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Abstract. ¡í áeals Míh three expmmenls: in theftrst one, 36
plantsmn inomlatedfor aspersión (of40 days, ajter the
transplant) oj the varieties Snper White (susceptible) and White
Marhle (resistani) with lehocporesoJ V\xccm\2.\\o{vm'i./mí
of ¡vater; in the second one, the same varieties were ailtivated in

vitro andplantsat three months haddealings with ocluíasa
tp.26 mg!mí); and m the third one were injected with celuíasa (to
the same concentration) 8 leave of the halfstratum of 50plants
(in conditionsojgreenhouse) of the varieties Super White
(susceptible), White Marble (resistant) andFredShoesmith
(immune), covering aíí the sheetfolíate.
The extractionsgotten in thethree cases were utilisged inprder lo

carry out the gases chromathographg andmasses pectrometry
studies and the corresponding bioessays with the indicativefungy
Alternai'ia solani, Thisrevealed that identificated compound was

diphenil-metano diisoáanato, it was considered like afactor of
resistance in chrisanthemum.

Introducción

En la interacción planta-parásito, el hospedante puede
responder de varias formas, entre ellas se encuentran las

fitoanticipinas y la producción de fitoalexinas (Van Etten
et ai, 1994). En la relación crisantemo ((Dendranthema

grandifloraTzvt\e.v) y royablanca (Tuccinia horianaVltm),
se desconoce el tipo de respuesta que la planta tiene ha

cia el hongo; sin embai-go, 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,
op. cit)- A los compuestos poliacetilénicos se íes han en
contrado propiedades de: a) fitoalexinas (Thomas y Alien,

1970; Alien y Thomas, 1971; De Wit y Kodde, 1981;
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Mercier et al, 1993; Heywood et al., 1977
yStoessl, 1982);b) compuestosalelopáticos
(Stevens, 1986 y Menelaou et al., 1992);
c) estimulantes de la germinación de hon
gos (Binder et al, 1977); d) nematicidas

(Kogiso et al., 1976); e) citotóxicos

(Fujimoto etai, 1994) yf) anti-inflamatorios

(Redi etai, 1994).
El otro tipo de compuestos, los isopre-

noides, se han identificado en Tyrethrum,

Tanacetum y Partbenium, géneros muy relacio
nados con el crisantemo. Entre dichos com

puestos se encuentran el faineseno, sesqui-

terpenos y esteróles (Bohlmann y Zdero,
1982; Maatooq yHoffmann, 1996;Maciver,
op. cit. y Wilkomirski y Dubieicka, 1996).
Gershenzon y Croteau (1993) encontraron
quea partirdel crisantemil pirofosfato se de
rivan monoterpenos con actividad insectici
da; Maatooq y Hoffmann {pp. ál) detecta

ron que las plantas de Tarthenium (Asteraceae)
teníanpresentes sesquiterpenos fungitóxicos.

Debido a que el crisantemo pertenece a la familia
Asteraceae y que en este grupo de plantas se han encon

trado compuestos isoprenoidesypoliacetilénicos con pro
piedades fungitóxicas, no se descarta la posibilidad de que
pueda existirun grupo de compuestosdiferentes pertene
cientes a alguna otra ruta metabólica. Con la investiga
ción,que consistió en tresexperimentos, se propuso iden
tificar fitoalexinas y fitoanticipinas de crisantemo suscep

tible, resistente e inmune al ser infectado con P. horiana o

al estar en presencia de celulasa.
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I. Metodología

a) Producción de antimicrobiaoos en plantas de
crisantemo inoculadas con P. horíana

Un mes después de establecidas 36 plantas de cada una de
las variedades SupcrWliite (susceptible) y NXdiite Marble
(resistente) en macetas de 15 cm de diámetro y en condi
ciones de invernadero (28°c y 70% de humedad relativa),
se inocularon con una suspensión de iC' teliosporas de P,
hoñanalm\ 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 ia penetración e infec
ción por el patógeno. Ya en condiciones normales, se
pesaron y maceraron diariamente 10 g de tejido vegetal
por variedad desde los Ohasta los 11 días después de la
inoculación (tratamientos) haciéndose las extracciones co
rrespondientes para ladefección deantimicrobianos (véa
se el inciso d).
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b) Producción de antimicrobianos en plantas de

crisantemo in vjtro inducidas con celulasa

Se utilizaron 25 plántulas de tres meses de establecidas
¿K vilro, de lOalScm de longitud de las variedades Super
Wlute (susceptible) y ^tite Marble (resistente), respecti

vamente. Se probaron cinco tratamientos que consistie
ron en realizar extracciones a 0,12, 24,36 y 48h después
de la inducción por celulasa. Cada tratamiento estuvo
formado por cinco plántulas que se colocaron en un tubo

de Falcon con 40 mi de una solución de celulasa (0.26

mg/ml de agua). De cada tratamiento se amjizó el tejido

vegetal y la fase líquida para ia detección de anti-

microbianos segi'in la siguiente metodología: se adicio
naron 20 mi de acetato de etilo a 2 g de tejido vegetal
previamente macerado con mortero y después se filtró a

través de papel ahlstrom-óOl. El filtrado se dejó evapo
rar hasta sequedad y el residuo se resu.spendió en 100 ut

de éter etílico. Se tomaron dos muestras de 20 ul de esta

suspensión para la Cromatografía de Capa Fina (CCF),
F 254, en la que se empleó como eluyentes ciclo-

hexanoiacetato de etilo (50:50) y placas de 0.25 mm de
grosor de G 60.

En relación con la fase líquid-a, los 40 mi de la solución
de celulasa se diluyeron en un volumen igual de éter etílico,

se agitó durante 30 s y se dejó en reposo hasta el momento
de separación de lafase orgánica. Ésta se retiró con pipeta
yse dejó evaporar hasta sequedad; el residuo se resuspendió
en 100 ul de éter etílico. Como en el caso anterior, también

se tomaron do,s muestras de 20 ui de esta suspensión para
la CCF y se emplearon los mismos compuestos como
eluyentes.

Las placas de ccF del tejido vegetal y la Eise líquida, se

someáeron a bioensayos conpropágulos átAkemariasolaai
para aislare identificarposteriormente aquellos compues
tos que resultaron serinhibitorios del crecimiento del hongo
(véase el inciso f).

c) Producción de andmicrobiaoos en plantas de
crisantemo en invernadero, inducidas con celulasa

Seutilizaron 100plantas de crisantemo de 40 díasde edad
de cadauna de las siguientes variedades: SuperWhite (sus
ceptible),WhiteMarble (resistente) y FredSchoesmitli (in
mune). Cincuenta de ellas se inyectaron con una solución
de celula.sa (0.26 mg/ml de agua), 25 con aguasolamente
y las plantas restantes sin ninguna aplicación (tesngos).
Para esta operación se utilizai-on ocho hojas del estrato
medio a las que se les cubrió todo el interior de la lámina

foliar en cada aplicación. Todas las plantas se colocaron
en condiciones de invernadero (28°C y 70% de humedad
relativa) y48 h después se pesaron y maceraron las hojas
por variedad para laextracción de antimicrobianos (véanse
los incisos d y e).
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d) Extracción de autímicrobianos de crisantemo

(EAC)

Para la extracción de antiniicrobianos las plantas utiliza
das en los experimentos descritos en los incisos a y c, a
cada gramo de tejido macerado se le adicionaron 3 mi de

acetato de etilo,2 mi de etanol y 5 mi de acetona. Poste
riormente, el extracto se filtró para limpiarlo de residuos

paredes celulares) y se dejó evaporar a sequedad. El resi
duo resultante se resuspendió en 100 ul de éter etílico (por
gramo de tejido), tomándose dos muestras de 20 ul parala
realización de la CCF y empleándose como eluyentes al

cidohexano:acetato de etiloretanol (49:49:2).

e) Hidrólisis alcalina (ha)

Las paredes celulai'es 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 aplicación).

En cada matraz se adicionaron 200 mi de NaOH 1 N de

jándose en ebullición durante 2 h. Después de enfriarse

se ajustó e! pH a 3 con HCl 1 N y se filtró lavando ios
residuos del papel filtro con metanol y acetato de etilo en

volúmenes equivalentes al obtenido en el filtrado. Éste
se dejó evaporar a sequedad y se resuspendió en 1.5 mi
de etanol, tomándose dos muestras de 20 ul para la reali
zación 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 lO'̂ propágulos de Akemana sotaniltrA de
papa dextrosa, colocándose en cámara húmeda durante
72 h para identificar después los halos de inhibición del
crecimiento del hongo.

g) Separación 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 loscompuestosde los extractos EAC yHA (incisos
d y e), usándose 300 ul de cada uno por placa y como
eluyentes tolueno:ciclohexano:acetona (80:10:10). Parale
lamente se realizó una CCF en placas de 0.25 mm de G 60,

con 20 ul por muestra de los extractos anteriores, con la

finalidad de llevara cabo un bíoensayo ydespués por com
paración raspar las zonas con productos antimicrobianos
en las placas semiprepaiativas. La separaciónde los com
puestos fúngitóxicos en la sílica ge! de las porciones ras
padas se realizó mediante el uso de etanol: ácido acético
(10:1). Se adicionaron 90 mi de estos solventes por cada

gramo de sílica filtrándose después. El filtrado con los
antimicrobianos se evaporó a sequedad y se resuspendió
en un volumen mínimo de etanol.

h) IdentiGcación de compuestos aatímícrobianos
La identificación se realizó a partir de la HA de ios trata
mientos con celulasa, en agua ysin aplicación (control) de
las ties variedades. En la fracción 2 del tratamiento con

celulasa de la variedadWliite Marble (resistente), se pudie
ron identificar cinco compuestos con características
fisicoquímicas muysimilares encuanto a color, solubilidad
y absorción de uv (véase más abajo). La identificación
química de éstos se hizo por cromatografía de gases,aco
plada a un espectrómetro de masas (5890 serie II, Gas
Chromathograph, BK).

III. Resultados y discusión

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

Los extractos obtenidos de los Oa los 11 días posterio
res a la inoculación en las variedades susceptible y re
sistente, sometidos a CCF y bíoensayo,presentaron lige
ras zonas de inhibición ambas variedades (figyra 1).

Las plantas en este ensayo fueron inoculadas con el
patógeno P. horiana, y se esperaba que generaran
antimicrobianos del tipo ñtoalexinas; no obstante, los
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FIGURA 3. PRODUCCION OE AN1IMICR0ÜIAN0S EN PLANTAS DE CRISANTEMO
EN Invernadero Inyectadas con Celulasa Para su Extracción a las 48
H. BE = BlOENSAYO ÜGL EXTRACTO CRUDO SOBRE UNA PlACA DE CCF, S =
SuscEPTieLE, R = ftesiSTENTE, I = Inmune. Las Flechas Indican los
Niveles en que Fueron Localizadas las Zonas oe Inhibición del
Crecimiento del Hongo Indicador (Ai TtRNARiA solaní).

compuestos detectados ya estaban presentes al momen
to de poner en contacto la planta con el patógeno, por
lo que se consideraron fitoanticipinas como lo señalan
Van Etten et al. (1994). Una posible explicación fue el
hechode que las teliosporas del inóculo (10® teliosporas/
mi) tuvieron que pasar a basidiosporas para ser infectivas

y penetrar la hoja (Firman y Martín, 1968), a pesar de
mantener una alta humedad relativa favorable para la
penetración. Norman el ai. (1996) observaron una baja
eficiencia en la infección, medida a través del nivel de

daño de O a 42 días posteriores a la inoculación; des

pués de este periodo se incrementó en gran medida el
nivel de daño. Esto explica la insignificante inducción
de antimicrobianos en las plantas por el patógeno de O
a 11 días posteriores a la inoculación.

wtviíinph (nm
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FIGURA 4. PRODUCCION ur Antimicrobianos en Plantas de Crisantemo

EN Invernadero Inyectadas con Celulasa v con Agua, Para su
Extracción a las 48 h. BH = Bioensayos oe la Hidrólisis Alcalina
Sobre una Placa oe CCF, s = susceptieile, R = Resistente, i = Inniline.
Las Flechas Indican los Niveles en que Fueron Localizadas las Zonas

DE Inhibición del Crecimiento del Hongo Indicador (Altsrnaria
SOLANfl-

b) Producción de aodmicrobianos en plantas de
crisantemo j'n vitro inducidas con celulasa

La variedad susceptible presentó fitoanticipinas al mo
mento de ponerse en contacto el tejido vegetal con la

celulasa, contraiio a lo observado en la vaiiedad resisten

te. Conforme pasó el tiempo, las fitoanticipinas decrecie
ron y a las 48 h aparecieron conipuestos tanto en la varie
dad susceptible como en la resistente, aun cuando fue un

poco mayor el halo de inhibiciónen las plantas resistentes
yexcretarondichoscompuestos al medio donde se encon
traba la solución de celulasa (figura2). Probablementees
tos compuestos fueron inducidos por celulasa -conside

rándose por ello como fitoalexinas-, o bien, yaexistíanen
los tejidos del crisantemo en forma inactiva y la celulasa
favoreció algún mecanismo p-^u-a que se tornaran en forma

activalos fungitóxicos, por lo que en este caso se conside
ran fitoanticipinas.

c) Producción de aadmicrobiauos eu 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
ducción con celulasa, presentaron compuestos del tipo
fitoanticipinas, pero no fitoalexinas (figura 3). Sin em
bargo, al tratar los residuos del tejido (paredes celulai'es)
por I-LA, se desprendieron de las paredes celulares com
puestos antimicrobianos de las variedades resistente e

inmune y muy poco de las plantas susceptibles (figura4).



FIGURA 6. ÉSPcCTROCRAMA OOÍl.NM») 1>U. CHOMAIüCSBAFO OE GaSSS DE

LA MuEsiRA Extraída de la Pared Cfi.ui.ah (Fracción 2) de Plantas de
Crisantemo Variedad Whde Uardle (Resistente). El Píco Obtenido a
LOS 17.70 MiN Corresponde al Compuesto Antimicrobiano
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Las diferencias observadas en los compuestos
antimicrobianosde las plantas de crisantemo tratadaspor
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 patógenos está 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 patógeno (Niemann y Baayen,1988;Niemann
elal., 1990 y Niemann el al, 1991). Se puede pensar que

algo similarocurre con el crisantemo al entrar en contac
to con un factor que someta las plantas a tensión.

d) Identificación de compuestos antímicrobianos

Cada una de las fracciones de inhibición encontradas en

los bioensayos correspondientes a la separación de com
puestos antimicrobianos, se volvieron a procesar de acuer

do con los pasos descritos en el inciso g de la metodolo-
g'a para su purificación. De cada fracción de ihnibición

resultaron varios compuestos ya purificados con propie
dades antifungicas. De los compuestos antimicrobianos
ya aislados, se seleccionamn uno de la variedad suscepti
ble, dos de la resistente y dos de la inmune; los cinco se
sometieron a un rastreo en el espectrofotómetro UV a
200-350 nm, encontrándose que en todos los casos los
compuestos absorbieron a una longitud de onda entre
2nn.220 nm (figura 5). Esto indicó de la presencia de

FIGURA 7. Espectroorama de Masas del Diienilmetano-Diisocianato
Obtenido de la Fracción 2 de la Pahed Celular oe Plantas de
Crisantemo Variedad WhitlMarule (Resistente), Corresponoiente al
Pico 17 .70 MiN DEL CromatOürai o de Gases.
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FIGURA a. Estructura Química del DiFENiLMETANo-OiisociANAro,
Compuesto con Propiedades AntifOnqicas Obtenido qe Paredes

Celulares de Plantas de Crisantemo Variedad Wnite Marble-
(Resistentb).

anillos aromáticos. Por otro lado, se halló que los cinco
compuestos se disolvían en ácido acético y en metanol o
etanohácido acético (9:1) y que en metanol y etanol se
precipitaban, lo que indica que los jintimicrobianos po
seen características polares.

Debido a las similitudes del comportamiento en CCF,
absorciónen uv y afinidadpara disolverseen los mismos
compuestos,se seleccionóuna solamuestra de la variedad
resistente para su identificación 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 espectrómetro

reveló queelpicomásprominente (15.29 min) eraeldibutil
ftaJato considerado como contaminante,lo mismo que el
pico localizadoa 21.45,probablemente contaminantes del
material de laboratorio utilizado durante todo el proceso

de extracción, separación y purificación. De los picos res
tantes. el localizado a 17.70 min presentó la probabilidad
más alta de ser el compuesto antimicrobiano extraído y
purificado de la pared celularde las plantas de crisantemo

(98%) y correspondió al 1,1-metilen bis, 4-isocianato
benceno o difenilmetano-diisocianato; los picos obtenidos
ales 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 propiedadesantifúngicas,se observaen
la figura 7. Se concluyóque el crisantemo generó cuando
menos un compuesto antimicrobiano que absorbe a una
longitud de onda entre 200-220nm. Este factor de resis-

9

tencia (figura 8) que se encuentra en la pared celular -en
mayor cantidad en lavariedad inmune, le sigue la resisten
te y prácticamente 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
ficó como difenilmetano-diisocianato.
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