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Resumen

Dentro de los factores que pueden afectar el crecimiento y desarrollo de las plantas se
encuentran las enfermedades fangicas, las cuales afectan el rendimiento y posibilidad de
generar alimentos primarios y derivados. Actualmente se controlan mediante productos
fitosanitarios pero el uso inapropiado supone un riesgo para la salud humana y el ambiente.
Frente a esta realidad surge, como una opcién sustentable, la utilizacion de los compuestos
vegetales como potenciales productos antifingicos o biofungicidas. El objetivo de este trabajo
fue determinar la accién inhibitoria de metabolitos vegetales sobre el crecimiento in vitro de
patégenos que afectan cultivos extensivos e intensivos horticolas. Los compuestos evaluados
fueron daidzeina, genisteina, dos chalconas (CH1 y CH2), vainillina, isovainillina y dos
productos fungicidas comerciales como controles. Se evalué la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) de cada compuesto quimico, mediante el método de microdilucién, frente a
cinco géneros fungicos Alternaria sp., Cladosporium sp., Phomopsis sp. (P. longicolla),
Fusarium sp.(F. graminearum, F. subglutinans, F. proliferatum y F.oxysporum)y Rhizopus
stolonifer, causantes de patologias de interés agronémico. Los resultados demostraron que
s6lo el vainillina resultd ser efectivo para inhibir todos los patdgenos evaluados con
concentraciones menores a 250 pg/ml, mientras que la chalcona CH2 present6 actividad
frente Alternaria sp., Phomopsis longicolla, F. subglutinans y F. proliferatum. Se concluye que
ambos metabolitos vegetales, la chalcona CH2 y vainillina, registraron actividad inhibitoria
sobre el crecimiento de los fitopatdégenos evaluados, constituyéndose como potenciales bio-

fungicidas.

Palabras clave: Metabolitos Vegetales, Hongos Fitopatdégenos, Accion Antifangica.
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Introduccién

Las plantas, a lo largo del tiempo,
han debido adaptarse a las condiciones
ambientales en las cuales crecian. Dicha
adaptacion estaba condicionada por
factores bidticos y abidticos; he aqui la
de

desarrollaran estrategias fisicas, quimicas

importancia que las mismas
y fisiol6gicas para poder hacer frente a todo
aquello que tienda a modificar su normal
desarrollo (Maestro-Duran et al. 1993).
de

intervinientes se encuentran los hongos,

Dentro los factores bi6ticos

organismos que pueden desarrollar

relaciones simbi6ticas o bien ser
patégenos de las mismas.

Los hongos tal lo plantean Grayer y
Harbone (1994), para ser efectivos en su
etapa patogénica requieren que sus
esporas germinen y sean capaces de
superar las barreras defensivas vegetales
(cuticula) y, una vez atravesadas, poder
infectar los tejidos de la planta. Estas
barreras son fisicas y/o quimicas y, dentro
de estas Ultimas, se encuentran los
compuestos o0 metabolitos generados por
las plantas que expresen capacidad
antifungica. Acorde al trabajo de Lygin et al
(2014), estos metabolitos surgen como una
primera linea de defensa ya sea inhibiendo
al microorganismo o disminuyendo su
colonizacién para que luego otras formas
de defensa puedan eliminarlo.

La actividad antimicrobiana puede

estar delegada a metabolitos secundarios

\\%

= D

VN

Asociacién de Universidades

GRUPO MONTEVIDEO i

.‘,9

como son los compuestos fendlicos,

saponinas, alcaloides, terpenoides,
estibilenos y fenilpropanoides; entre otros.
La respuesta vegetal a la infeccion del
patégeno se expresa o manifiesta como un
aumento en la producciéon de dichos
metabolitos alcanzando una concentracion
inhibitoria del patégeno.

Tal lo expresa Garcia (2004), estos
metabolitos son eficaces desde la ecologia,
lo que los diferencia de los metabolitos
primarios que son eficaces
fisiologicamente. Si a su funcién ecolégica
sumamos, como lo plantea Rodriguez
Maturino et al. (2015), la ventaja de ser
rapidamente degradados en el suelo y que
generalmente no presentan un efecto
téxico en mamiferos; los mismos pueden
ser empleados en los sistemas de
agricultura organica y sustentable.

Los primeros reportes sobre la
presencia de metabolitos con accién
antifangica fueron descritos por Muller y
Borger (1940). Los mismos mostraron
fuertes evidencias de la resistencia de las
plantas a enfermedades al observar la
resistencia de la papa al hongo
Phytophthora infestans causada por la
produccion de compuestos fungitdxicos por
parte de la planta hospedante (Garcia
Mateos y Pérez Leal, 2003).

Segun Grayer y Harbone (1994),
existen distintas familias botanicas que
producen compuestos antifingicos los

cuales pueden variar en su constitucion
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guimica dentro de cada familia o bien estar
presente parcialmente dentro de las
mismas. Para Graham (1991), son los
metabolitos derivados de fenilpropanoides
los que estan ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y desempefian distintas
funciones. Es de alli la importancia de
analizar este tipo de compuestos, donde su
biosintesis puede ser una respuesta a la
presencia de un patdgeno fangico.

En las Fabaceas, segln Lozovaya
Vera et al. (2004), los fenilpropanoides son
sintetizados y acumulados como respuesta
al ataque de patdégenos. Pero ademas
dentro de esta familia botanica se
presentan otros compuestos quimicos con
potenciales funciones antifingicas.

Por otro lado, para Carpintella et al
(2003), es necesario prestar atencion a la
familia Meliaceae debido a que ciertos
metabolitos potencialmente activos son
producidos por arboles de dicha familia y
los cuales pueden ser utilizados como
compuestos antifungicos.

Mas alld de un tipo particular de
de

compuestos secundarios ha permitido que

familia  botanica, la presencia
los mismos ofrezcan resistencia infeccion
y/o colonizacién de ciertos patégenos. Es
por ello que su presencia dentro del Reino
vegetal permite que actualmente sean
considerados una alternativa, tal lo expresa
Yanar et al (2011), para lograr productos de
menor impacto ambiental y menor riesgo

para los seres humanos.
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Objetivos
Determinar la accién inhibitoria de
metabolitos vegetales sobre el crecimiento

in vitro de patégenos vegetales

Materiales y Métodos
Caracterizacion morfologica de las
especies fungicas evaluadas:
de
Fitopatologia, disponible en el laboratorio

A partir la micoteca de
de Biodiversidad vegetal y microbiana
(BioVyM, IICAR, FCA.UNR),

seleccionaron cinco cepas o aislamientos

se

de géneros y especies fungicas causantes
de enfermedades vegetales de interés
agronomico, las cuales son reconocidas
por su efecto detrimental sobre la
produccion y calidad de los alimentos y la
A dicha

aislamientos

salud humana y ambiental.

seleccibn se agregaron
patégenos del cultivo de Cucurbita maxima
var. maxima (zapallito), con el fin de
evaluar la posibilidad de su control
mediante metabolitos vegetales, debido a
que este tipo de produccion agronémica
cuenta con regulaciones para el uso de
fungicidas comerciales y porque lo
producido en el campo es ingerido sin
procesamiento industrial por los
consumidores.

Los patdgenos fuangicos fueron
reactivados mediante siembras en medio
de cultivo de agar papa-glucosa 2% vy

acidulado con gotas de acido lactico al 25%
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(APGA), e incubados en condiciones en
oscuridad a 26+/-1 °C durante 7 dias.

Una vez obtenidas las colonias
puras de cada patégeno bajo estudio, se
realizé la caracterizacion morfolégica en
base en sus caracteristicas macro-
morfolégicas como ser color de las
colonias, presencia y forma del estroma,
presencia y tipo de picnidios y peritecios; y
micro-morfolégicas como tamafo y forma
de macro y micro-conidios, ascos Yy
ascosporas (Leslie and Summerell, 2006;
Hernandez et al. 2015).

Preparacion de In6culos:

Los in6culos se prepararon de
acuerdo con los lineamientos del
documento M38-A2? recomendado por
CLSI (2008) utilizando suspensiones de
conidios. Los hongos fueron sembrados en
medio Agar Papa Dextrosa, para estimular
la conidiacién, y se incubaron a 28°C por
10 dias. Una vez obtenidas colonias
maduras, las mismas fueron raspadas con
agua estéril, lograndose las suspensiones.
Se realizé el recuento de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y se realiz6
la dilucibn necesaria para obtener una
concentracion de 5 x 10° UFC/mL (Leslie &
Summerell, 2006).

Compuestos a Evaluar:
Se trabaj6 con compuestos
vegetales perteneciente a diferentes
Familias Botanicas, como ser la Familia

Meliaceae y la Familia Fabaceae. Ademas
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se analizé la actividad antifungica de
compuestos sintéticos y compuestos
comerciales. Los compuestos vegetales a
evaluar fueron: Daidzeina (Lozovaya et al.
2004; Pioli et al, 2004), Genisteina
(Lozovaya et al. 2004; Pioli et al., 2004),
(Carpinela et. al 2003),
Isovainillina, Chalcona 1 y 2. Ademas se

Vainillina

utilizaron como testigos dos fungicidas
comerciales Azoxytrobina (estrobirulina) +
ciproconazole (triazol) y Carbendazim 50,
de baja toxicidad (grado 3 Banda azul o
Banda verde) por ser catalogados los
menos téxicos para la salud humana y el
ambiente. (INTA, 2008).

Actividad antifungica:
La Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) de cada compuesto quimico
se determin6 usando el método de
microdilucién en caldo en microplacas de
96 pocillos con tapa y fondo plano (Greiner
Bio One, Wemmel, Bélgica), con la
modificacion de que el medio utilizado fue
Sabouraud-Glucosa (Sb-Glu). En cada una
de las microplacas se realizaron las
diluciones en forma seriada de las
soluciones de trabajo para obtener, en
cada pocillo 100 ul y concentraciones
finales entre 250-0,24 pg/mL (Sortino et
al., 2011).

Las placas se incubaron a 28-30°C
utilizando camara himeda por un tiempo
de 2 a 5 dias dependiendo de la especie

fungica. Se determind la concentracion
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minima inhibitoria (CIM), como la menor
concentracion de los compuestos que
inhibe totalmente el crecimiento de
microorganismos y se considerd activos
aquellos compuestos con CIM < 250
pg/mL. (Stevaz et al., 2004; Sortino et al.,
2011).

Ademas se determind la
Concentracion fungicida minima (CFM)
tomando alicuotas de 10 pL de los pocillos
en los que no se observé desarrollo fungico
y se sembré en placas de Petri con Sb-
Agar. Luego de la incubacién por 2-5 dias
a 28°C, se observd el crecimiento y se
determiné la CFM como la minima
concentracion del compuesto o principio
activo en la que no se haya observado

crecimiento flngico.

Resultados y Discusion

Los géneros evaluados y descriptos
fueron Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Fusarium sp., Phomopsis sp., Rhizopus sp.
Algunas de las especies evaluadas fueron
Fusarium graminearum (7-170 y 20), F.
proliferatum, F. oxysporum, F.
subglutinans, Phomopsis longicolla vy
Rhizopus stolonifer.

Posterior a la siembra e incubacion
de cada especie fungica en microplacas de
96 pocillos, se observé cudl era la relaciéon
entre el patébgeno y los distintos
compuestos antifingicos bajo estudio.

Para todas las cepas fungicas bajo

estudio, la daidzeina y genisteina no han
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mostrado accion inhibitoria ni fungicida en
ninguna de las concentraciones
estudiadas. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Pioli et. al
(2004) sobre varias cepas del complejo
Diaporthe-Phomopsis pero se
diferenciaron del efecto antifingico logrado
sobre otros géneros fungicos evaluados
por Graham (1991) y Lozovaya et al (2004).
Por lo tanto estos compuestos vegetales
proveniente de la familia Fabaceae no han
controlado la formacién de colonias de los
géneros y especies fungicas evaluados y
bajo estas condiciones experimentales.
Por otro lado, la vainilina ha
inhibido los patégenos analizados en
diferentes concentraciones. Las CIM para
las especies Cladosporium sp., Rhyzopus
sp., F. subglutinans, P. longicolla y uno de
los F. graminearum ha sido de 31,3 pug/ml.
Con respecto a la otra cepa de F.
graminearum, F. oxysporum y Alternaria
sp., la vainillina ha sido efectiva inhibiendo
el crecimiento faingico a concentraciones
de 62,5 pg/ml. Sorprendentemente este
compuesto antifungico ha sido muy
efectivo frente a F. proliferatum,
obteniéndose una CIM de 15,6 pg/ml.
Estos resultados acuerdan con lo
expresado por Carpinella et al. (2003),
demostrando la accién de dicho compuesto
sobre distintos patdégenos fungicos. Pero
ademas de inhibir la formacion de colonias,
este compuesto ha tenido accion

antifiingica sobre los patégenos
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estudiados, es por ello que las CFM han
variado entre 62,5 y 31,3 pg/ml.

Ademas al evaluar la acciéon del
compuesto  sintético de  semejante
estructura quimica se determiné la
importancia del compuesto natural sobre
aquellos semejantes sintetizados
artificialmente, ya que este Ultimo no
presento la misma forma de accion frente a
los patégenos. La isovainillina, isbmero
sintético del vainillina, no ha presentado
accion inhibitoria para las cepas fungicas
estudiadas excepto para Alternaria sp., la
cual inhibié en una concentracion de 250
pHg/ml pero no ha sido capaz de evitar su
crecimiento.

Otros compuestos naturales
encontrados en la naturaleza pero también
de sintesis en el laboratorio, son las
chalconas, las cuales en contraposicion a
lo planteado por Svetaz et al (2004), ellas
presentaron comportamientos distintos. La
Chalcona 1 no ha desarrollado actividad
inhibitoria ni fungicida para los hongos
analizados. Por su parte, la Chalcona 2 se
caracteriz6 por inhibir en concentraciones
de 250-62,5 pg/ml a Alternaria sp., P.
longicolla, F. subglutinans y F. proliferatum.
Con respecto a la actividad fungicida de
dicha chalcona, la misma ha demostrado
accién en concentraciones 250-125 pg/ml
sobre Alternaria sp. y P. longicolla pero no
asi para las dos especies de Fusarium sp.

Cuando se analiz6 la accion

inhibitoria y/o antifingica de los principios
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activos de los distintos fungicidas
comerciales, se encontrd que los mismos
varian en su capacidad para inhibir o matar
patdégenos fungicos. El Carbendazim 50 ha
tenido una accionar muy variable a la hora
de inhibir las distintas especies,
encontrandose que inhibio totalmente el
crecimiento de P. longicolla pero no ha sido
capaz de controlar las especies de F.
graminearum, F. proliferatum y Rhizopus
stolonifer. Tal lo expresa Cavallo et al
(2005), la eficiencia de control del
Carbendazim frente a Rhizopus stolonifer
es baja en comparacion con otros
productos comerciales. Ademas dicho
principio activo no ha podido controlar
cepas de F. graminearum, siendo su
rendimiento menor al expresado en Svetaz
et al. (2004).

De la misma manera, F. oxysporum
no fue controlado por el compuesto activo
de azoxistrobina, esto ha sido también
demostrado por Araya Gonzales et al.
(2013). Otra de las

pertenecientes al género Fusarium como

especies

son los F. graminearum han sido disimiles
en su actividad frente a este compuesto
activo. Mientras que Azoxy pro ha
controlado ambas cepas en valores
diferentes, dichos valores son superiores a
los presentados por Svetaz et al (2004). En
algunos casos, como Cladosporium sp.,
solo la concentracién de 250 ug/ml ha sido

capaz de inhibir el crecimiento fungico.
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Conclusiones

Las plantas han sabido llevar
adelante respuestas fisiolégicas con el fin
de protegerse de los patdégenos. Como
parte de estas respuestas surgen los
metabolitos secundarios con la capacidad
de evitar la colonizacion de sus tejidos de
por parte de las hifas fungicas. He aqui la
importancia de este estudio para utilizar
estos compuestos con fines agronémicos,
los cuales son naturales, biodegradables y
no afectarian la salud del ser humano y del

ambiente.

En base a los resultados obtenidos,
la vainillina seria un compuesto O6ptimo
de

enfermedades. ElI mismo ha sido capaz de

para utilizarse en el control
controlar y hasta inhibir el crecimiento de
todos los patdgenos bajo estudio, esto
demuestra que su espectro de accion es
amplio. Ademas tal lo plantea Carpinella et
al (2003), su presencia en los alimentos
como saborizante demuestra su baja
toxicidad para los mamiferos, lo cual le
brinda mayores beneficios al uso de dicho

compuesto en la produccion agricola.

de

estudiados no han presentado accion

Algunos los compuestos
dentro de lo ensayado por este trabajo, no
obstante su accién dentro del metabolismo
vegetal no deja de ser importante. El
accionar de algunas isoflavonas tal vez no
reside Unicamente en su posibilidad de

inhibir los patégenos, sino que las mismas

\\%

= D

VN

Asociacién de Universidades

GRUPO MONTEVIDEO i

.‘,9

podrian servir para comunicar sobre la

infeccion 'y activar una respuesta
inmunitaria de las plantas.
Por otro lado, la capacidad

inhibitoria de otros compuestos depende
de su origen, pudiendo ser naturales o
artificiales. Pero ademas de ser naturales,
uno debe considerar dentro de qué o cual
familia o género boténico se encuentran ya
que el accionar de ciertos metabolitos
secundarios parece estar condicionado por
la informacion genética que cada especie

vegetal contenga.

Tal lo expresa Yanar et al (2011), la
explotacion de dichos compuestos sera un
método racional y ecoldgico para el manejo
integrado de enfermedades. El interés es
tal que, segun Garcia y Pérez (2003), el
reconocimiento de estos compuestos
quimicos permitiria producirlos a gran
escala y obtener un producto comercial o

bien seguir estudiandolo para evaluar

genéticamente  su maquinaria  de
produccion dentro de la planta.
La inocuidad para los seres

humanos es importante pero ademas, los
compuestos antifingicos son productos
naturales y por lo tanto son rapidamente
degradados en el suelo
2015).

implementacion de estos metabolitos como

(Rodriguez

Maturino Por lo tanto Ia
potenciales fungicidas permitird beneficios
a las propias plantas, a la poblacién

humana y al ambiente, convirtiendo al
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recurso natural vegetal como una fuente de
productos Utiles para la produccién de

alimentos.
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