un procedimiento de aclimatación 

para el traspaso a invernadero de las plantas obtenidas mediante cultivo in vitro. La 

metodología utilizada resultó eficiente, pues se obtuvo un Índice de Multiplicación igual a 5, 

lo que significa que a partir de 1 brote, se obtuvieron un promedio de 5 brotes luego de 1 mes 

de cultivo (Corkovic, 2003). Al mes de cultivo, se logró la producción de brotes con 6-7 

entrenudos, de 7-8 cm de altura, con un valor de materia seca promedio de 11%, lo que es 

considerado adecuado para plantas cultivadas in vitro (Chacón et al., 2000; Olivera et al., 

2000). Cabe destacar que, si bien el cultivo in vitro de quillay ha sido implementado 

previamente en nuestro país, tanto a partir  de semillas (Prehn et al., 2003) como utilizando la 

técnica de embriogénesis somática (Vega y Prehn, 2005), éste constituye el primer reporte de 

un sistema de cultivo in vitro para esta especie a partir de yemas axilares, por lo que representa 

un aporte al desarrollo de técnicas biotecnológicas para el estudio y utilización comercial de la 

misma, sin arriesgar su preservación como recurso nativo. En la Figura 12 se muestra la 

secuencia de las etapas de micropropagación de brotes. 

                        

A B C D
 

 

Figura 12. Etapas de la micropropagación de brotes in vitro de quillay (A) Explantes de 

micropropagación, (D) Multiplicación de explantes, (C) Brotes de 1 mes de incubación y (D) 

Plantas de quillay in vitro establecidas en invernadero. 



 

  

4.2 Actividad antifúngica in vitro en B. cinerea de extractos de quillay in vitro  

 

Con el objetivo de determinar la actividad antifúngica in vitro en B. cinerea de extractos de 

brotes de quillay obtenidos mediante cultivo in vitro, se evaluó el efecto de éstos en el 

crecimiento micelial y germinación de conidias del patógeno. 

 

4.2.1 Efecto de los extractos en el crecimiento micelial in vitro 

En primera instancia se realizó un ensayo para comparar la actividad antifúngica de extractos 

obtenidos mediante dos metodologías de extracción diferentes (difusión y molienda en N2 

líquido), para lo cual se evaluó el efecto de extractos acuosos y etanólicos de brotes in vitro de 

quillay, en el crecimiento micelial in vitro del patógeno. Los resultados se muestran en la 

Figura 13.  
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Figura 13. Efecto de extractos acuosos y etanólicos de brotes in vitro de quillay, obtenidos 

mediante diferentes técnicas de extracción, en el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea 

Pers. Los extractos fueron evaluados en una concentración final de 1,0% p/v. Como control se 

utilizó el solvente (agua o etanol 85% v/v, respectivamente). Cada barra representa el 

promedio de 3 experimentos independientes + DE. Letras distintas en las barras indican que 

los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 



 

  

Los resultados (Figura 13), indicaron que sólo la técnica de extracción por molienda generó 

extractos acuosos con una actividad antifúngica interesante, y que para ambas metodologías de 

extracción la acción fungitóxica de los extractos etanólicos fue significativamente mayor a la 

de extractos acuosos (p < 0,05). De esta forma, con extractos acuosos preparados mediante 

difusión y molienda se obtuvieron porcentajes de inhibición del crecimiento micelial del 

patógeno de 1,4 y 32,9%, respectivamente, mientras que extractos etanólicos, obtenidos 

mediante ambas metodologías, exhibieron un nivel similar (no significativamente diferente, p 

< 0,05) de actividad, con porcentajes de inhibición de 58,3 y 56,2% (Figura 13). 

 

El hecho de que la actividad antifúngica de extractos acuosos obtenidos mediante molienda 

fuera mayor a la de aquellos obtenidos por difusión, respondería a que el proceso de macerado 

del tejido vegetal incrementa la superficie de contacto del tejido con el solvente optimizando 

el proceso de extracción de moléculas bioactivas, y por otra parte, a que esta técnica 

provocaría la ruptura de las células vegetales, lo que derivaría en que los extractos presenten 

metabolitos no sólo solubles, sino además aquellos almacenados a nivel de organelos 

celulares, principalmente en vacuolas, los cuales por lo general se caracterizan por exhibir 

altos niveles de biotoxicidad (Osbourn, 1996 a y b; Edwards y Gatehouse, 1999; Morrissey y 

Osbourn, 1999; Lambers et al., 2000). Por otro lado, la diferencia en los niveles de actividad 

fungitóxica entre extractos acuosos y etanólicos, se explicaría, al menos en parte, porque el 

etanol, al ser un solvente de baja selectividad y capaz de afectar la integridad de las 

membranas celulares por deshidratación (Elvir, 1993), generaría extractos con una mayor 

cantidad de moléculas bioactivas, y además permitiría la obtención de metabolitos 

almacenados en los mismos. De acuerdo a ésto y en base a los resultados obtenidos, es posible 

inferir que los constituyentes antifúngicos de la especie en estudio corresponderían 

probablemente a moléculas almacenadas a nivel vacuolar.  

 

Con el propósito de analizar si la acción fungitóxica de los extractos es dosis-dependiente, se 

evaluó el efecto de los extractos, en diferentes concentraciones, tanto acuosos (Figura 14) 

como etanólicos (Figura 15), en el crecimiento micelial in vitro del patógeno. Considerado que 

la técnica de molienda fue la que produjo extractos con un mayor nivel de actividad, para 

llevar a cabo los bioensayos siguientes, se utilizó sólo esta metodología de extracción. 
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Figura 14.  Efecto de extractos acuosos de brotes in vitro de quillay en el crecimiento micelial 

in vitro de B. cinerea Pers. (A) Cinética de crecimiento diaria; (B) Porcentage de inhibición 

del crecimiento micelial, calculado al quinto día de incubación. Como control se utilizó agua 

destilada. Cada punto (A) o barra (B) representa el promedio de 3 experimentos 

independientes + DE. Letras distintas en las barras indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05).  
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Figura 15.  Efecto de extractos etanólicos de brotes in vitro de quillay en el crecimiento 

micelial in vitro de B. cinerea Pers. (A) Cinética de crecimiento diaria; (B) Porcentage de 

inhibición del crecimiento micelial, calculado al quinto día de incubación. Como control se 

utilizó etanol 85% v/v. Cada punto (A) o barra (B) representa el promedio de 3 experimentos 

independientes + DE. Letras diferentes en las barras indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 

 



 

  

Los resultados indican que el crecimiento de B. cinerea fue reducido por efecto de los 

extractos acuosos y etanólicos de brotes in vitro de quillay en todas las concentraciones 

evaluadas (p < 0,05), y que el efecto antifúngico de ambos tipos de extactos fue dosis-

dependiente, incrementando a medida que la concentración de los extractos fue mayor. En este 

contexto, el efecto dosis-dependiente de la actividad antifúngica in vitro en hongos 

fitopatógenos de extractos de quillay en condiciones naturales de crecimiento, ha sido 

reportado previamente (Chapagain et al., 2007). 

 

En la presencia de agua destilada, el crecimiento micelial del patógeno alcanzó un máximo 

luego de 5 días de incubación, mientras con los extractos acuosos, el crecimiento máximo fue 

alcanzando después de 8, 8 y 9 días, con las concentraciones de 0,5; 1,0 y 1,5% p/v, 

respectivamente (Figura 14A). De esta forma, los niveles de inhibición del crecimiento 

micelial, calculados al quinto día de incubación, alcanzaron valores de 24, 35 y 45% con  las 

concentraciones de 0,5; 1 y 1,5% p/v, respectivamente (Figura 14B). Al igual que lo ocurrido 

con extractos acuosos, se observó una disminución importante en el crecimiento de botritis en 

presencia de los extractos etanólicos, sin embargo en este caso, el efecto fungitóxico fue 

mayor y el crecimiento del patógeno se retardó por un mayor rango de tiempo. Los resultados 

muestran que en presencia del solvente (etanol 85% v/v), el crecimiento micelial alcanzó el 

máximo después del sexto día de incubación, mientras en la presencia del extracto etanólico, 

en la menor concentración, el crecimiento máximo ocurrió sólo a partir del día 10 (Figura 

15A). Así, los porcentajes de inhibición del crecimiento micelial alcanzaron valores de 33, 50 

y 73% con las concentraciones de 0,5; 1 y 1,5% p/v, respectivamente (Figura 15B). 

Considerando que los extractos etanólicos de brotes in vitro de quillay, mostraron ser más 

activos que extractos acuosos, en la mayoría de los bioensayos cuyos resultados se describen a 

continuación, se utilizó sólo este tipo de extracto. 

 

4.2.2 Efecto del extracto etanólico en la germinación de conidias  

El efecto de extractos etanólicos de quillay in vitro en la germinación de conidias de B. 

cinerea, se muestra en la Figura 16. Los resultados indican que el extracto, en todas las 

concentraciones evaluadas (0,5; 1,0 y 1,5% p/v), retardó el proceso de germinación de 

conidias del patógeno. En ausencia del extracto las conidias germinaron un 80% a la octava 



 

  

hora de incubación, mientras en presencia del extracto a la misma hora, sólo se observó un 

40% de conidias germinadas, y el 80% de germinación se alcanzó a las 11 horas de incubación 

(datos no mostrados) (Figura 16). A diferencia de lo ocurrido con el efecto del extracto en el 

crecimiento micelial in vitro del patógeno, no se observó un efecto de la dosis utilizada (p < 

0,05), ya que bajo todas las concentraciones evaluadas se alcanzó un efecto inhibitorio similar, 

de aproximadamente 60% a la octava hora de incubación. 
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Figure 16.  Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la germinación de 

conidias de B. cinerea Pers. Los extractos fueron evaluados en concentraciones finales de 0,5; 

1,0 y 1,5% p/v. Como control se utilizó el solvente (etanol 85% v/v). La concentración de 

solvente en el control y los tratamientos fue la misma. Cada punto representa el promedio de 3 

experimentos independientes + DE.  

 

Cabe mencionar, que durante el proceso de conteo de conidias en el microscopio óptico no se 

observó, en las conidias tratadas con el extracto, anormalidades morfológicas como se ha 

descrito para otros metabolitos secundarios de plantas. Tal es el caso del resveratrol, un 

estilbeno producido en uvas (V. vinifera) sometidas a diferentes condiciones de estrés, el cual 

induce la formación de tubos germinativos adicionales y curvos en conidias de B. cinerea 

(Adrian, 1998).  



 

  

4.2.3 Dosis efectiva media del extracto etanólico  

Con el propósito de determinar la Dosis Efectiva Media (ED50) del extracto etanólico de brotes 

in vitro de quillay en B. cinerea, y a su vez comparar el nivel de actividad antifúngica del 

mismo con respecto a la acción fungitóxica de un fungicida sintético comercial, el extracto 

etanólico se rotoevaporó a sequedad y se evaluó el efecto de soluciones etanólicas (etanol 85% 

v/v) en diferentes concentraciones finales (50, 100, 250, 500 y 1000 µg ml-1), en el 

crecimiento micelial in vitro del patógeno.  

 

Los resultados obtenidos, los cuales se muestran en la Figura 17, indicaron que el extracto en 

una concentración de 250 µg ml-1 inhibió el crecimiento micelial in vitro del hongo en un 

64,5%, superando al efecto del fungicida Rovral (iprodione-dicarboximida), el cual, a la 

misma concentración y bajo las mismas condiciones, redujo el crecimiento micelial del 

patógeno en un 44%. El efecto fungitóxico del extracto fue dosis-dependiente para el rango de 

concentraciones inferiores a 250 µg ml-1, mientras a concentraciones mayores el efecto 

inhibitorio se mantuvo. Este fenómeno podría ser atribuido a la presencia en el extracto de 

algún factor de crecimiento el cual, al incrementar la concentración del extracto, provocaría 

una estimulación del crecimiento del hongo, tal y como se ha reportado para la actividad 

antifúngica de extractos crudos de Ageratum conyzoides L. y Achillea millefolium L. en el 

hongo fitopatógeno Didymella bryoniae (Fiori et al., 2000).  

 

La ED50 del extracto, calculada utilizando análisis de regresión lineal en el rango de 

concentraciones bajo el cual se observó un efecto dosis dependiente (concentraciones <  250 

µg ml-1), fue de aproximadamente 160 µg ml-1 (r = 0,91), valor considerado bueno según 

reportes de la actividad antifúngica de otros extractos crudos de plantas en B. cinerea (ED50 

desde 25 a 500 µg ml-1) (Shimoni et al., 1993; Antonov et al., 1997; Dafereraa et al., 2003; 

Boyraz, 2006). Por otro lado, la ED50 del extracto es un valor interesante pensando en su 

potencial uso como fungicida comercial, considerando que no se trata de un compuesto puro, 

lo que presenta varias ventajas, dentro de las que se incluyen un menor costo y tiempo de 

obtención del producto, y el inferior riesgo de desarrollo de resistencia en el hongo a controlar, 

debido a que los extractos crudos de plantas, al estar constituidos por una mezcla de 

metabolitos bioactivos, exhiben múltiples mecanismos de acción.  
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Figura 17. Efecto de soluciones del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en el 

crecimiento micelial in vitro de B. cinerea Pers. (A) Porcentajes de inhibición del crecimiento 

micelial. Como control positivo se utilizó el fungicida Rovral (dicarboximida) a una 

concentración final de 250 µg ml-1 (barra achurada). Los porcentajes de inhibición fueron 

calculados al séptimo día de incubación. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos 

independientes + DE. Letras diferentes en las barras indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). (B) Crecimiento radial de micelio de B. 

cinerea en medio de cultivo sólido suplementado con el solvente como control negativo (a), y 

con el extracto de quillay en concentraciones finales de 50 (b), 100 (c), 250 (d), 500 (e) y 1000 

(f) µg ml-1, luego de cinco días de incubación. 

(B) 

(A) 



 

  

Los resultados de la evaluación de actividad antifúngica in vitro de los extractos de brotes in 

vitro de quillay, muestran que éstos no inhiben completamente el crecimiento micelial  y  la 

germinación de conidias de B. cinerea, sin embargo, retardan ambos procesos en forma 

importante. Esto podría ser explicado por la habilidad de B. cinerea de biotransformar 

metabolitos con actividad antifúngica luego de un período de incubación. En este contexto, en 

la literatura se reporta que este patógeno biotransfoma compuestos tales como flavonoides, 

saponinas y terpenoides (Quinde et al., 1998; Aleu et al., 1999; Aleu y Collado, 2001; Aleu et 

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

 

4.2.4 Actividad fungitóxica de extractos de quillay  in vitro & quillay  in vivo 

Para comparar la actividad antifúngica de brotes in vitro de quillay (quillay in vitro) con la de 

aquellos preparados a partir de hojas de ejemplares en condiciones naturales de crecimiento 

(quillay in vivo), se evaluó el efecto de ambos tipos de extractos, tanto acuosos como 

etanólicos, en el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea.  

 

Los resultados, los cuales se muestran en la Figura 18, indicaron que extractos de hojas de 

quillay in vivo inhiben en alto grado el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea y que, al 

igual que lo ocurrido con extractos de brotes in vitro, el extracto etanólico exhibió una 

actividad fungitóxica significativamente mayor (80% de inhibición) que la de extractos 

acuosos (36% de inhibición) (p < 0,05). Si bien estudios previos han reportado que extractos 

de quillay, obtenidos de la corteza y madera de árboles en condiciones naturales de 

crecimiento, exhiben propiedades fungitóxicas en hongos fitopatógenos (Villegas, 1999; 

Apablaza et al., 2002; Moya, 2003; Chapagain et al., 2007), este constituye el primer reporte 

de que extractos de hojas de esta especie, presentan actividad antifúngica en B. cinerea.  

 

Villegas (1999), demostró que el extracto comercial de quillay QL Ultra (16% de saponinas) 

inhibe tanto el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea, como el desarrollo in vivo del 

patógeno en uvas. Por otra parte, se ha reportado que los extractos comerciales de quillay QL 

1000 (20% de saponinas), QL 30B (15-18% de saponinas) y QL Ultra, reducen el desarrollo 

de oídio [Erysiphe cichoracearum DC. Ex Mérat y Sphaerotheca fuliginea (Schlecht ex Fr. 

Poll.)] en cucurbitáceas bajo condiciones de invernadero (Apablaza et al., 2002), los cuales 



 

  

también han mostrado un efecto de control en el patógeno Blumeria graminis fsp. tritici en 

plantas de trigo (Moya, 2003). Además, extractos comerciales de quillay, han mostrado una 

acción fungitóxica in vitro en los hongos Alternaria solani, Phytium ultimum, Fusarium 

oxysporum y Verticillium dahliae (Chapagain et al., 2007) 
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Figura 18. Efecto de extractos de quillay in vitro e in vivo, en el crecimiento micelial in vitro 

de B. cinerea Pers. Los extractos (acuosos y etanólicos), fueron evaluados en concentraciones 

finales de 1,0% p/v. Como control se utilizaron los respectivos solventes. Los porcentajes de 

inhibición fueron calculados al quinto día de incubación. Cada barra representa el promedio de 

3 experimentos independientes + DE. Letras diferentes indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 

 

Por otra parte, los resultados (Figura 18) mostraron que el efecto fungitóxico de extractos 

acuosos de quillay in vitro e in vivo, no fue significativamente diferente (p < 0,05). Sin 

embargo, los extractos etanólicos de quillay in vivo presentaron una actividad antifúngica 20% 

superior a la de extractos etanólicos de brotes in vitro (Figura 18). Ésto, podría responder a 

que plantas in vitro, al ser cultivadas en condiciones de crecimiento controladas y de asepsia, 

se encuentran libres del efecto de condiciones ambientales desfavorables y del ataque por 

patógenos e insectos (Vanisree et al., 2004), por lo que generalmente sintetizan una menor 

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



 

  

roles de estas moléculas en plantas es actuar como agentes protectores frente a situaciones de 

estrés abiótico (Taiz y Seiger, 1998; Lambers et al., 2000) y biótico (Levin, 1976; Cronquist 

1977), siendo sintetizados en mayores niveles en respuesta a tales condiciones (Grayer y 

Harborne, 1994; Morrissey y Osbourn, 1999). De acuerdo a ésto, es posible inferir que la 

menor actividad antifúngica del extracto etanólico de quillay in vitro se debería probablemente 

a un menor contenido de moléculas bioactivas, con respecto al de extractos de plantas in vivo.  

 

A pesar del mayor efecto fungitóxico de extractos etanólicos de quillay in vivo, la producción 

a nivel comercial de extractos bioactivos utilizando plantas intactas, presenta una serie de 

limitaciones (Calva-Calva et al., 2002). En este contexto, si bien el uso de plantas en 

condiciones naturales de crecimiento ha sido, desde tiempos prehistóricos, la principal 

estrategia de obtención de extractos vegetales bioactivos o metabolitos secundarios de interés 

a gran escala (Vanisree et al., 2004), debido a la explotación indiscriminada de las fuentes 

naturales, varias especies vegetales se encuentran actualmente en peligro de extinción (Calva-

Calva et al., 2002). Por otra parte, uno de los mayores problemas del uso de plantas in vivo en 

la producción de moléculas activas es asegurar el suministro constante de los compuestos de 

interés, ya que los rendimientos se ven afectados por las condiciones de cultivo, variaciones 

geográficas, adversidades climáticas y problemas fitosanitarios (Villalobos, 1985; Vanisree et 

al., 2004). En respuesta a ésto, el cultivo in vitro de plantas ha mostrado ser una alternativa 

viable para la producción industrial de metabolitos vegetales bioactivos, sin arriesgar la 

conservación del germoplasma (Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002; Vanisree et al., 

2004), el cual ofrece sistemas de producción constantes (por ser independiente de los cambios 

ambientales), y consistencia en los rendimientos y la calidad de los productos obtenidos 

(Alfermann y Petersen, 1995; Calva-Calva et al., 2000; Vanisree et al., 2004). 

 

De acuerdo a estos antecedentes, los resultados obtenidos en este estudio y los reportes que 

indican que la existencia de árboles adultos de quillay ha disminuido en forma importante en 

nuestro país (Prehn et al., 2003), el cultivo in vitro de plantas constituiría una alternativa 

interesante y apropiada para la utilización de esta especie en la formulación de fungicidas 

naturales para el control de B. cinerea.   

 



 

  

4.3   Actividad antifúngica in vivo en B. cinerea de extractos de quillay in vitro  

 

Estudios han demostrado que las sustancias que muestran actividad antifúngica in vitro, en la 

mayoría de los casos exhiben una acción fungitóxica in vivo (Kuhn y Hargreaves, 1987; 

Chapagain et al., 2007). En este contexto, con el propósito de determinar si el efecto 

antifúngico in vitro en B. cinerea del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay, resulta en 

un menor desarrollo del patógeno en condiciones in vivo, se evaluó el efecto de soluciones del 

extracto en la capacidad de este hongo de infectar tejido vegetal en condiciones controladas de 

incubación, para lo cual se utilizaron como modelo hojas cosechadas de tomate (Figura 19) y 

frutos de frutilla (Figura 20).  

 

En la Figura 19 (A y B), se muestran los resultados del efecto protectivo del extracto etanólico 

de brotes in vitro de quillay y del fungicida BC1000 (control positivo), en el desarrollo de 

infección por botritis en hojas de tomate, los cuales indicaron que BC1000 fue capaz de 

disminuir el desarrollo de la infección en el tejido vegetal, ya que el área de la lesión 

provocada por el patógeno en las hojas tratadas con este producto, fue menor a la de las hojas 

control. Sin embargo, el extracto etanólico de quillay (250 µg ml-1) inhibió el desarrollo 

fúngico en mayor grado. De esta forma, el área de lesión fúngica en las hojas control (2,0 y 1,8 

cm2 para control-BC1000 y control-extracto, respectivamente), o en aquellas tratadas con el 

fungicida BC-1000 (1,5 cm2), fueron superiores a la de las hojas tratadas con el extracto (1,1 

cm2) (p < 0,05) (Figura 19A).  

 

Los resultados además indicaron que el extracto (250 µg ml-1) en estudio redujo el porcentaje 

de área infectada en frutos de frutilla con respecto al control (p < 0,05) (Figura 20 A y B). Así, 

el área de infección promedio en los frutos control alcanzó un 53 y 48% (control-BC1000 y 

control-extracto, respectivamente), mientras que en los frutos tratados con el extracto de 

quillay fue de un 20%. Los niveles de desarrollo fúngico fueron inferiores en los frutos 

asperjados con el extracto, en comparación a los tratados con BC-1000 (p < 0,05), el cual bajo 

esta metodología, no fue capaz de disminuir significativamente el crecimiento de este hongo 

en los frutos con respecto al control (51% de área infectada) (Figura 20 A).  
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Figura 19. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la habilidad de B. 

cinerea de colonizar hojas de tomate. (A) Área de la lesión (cm2) en los frutos tratados, 

determinada al quinto día de incubación. Los resultados representan el promedio de 10 

determinaciones + DE. Se realizaron 3 experimentos independientes. Letras diferentes en la 

barras indican que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). Los 

tratamientos aplicados fueron: (I) Control - BC 1000 (agua destilada); (II) BC 1000 (fungicida 

orgánico natural); (III) Control - extracto (etanol 8,5% v/v) y (I) Extracto etanólico de quillay 

(250 µg ml-1); (B) Crecimiento del patógeno en las hojas tratadas, luego de 7 días de 

incubación.  

(A) 

  (B) 
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Figura 20. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en el grado de infección 

por B. cinerea en frutos de frutilla. (A) Porcentaje de área infectada en frutos tratados, 

calculada al quinto día de incubación. Los resultados representan el promedio de 16 

determinaciones + DE. Se realizaron 3 experimentos independientes. Letras diferentes en la 

barras indican que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). (B) 

Crecimiento de B. cinerea en frutos de tratados luego de 5 días de incubación. Los 

tratamientos aplicados fueron los siguientes: (I) Control-BC1000 (agua destilada); (II) BC 

1000; (III) Control- extracto (etanol 8,5% v/v) y (IV) Extracto etanólico de brotes in vitro de 

quillay (250 µg ml-1).  

(A) 

(B) 



 

  

La disminución del crecimiento fúngico que se observó tanto en hojas de tomate como en 

frutos de frutilla por efecto del extracto, respondería, de acuerdo a Cotoras et al. (2004), a la 

capacidad del mismo de retardar el crecimiento micelial in vitro y la germinación de conidias 

del patógeno. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio, demuestran que extractos etanólicos de brotes in 

vitro de quillay inhiben en forma importante el crecimiento de B. cinerea tanto in vitro como 

in vivo, y que el nivel de fungotoxicidad observado fue similar, e incluso superior, al de 

fungicidas comerciales utilizados actualmente para el control del patógeno en cultivos de 

importancia agrícola.  

 

 

4.4      Mecanismos de acción del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay 

 

Con el propósito de dilucidar el mecanismo de acción que explicaría la acción fungitóxica en 

B. cinerea del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay, se evalúo el efecto de éste en el 

consumo de oxígeno en conidias (respiración celular), en la integridad de la membrana 

plasmática, en el grado de estrés oxidativo y en la actividad de enzimas involucradas en el 

proceso de patogénesis del patógeno.  

  

4.4.1    Consumo de oxígeno en conidias  

Estudios han demostrado que las moléculas bioactivas pueden actuar a nivel de la respiración 

celular de hongos a través de dos mecanismos, provocando una inhibición del sistema de 

transporte de electrones o un desacople del sistema de transporte para la producción de ATP 

(Griffin, 1994). La inhibición del sistema de transporte de electrones bloquea la producción de 

ATP y causa una reducción en el consumo de oxígeno (Ulrich y Mathre, 1972; Griffin, 1994). 

Por otro lado, para una acción de desacople, el sistema de transporte funciona normalmente, 

sin embargo la producción de ATP se desacopla del proceso de transporte de electrones debido 

a la disipación del gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial interna, por lo 

que en presencia de desacopladores, no se produce ATP y el consumo de oxígeno aumenta 

(Griffin, 1994; Canton et al., 1996).  



 

  

En este estudio se evaluó el efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay, en 

diferentes concentraciones (100, 250, 500 y 1000 µg ml-1), en el transporte basal de electrones 

(respiración sin suplementos metabólicos), utilizando una suspensión de conidias del hongo. 

Como controles positivos se empleó cianuro de potasio (KCN) 10 mM como inhibidor de la 

respiración, y carbamil cianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 10 µg ml-1 como desaclopador. 

Los resultados se muestran en la Figura 21. 
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Figura 21. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en el consumo de 

oxígeno de conidias de B. cinerea Pers. El extracto se evaluó en concentraciones de 100, 250, 

500 y 1000 µg ml-1 (barras negras). Como controles (barras achuradas) se utilizaron: etanol 

85% v/v (control negativo), KCN 10 mM (inhibidor) y CCCP 10 µg ml-1 (desacoplador). Se 

realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Los resultados representan el promedio de 3 

experimentos independientes + DE. Letras diferentes en la barras indican que los promedios 

son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05).  

 

Los resultados indicaron que el consumo de oxígeno de la suspensión de conidias en presencia 

del solvente (etanol 85% v/v) como control negativo, alcanzó un 95,3 % respecto al consumo 

basal. Por otra parte, en presencia del inhibidor (KCN), el consumo de oxígeno disminuyó a 

un 42,6%, mientras el compuesto desacoplador (CCCP) provocó un aumento significativo del 

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



 

  

De acuerdo a los resultados, el KCN no inhibió completamente el consumo de oxígeno en la 

suspensión conidial del patógeno, lo cual se debería a que este hongo posee una oxidasa 

alternativa (AOX) constitutiva (Tamura et al., 1999). En este contexto, estudios previos han 

reportado que las AOX en hongos, al igual que lo que ocurre con las AOX de plantas, es 

insensible al efecto del KCN y otros inhibidores de la citocromo c oxidasa (COX) (Siedow, 

1995; Siedow y Umbach, 1995; Millar y Day, 1996). De esta forma, la presencia de una AOX 

en este patógeno permite que la respiración continué ocurriendo, aún en la presencia de 

inhibidores de la vía principal de la respiración (citocromo) (Joseph-Horne et al., 2001) 

 

En lo que refiere al efecto del extracto de quillay, se observó una disminución del consumo de 

oxígeno con respecto al control negativo con las concentraciones de 100 y 250 µg ml-1 (70,9% 

y 53,2% de consumo, respectivamente), sin embargo, bajo la concentración de 500 µg ml-1, el 

nivel de consumo de oxígeno no fue diferente del detectado en presencia del solvente, 

mientras a 1000 µg ml-1, el extracto incrementó significativamente el consumo con respecto al 

control negativo (116% de consumo) (p < 0,05) (Figura 21). Estos resultados permiten inferir 

que el extracto en estudio altera el proceso de respiración celular en B. cinerea, el cual a bajas 

concentraciones actuaría como inhibidor de la cadena respiratoria, mientras a concentraciones 

mayores induce un aumento en el consumo de oxígeno actuando posiblemente como 

desacoplador.  

 

Se ha reportado que el fungicida metoximinoacetamida SSF129 inhibe la oxidación de NADH 

en partículas sub-mitocondriales de B. cinerea, disminuyendo el consumo de oxígeno debido 

al bloqueo del transporte de electrones a través del complejo citocromo bc1. Sin embargo, este 

fungicida no suprime, sino que al contrario, incrementa en forma dosis dependiente el 

consumo de oxígeno en las células del micelio, lo cual fue atribuido a que tales células, al 

contener una proteína AOX, tienen la capacidad de cambiar rápidamente el transporte de 

electrones hacia la vía alternativa en respuesta al bloqueo de la vía principal (citocromo) por 

efecto de SSF129, tal y como se ha reportado para otros hongos fitopatógenos expuestos a la 

acción de inhibidores de la respiración (Hayashi et al., 1996). Además, en el mismo estudio se 

demostró que la vía alternativa parece no ser funcional cuando la vía principal es operativa, ya 

que a bajas concentraciones el consumo de oxígeno no se vio incrementado por efecto del 

fungicida (Tamura et al, 1999). 



 

  

En este contexto además se ha reportado que, a diferencia de otros hongos, los cuales 

presentan niveles muy bajos o indetectables de proteína AOX en condiciones normales de 

crecimiento, siendo ésta inducida en respuesta al bloqueo de la vía citocromo o inhibición de 

la síntesis de proteínas mitocondriales (Lambowitz et al., 1989; Mizutani et al., 1996; Yukioka 

et al., 1997), las mitocondrias de B. cinerea presentan niveles fácilmente detectables de la 

proteína bajo las mismas condiciones, lo cual le da la capacidad a este patógeno de utilizar 

rápidamente la vía alternativa en respuesta al bloqueo de la vía citocromo (Tamura et al., 

1999). 

 

De acuerdo a estos reportes, es posible sugerir que el extracto de quillay in vitro actuaría como 

inhibidor de la respiración de B. cinerea, y que el incremento en el consumo de oxígeno, 

observado por efecto del extracto en altas concentraciones, respondería a la activación de la 

vía alternativa del patógeno en respuesta a la inhibición de la vía principal, más que a su 

acción como agente desacoplador. Sin embargo, para comprobar dicha hipótesis, se deberían 

realizar estudios complementarios, tales como evaluar el efecto de inhibidores de la AOX del 

patógeno en el consumo de oxígeno en presencia del extracto (Mitani et al., 2001), y 

determinar el efecto del extracto en estudio en la variación de pH extracelular, ya que los 

desacopladores impiden la formación del gradiente de pH favoreciendo el flujo de protones a 

través de la membrana provocando un brusco aumento del pH extracelular, lo que no ocurre 

con compuestos que actúan como inhibidores (Haraguchi et al., 1992)   

 

Una serie de estudios han demostrado que en el inicio del proceso de germinación las esporas 

fúngicas manifiestan un incremento en los niveles de respiración celular, debido a que las 

conidias dormantes pasan de un estado biológicamente quiescente a uno de alta actividad 

metabólica. Además, se ha reportado que la actividad respiratoria de conidias, para que la 

germinación ocurra, requiere la activación de una vía respiratoria sensible a cianuro (Brambl, 

1975, 1977 y 1980; Brambl y Josephson, 1977; Josephson y Brambl, 1980; Stade y Brambl, 

1981). De acuerdo a ésto, el efecto del extracto etanólico de quillay in vitro en la respiración 

de B. cinerea podría explicar en parte, el efecto inhibitorio del mismo en la germinación de 

conidias del patógeno. 

 



 

  

4.4.2    Integridad de la membrana plasmática  

Como se ha destacado anteriormente, ejemplares de quillay en condiciones naturales de 

crecimiento sintetizan una serie de saponinas como metabolitos mayoritarios (Guo et al., 

1998, 2000; Nord y Kenne, 1999, 2000; van Setten y van der Werken, 1996; San Martín y 

Briones, 1999; van Setten et al., 2000; Nord et al., 2001), compuestos que se caracterizan por 

afectar la integridad de la membrana plasmática de hongos fitopatógenos (Bangham y Horne, 

1962; Keukens et al., 1992; Keukens et al., 1995 Armah et al., 1999; Ito et al., 2005). En base 

a ésto, y en el supuesto de que brotes de quillay cultivados in vitro fueran capaces de sintetizar 

saponinas, en este estudio se consideró interesante evaluar el efecto del extracto etanólico de 

brotes in vitro de quillay en la integridad de la membrana plasmática de B. cinerea, para lo 

cual se realizaron dos tipos de bioensayos. 

 

El primero se basó en la captación del colorante fluorogénico Sytox Green en hifas de B. 

cinerea. Sytox Green es una molécula altamente afín a los ácidos nucleicos y que emite 

fluorescencia sólo cuando se encuentra unida a éstos. Este colorante no posee transportadores 

de membrana, por lo que sólo puede entrar a aquellas células cuya membrana plasmática se 

encuentre dañada (Thevissen et al., 1999; Roth et al., 1997). Para realizar este ensayo, hifas de 

B. cinerea pre-tratadas con una solución metanólica del extracto (etanólico rotoevaporado) de 

brotes in vitro de quillay, el solvente (control negativo) o etanol 70 % v/v (control positivo), 

fueron incubadas con el fluoróforo. De esta forma, hifas con núcleos fluorescentes indicaron 

daño en la membrana plasmática. La Figura 22, muestra las imágenes obtenidas por 

Microscopía Confocal de las hifas sometidas a los diferentes tratamientos.  

 

Hifas pre-tratadas con etanol 70% v/v en presencia del fluoróforo presentaron núcleos 

fluorescentes  (Figura 22 A), debido a que la molécula de Sytox Green fue capaz de entrar a 

las células, ya que este solvente, en altas concentraciones, provoca deshidratación de la 

membrana celular alterando su integridad (Elvir, 1993). En la Figura 22 B, se muestran las 

hifas pre-tratadas con el solvente como control negativo (en la misma concentración que el 

utilizado para la incubación con el extracto) y en la Figura 22 C aquellas pre-tratadas con el 

extracto (concentración final de 250 µg ml-1), ambas incubadas en presencia del colorante, y 

se observa que los dos grupos de hifas no exhibieron núcleos fluorescentes.  
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Figura 22. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la integridad de la 

membrana plasmática de hifas B. cinerea Pers. Tinción de material nucleico con el fluoróforo 

Sytox Green. A: hifas pre-tratadas con etanol 70% v/v (control positivo); B: hifas pre-tratadas 

con el solvente (metanol 10% v/v, control negativo); C: hifas pre-tratadas con una solución 

metanólica del extracto (etanólico rotoevaporado) (250 µg ml-1); incubadas con Sytox Green. 

Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento y 3 experimentos independientes. 

 

Los resultados de este ensayo permiten concluir que el extracto en estudio no es capaz de 

provocar la ruptura de la membrana plasmática en hifas de B. cinerea, al menos en la 

concentración evaluada (dosis superior a la DE50), ya que las hifas tratadas con el extracto y en 

presencia del fluoróforo se conservaron íntegras, observando en éstas sólo fluorescencia basal 

tenue, en relación a la detectada en los núcleos de las hifas tratadas con el control positivo.  

 

Por otra parte, una medida indirecta para determinar el efecto de compuestos antifúngicos en 

la integridad de la membrana citoplasmática de hongos, se basa en la determinación de la 

salida de iones intracelulares al medio de incubación  (Choi et al, 1996; Cotoras et al., 2004). 

En este contexto, se ha descrito que el fungicida Vinclozolin provoca un aumento en la 

conductividad del medio de incubación de B. cinerea debido a la salida de iones al medio 



 

  

extracelular, lo cual se explicaría por el daño causado por el fungicida a nivel de membrana 

plasmática (Choi et al., 1996). Por otro lado Cotoras et al. (2004), demostraron que el 

tratamiento de cultivos de B. cinerea con saponinas produce un incremento significativo en la 

concentración de fósforo en el medio de incubación (Cotoras et al., 2004). Considerando estos 

reportes, y con el propósito de complementar los resultados del ensayo con Sytox Green, en 

este estudio se determinó, mediante el uso de ICP-OES, la concentración de fósforo (P) y 

potasio (K) en el medio de incubación de cultivos de B. cinerea tratados con el extracto 

etanólico de quillay. En la Figura 23, se muestra la concentración de P (en A) y K (en B) en el 

medio de incubación de micelio pre-crecido de B. cinerea en presencia del extracto en estudio 

(250 µg ml-1) o el solvente como control negativo, luego de 6, 12 y 48 horas de incubación. 
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Figura 23. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la concentración de 

fósforo y potasio en el medio de incubación de B. cinerea Pers. Micelio pre-crecido fue 

incubado en buffer Tris-HCl 5 mM (pH 7,0) suplementado con el extracto de quillay (250 µg 

ml-1) o el solvente como control,  a 22° C por 6, 12 y 48 horas. La concentración de P (A) y K 

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

tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes +  DE. 

Letras diferentes indican que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 

0,05). 



 

  

Los resultados indicaron que en presencia del extracto de quillay, la concentración de P en el 

medio de incubación del patógeno fue mayor que la detectada en los cultivos control, sin 

embargo el efecto fue leve (20% de incremento) y sólo se observó a las 6 horas de incubación. 

Contrariamente, luego de 24 y 48 horas de incubación, la concentración de este analito fue 

menor en los cultivos tratados con el extracto con respecto a los cultivos control, con 

porcentajes de disminución de 37,7 y 60,3%, respectivamente. En lo que refiere a los niveles 

de K, la concentración de este analito aumentó en un 14, 14 y 20% con respeto al control por 

efecto del extracto, luego de 6, 12 y 48 horas de incubación, respectivamente (Figura 23). Es 

importante destacar que si bien se observó una diferencia en las concentraciones de ambos 

elementos a causa de la incubación con el extracto en estudio, esta fue más bien moderada. 

 

Los resultados de ambos ensayos permiten inferir que, la membrana plasmática no constituye 

el principal blanco de acción de la actividad fungitóxica del extracto etanólico de brotes in 

vitro de quillay en B. cinerea, sin embargo éste sería capaz de alterar en forma moderada la 

permeabilidad de la membrana del patógeno.  

 

4.4.3 Grado de estrés oxidativo  

Se ha documentado ampliamente que en los organismos aeróbicos, las especies reactivas de 

oxígeno (EROs), tales como anión superóxido(O2
-), peróxido de hidrógeno(H2O2) y radical 

hidroxilo (OH-), son generadas como productos normales del metabolismo, o bien en respuesta 

a condiciones ambientales adversas y diferentes tipo de estrés (Fridovich, 1978; Imloy y Linn, 

1988; Marnett, 2002; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004), las cuales son capaces de reaccionar con 

lípidos, proteínas, carbohidratos y el ADN, llegando a provocar la muerte celular (Fridovich, 

1978; Imloy y Linn, 1988; Enjalbert et al., 2007). Para sobrevivir a tales efectos, los hongos 

fitopatógenos desarrollan sistemas de defensa antioxidantes de tipo enzimático y no 

enzimáticos (Haliwell y Gutteridge, 1989; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004; Chauhan et al., 2006; 

Enjalbert et al., 2007). Entre las enzimas antioxidantes destacan: superóxido dismutasa (SOD), 

la cual cataliza la dismutación de O2
- a H2O2; y catalasa (CAT) y peroxidasas, cuya función es 

neutralizan el H2O2 convirtiéndolo en agua (Levieux y Levieux, 1991; Liochev y Fridovich, 

1994; Gil-ad et al., 2001; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004; Chauhan et al., 2006; Enjalbert et al., 

2007).  



 

  

El estrés oxidativo ocurre cuando la producción o la velocidad de generación de EROs, excede 

a la producción de los sistemas de defensa antioxidantes, lo que resulta en una concentración 

de EROs tóxica para las células (Marnett, 2002; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004). Se ha reportado 

que algunos fungicidas sintéticos comerciales son capaces de provocan estrés oxidativo en 

hongos fitopatógenos (Archer et al., 1995;  Lee et al., 1997; Patsoukis y Georgiou, 2006). Por 

otra parte, estudios han demostrado que la peroxidación de lípidos gatillada por EROs, 

provoca la desintegración estructural de membranas, inactivación de enzimas, liberación de 

enzimas unidas a la membrana, cambios en la fluidez de membranas y hasta muerte celular, 

por lo que constituye uno de los principales parámetros a considerar al evaluar el nivel de 

estrés oxidativo, tanto en hongos como en otros organismos (Edlich y Lyr, 1992; Marnett, 

2002).  

 

De acuerdo a estos reportes, en este estudio, dentro de la evaluación del efecto del extracto 

etanólico de brotes in vitro de quillay en el grado de estrés oxidativo de B. cinerea, se 

consideró la determinación de los siguientes parámetros: niveles de peróxido de hidrógeno 

(H2O2), lipoperoxidación de membranas y actividad de enzimas antioxidantes. El ensayo 

consistió en incubar durante 6 o 48 horas a 22° C, micelio pre-crecido del patógeno en medio 

extracto malta-levadura líquido suplementado con el extracto o el solvente como control. 

 

4.4.3.1 Contenido de peróxido de hidrógeno  

Para evaluar el efecto del extracto en la producción de peróxido de hidrógeno (H202), se 

cuantificó el contenido del radical en el micelio y en el medio extracelular de cultivos de B. 

cinerea. Los resultados indicaron que la presencia de H2O2, tanto en los cultivos tratados con 

el extracto como en los cultivos control, sólo fue detectable en el medio de incubación del 

patógeno, y que la concentración del radical aumentó significativamente con el tiempo de 

incubación (Figura 24). Por otra parte, los resultados muestran que el contenido de H2O2 en el 

medio de incubación a las 6 horas de incubación, incrementó en forma significativa y dosis-

dependiente por efecto del extracto en porcentajes que alcanzaron un 145 y 220% con la dosis 

de 250 y 500 µg ml-1, respectivamente. Sin embargo, a las 48 horas de incubación el contenido 

del radical en los cultivos tratados y el control, no fue significativamente diferente (p < 0,05).  
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Figura 24.  Efecto del extracto etanólico de quillay in vitro en el contenido de H202 en el medio de 

incubación de B. cinerea Pers. El hongo fue incubado por 6 o 48 horas en medio de cultivo 

suplementado con el extracto o el solvente como control. Se realizaron 3 repeticiones por 

tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos + DE. Letras diferentes indican 

que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05).  

 

Una serie de enzimas antioxidantes estarían involucradas en la mantención del equilibrio entre 

la producción y remoción de H2O2 en B. cinerea, entre las cuales destacan catalasa (CAT), 

superóxido dismutasa (SOD) y peroxidasas (Gil-ad et al., 2001). En este contexto, el 

incremento en el contenido de H2O2 detectado a las 6 horas de incubación por efecto del 

extracto, podría responder a la capacidad del mismo de reducir la actividad CAT y de 

peroxidasas, enzimas que catalizan la degradación de este radical (Monget et al., 1986; 

Levieux y Levieux, 1991; Gil-ad et al., 2001). Por otro lado, si bien el extracto a las 6 horas de 

incubación provocó un aumento en la concentración de H2O2, a las 48 horas la producción del 

radical en los cultivos tratados con el extracto no fue diferente de la detecta en el control, lo 

que permite inferir que el exceso de H2O2 habría sido utilizado en la Reacción de Fenton para 

la producción de radicales hidroxilo (OH-) (Marnett, 2002), o bien, que la cantidad del radical 

se mantendría relativamente similar a la del cultivo control, en respuesta a una menor 

actividad SOD en los cultivos tratados a las 48 horas de incubación, considerando que esta 

enzima cataliza la producción de H2O2 (Monget et al., 1986; Levieux y Levieux, 1991; Gil-ad 

y mayer, 1999; Gil-ad et al., 2001). 



 

  

4.4.3.2 Lipoperoxidación de membranas  

En este estudio se determinó el nivel de malonildialdehído (MDA) producido por el hongo, 

como una estimación del nivel de peroxidación lipídica. Considerando que el MDA es una 

molécula relativamente pequeña con dos grupos aldehído y soluble en agua, esta sería liberada 

desde el micelio al medio extracelular en caso de que la membrana plasmática se encuentre 

dañada o alternada en su permeabilidad (Choi et al., 1996), fenómeno que ha sido observado 

en tejido vegetal sometido a lipoperoxidación (Steward y Bewley, 1980; Keyton et al., 1985). 

En base a ésto, y considerando que el extracto de brotes in vitro de quillay, de acuerdo a los 

resultados obtenidos en este estudio, sería capaz de alterar en cierto grado la permeabilidad de 

la membrana plasmática de B. cinerea (resultados discutidos en 4.4.2), en este estudio se 

determinó el contenido de MDA, tanto en el micelio como en el medio de incubación. 

 

La Figura 25 muestra el contenido de MDA en el medio de incubación y en el micelio de B. 

cinerea, luego de 6 y 48 horas de incubación del patógeno, en presencia del extracto en 

estudio o el solvente como control.  

 

Los resultados indicaron que el contenido de MDA en el medio de incubación aumentó 

significativamente con respecto al control por efecto del extracto (p < 0,05). Los porcentajes 

de incremento, a las 6 horas de incubación fueron de 18, 28 y 70%, mientras a las 48 horas 

alcanzaron valores de 10, 3 y 50%, con las concentraciones de 100, 250 y 500 µg ml-1, 

respectivamente (Figura 25A). Por otro lado, el contenido de MDA a nivel de micelio en los 

cultivos tratados con el extracto, en ambos tiempos de incubación, no varió significativamente 

con respecto al control (p < 0,05) (Figura 25B).  

 

Es importante mencionar que en los cultivos control, tratados con etanol (85% v/v) en una 

concentración final que no afectaría el crecimiento del patógeno, se detectó un cierto nivel de 

MDA (Figura 25). Esto se debería a que, como se destacó anteriormente, la generación de 

EROs bajo condiciones normales de crecimiento ocurre, sin embargo, el nivel de producción 

es menor y sus efectos a nivel celular son leves debido a la eficiencia de los sistemas de 

defensa antioxidantes (Fridovich, 1978; Imloy y Linn, 1988; Ayar-Kayali y Tarhan, 2004) 
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Figura 25.  Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la producción de 

malonildialdehído (MDA) en B. cinerea Pers. (A) Contenido de MDA en el medio de 

incubación; (B) Contenido de MDA en el micelio. El extracto fue evaluado en concetraciones 

finales de 100, 250 y 500 µg ml-1. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Cada barra 

representa el promedio de 3 experimentos + DE. Letras diferentes indican que los promedios 

son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05).  

 



 

  

Lo resultados además indicaron que el contenido de MDA en el medio de incubación fue 

superior (2 veces aprox.) al detectado a nivel de micelio (Figura 25). Esto concuerda con lo 

reportado en un trabajo realizado por Choi et al. (1996), en el que se evaluó el efecto del 

fungicida Vinclozolin (dicarboximida) en la lipoperoxidación de membranas e integridad de 

membrana de B. cinerea, en el cual se detectó la mayor parte de MDA en el medio de 

incubación, fenómeno que fue asociado a una alteración a nivel de membrana plasmática. 

Resultados del mismo estudio además mostraron que el efecto del fungicida en la membrana, 

se debería al efecto de la lipoperoxidación, más que a un proceso fisiológico (Choi et al., 

1996). De hecho, se ha reportado que la lipoperoxidación de membranas constituye una de las 

principales causas del efecto fungitóxico de dicarboximidas (vinclozolin, iprodione y 

procyamidone) (Lyr y Edlich, 1986; Edlich et al., 1988; Edlich et al., 1989; Edlich y Lyr, 

1992, 1995; Steel y Fair, 1993; Choi et al., 1996; Lee et al., 1998). 

 

En base a tales reportes y los resultados obtenidos en este estudio, es posible inferir que el 

extracto etanólico en estudio provoca lipoperoxidación de membranas en B. cinerea, sin 

embargo este efecto sólo fue detectado mediante la determinación del contenido de MDA en el 

medio de incubación, ya que las moléculas de MDA, posiblemente producto de la misma 

lipoperoxidación habrían sido liberadas desde el micelio al medio extracelular, lo que 

explicaría, al menos en parte, la alteración en la permeabilidad de la membrana del patógeno 

por efecto del extracto (resultados discutidos en 4.4.2).  

 

Lagos (2003), demostró que el fungicida comercial iprodione, a una concentración de 40 µg 

ml-1 y bajo una metodología muy similar a la utilizada en este ensayo, incrementó 2,4 veces la 

producción de MDA en el micelio de B. cinerea. De acuerdo a ésto, el efecto del extracto 

etanólico de brotes in vitro de quillay en los niveles de lipoperoxidación de membranas en B. 

cinerea, fue mas bien bajo, por lo que no constituiría su principal mecanismo de acción.  

 

4.4.3.3 Actividad de enzimas antioxidantes  

En este estudio se evaluó el efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la 

actividad guaiacol peroxidasa (POD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT) y 

superóxido dismutasa (SOD) de B. cinerea.  



 

  

Cabe destacar, que bajo las condiciones de este ensayo no se detectó actividad peroxidasa 

(POD y APX) en el micelio de B. cinerea, tanto en los cultivos tratados con el extracto de 

quillay como en el control, lo que concuerda con lo reportado en un trabajo realizado por 

Malolepsza (2004), en el cual se evaluó el efecto de la hidroxietilorutina en la actividad 

oxidante-antioxidante de B. cinerea.  

 

La Figura 26, muestra la actividad CAT y SOD en cultivos de B. cinerea incubados durante 6 

y 48 horas, con el extracto en estudio en diferentes concentraciones o el solvente como 

control.  

 

Los resultados indicaron que la actividad CAT (Figura 26A), en ambos tiempos de incubación, 

fue significativamente reducida por acción del extracto con respecto al control. El efecto 

observado fue dosis dependiente, alcanzando porcentajes de disminución de 10, 22 y 66% a 

las 6 horas de incubación, y de 22, 36 y 40% a las 48 horas de incubación, con el extracto en 

concentración de 100, 250 y 500 µg ml-1, respectivamente.  

 

En la Figura 26B, se muestran los resultados del efecto del extracto en la actividad SOD, los 

cuales indican que la actividad de esta enzima también fue significativamente dismunuida en 

los cultivos tratados con el extracto en relación al control, en ambos tiempos de incubación. 

Los porcentajes de inhibición, a las 6 horas de incubación alcanzaron valores cercanos al 30% 

con las concentraciones de  100 y 250 µg ml-1, y de 60% con la concentración de 500 µg ml-1, 

mientras a las 48 horas de incubación, éstos fueron de hasta un 60%, sin existir diferencias 

significativas entre las diferentes concentraciones evaluadas.  

 

Los resultados obtenidos en este ensayo permiten inferir que, la menor actividad CAT 

detectada a las 6 horas de incubación por efecto del extracto (250 y 500 µg ml-1), considerando 

que esta enzima utiliza H2O2 como sustrato (Liochev y Fridovich, 1994; Ayar-Kayali y 

Tarhan, 2004; Chauhan et al., 2006; Enjalbert et al., 2007), explicaría el mayor contenido de 

este radical con respecto al control en los cultivos tratados con el extracto en el mismo tiempo 

de incubación (resultados discutidos en 4.4.3.1).  
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Figura 26. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la actividad de 

enzimas antioxidantes de B. cinerea Pers. El hongo fue incubado a 22° C en medio líquido 

extracto malta-levadura suplementado con el extracto en diferentes concentraciones (100, 250 

y 500 µg ml-1) o el solvente como control, durante 6 y 48 horas. (A) Actividad catalasa (CAT); 

(B) Actividad superóxido dismutasa (SOD). Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Cada 

barra representa el promedio de 3 experimentos + DE. Letras diferentes en las barras indican 

que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05).  



 

  

Por otra parte, los resultados mostraron que el efecto del extracto en estudio en la disminución 

de la actividad SOD, fue mayor a las 48 horas de incubación (60% de disminución), lo que 

explicaría el hecho de que en este tiempo de incubación no se haya observado un aumento en 

los contenidos de H2O2 en los cultivos tratados con el extracto, como se detectó a las 6 horas 

de incubación, lo cual además se debería a que a las 48 horas de incubación, la velocidad de 

producción del radical superaría a la velocidad de su degradación, ya que los niveles de 

disminución de la actividad CAT por efecto del extracto, fueron menores a los detectados para 

SOD e inferiores a los observados a las 6 horas de incubación.  

 

Se ha reportado que el mecanismo de resistencia de B. cinerea a dicarboximidas estaría 

asociado con un sistema de atrapamiento de radicales libres y lípidos radicales, por lo que el 

sistema de enzimas antioxidantes contribuiría al desarrollo de resistencia en el patógeno a tales 

fungicidas (Eldich et al., 1988; Edlich y Lyr, 1992; Steel y Fair, 1993). En el mismo contexto, 

estudios han demostrado que asilados resistentes a dicarboximidas de B. cinerea exhibirían 

una mayor actividad CAT con respecto a asilados susceptibles (Eldich et al., 1988; Edlich y 

Lyr, 1992; Choi et al., 1996). De acuerdo a estos reportes y los resultados obtenidos en este 

estudio, el uso del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay como fungicida comercial, 

no contribuiría al desarrollo de resistencia a dicarboximidas en B. cinerea. 

 

Los resultados de la evaluación del efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay 

en el grado de estrés oxidativo de B. cinerea permiten concluir que, si bien el extracto en 

estudio es capaz de incrementar en forma moderada los niveles de peróxido de hidrógeno y 

disminuir la actividad de enzimas antioxidantes (CAT y SOD) en el patógeno, éste no 

provocaría un estrés oxidativo de gran magnitud en el hongo, ya que los niveles de 

lipoperoxidación de membranas no se vieron incrementados en forma importante por efecto 

del mismo. 

 

4.4.4. Producción y actividad in vitro de enzimas involucradas en la patogénesis  

La infección exitosa del tejido vegetal por B. cinerea requiere, entre otros aspectos, la acción 

coordinada de enzimas involucradas en el proceso de patogénesis (Staples y Mayer, 1995; 

Manteau et al., 2003). En este contexto, la inhibición de la producción y/o actividad de tales 



 

  

enzimas constituye un interesante mecanismo de acción para fungicidas orientados al control 

de este patógeno. En base a ésto, en este estudio se evaluó el efecto del extracto etanólico de 

brotes in vitro de quillay en la producción y actividad in vitro de cutinasa, poligalacturonasa 

(PG) y lacasa en B. cinerea. 

 

4.4.4.1 Cutinasa (p-nitrofenil butirato esterasa) 

Considerando que la totalidad de las cutinasas purificadas desde hongos exhiben actividad 

esteresa (Huang y Kúc, 1995), en este estudio la actividad cutinasa de B. cinerea se determinó 

utilizando el sustrato modelo p-nitrofenil butirato (PNB), ya que estudios han demostrado que 

la hidrólisis de p-nitrofenil butirato a p-nitrofenol por p-nitrofenil butirato esterasas 

constituiría un sistema simple y exacto para la cuantificación de la actividad cutinasa potencial 

en este hongo (Salinas et al., 1986; van der Vlugt Bergmans et al., 1997)  

 

En la Figura 27, se muestra el efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la 

producción y actividad in vitro de la enzima cutinasa (p-nitrofenil butirato esterasa) en 

cultivos de B. cinerea, suplementados con cutina de tomate como fuente de carbono. Los 

resultados indicaron que la actividad de esta enzima, determinada en el medio de incubación 

del patógeno (Figura 27A), fue detectada a partir del décimo día de incubación, alcanzando un 

máximo a los 15 días. Previamente se ha reportado que una serie de hongos fitopatógenos, 

incluyendo B. cinerea (Salinas et al. 1986), producen cutinasas en medio de cultivo líquido 

utilizando cutina como única fuente de carbono (Shishiyama et al., 1970; Baker y Bateman, 

1978; Kolattukudy et al., 1981; Dickman et al., 1982; Kolattukudy, 1984; Kolattukudy, 1987; 

Bonnen y Hammerschrnidt, 1989; Köller y Parker, 1989; Huang y Kúc, 1995) 

 

Los resultados indicaron además que, en la presencia del extracto de quillay (250 µg ml-1), la 

producción de la enzima disminuyó en forma significativa con respecto al control, con niveles 

de inhibición que alcanzaron valores de 66, 45 y 80% a los 10, 15 y 20 días de incubación, 

respectivamente (Figura 27A). Por otro lado, el extracto, en concentraciones de 100, 250 y 500 

µg ml-1, redujo significativamente y en forma dosis dependiente la actividad in vitro de la 

enzima, sin embargo, los porcentajes de inhibición sólo alcanzaron un 25% por efecto de la 

concentración más alta (500 µg ml-1) (Figura 26B)  
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Figure 27. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la producción y 

actividad in vitro de cutinasa en B. cinerea Pers. (A) Actividad cutinasa detectada en el medio 

de incubación. El extracto fue evaluado en una concentración de 250 µg ml-1. (B) Porcentage 

de inhibición de la actividad cutinasa in vitro. El extracto fue evaluado en concentraciones 

finales de 100, 250 y 500 µg ml-1. Como control se utilizó el solvente. Se realizaron 3 

repeticiones por tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos 

independientes + DE. Letras diferentes en las barras indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 

 

Estudios previos han reportado que una serie de productos naturales de plantas, metabolitos 

microbiales y fungicidas, son capaces de inhibir la actividad, producción y/o secreción de 

cutinasas en hongos fitopatógenos (Sisler, 1986; Köller et al., 1982 a, b y c; Köller et al., 

1990; Miura et al., 1994; Köller et al., 1995; Francis et al., 1996; Bostock et al., 1999). En 

este contexto, Bostock et al. (1999) demostraron que la producción de cutinasa en el hongo 

Monilinia fructicola fue suprimida por los ácidos clorogénico y caféico, y una serie de ácidos 

cinámicos y benzoicos con diferentes grados de hidroxilación y metoxilación en el anillo 

aromático, siendo éstos los principales metabolitos fenólicos en la epidermis de frutos de 

durazno (Prunus persicae L. Bastch), los cuales se encuentran en concentraciones 



 

  

especialmente altas en genotipos resistentes a este hongo. En el mismo estudio se demostró 

que el ácido caféico además fue capaz de reducir en forma significativa la actividad de esta 

enzima en B. cinerea. Por otro lado, se ha reportado que las ebelactonas, metabolitos 

relacionados estructuralmente a las β-lactonas micólicas sintetizadas en actinomicetes, actúan 

como potentes inhibidores de cutinasas producidas por hongos fitopatógenos (Köller et al., 

1990; Köller et al., 1995). Tales metabolitos han mostrado inhibir la actividad de una cutinasa 

extracelular del hongo Pyrenopeziza brassicae, afectando en alto grado la capacidad infectiva 

del patógeno en hojas de B. napus (Davies et al., 2000). Además, las ebelactonas inhiben la 

actividad esterasa en Venturia inaequalis (Köller et al., 1991) y  cutinasas en Rhizoctonia 

solani (Chun et al., 1995). Köller et al. (1982c), demostraron que una cutinasa purificada 

desde Fusarium solani f. sp. pisi, fue efectivamente inhibida por el fungicida benomyl a través 

de la reacción del n-butilisocianato (producto de degradación de benomyl) con la serina activa 

de la enzima, reduciendo la habilidad patogénica del hongo. Además, se ha reportado que los 

fungicidas organofosforados IBP (Kitazin) y edifenfos (Hinosan), previenen la infección en 

plantas por hongos mediante la inhibición de la actividad de cutinasas (Sisler, 1986). Por otro 

lado, se ha demostrado que la mepanipirima (fungicida- anilinopirimidina) no inhibe la 

actividad de enzimas que degradan la pared celular en B. cinerea, sin embargo, previene la 

secreción de las mismas, incluyendo cutinasas, fenómeno que provocaría una disminución de 

la capacidad infectiva del patógeno (Miura et al., 1994). Inhibidores de cutinasas además han 

mostrado afectar la virulencia de los hongos Colletotrichum gloesporioides (Dickman et al., 

1983), Alternaria alternata, Ascochita pinoides y Ascochita pisi (Köller et al., 1983) y 

Erysiphe graminis f.sp. hordei (Francis et al., 1996) 

 

Además de inhibidores de cutinasas, la utilización de anticuerpos específicos para estas 

enzimas han demostrando el rol de las mismas en la penetración cuticular de hongos 

fitopatógenos en el tejido hospedero (Köller et al., 1995; Malti y Kolattukudy, 1979). En este 

contexto, Comménil et al. (1993) identificaron una lipasa excretada por B. cinerea, la cual 

exhibió una alta actividad cutinolítica, y demostraron que el uso de anticuerpos policlonales 

anti-lipasas suprimió la habilidad de hongo de infectar hojas de tomate. 

 

 



 

  

En base a estos reportes y los resultados obtenidos, es posible concluir que el extracto en 

estudio inhibe significativamente la producción de cutinasa en B. cinerea, lo que 

probablemente se traduciría en una reducción de la capacidad infectiva del patógeno en 

condiciones in vivo, hecho que explicaría, al menos en parte, el menor desarrollo del hongo en 

hojas de tomate y frutos de frutilla tratados con el extracto (resultados discutidos en 4.3). Por 

otra parte, considerando que el efecto del extracto en la actividad ezimática in vitro fue mas 

bien bajo, es posible inferir que la disminución en la producción de la enzima por efecto del 

extracto (Figura 27A), respondería a una inhibición en el nivel de la síntesis de la misma, más 

que a un efecto directo del extracto en la actividad de la enzima.  

 

4.4.4.2 Poligalacturonasa  

Se ha demostrado que las poligalacturonasas (PGs) de B. cinerea, producidas generalmente en 

las etapas iniciales del proceso de infección (Johnston y Williamson, 1992 a y b; De Lorenzo 

et al., 2001; De Lorenzo y Ferrari, 2002; D’Ovidio et al., 2004), participan en la maceración 

del tejido vegetal y que son primordiales para el desarrollo de los síntomas de pudrición, 

actuando como factores de virulencia en la infección por el patógeno (Staples y Mayer, 1995). 

Debido a estas razones, en este estudio se consideró interesante evaluar el efecto del extracto 

en estudio en la producción y actividad in vitro de PG en B. cinerea.  

 

En la Figura 28, se muestra la producción y actividad in vitro de la enzima en cultivos de B. 

cinerea incubados en medio de cultivo suplementado con pectina como fuente de carbono, en 

presencia del extracto etanólico de brotes in vitro quillay o el solvente como control, durante 

5, 10 y 15 días.  

 

Los resultados indicaron que la actividad de esta enzima fue detectada en los cultivos fúngicos 

a partir de los 5 días de incubación e incrementó a medida que el tiempo de incubación fue 

mayor (Figura 28A). De igual forma que lo ocurrido con la enzima cutinasa, la producción de 

PG fue reducida significativamente por efecto de extracto en todos los tiempos de incubación 

evaluados. Los porcentajes de inhibición alcanzaron valores de 95, 51 y 92% al día 5, 10 y 15 

de incubación, respectivamente (Figura 28A). 
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Figura 28. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la producción y 

actividad in vitro de poligalacturonasa en B. cinerea Pers. (A) Actividad enzimática producida 

en medio de cultivo mínimo suplementado con pectina como fuente de carbono. El extracto 

fue evaluado en una concentración de 250 µg ml-1. (B) Porcentage de inhibición de la 

actividad in vitro. El extracto fue evaluado en concentraciones finales de 100, 250 y 500 µg 

ml-1. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 

experimentos independientes + DE. Letras diferentes indican que los promedios son 

significativamente diferentes (Tukey,  < 0,05). 

 

 

La Figura 28 B, muestra el efecto del extracto en la actividad in vitro de PG. Los resultados 

muestran que el extracto disminuyó la actividad in vitro de la enzima, causando una inhibición 

de hasta un 39% por efecto de la mayor concentración (500 µg ml-1). Debido a que el efecto 

del extracto en la actividad ezimática in vitro, al igual que lo ocurrido con la enzima cutinasa,  

fue mas bien leve, es posible postular que el efecto de éste en la producción de la enzima en el 

tiempo (Figura 28 A), se debería probablemente a una disminución en la síntesis de la misma. 

 

 



 

  

Se ha reportado que las plantas producen una serie de inhibidores de poligalacturonasas, los 

cuales estarían involucrados en la interacción parásito-hospedero durante el proceso de 

infección de hongos patógenos en plantas (Ben-Hod et al., 1997), dentro de los que destacan 

compuestos de origen fenólico, policétidos y proteínas (Abu-Goukh y Labavitch, 1983; Abu-

Goukh et al. 1983; Friend, 1977; Nuss et al., 1996; Johnston et al., 1993; Johnston et al., 

1994; Gao y Shain, 1995). En este contexto, estudios han demostrado que algunos compuestos 

fenólicos y sus productos de oxidación son capaces de inhibir PGs en hongos fitopatógenos 

(Friend, 1977). La actividad PG del hongo Aspergillus niger fue inhibida por extractos de una 

planta parásita del género Orobanche debido a la presencia de ésteres del ácido caféico en el 

extracto (Ben-Hod et al., 1997). Por otro lado, Bostock et al. (1999) reportaron que el ácido 

caféico inhibe la actividad de una poligalacturonasa producida por M. fructicola. Taninos 

aislados de la corteza de Castanea dentata (Marshall) Borkh (castaño americano) y Castanea 

mollissima Blume (castaño chino), inhiben una PG purificada desde una cepa virulenta de 

Cryphonectria parasitica, agente causal del pardiamiento de la corteza interna del castaño 

americano, los cuales además fueron activos en una PG del patógeno Cryphonectria 

lindemuthianum. El alto nivel de estos compuestos en hospederos resistentes, permitió a los 

autores sugerir que la enzima PG constituiría un factor de virulencia en C. parasitica y que su 

inhibición podría contribuir al desarrollo de resistencia en castaño Chino (Gao y Shain, 1995).  

 

Por otra parte, se ha reportado que las plantas sintetizan a nivel de la pared celular proteínas 

que inhiben la actividad hidrolítica de PG (PGIPs), limitando la colonización por hongos en el 

tejido vegetal (De Lorenzo et al., 2001; De Lorenzo y Ferrari, 2002) y que los niveles de 

PGIPs se correlacionarían positivamente con un incremento en la resistencia de plantas a 

ciertos hongos patógenos (Abu-Goukh et al., 1983; Salvi et al., 1990; Bailey et al., 1992; 

Johnston et al., 1993; D’Ovidio et al., 2004). Evidencia directa del rol de PG en la capacidad 

infectiva de hongos en plantas ha sido obtenida recientemente mediante el uso de plantas 

transgénicas transformadas con genes pgip. De esta forma, plantas de tomate sobreexpresando 

el gen pgip mostraron una reducción significativa de la susceptibilidad a la infección por B. 

cinerea (Powell et al., 2000; D’Ovidio et al., 2004). Además, estudios han demostrado que la 

presencia de proteínas capaces de inhibir poligalacturonasas en berries inmaduros, explicaría 

la resistencia de los frutos a la infección por este patógeno (Grassin, 1987).   



 

  

De acuerdo a éstos reportes y los resultados obtenidos en este estudio, es posible inferir que el 

efecto inhibitorio del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en el desarrollo fúngico de 

B. cinerea en condiciones in vivo, respondería en parte, a la capacidad del mismo de reducir la 

producción de poligalacturonasa en el patógeno.  

 

4.4.4.3 Lacasa  

Se ha documentado ampliamente que las enzimas del tipo lacasa en hongos fitopatógenos 

exhiben una amplia especificidad de sustratos, por lo que han sido implicadas en diferentes 

oxidaciones bioquímicas, incluyendo actividad lignolítica (Xu et al., 1997), oxidación de 

fenoles y polimerización (Billal y Thurston, 1996; Dubernet et al., 1977).  

 

Un aspecto importante del ataque por B. cinerea en vides, es que este patógeno perjudica en 

gran medida la calidad de los mostos y del vino (Suárez e Iñigo, 1990; Piva y Di Pillo, 1994). 

En los mostos, el hongo es capaz de producir degradación de azúcares, modificación de los 

equilibrios ácidos, la formación de glicerol y algunos polisacáridos, y degradación de 

compuestos nitrogenados (Joyeux et al., 1984; Piva y Di Pillo, 1994; Urbano, 2005). Además, 

este hongo produce un metabolito antifúngico que inhibe el crecimiento de levaduras 

(botriticina), por lo que con frecuencia detiene la fermentación antes de que el vino haya 

acumulado niveles suficientes de alcohol (Dubourdieu et al.,, 1978; Donèche, 1993). Por otro 

lado, se ha reportado que vinos producidos con uvas infectadas por botritis, exhiben un 

incremento importante de la actividad de polifenoloxidasas, tales como lacasas y tirosinasas 

(Piva y Di Pillo, 1994; Urbano, 2005). Debido a ésto, en el vino, las alteraciones generadas 

por este hongo afectan drásticamente en el sabor y color, provocan la desaparición de aromas 

afrutados (Piva y Di Pillo, 1994) y limitan sus posibilidades de conservación (Pearson y 

Goheen, 1988; Suárez e Iñigo, 1990; Piva y Di Pillo, 1994; Bouquet et al., 1995 y 1996; 

Gerland, 2006).  

 

Las lacasas de B. cinerea se caracterizan por ser resistentes al alcohol y muy estables, 

permaneciendo activas en las viñas durante meses (Piva y Di Pillo, 1994). Esta enzima 

produce una degradación irreversible de los polifenoles, particularmente de los taninos, 

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



 

  

lo que redunda en la oxidación del vino en la barrica, y además modifica la composición 

fenólica de la uva resultando vinos con un olor desagradable (Pearson y Goheen, 1988; Suárez 

e Iñigo, 1990; Piva y Di Pillo, 1994; Gerland, 2006). Debido a ésto, en aquellas zonas 

agroclimáticas donde predomine la pudrición por botritis en vides se vuelve fundamental 

implementar programas de control basados en el uso de botriticidas (Latorre, 1986; Latorre y 

Vásquez, 1996). Estudios han demostrado que los fungicidas sintéticos en base a pyrimethanil, 

bloquean la producción de lacasas (Milling y Richardson, 1995; Miura et al., 1994; 

Rosslenbroich y Stuebler, 2000), sin embargo, actualmente no existen disponibles en el 

mercado fungicidas naturales capaces de inhibir la actividad de esta enzima en B. cinerea.  

 

Por otro lado, el dióxido de azufre (SO2), es sin lugar a dudas el aditivo más ampliamente 

utilizado en vinificación y también el más indispensable. Su acción antioxidante (Poulton, 

1970; Windenradt y Singleton, 1974; Ough y Crowell, 1987), antioxidásica (Dubernet y 

Ribéreau, 1973; Amano et al., 1979; Sayavedra y Montgomery, 1986) y antimicrobiana 

(Lafon y Peynaud, 1974; Beech et al., 1979; Romano y  Suzzi,  1993), lo convierten en una 

herramienta prácticamente imprescindible en la elaboración de vinos (Schroeter, 1966). Se ha 

reportado que la correcta utilización del SO2 permite obtener vinos menos oxidados, dotados 

de un mejor color y aroma, y sin lugar a dudas con una menor acidez volátil (Zamora, 2005). 

Sin embargo, una de las importantes razones por las cuales se añade este aditivo al mosto, es 

evitar la acción de polifenoloxidasas (Flancy, 1998; Ribéreau-Gayón et al., 1998). No obstante 

este tratamiento es útil para disminuir la actividad de algunas de estas enzimas, ha mostrado 

ser inefectivo en la inhibición de lacasas (Dubernet y Ribéreau, 1973; Urbano et al., 2005; 

Zamora, 2005). 

 

De acuerdo a estos reportes, se consideró interesante evaluar como un posible mecanismo de 

acción de la actividad antifúngica del extracto en estudio en B. cinerea, el efecto de éste en la 

producción y/o actividad de la enzima lacasa. En la Figura 29, se muestra la producción y 

actividad in vitro de la enzima lacasa determinada en el medio de incubación de cultivos de B. 

cinerea suplementados con pectina como inductor, incubados en presencia del extracto 

etanólico de brotes in vitro de quillay o el solvente como control, durante 5, 10 y 15 días.  
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Figura 29. Efecto del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay en la producción y actividad 

in vitro de lacasa en B. cinerea Pers. (A) Actividad enzimática cuantificada en el medio de 

incubación. El extracto fue evaluado en una concentración de 250 µg ml-1. (B) Porcentage de 

inhibición de la actividad in vitro de PG. El extracto fue evaluado en concentraciones finales de 

100, 250 y 500 µg ml-1. Como control se utilizó el solvente. Se realizaron 3 repeticiones por 

tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes + DE. Letras 

diferentes indican que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 

 

Los resultados indicaron que la actividad lacasa fue detectada en los cultivos fúngicos, al igual 

que lo ocurrido con la enzima PG, a partir de los 5 días de incubación e incrementó a medida 

que el tiempo de incubación fue mayor (Figura 29A). Al quinto día de incubación la actividad 

lacasa en los cultivos tratados con el extracto no difirió significativamente de la detectada en 

los cultivos control, no obstante, al día 10 la actividad de esta enzima en incrementó en un 

50% por efecto del extracto con respecto al control. La estimulación de la producción de 

lacasa en B. cinerea por productos naturales de plantas, ha sido reportada previamente 

(Marbach et al., 1985; Cotoras et al., 2004). En este contexto, la producción de lacasa fue 

inducida en cultivos de B. cinerea suplementados con ácido caféico o pectina (Marbach et al., 

1985) y el ácido 3β-hidroxikaurenóico (Cotoras et al., 2004) 



 

  

Los resultados además mostraron que, al día 15 de incubación, en el cual se detectó el mayor 

nivel de actividad enzimática, la producción de la enzima disminuyó en un 21% en los cultivos 

tratados con el extracto con respecto al control (Figura 29A).  

 

El extracto en estudio además redujo en forma significativa la actividad in vitro de la enzima. 

El efecto inhibitorio fue dosis dependiente, alcanzando porcentajes de inhibición de 77, 86 y 

91% con las concentraciones de 100, 250 y 500 µg ml-1, respectivamente (Figura 29B). De 

acuerdo a los resultados obtenidos, es posible inferir que, a diferencia de lo ocurrido con las 

otras enzimas evaluadas, la reducción de la actividad lacasa de B. cinerea por efecto del 

extracto etanólico de brotes in vitro de quillay, respondería a un efecto directo de éste en la 

actividad de la enzima. 

 

Goetz et al. (1999), demostraron que una serie de compuestos fenólicos (fenoles y catecoles) 

presentes en bayas sanas de uvas, tales como catequina, epicatequina 3-O-galato, ácido p-

cumárico, ácido cis-coutárico, ácido trans-caftárico, taxifolina 3-O-ramnosido y quercetina 3-

O-glucuronido, fueron identificados como fuertes inhibidores de la actividad estilbeno oxidasa 

en B. cinerea (Gunata et al., 1987; Pezet y Pont, 1992; Pezet, 1998; Goetz et al., 1999), uno de 

los tipos de lacasas producidas en este patógeno (Pezet, 1998), las cuales actuarían en la 

detoxificación de estilbenos sintetizados en uvas (Pezet et al., 1991). Con el propósito de 

comparar cuantitativamente estos compuestos, en el mismo estudio se analizó extractos 

fenólicos de dos variedades de uvas con diferentes grados de susceptibilidad a B. cinerea 

(Gamay y Gamaret) (Goetz et al., 1999). Los resultados permitieron concluir que la inhibición 

de la actividad estilbeno oxidasa de B. cinerea por estos metabolitos, contribuiría al desarrollo 

de resistencia en bayas jóvenes de uvas al ataque por este patógeno (Goetz et al., 1999) 

 

Una serie de estudios han demostrado la importancia de la enzima lacasa en la capacidad 

infectiva de B. cinerea (Bar-Nun et al., 1988 y 1989; Bar-Nun y Mayer, 1988 y 1989; Staples 

y Mayer, 1995; Viterbo et al., 1993; 1994). En este contexto, Bar-Nun et al. (1988) 

demostraron que el tratamiento de cultivos de B. cinerea con EDTA (ácido etilendiamino 

tetraacético), no afectó el crecimiento del hongo, sin embargo, el tratamiento de frutos de 

pepino con este quelante, redujó el nivel de infección y previno la formación de lacasa 



 

  

(Staples y Mayer, 1995.). Por otro lado, se ha reportado que frutos de pepino (Cucumis 

prophetarum L.) y de la maleza pepinillo del diablo (Ecballium elaterium L.), sintetizan una 

familia de metabolitos triterpenoides cíclicos, las cucurbitacinas, los cuales los protegen de la 

infección por B. cinerea (Bar Nun et al., 1988; Bar-Nun y Mayer, 1989), y que la resistencia al 

patógeno en estas especies, se correlacionó positivamente con la capacidad de los extractos de 

reprimir la secreción de lacasas (Staples y Mayer, 1995). Tanto la cantidad de RNAm que 

codifica la síntesis de lacasa en este hongo, como la producción de la misma, fue 

marcadamente inhibida en cultivos de B. cinerea en la presencia de cucurbitacinas (Viterbo et 

al., 1993; Viterbo et al., 1994). La represión de la producción de lacasas por efecto de las 

cucurbitacinas, derivó en una reducción de la capacidad de infección de B. cinerea, lo cual 

confirmó la importancia de las lacasas en la virulencia de este patógeno (Bar-Nun et al., 1988; 

Staples y Mayer, 1995). De esta forma, la aplicación de extractos de E. elaterium o 

cucurbitacinas a frutos o plantas de pepino y hojas de zapallo, previo a la inoculación con B. 

cinerea, inhibió la infección del tejido por el patógeno (Bar-Nun y Mayer, 1990). Estas 

observaciones sugirieron que la formación de lacasa es un requerimiento necesario para la 

infección por botritis en plantas (Bar-Nun  y Mayer, 1989), resultados que concuerdan con los 

descritos por Sbaghi et al. (1996), los cuales reportaron una dependencia entre los niveles de 

producción de lacasa y la capacidad infectiva de B. cinerea en uvas. 

 

De acuerdo a lo expuesto, el extracto etanólico de brotes in vitro de quillay al reducir 

significativamente la actividad lacasa en B. cinerea, provocaría una disminución de la 

habilidad patogénica del hongo, lo cual explicaría el menor desarrollo del patógeno en 

condiciones in vivo a nivel de hojas y frutos. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio con la actividad lacasa son muy interesantes, ya que 

el extracto etanólico de brotes in vitro de quillay constituiría el primer reporte de un producto 

de origen botánico capaz de reducir efectivamente la actividad lacasa en B. cinerea. 

 

 

 

 



 

  

4.5      Fraccionamiento del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay  

 

4.5.1   Rendimiento de las fracciones obtenidas 

Con el propósito de aislar fracciones activas, el extracto etanólico de quillay in vitro fue 

fraccionado mediante el uso de una placa filtrante, utilizando sistemas de solventes de 

polaridad ascendente. Como se muestra en la Tabla 6, el rendimiento de las fracciones fue 

incrementando con el aumento de la polaridad, lo que permite inferir que el extracto estaría 

constituido en gran parte por metabolitos polares, siendo F5 la fracción mayoritaria.  

 

Tabla 6. Rendimiento de las fracciones del extracto etanólico de brotes in 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 antifúngica in vitro de las fracciones en B. cinerea  

Se evaluó el efecto de soluciones hidroalcohólicas de cada fracción en el crecimiento micelial 

in vitro de B. cinerea. Los resultados (Figura 30), indicaron que las fracciones más polares 

fueron las más activas, con porcentajes de inhibición de 40, 46, 32 y 48% para F3, F4, F5 y 

F6, respectivamente. No obstante, el efecto de ninguna de las fracciones superó la actividad 

fungitóxica del extracto crudo total (51% de inhibición), lo que podría responder a la presencia 

de un efecto sinérgico entre los componentes de las diferentes fracciones, tal y como se ha 

reportado para la actividad biológica de otros extractos y metabolitos de plantas (Tiap-Ling, 

2004; Vidal et al., 2006; Friedman, 2007). Este resultado es muy interesante, ya que plantea el 



 

  

uso del extracto crudo de la especie en estudio como potencial fungicida, lo cual reduciría 

tanto el menor costo de obtención del producto, como el riesgo de desarrollo de resistencia en 

el patógeno. 
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Figura 30. Efecto de soluciones del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay y las 

fracciones aisladas, en el crecimiento micelial de B. cinerea Pers. Las fracciones, al igual que 

el extracto crudo, fueron evaluadas en una concentración final de 200 µg ml-1, utilizando 

etanol 85% v/v como solvente. F1 [n-hexano], F2 [n-hexano: acetato de etilo (9:1)], F3 [n-

hexano: acetato de etilo (5:5)], F4 [acetato de etilo], F5 [acetato de etilo: etanol (5:5)] y F6 

[etanol 100%]. Los porcentajes de inhibición fueron calculados al quinto día de incubación. Se 

realizaron 3 repeticiones por tratamiento. Cada barra representa el promedio de 3 

experimentos independientes + DE. Letras diferentes en las barras indican que los promedios 

son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 

 

 

4.6    Compuestos antifúngicos en extractos de brotes in vitro de quillay 

 

4.6.1   Contenido de saponinas en los extractos y fracciones activas 

Como se ha destacado anteriormente, una serie de estudios han reportado que la actividad 

antifúngica de extractos de quillay, en condiciones naturales de crecimiento, respondería 

principalmente a la presencia de saponinas (Villegas, 1999, Apablaza et al., 2002; Moya, 

2003; Chapagain et al., 2007), siendo éstos los metabolitos mayoritarios en la especie (Guo et 



 

  

al., 2000; Nord y Kenne, 2000; Nord et al., 2001). Por otra parte, se ha demostrado que tejido 

vegetal cultivado in vitro es capaz de sintetizar metabolitos específicos en concentraciones 

similares que plantas intactas en condiciones in vivo (Calva-Calva et al., 2002; Vanisree et al., 

2004). Tales reportes, permitieron inferir que posiblemente la presencia de saponinas en los 

extractos de brotes in vitro de quillay, explicaría, al menos en parte, la actividad fungitóxica de 

los mismos en B. cinerea. De acuerdo a ésto, en este estudio se determinó mediante análisis 

por HPLC el contenido de saponinas en los extractos de acuerdo al método empleado por 

Copaja et al. (2003) modificado, utilizando como estándar el producto comercial Quillaja 

Ultra Powder (QP UF 1000, Desert King Ldta.). En la Figura 31 se muestra el cromatograma 

de HPLC de una solución acuosa del producto utilizado como estándar. 
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Figura 31. Cromatograma HPLC de una solución acuosa de Quillaja Ultra Powder. El análisis 

de las muestras (20 µl) se llevo a cabo en un equipo HPLC con arreglo de diodo (Agilent 

1100), en una columna RP-18 bajo condiciones isocráticas (MeOH:H2O = 90:10), a un flujo de 

0,8 ml min-1. Las señales fueron detectadas a 230 nm (A) Cromatograma de la muestra; (B) 

Espectro UV del peak mayoritario.  



 

  

De acuerdo a los análisis de las soluciones del estándar, las saponinas presentaron un pico con 

un tiempo de retención de 1,6 + 0,2 min (Figura 31A). Es importante destacar que, debido a 

que el producto utilizado como estándar (Quillaja Ultra Powder) corresponde a una mezcla de 

diferentes saponinas triterpénicas (San Martín y Briones, 2000), los cromatogramas obtenidos 

no mostraron una buena resolución, ya que el pico mayoritario fue bastante amplio y además 

aparecieron otros picos con tiempos de retención muy cercanos al del pico mayoritario. No 

obstante, tomando en cuenta que en este estudio se planteo identificar la estructura general del 

metabolito más que una saponina específica, se consideró apropiada la utilización de esta 

mezcla de saponinas como estándar. Por lo demás, la disponibilidad en el mercado de 

saponinas purificadas de quillay es baja, ya que el proceso de separación de estos metabolitos 

es altamente complicado y costoso, lo que responde a la alta complejidad y similitud 

estructural de la mezcla de saponinas en esta especie (Kensil et al., 1991; van Setten et al., 

1995; Kite et al., 2004) 

 

En la Figura 32 A y B, se muestran los cromatogramas, obtenidos del análisis por HPLC para 

la detección de saponinas, de extractos de brotes in vitro de quillay. Los resultados muestran 

que tanto en extractos acuosos como etanólicos se detectó el pico que presenta coincidencia 

con el tiempo de retención y espectro UV del pico mayoritario del estándar. Este resultado es 

muy interesante, ya que constituye el primer reporte de que brotes de quillay obtenidos 

mediante cultivo in vitro son capaces de sintetizar estos metabolitos, lo que permite proponer 

al cultivo in vitro de plantas como una herramienta alternativa para la obtención de saponinas 

de quillay, sin arriesgar la preservación de esta especie nativa. Por otra parte, con el propósito 

de relacionar la actividad antifúngica de los extractos de brotes in vitro de quillay, con los 

niveles de saponinas, se determinó, mediante análisis de regresión lineal de las curvas de 

calibración del estándar (r= 0,998), el contenido de este metabolito en extractos acuosos y 

etanólicos. Los resultados (Figura 33), indicaron que el contenido de este metabolito en 

extractos etanólicos fue mayor al de extractos acuosos. En este contexto, se ha reportado que 

las saponinas, además de ser solubles en agua (Cuellar, 1983; Rodríguez, 1986) exhiben altos 

grados de solubilidad en soluciones de etanol 80 %, propiedad que se ha empleado en diversas 

técnicas para su extracción y purificación (Hernández, 1997; Uribe-Lamas, 1987; Martínez, 

2001).  
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Figura 32. Cromatogramas, obtenidos del análisis por HPLC para la detección de saponinas, 

de extractos acuosos (A) y etanólicos (B) de brotes in vitro de quillay.  
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Figura 33. Equivalentes de saponina (g 100g peso seco-1) en extractos acuosos y etanólicos de 

brotes in vitro de quillay. Los extractos fueron evaluados en una concentración de 10% p/v. 

Cada barra representa el promedio de 3 repeticiones + DE. Letras diferentes en las barras 

indican que los promedios son significativamente diferentes (Tukey, p < 0,05). 



 

  

Como ya se ha destacado, el etanol en altas concentraciones posee la capacidad de alterar la 

integridad de las membranas celulares por deshidratación (Elvir, 1993), por lo que permitiría 

que moléculas almacenadas en organelos celulares en el tejido vegetal puedan ser liberadas 

durante el proceso de extracción. Por otra parte, se ha documentado que la mayor parte de las 

saponinas antifúngicas se encuentran en el tejido vegetal almacenadas a nivel de vacuolas u 

organelos en el tejido sano, principalmente a nivel de células epidérmicas (Grayer y Harborne, 

1994; Osbourn, 1999 a y b; Morrissey y Osbourn, 1999; Dixon, 2001). Esto, podría explicar el 

hecho de que en este estudio el uso de etanol (85% v/v) como solvente, generó extractos con 

un mayor contenido de saponinas, en relación al detectado en extractos acuosos. 

 

Por otra parte, de acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad 

fungitóxica de los extractos de brotes in vitro de quillay (resultados discutidos en 4.2.4), los 

cuales indicaron una mayor actividad antifúngica para extractos etanólicos, el contenido de 

saponinas y el efecto fungitóxico de los extractos se correlacionan positivamente, lo que 

permite inferir que la actividad antifúngica de los mismos en B. cinerea, respondería, al menos 

en parte, a la presencia de saponinas. 

 

Diferentes estudios (Sfeir 1990; Parot, 1993; Copaja et al., 2003) han demostrado que los 

contenidos de saponina en extractos acuosos de quillay (en condiciones naturales de 

crecimiento), se encuentran en el rango de 10-19% para la corteza, 10-11% para ramillas y 

8,8-10,9% para la madera, los cuales, según los resultados obtenidos en este estudio, son 

superiores a los niveles detectados para extractos acuosos de brotes in vitro de quillay (~ 5%). 

Sin embargo, ambos resultados estrictamente no se podrían comparar en forma directa ya que 

las metodologías utilizadas, tanto en la extracción como el análisis, no fueron las mismas. Por 

ésto, con el propósito de demostrar que brotes in vitro sintetizarían una menor cantidad de 

saponinas en relación a plantas intactas, en este estudio se determinó además el contenido de 

saponinas de extractos acuosos de hojas de quillay in vivo. Los resultados indicaron que el 

contenido de saponinas en extractos acuosos de brotes in vitro es menor (3 veces) al de 

extractos acuosos de quillay in vivo. No obstante, según los resultados de los ensayos de 

actividad, ambos tipos de extractos exhibieron un efecto fungitóxico similar (no 

estadísticamente diferentes). Lo anterior, permite sugerir que brotes de quillay in vitro serían 



 

  

capaces de sintetizar saponinas con un mayor nivel de actividad antifúngica que aquellas 

producidas en ejemplares en condiciones naturales de crecimiento, o bien, que la actividad de 

extractos de quillay in vitro se explicaría además por la presencia de otro tipo de moléculas. 

Por otra parte, los resultados indicaron que el contenido de saponinas detectado en extractos 

etanólicos de quillay in vivo, fue similar al de extractos etanólicos de brotes in vitro y, al igual 

que lo que ocurrió para extractos de quillay in vitro, superior al de extractos acuosos (datos no 

mostrados). 

 

Además, en este estudio se determinó el contenido de saponinas en las fracciones más activas 

del extracto de acuerdo a los resultados de la evaluación de la acción fungitóxica in vitro de 

las mismas (F3, F4, F5 y F6), y en el extracto crudo, en la misma concentración. Los 

resultados indicaron que todas las fracciones evaluadas contienen saponinas, sin embargo las 

fracciones más polares (F5 y F6) fueron las que mostraron los mayores niveles (Figura 34), lo 

que respondería a la naturaleza altamente polar de estos compuestos (Uribe-Lamas, 1987; 

Martínez, 2001) 
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Figura 34. Equivalentes de saponina (µg mg de muestra-1) en el extracto etanólico de brotes in 

vitro de quillay y las fracciones activas del mismo. Las muestras fueron inyectadas en 

concentración final de 2,5 mg ml-1. Cada barra representa el promedio de 3 repeticiones + DE. 

Letras diferentes en las barras indican que los promedios son significativamente diferentes 

(Tukey, p < 0,05). 



 

  

Al relacionar los contenidos de saponinas con la actividad antifúngica de las fracciones 

(resultados discutidos en 4.8.2, Figura 30), se observa que F6, a pesar de ser la fracción que 

mostró el mayor nivel de acción fungitóxica, no fue la que presentó el mayor contenido de 

saponinas, y que F5, la cual exhibió la menor actividad antifungica entre las fracciones 

activas, fue la que presentó el mayor contenido de este metabolito, superando incluso al del 

extracto crudo. Estos resultados permiten inferir que F6 (y también F3 y F4), contendrían 

saponinas más activas que las presentes en F5, o bien, que la actividad de tales fracciones se 

debería probablemente a la presencia de otras moléculas bioactivas. Sin embargo, se ha 

documentado que mayores concentraciones de saponinas no siempre se traducen en una 

actividad antifúngica superior (Apablaza et al., 2002; Moya, 2003), lo cual se explicaría, 

según lo reportado por Osbourn (1996b), a que altas concentraciones de este metabolito 

facilitarían la formación de micelas (aglomeraciones), las cuales disminuyen la acción 

fungitóxica de los mismos. Ésto podría explicar en parte los resultados discutidos 

anteriormente (Figuras 33 y 34). 

 

Con el propósito de complementar los resultados, se evalúo el efecto de una solución del 

producto utilizado como estándar (>70% de saponinas triterpénicas), en el crecimiento 

micelial in vitro de B. cinerea. Los resultados de este ensayo mostraron que Quillaja Ultra 

Powder, en una concentración de 250 µg ml-1 redujo en un 28,8% el crecimiento micelial in 

vitro del patógeno con respecto al control, mientras el extracto etanólico de brotes in vitro de 

quillay, en la misma concentración y bajo la misma metodología, inhibió el crecimiento del 

hongo en un 64,5%. Este resultado apoya la hipótesis de que la actividad antifúngica de los 

extractos de quillay in vitro se debería, además del contenido de saponinas, a la presencia de 

otros constituyentes, lo que concuerda con lo reportado por Apablaza et al. (2002), quienes 

concluyen que el efecto fungitóxico de los extractos comerciales de quillay (QL Ultra, QL 

1000 y QL 30B), en los hongos fitopatógenos E. cichoracearum y S. fuliginea, se debería a 

una acción conjunta entre las saponinas y el resto de los sólidos del producto, hecho que 

explicaría la mayor efectividad antifúngica de los extractos con menor grado de purificación. 

En este contexto, se ha reportado que los extractos de quillay, además de saponinas 

triterpénicas, contendrían proteínas, azúcares, algunas sales y una serie de compuestos 

fenólicos (Natural Response, 2004).  



 

  

4.6.2  Contenido de compuestos fenólicos en el extracto etanólico 

Considerando que la actividad antifúngica del extracto de brotes in vitro de quillay, de acuerdo 

a los resultados obtenidos, al parecer se explicaría no sólo por el contenido de saponinas, en 

este estudio se evaluó mediante análisis por HPLC la presencia de compuestos fenólicos (ver 

3.8.2) en el extracto.  

 

En la Tabla 7, se muestra la concentración de los compuestos fenólicos en el extracto etanólico 

de brotes in vitro de quillay, mientras en la Figura 35, los cromatogramas derivados de dicho 

análisis. 

 

Tabla 7. Concentración de compuestos fenólicos, detectados por HPLC, en el extracto 

etanólico de brotes in vitro de quillay. El extracto fue evaluado en una concentración de 10% 

p/v. Los compuestos fueron detectados a 254, 280, 314 y 340 nm, de acuerdo al método 

empleado por Ruhland y Day (2000) modificado. 

 

Compuesto Tiempo de 

retención (min) 

Área  

(mAu*s) 

Concentración  

(mg ml-1) 

Ácido shikímico 1,926 136,31 0,7985 

Ácido clorogénico 4,745 363,21 0,2482 

Esculetina 5,235 104,54 0,1350 

Ácido caféico 5,240 175,75 0,2901 

Rutina 5,713 915,83 0,0085 

Ácido p-coumárico 5,845 261,87 0,0066 

Escopoletina 6,022 354,49 0,3313 

Ácido vaníllico 6,855 142,58 0,2523 

Ácido salicílico 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 análisis por HPLC para la detección de compuestos 

fenólicos,  del extracto etanólico de brotes in vitro de quillay. El extracto fue inyectado en una 

concentración 10% p/v. La presencia de los compuestos se detectó a: 254, 280, 314 y 340 nm. 

 
Los resultados confirmaron que el extracto etanólico de quillay in vitro contiene una serie de 

compuestos fenólicos, varios de los cuales han sido identificados en otras especies vegetales 

como metabolitos antifúngicos en hongos fitopatógenos. Tal es el caso de los ácidos 

clorogénico, caféico y p-coumárico (Derek et al., 1989; Harborne y Baxter, 1993), las 

cumarinas esculetina y escopoletina (Uritani et al., 1953; Minamikawa et al., 1962; 

Minamikawa et al., 1964 Murray et al., 1982; Tanaka et al., 1983; Harborne y Baxter, 1993; 

Gutiérrez et al., 1995; Prats et al., 2006), y los flavonoides rutina (Beschia et al., 1984; 

Padmavati et al., 1997; Báidez et al., 2006), naringenina (Mizobuchi y Sato, 1984; Kokubun y 

Harborne, 1995; Padmavati et al., 1997; Danelutte et al., 2003) y quercetina (Hirasawa y 

Takada, 2004; Báidez et al., 2006). En base a éstos resultados, es posible concluir que la 

actividad antifúngica del extracto etanólico de quillay cultivado in vitro en B. cinerea, se 

debería al menos en parte a la presencia de saponinas y algunos compuestos fenólicos.  



 

  

5         CONCLUSIONES 

 

 

� En este estudio se logró implementar un sistema eficiente de propagación in vitro de 

quillay a partir de yemas axilares, lo que representa un aporte al desarrollo de técnicas 

biotecnológicas para el estudio y utilización comercial de esta especie, sin arriesgar su 

preservación como recurso nativo.     

 

� Los extractos de brotes in vitro de quillay reducen significativamente la germinación 

de conidias y crecimiento micelial in vitro de Botrytis cinerea, siendo más activos 

extractos etanólicos que acuosos; lo que se traduce en una disminución de los niveles 

de infección por el patógeno a nivel foliar y de frutos en condiciones in vivo.  

 

� La actividad antifúngica de extractos de brotes in vitro de quillay, fue comparable a la 

de fungicidas comerciales, aunque levemente inferior a la de extractos de hojas de 

quillay en condiciones naturales de crecimiento. Sin embargo, el cultivo de tejido in 

vitro de plantas constituye una alternativa interesante para la utilización de esta especie 

en la formulación de fungicidas naturales, ya que ofrece sistemas de producción 

constantes, y consistencia en los rendimientos y la calidad de los productos obtenidos, 

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

 

� De los ensayos orientados a dilucidar el mecanismo de acción que explicaría la acción 

fungitóxica del extracto en estudio en B. cinerea, se desprende que éste fue capaz de: 

alterar en forma moderada el proceso de respiración celular y la permeabilidad de la 

membrana plasmática del hongo; disminuir la actividad de enzimas antioxidantes 

(CAT y SOD) e incrementar moderadamente los niveles de peróxido de hidrógeno y 

lipoperoxidación en cultivos de B. cinerea; y reducir significativamente la producción 

de cutinasa y poligalacturonasa, e inhibir en forma importante y dosis dependiente la 

actividad lacasa in vitro del patógeno. 

 



 

  

� Resultados del fraccionamiento del extracto en estudio, indicaron que las fracciones 

más polares, además de ser las mayoritarias, fueron las más activas, sin embargo la 

acción fungitóxica de ninguna de ellas superó a la del extracto total, lo que podría 

responder a la presencia de un efecto sinérgico entre los componentes de las diferentes 

fracciones. Estos resultados plantean el uso del extracto crudo de brotes in vitro de 

quillay como potencial fungicida para el control de botritis, lo que reduciría tanto el 

costo de obtención del producto, como el riesgo de desarrollo de resistencia en el 

patógeno. 

 

� Los brotes de quillay obtenidos mediante cultivo in vitro sintetizan saponinas, y  

compuestos fenólicos, tales como escopoletina, esculetina, los ácidos p-coumárico, 

caféico y clorogénico, rutina, naringenina y quercetina, los cuales han sido 

identificados en especies vegetales como metabolitos antifúngicos para hongos 

fitopatógenos. 

 

� El cultivo in vitro de quillay representa una alternativa interesante para la obtención de 

extractos con propiedades antifúngicas en B. cinerea, la cual se explicaría, al menos en 

parte, por la presencia de saponinas y compuestos fenólicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

6         PROYECCIONES DEL ESTUDIO 
 
 

 
Las proyecciones que surgen de este trabajo son varias y en diferentes ámbitos: 

 

- El sistema de producción in vitro de quillay podría ser utilizado en programas de 

reforestación, a partir de la selección de plantas elite, lo que permitiría recuperar áreas 

sobreexplotadas. 

 

- El sistema de propagación in vitro de quillay permitirá realizar estudios tanto 

fisiológicos y moleculares, orientados a identificar mecanismos de tolerancia a 

condiciones extremas. A partir de tales estudios, se podrán realizar además análisis 

geonómicos, proteómicos y metabolómicos en una especie de gran relevancia 

comercial. Por ejemplo, el poder identificar genes involucrados en la síntesis de 

saponinas, o desarrollar un sistema de elicitación que incremente la síntesis de estos 

metabolitos en condiciones controladas, ayudaría tanto en el campo básico como 

aplicado, considerando la gran demanda de tales compuestos. 

 

- El sistema de propagación in vitro de quillay, permitirá obtener un extracto inhibidor 

del hongo fitopatógeno B. cinerea. Este extracto al ser natural tendrá aplicación tanto 

en sistemas de producción agrícola tradicionales como en la agricultura alternativa. 

 

- La efectividad del extracto de quillay in vitro debería ser evaluada en otras 

enfermedades vegetales de difícil control, tales como oídios y fusariosis. 

 

- El uso de extractos de quillay in vitro a nivel comercial requerirá de una evaluación 

ambiental y económica que justifique su uso a nivel de campo. En este contexto, aún 

falta por desarrollar investigaciones referidas, entre otros, al uso conjunto del extracto 

con fungicidas comerciales, la evaluación de posibles respuestas de resistencia 

sistémica adquirida, y su posible efecto tanto en el rendimiento y calidad de los 

cultivos, como en el desarrollo de microorganismos benéficos.  
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