Compuesto antifiingico en pared
celular de crisantemo (Dendranthema
grandiflora Tzvelev.)
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Antifungical Compound in Chrisanthernum's Wall
Celular (Dendranthema grandiflora Tzvelev,)
Abstract. It deals with three experiments: in the first one, 36
plants were tnoculated for aspersion (of 40 days, after the
transplant) of the varieties Super White (susceptible) and White
Marble (resistant) with 10° telioesporer of Puccinia horiana/ 2/
of water; in the second one, the same varieties were cultivated in
VItrO and plants at three months had dealings with celulasa
(0.26 mg/ ml); and in the third one were injected with celniasa (to
the same concentration) 8 leave of the half stratum of 50 plants
(in conditions of greenhonse) of the varieties Super W hite
(viscepteble), White Marble (resistant) and Fred Shoesmith
(immne), covering all the sheet foliate.
The exctractions gotten in the three cases were utilized in order 1o
carry oul the gases chromathography and masses spectrometry
stndies and the corresponding bioessays with the indicative fitngy
Alternaria solant, This revealed that identificated componnd was
dephenil-metano ditsocianalto, it was considered like a factor of

resistance in chrisanthemunt.
Introduccion

En la interaccién planta-pardsito, el hospedante puede
responder de varias formas, entre ellas se encuentran las
fitoanticipinas y la produccidn de fitoalexinas (Van Etten
et al, 1994). En la relacion crisantemo (Dendranthema
grandifiora Tzvelev) y roya blanca (Puccinia horiana Henn.),
se desconoce el tipo de respuesta que la planta tiene ha-
cia el hongo; sin embargo, dentro de la familia Asteraceae
(= Compositae) se han identificado una gran cantidad
de metabolitos de tipo poliacetilénico e isoprenoide
{Christensen y Lam, 1991; Christensen, 1992 y Maciver,
gp. cit.). A los compuestos poliacetilénicos se les han en-
contrado propiedades de: 2) fitoalexinas (Thomas y Allen,
1970; Allen y Thomas, 1971; De Wit y Kodde, 1981;
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Mercier et af, 1993; Heywood e 4/, 1977
y Stoessl, 1982); b) compuestos alelopiticos :
(Stevens, 1986 y Menelaou ez 4/, 1992); Lﬁ
¢) estimulantes de la germinacién de hon-
gos (Binder es &/, 1977); d) nematicidas
(Kogiso ez al, 19706); e) citotoxicos
(Fujimoto ez af,, 1994) y f) anti-inflamatorios
(Redl ez af, 1994).

El otro tipo de compuestos, los isopre-

noides, se han identificado en Pyrethrum,
Tanacetum y Partheninm, géneros muy relacio-
nados con el crisantemo. Entre dichos com-
puestos se encuentran el farneseno, sesqui-
terpenos v esteroles (Bohlmann y Zdero,
1982; Maatooq y Hoffmann, 1996; Maciver,
gp. cit. y Wilkomirski y Dubielcka, 1996).
Gershenzon y Croteau (1993) encontraron
que a partir del crisantemil pirofosfato se de-
rivan monoterpenos con actividad insectici-
da; Maatooq y Hoffmann (gp. ar) detecta-
ron que las plantas de Partbeninrm (Asteraceae)

tenfan presentes sesquiterpenos fungitéxicos.

Debido a que el crisantemo pertenece a la familia
Asteraceae y que en este grupo de plantas se han encon-
trado compuestos isoprenoides y poliacetilénicos con pro-
piedades fungitoxicas, no se descarta la posibilidad de que
pueda existir un grupo de compuestos diferentes pertene-
cientes a alguna otra ruta metabdlica. Con la investiga-
cion, que consistid en tres experimentos, se propuso iden-
tificar fitoalexinas y fitoanticipinas de crisantemo suscep-
tible, resistente e inmune al ser infectado con P. Aoriana o
al estar en presencia de celulasa.
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I. Metodologia

a) Produccién de antimicrobianos en plantas de
crisantemo inoculadas con P. horiana

Un mes después de establecidas 36 plantas de cada una de
las variedades Super White (susceptible) y White Marble
(resistente) en macetas de 15 cm de didmetro y en condi-
ciones de invernadero (28°C y 70% de humedad relativa),
se inocularon con una suspension de 10° teliosporas de P,
horiana/ml de agua y se mantuvieron durante 24 h bajo
condiciones de alta humedad relativa (100%) y tempera-
tura de 17 a 20°C para favorecer la penetracion e infec-
cién por el patdgeno. Ya en condiciones normales, se
pesaron y maceraron diartamente 10 g de tejido vegetal
por vartedad desde los 0 hasta los 11 dias después de la
noculacidn (tratamientos) haciéndose las extracciones co-
rrespondientes para la deteccién de antimicrobianos (véa-
se el inciso d).
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b) Produccion de antimicrobianos en plantas de
crisantemo In vitro inducidas con celulasa

Se ufilizaron 25 plantulas de tres meses de establecidas
i pitro, de 10 2 15 cm de longitud de las variedades Super
White (susceptible) y White Marble (resistente), respecti-
vamente. Se probaron cinco tratamientos gue consistie-
ron en realizar extracciones a 0, 12, 24, 36 y 48 h después
de la induccion por celulasa. Cada tratamiento estuvo
formado por cinco plantulas que se colocaron en un rubo
de Falcon con 40 ml de una solucion de celulasa (.26
mg/ml de agua). De cada tratamiento se anahizé el tejido
vegetal y la fase liquida para la deteccion de anti-
microbianos segun la siguiente metodologia: se adicio-
naron 20 ml de acetato de etilo a 2 g de tejido vegeral
previamente macerado con mortero y después se filtro a
través de papel ahlstrom-601. El filtrado se dejo evapo-
rar hasta sequedad y el residuo se resuspendid en 100 ul
de érer etilico. Se tomaron dos muestras de 20 ul de esta
suspension para la Cromatografia de Capa Fina (CCF),
' 254, en la que se empled como eluyentes ciclo-
hexano:acetato de etilo (50:50) y placas de 0.25 mm de
grosor de G 60.

“n relacion con la fase liquida, los 40 ml de la solucion
de celulasa se diluyeron en un volumen igual de éter etilico,
se agito durante 30 s v se dejo en reposo hasta el momento
de separacién de la fase orginica. Esta se retird con pipeta
v se dejo evaporar hasta sequedad: el residuo se resuspendio
en 100 ul de éter etilico. Como en el caso anterior, también
se fomaron dos muestras de 20 ul de esta suspension para
la CCF y se emplearon los mismos compuestos como
eluyentes.

Las placas de CCF del tejido vegeral v la fase liquida, se
sometieron a bioensayos con propagulos de Abkernara solani
para aislar ¢ identificar posteriormente aquellos compues-
fos que resultaron ser inhibitorios del crecinuento del hongo
(véase el inciso f).

c) Produccion de antimicrobianos en plantas de
crisantemo en invernadero, inducidas con celulasa
Se utilizaron 100 plantas de crisantemo de 40 dias de edad
de cada una delas siguientes variedades: Super White (sus-
ceptible), White Marble (resistente) y Fred Schoesmith (in-
mune). Cincuenta de ellas se inyectaron con una solucion
de celulasa (0.26 mg/ml de agua), 25 con agua solamente
y las plantas restantes sin ninguna aplicacion (testigos).
Para esta operacion se utilizaron ocho hojas del estrato
medio a las que se les cubrié todo el interior de la limina
foliar en cada aplicacion. Todas las plantas se colocaron
en condiciones de invernadero (28 C y 70% de humedad
relativa) v 48 h después se pesaron y maceraron las hojas
por variedad para la extraccion de antimicrobianos (véanse

los incisos d y e).
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d) Extracciéon de antimicrobianos de crisantemo
(EAC)

Para la extraccion de antimicrobianos las plantas utiliza-
das en los experimentos descritos en los incisos 4 y ¢, a
cada gramo de tejido macerado se le adicionaron 3 ml de
acetato de etilo, 2 ml de etanol y 5 ml de acetona. Poste-
riormente, el extracto se filtré para limpiarlo de residuos
(paredes celulares) y se dejé evaporar a sequedad. El resi-
duo resultante se resuspendio en 100 ul de éter etilico (por
gramo de tejido), tomandose dos muestras de 20 ul parala
realizacién de la CCF y empledandose como eluyentes al
ciclohexano:acetato de etilo:etanol (49:49:2).

¢) Hidroélisis alcalina (HA)

Las paredes celulares residuales del proceso anterior (5 g),
correspondientes a las variedades susceptible, resistente
e inmune, se colocaron en matraces de un litro (tres por
cada tratamiento: con celulasa, agua y sin aplicacién).
En cada matraz se adicionaron 200 ml de NaOH 1 N de-
jandose en ebullicién durante 2 h. Después de enfriarse
se ajustd el pH a 3 con HCl 1 N y se filtrd lavando los
residuos del papel filtro con metanol y acetato de etilo en
volumenes equivalentes al obtenido en el filtrado. Este
se dejo evaporar a sequedad y se resuspendi6 en 1.5 ml
de etanol, tomindose dos muestras de 20 ul para la reali-
zacion de la CCF y con los mismos eluyentes del inciso
anterior.

f) Bioensayos

Las placas de CCF obtenidas de los procesos anteriores se
asperjaron con 10¢ propigulos de Alernana solani/ml de
papa dextrosa, colocindose en cimara himeda durante
72 h para identificar después los halos de inhibicion del
crecimiento del hongo.

g) Separacion de compuestos antimicrobianos

A partir de los resultados de los bioensayos, se hicieron
placas semipreparativas de 0.5 mm de grosor de G 60 y se
separaron los compuestos de los extractos EACy HA (incisos
d y €), usandose 300 ul de cada uno por placa y como
eluyentes tolueno:ciclohexanomacetona (80:10:10). Parale-
lamente se realizo una CCF en placas de 0.25 mm de G 60,
con 20 ul por muestra de los extractos anteriores, con la
finalidad de llevar a cabo un bioensayo y después por com-
paracion raspar las zonas con productos antimicrobianos
en las placas semipreparativas. La separacion de los com-
puestos fungitdxicos en la silica gel de las porciones ras-
padas se realizé mediante el uso de etanol: dcido acético
(10:1). Se adicionaron 90 ml de estos solventes por cada
gramo de silica filtrindose después. El filtrado con los
antimicrobianos se evaporé a sequedad y se resuspendid

en un volumen minimo de etanol.
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h) Identificacion de compuestos antimicrobianos
La identificacidn se realizoé a partir de 1a HA de los trata-
mientos con celulasa, en agua y sin aplicacién (control) de
las tres variedades. En la fraccién 2 del tratamiento con
celulasa de la variedad White Marble (resistente), se pudie-
ron identificar cinco compuestos con caracteristicas
fisicoquimicas muy similares en cuanto a color, solubilidad
y absorcion de UV (véase mas abajo). La identificacién
quimica de éstos se hizo por cromatografia de gases, aco-
plada a un espectrometro de masas (5890 serie 11, Gas
Chromathograph, BK).

II1. Resultados y discusion

a) Produccién de antimicrobianos en plantas de
crisantemo inoculadas con P. horiana

Los extractos obtenidos de los 0 alos 11 dias posterio-
res a la inoculacién en las variedades susceptible y re-
sistente, sometidos a CCF y bioensayo, presentaron lige-
ras zonas de inhibiciéon ambas variedades (figura 1).
Las plantas en este ensayo fueron inoculadas con el
patogeno P. horiana, y se esperaba que generaran
antimicrobianos del tipo fitoalexinas; no obstante, los
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compuestos detectados ya estaban presentes al momen-
to de poner en contacto la planta con el patégeno, por
lo que se consideraron fitoanticipinas como lo sefialan
Van Etten ez al. (1994). Una posible explicacion fue el
hecho de que las teliosporas del in6culo (10° teliosporas/
ml) tuvieron que pasar a basidiosporas para ser infectivas
y penetrar la hoja (Firman y Martin, 1968), a pesar de
mantener una alta humedad relativa favarable para la
penetracién. Norman e/ al. (1996) observaron una baja
eficiencia en la infeccidon, medida a través del nivel de
dano de 0 a 42 dias posteriores a la inoculacion; des-
pués de este periodo se incrementd en gran medida el
nivel de dafio. Esto explica la insignificante induccion
de antimicrobianos en las plantas por el patégeno de 0
a 11 dias posteriores a la inoculacion.

NEIGURA 5. ESPECTROIDE ARSORCIONIDE UNDIDE LOS EINCO GaMPUESTOS
FANTIMIEROBIANGS EXTRA[DOSH DE LA PARED  CELULARY(FRACCION 2)NDE
CORISANTEMA VARIEDAD WHITE MARBLE|(RESISTENTE): |

i
200,0 Wavelength (nm) 350.0
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b) Produccién de antimicrobianos en plantas de
crisantemo 117 vitro inducidas con celulasa

La variedad susceptible presenté fitoanticipinas al mo-
mento de ponerse en contacto el tejido vegetal con la
celulasa, contrario a lo observado en la variedad resisten-
te. Conforme pasé el tiempo, las fitoanticipinas decrecie-
ron y a las 48 h aparecieron compuestos tanto en la varie-
dad susceptible como en la resistente, aun cuando fue un
poco mayor el halo de inhibicion en las plantas resistentes
y excretaron dichos compuestos al medio donde se encon-
traba la solucion de celulasa (figura 2). Probablemente es-
tos compuestos fueron inducidos por celulasa —conside-
rindose por ello como fitoalexinas—, o bien, ya existian en
los tejidos del crisantemo en forma inactiva y la celulasa
favorecio algin mecanismo para que se tornaran en forma
activa los fungitdxicos, por lo que en este caso se conside-
ran fitoanticipmnas.

c) Produccién de antimicrobianos en plantas de
crisantemo en invernadero inducidas por celulasa
Los extractos base de las variedades susceptible, resis-
tente e inmune, obtenidos a las 48 h posteriores a la in-
duccién con celulasa, presentaron compuestos del tipo
fitoanticipinas, pero no fitoalexinas (figura 3). Sin em-
bargo, al tratar los residuos del tejido (paredes celulares)
por HA, se desprendieron de las paredes celulares com-
puestos antimicrobianos de las variedades resistente e
inmune y muy poco de las plantas susceptibles (figura 4).
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Las diferencias observadas en los compuestos
antimicrobianos de las plantas de crisantemo tratadas por
HA, son suficientes para considerar a estos compuestos
como factores de resistencia y diferenciar las variedades
en susceptible, resistente e inmune, sin que ello se opon-
ga a la existencia de otros mecanismos de resistencia.
Existen varios trabajos donde la resistencia del clavel a
varios patogenos estd dada por compuestos localizados
en la pared celular, los cuales se incrementan notable-
mente en las variedades resistentes cuando entran en con-
tacto con el patdgeno (Niemann y Baayen, 1988; Niemann
et al., 1990 y Niemann ez al,, 1991). Se puede pensar que
algo similar ocurre con el crisantemo al entrar en contac-
to con un factor que someta las plantas a tension.

d) Identificacién de compuestos antimicrobianos

Cada una de las fracciones de inhibicidn encontradas en
los bioensayos correspondientes a la separacién de com-
puestos antimicrobianos, se volvieron a procesar de acuer-
do con los pasos descritos en el inciso g de la metodolo-
gia para su purificacion. De cada fraccidn de ithnibicién
resultaron varios compuestos ya purificados con propie-
dades antifingicas. De los compuestos antimicrobianos
ya aislados, se seleccionaron uno de la variedad suscepti-
ble, dos de la resistente y dos de la inmune; los cinco se
sometieron a un rastreo en el espectrofotémetro UV a
200-350 nm, encontrandose que en fodos los casos los
compuestos absorbieron a una longitud de onda entre
200-220 nm (figura 5). Esto indicd de la presencia de
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anillos aromadticos. Por otro lado, se hallé que los cinco

compuestos se disolvian en dcido acético y en metanol o
etanol:dcido acético (9:1) y que en metanol y etanol se
precipitaban, lo que indica que los antimicrobianos po-
seen caracteristicas polares.

Debido a las similitudes del comportamiento en CCF,
absorcion en UV y afinidad para disolverse en los mismos
compuestos, se selecciond una sola muestra de la variedad
resistente para su identificacion en cromatografia de gases
(figura 6). Se encontraron cinco picos a los 15.29, 16.53,
17.70, 21.45 y 24.11 minutos. De ellos, el espectrémetro
revel6 que el pico mas prominente (15.29 min) era el dibutil
ftalato considerado como contaminante, lo mismo que el
pico localizado a 21.45, probablemente contaminantes del
material de laboratorio utilizado durante todo el proceso
de extraccion, separacion y purificacion. De los picos res-
tantes, el localizado a 17.70 min presenté la probabilidad
mis alta de ser el compuesto antimicrobiano extraido y
purificado de la pared celular de las plantas de crisantemo
(98%) y correspondi6 al 1,1-metilen bis, 4-isocianato
benceno o difenilmetano-diisocianato; los picos obtenidos
alos 16.53 y 24.11 min probablemente correspondieron al
difenil-diisocianato y al bis (2-etilhexil) ftalato respectiva-
mente (con una probabilidad menor a 60%).
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El espectrograma de masas del difenil-diisocianato ais-
lado de paredes celulares de plantas de crisantemo varie-
dad resistente con propiedades antifungicas, se observa en
la figura 7. Se concluyé que el crisantemo generd cuando
menos un compuesto antimicrobiano que absorbe a una
longitud de onda entre 200-220 nm. Este factor de resis-

N A T U R A L E S
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tencia (figura 8) que se encuentra en la pared celular —en
mayor cantidad en la variedad inmune, le sigue la resisten-
te y practicamente la variedad susceptible no lo tiene-,
hasta el momento no se puede determinar si se trata de
una fitoanticipina o fitoalexina. Este compuesto se identi-
fic6 como difenilmetano-diisocianato. g

4
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