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1. Resumen

El hongo Botrytis cinerea, causante de la pudricion gris (PG), es un patégeno
capaz de afectar a una gran variedad de cultivos agricolas. En Chile, este hongo
afecta a diversas especies fruticolas entre las que se encuentra la uva de mesa,

uno de los principales productos de exportacién de nuestro pais.

Tradicionalmente, el control de la PG se realiza mediante el uso de fungicidas
quimicos como  benzimidazoles, fenilcarbamatos, dicarboximidas vy
anilinopirimidinas. Sin embargo, el uso intensivo y prolongado de estos fungicidas
ha llevado a la aparicién de cepas del hongo que muestran diversos niveles de
resistencia. En Chile la aparicion de aislados de B. cinerea resistentes a estos
fungicidas ha ido aumentando progresivamente, alcanzando un 60% el afio
2011. Estos antecedentes han impulsado la busqueda de nuevos agentes
fungicidas y/o formulaciones, eficientes y amigables con el medio ambiente, para
el control de B. cinerea. Es por ello por lo que, como alternativa se plantea, la
produccion de una nueva generacion de antifungicos en base a compuestos

naturales, extraidos de plantas.

El propdsito de esta investigacion fue evaluar la actividad antifingica del
compuesto natural, poligodial, extraido desde el arbol del canelo, sobre el hongo
fitopatogeno B.cinerea. Para ello, se realizaron estudios sobre el efecto de
inhibicion del crecimiento micelial y germinacion de las conidias. Ademas de
estudiar el mecanismo de accion por el cual actia poligodial, a través de ensayos
de estabilizacibn de membrana, acumulacion de especies reactivas de oxigeno y

analisis de genes relacionados con dafio celular.

Se logré establecer que poligodial presenta una actividad biolégica sobre la
germinacion de las conidias, provocando una ralentizacién del crecimiento micelial

y el mecanismo de accion se asocia a la desestabilizacion de membrana.
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2 Introduccién

Chile es un pais exportador. Dentro de los principales productos exportados
por nuestro pais, se encuentra la uva de mesa [ODEPA, 2017], generandose en la

temporada 2017 envios que alcanzaron las 813.000 toneladas [Odepa, 2017].

En el mundo, y en Chile en particular, se producen grandes pérdidas por
infecciones en cultivos agricolas causadas por agentes patdgenos (bacterianos,
virales, fungicos, etc.). Dentro de ellos, el hongo fitopatégeno Botrytis cinerea, es
uno de los mas agresivos. En el afilo 2002, la presencia de este hongo causoé
pérdidas de un 20% de la produccién de uva en EE. UU. Por otro lado, en Chile se
ha reconocido que B. cinerea es uno de los principales problemas fitosanitarios
que afecta a este rubro, provocando pérdidas en la produccion de frutas de gran

interés comercial [Latorre et al., 2015].

B. cinerea es el causante de la enfermedad denominada “pudricién gris” la cual
produce grandes pérdidas durante la pre y postcosecha en al menos 200 especies
de cultivos como vides, tomate, berries en general, kiwis, etc. [Jarvis, 1980] (figura
1). Este hongo al ser necroétrofo induce la muerte de la célula huésped resultando
en graves dafnos a los tejidos de las plantas que culminan en la podredumbre del
tejido vegetal. De esta manera, y sumado al hecho que este patégeno tiene un
amplio rango de hospederos [Fillinger, S. and Elad, Y. 2016], es que la infeccién
por este hongo produce grandes pérdidas econdmicas, no soOlo durante el
crecimiento, sino también durante el almacenamiento y transporte de las frutas,

vegetales de exportacion.
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Figura 1: Sintomatologia de la infeccién de Botrytis cinerea. A) Infeccion en fruto de
frutilla, B) Infeccion sobre tallo de vid y C) Infeccién sobre hojas de vid (Fotos tomadas por
Steven Koike, UCCE; ver anexo).

2.1 Botrytis cinereay ciclo biologico

Botrytis Cinerea es un hongo que pertenece a la clase Hyphomycetes, del
orden hyphales. Afecta a plantas de ornamento, frutales y cultivos mayores. Los
sintomas de las enfermedades que produce son: tizon en flores e inflorescencia y
pudricion de los frutos, cancros o pudricion del tallo, ahogamiento de plantulas,
manchas foliares y pudriciones en tubérculos. En ambientes con humedad alta se
observa como moho gris, afectando a las frutillas, hortalizas, produciendo tizén en
las cebollas y arandanos, pudricion del tallo de los gladiolos. También puede
ocasionar pudriciones blandas externas en frutos y hortalizas en post cosecha
[Agrios, 2013] (figura 1). En la producion de los tizones de inflorescencias, el
hongo se establece en los pétalos de la flor, manifestando la infeccién cuando
envejece, produciendo abundante micelio. Con climas humedos y frescos, los
micelios comienzan a producir conidias que infectan rapidamente los otros tejidos
senescentes mientras que los frutos y los tallos que han sido atacados por B.
cinerea, se ponen acuosos adquiriendo mas tarde una coloracion parda. Al ir

pudriéndose los tejidos, se produce el rompimiento de la epidermis permitiendo el
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desarrollo de cuerpos fructiferos, con esto los tejidos se arrugan y deshidratan,
permitiendo al hongo producir esclerocios aplanados de color negro, que actian
como estructuras de sobrevivencia [Gonzales-Dominguez et al., 2015; Esterio et
al., 2011; Williamson et al., 2007].

Respecto al ciclo infectivo, éste comienza cuando los conidios de B. cinerea
se unen a la superficie de los tejidos vegetales y se presentan condiciones
ambientales favorables para iniciar la infeccion, las cuales son: humedad,
temperatura (18-23°C) y fuente de carbono, condiciones en las cuales los conidios
comienzan a germinar. El resultado es el tubo germinativo, el cual puede penetrar
el tejido vegetal de forma pasiva donde hay dafio mecéanico previo, formando el
apresorio, el cual empieza a ramificarse a células vegetales vecinas provocando
una infeccion en el fruto u hoja. Por otro lado, la penetracion puede realizarse de
forma activa, mediante la liberacion de enzimas hidroliticas que degradan la pared
celular (van Kan et al., 2016). Luego, la ramificacion del tubo germinativo resulta
en la formacion de las hifas en las células adyacentes, de las hifas aparecen los
conidioforos y conidias que forman una capa gris, caracteristica por la cual se

denomina la podredumbre gris (figura 2).

@ Liberacion de conidias

Conidios se unen
/ alasuperficie del
) tejido vegetal

. - Condiciones *
erminacion

favorables de

»~Conidios germinan,
."penetrando e
/ invadiendo tejidos

T° y humedad
Esclerocio

Micelio
Conidioforos y conidias forman
la pudredumbre gris en el tejido
infectado. Celulas infectadas
colapsan.

Forma de proteccion a
condiciones ambientales adversas

Figura 2: Ciclo infectivo de Botrytis cinerea
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2.2 Control de la pudricion gris

El control de la pudricion gris se realiza principalmente por la aplicacion de

diversos fungicidas quimicos.

En EE. UU. se gastaron aproximadamente US$780 millones para el control
de B. cinerea durante el afio 2002 [University of Minnesota, 2016. Botrytis Bunch
Rot]. Mientras que, en Europa, el costo asociado al uso de antifungicos alcanzo
los 540 millones de euros en el 2001 [Informe anual UIPP, 2002]. A nivel mundial,
se estima que los costos asociados al control de este patégeno fluctian entre $14
billones y $140 billones por afio (Botrytis cinerea — Estimated Losses in
Vineyards,” GenoScope web site, http://www.cns.fr/spip/Botrytis-cinerea-

estimated-losses.html).

Actualmente, hay una gran variedad de fungicidas quimicos, con diferentes
blancos de accion, que son aplicados con el propésito de controlar la pudricion
gris. Entre ellos, los mas utilizados corresponden a iprodione (dicarboximida),
fludioxonil (fenilpirrol), cyprodinil y pyrimethanil (anilinopirimidinas), fenhexamida
(hidroxianilida), boscalid (carboxamida), pyraclostrobin (estrobilurina) vy
tebuconazole (DMI). No obstante, el uso indiscriminado de estos productos ha
causado serios problemas como la aparicion de cepas altamente resistentes en
Europa y en Chile, lo que ha ocasionado una disminucién en la efectividad de los
fungicidas quimicos para proteger la produccién de fruta [Latorre et al., 2015; Liu,
et al., 2007; Leroux et al., 2002].

2.3 Fungicidas quimicos y situacion actual de sensibilidad en Chile

2.3.1 Control quimico

El uso intensivo y prolongado en el tiempo de las dicarboximidas, ha llevado
a la generacion de seleccion de las poblaciones de B. cinerea. Es asi como
aislados con bajos a altos niveles de resistencia a dicarboximidas fueron
detectados en el pais hace varios afios atras [Latorre et al.,, 1994; Auger and

Esterio, 1997]. Hacia 1990, ya se habia reportado resistencia a vinclozolin, a partir
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de aislados recuperados de uva de mesa en la zona central de Chile [Ochagavia,
J, 1990]. Posteriormente, Esterio y cols, analizaron aislados de B. cinerea
obtenidos de uva de mesa cultivar Thompson Seedless de Punitaqui, Buin y
Rengo y detectaron diferentes niveles de resistencia a iprodione, predominando
los aislados con alto nivel de resistencia por sobre aquellos que presentaron
resistencia leve a moderada [Esterio et al., 2011]. Adicionalmente, la resistencia a
iprodione fue diferencialmente distribuida en la poblacion, siendo sélo aislados del
tipo transposa los que presentaron esta resistencia. Por otro lado, para las
hidroxianilidas, con su principal representante fenhexamida, se ha reportado que
su utilizacion comenzé hacia fines de los 90s, con muy buenos resultados en el
control del patégeno. Sin embargo, el primer reporte de resistencia adquirida hacia
fenhexamida se realiz6 el afio 2007 en aislados de B. cinerea colectados desde
uva de mesa en trece localidades de la zona Central [Esterio et al., 2007]. En el
ano 2011, se analizaron varios aislados con diversos niveles de resistencia a
fenhexamida, detectdndose aislados chilenos de B. cinerea pertenecientes a la
categoria HydR3" (con valores ECso entre 0,4 y 3,0 ug mL* para crecimiento
micelial) y la categoria HydR3* (con valores ECso entre 2,3 y >10 ug mL!) [Esterio
et al.,, 2011]. A partir de la primera deteccién de resistencia, ésta ha ido en
aumento, alcanzando en el aflo 2011 a un 60% de aislados resistentes, con

valores ECso entre 0,21y 2,0 ug mL™* [Latorre and Torres, 2012].

Los aislados de B. cinerea, evaluados por Esterio y cols., fueron también
analizados para otros fungicidas como, benzimidazoles (carbendazim), N-fenil
carbamatos  (diethofencarb), dicarboximidas (iprodione, vinclozolin) vy
anilinopirimidinas (pyrimethanil) [Esterio et al., 2011]. Los aislados con resistencia
a fenhexamida presentaron adicionalmente, resistencia a benzimidazoles y
dicarboximidas. La particular condicién chilena, indica que la resistencia a
benzimidazoles es generalizada y estable en el tiempo [Auger and Esterio, 1997],

aunque el uso de este grupo de fungicidas se ha discontinuado a nivel de campo.

Por otra parte, Latorre y Torres en un estudio realizado entre 1998 y 2000

[Latorre and Torres, 2012] detectaron un 38,5% de resistencia a anilinopirimidinas
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(cyprodinil y pyrimethanil), niveles que posteriormente aumentaron, sobrepasando
el 50% [Esterio et al., 2011, Latorre and Torres, 2012]. Aunque el mecanismo de
resistencia a este grupo quimico no se conoce con certeza, los aislados de B.
cinerea con niveles de resistencia de moderados a altos, se caracterizan por tener
un comportamiento inestable en laboratorio [Walker et al., 2013]. Esto podria
explicar por qué estos aislados no han sido seleccionados tan rapidamente como
los aislados resistentes a dicarboximidas o benzimidazoles [Leroux, 2004].

A la fecha, se han detectado eventuales casos de pérdida en la sensibilidad
a fludioxonil asociados al fenotipo MDR1 de resistencia multidroga [Esterio et al.,
2009], en contraste con los resultados obtenidos por Latorre y Torres quienes
detectaron frecuencias relativamente altas (6,0 — 73,7%) de resistencia a
fludioxonil, doble resistencia entre fludioxonil y anilinopirimidinas (cyprodinil o
pyrimethanil), inclusive triple resistencia al sumarse a la resistencia anterior el

fungicida fenhexamida [Latorre and Torres, 2012].

Adicionalmente, aislados chilenos de B. cinerea resistentes a tebuconazole,
un fungicida DMI con accién botriticida, han sido detectados en baja frecuencia
[Latorre and Torres, 2012; Esterio et al., 2009]. Eventuales aislados con
resistencia a azoxystrobin (estrobilurina) han sido detectados en poblaciones
chilenas de B. cinerea [Esterio et al., 2009]. Hasta el afio 2009 no se habian
reportado aislados resistentes a boscalid [Esterio et al., 2009]; sin embargo, el
primer reporte se realizé el afio 2011 en aislados obtenidos en la region
Metropolitana y en la region del Libertador Bernardo O’Higgins. Ademas de la
resistencia descrita anteriormente, en el afio 2009, se detect6é en Chile, la
existencia de poblaciones de B. cinerea con resistencia multidroga del fenotipo 1
(MDR1) [Esterio et al., 2009].

En resumen, a pesar de los considerables progresos en el control quimico
de B. cinerea, este patdgeno sigue causando grandes pérdidas econdmicas.
Ademas, la generacion de resistencia a fungicidas quimicos y la negativa

percepcion publica acerca de la seguridad de los fungicidas, ha traido como
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consecuencia que, en muchos paises, las autoridades estén regulando el uso de

estos compuestos.

2.3.2 Control bioldgico

Asi, con el objetivo de minimizar el uso de agentes quimicos sintéticos, en
los Ultimos afios se ha descrito la utilizacion de microorganismos como
controladores de hongos (biocontrol). ElI control biolégico incorpora
microorganismos capaces de combatir al hongo fitopatdbgeno. Los agentes de
control biolégico mas estudiados en el control de B. cinerea son hongos
filamentosos de los géneros Trichoderma, Ulacladium y Gliocladium, bacterias de
los géneros Bacillus y Pseudomonas y levaduras de los géneros Pichia y Candida
[Jacometti et al., 2010; Romanazzi et al., 2012]. En Chile, se ha descrito la
utilizacion de Trichoderma como controlador de B. cinerea en cultivares de uva de
mesa. Sin embargo, se ha reportado que las poblaciones de Trichoderma
disminuyen abruptamente impidiendo un efecto biocontrolador sobre este cultivar
[Latorre, 2007]. Sobre la base de éstos y otros informes, se ha concluido que el
grado de control proporcionado por los biocontroladores en uva de mesa y en
condiciones de campo, es de bajo a moderado [Latorre, 2007; Latorre, 2013]. Por
lo tanto, el uso de este tipo de fungicida biolégico representa una alternativa que
podria ser mejor aceptada por los consumidores y agencias regulatorias, sin
embargo, éstos no han logrado posicionarse fuertemente en el mercado debido a
que han presentado diversos problemas como por ejemplo: corta vida media Uutil,
carencia de actividad curativa, baja persistencia y una eficiencia variable, la que
puede estar dada por factores como un bajo establecimiento de los
microorganismos en el fruto o que éstos pueden verse afectados por los fungicidas

guimicos usados normalmente en los programas de control [Palou et al., 2009].

Ademas, a diferencia del control quimico, la utilizacion de agentes
bioldgicos es mucho mas limitada puesto que presentan una especificidad por el
tipo de cultivo y estan afectados por factores fisicos (variaciones de temperatura o

humedad) indispensables para la accion éptima de los microorganismos. Por otra
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parte, las formulaciones del agente de control bioldégico requieren condiciones
especiales de almacenamiento y aplicacion y presentan una baja resistencia a la
radiacion solar. Estas limitaciones han demorado la aceptacion de estos
biofungicidas por los agricultores [Jackson, 2008]. Cabe recalcar que estas
limitaciones son aun mas importantes en etapas de post-cosecha y transporte,
donde se destruye entre un 10-30% de la produccion [Senthil et al., 2011], y donde
biocontroladores como Bacillus subtillis disminuyen su efectividad debido a las
bajas temperaturas. Uno de los productos biocontroladores mas prometedores del
mercado nacional es Bacifruit de la empresa BIOPACIFIC, un fungicida anti - B.
cinerea cuyo compuesto activo es una cepa nativa de Bacillus subtillis capaz de
colonizar rapidamente las micro heridas que surgen en las plantas, lo que facilita
su adaptacion a las condiciones ambientales y competir eficazmente por el
espacio y los nutrientes, lo que impide la proliferacion de Botrytis, evitando asi la

aparicion de la “pudricion gris”.

En conclusion, basado en las caracteristicas mencionadas para en el
control quimico y el biolégico, es razonable asumir que es necesario encontrar
nuevas formas de control mediante la identificacion de nuevos compuestos con
actividad antifungica, que sean efectivos para la poblacion de B. cinerea resistente

a los fungicidas quimicos convencionales y amigables con el medio ambiente.

2.4 Nuevos fungicidas obtenidos por extraccion desde plantas

El uso de compuestos naturales para el control de plagas ha sido utilizado
desde el comienzo de la humanidad. Estos productos son extraidos desde las mas
diversas fuentes, desde productos de origen marino, microorganismos Yy
especialmente de plantas [Celis et al., 2008]. Debido a las propiedades y principios
activos presentes en las plantas su estudio ha crecido de forma considerable, ya
que cada dia son mas utilizados en la medicina moderna, cosmetologia,

farmacéutica, biotecnologia y agricultura [Fonnegra and Jiménez, 2006].

Los productos de origen vegetal han sido estudiados, mayoritariamente en

las ultimas décadas obteniéndose un gran nimero de productos medicinales que
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ha sido desarrollados a partir de extractos y en base a esta experiencia, se
considera que éstos constituyen una fuente importante de compuestos con
actividad biolégica [Cragg. and Newman, 2013]. Por otro lado, a nivel quimico, se
ha estudiado con énfasis los metabolitos secundarios, los cuales estan implicados
en el control bioldgico contra plagas y patdégenos, en ciertos casos activando los
métodos de defensa en las plantas, llegando a brindar una proteccion efectiva de

forma preventiva [Kagale et al., 2004].

Estos compuestos son generalmente metabolitos secundarios, sustancias
de bajo peso molecular, ademas de sustancias quimicas no nutricionales que
controlan la biologia de otras especies en el entorno. En otras palabras, juegan un
rol prominente en la coexistencia y evoluciéon de las especies [Torssell, 1983].
Muchos de estos compuestos tienen propiedades como: repelentes de insectos y
roedores, también pueden mostrar actividad antifUngica y antibacteriana
[Sepulveda et al.,2003].

2.4.1Tipos de metabolitos secundarios

Hay un abundante tipo de metabolitos secundarios entre los cuales
podemos encontrar compuestos fendlicos sencillos (hidroxibenzoicos o
hidroxicinamicos), que son metabolitos secundarios comunes en plantas con
propiedades fungicidas; las cumarinas (compuesto quimico organico perteneciente
a las familias de las benzopironas) clasificadas como antifungicas vy
antibacterianas [Liu et al., 2011]; los conjugados de fenilpropanoides con aminas,
gue se incorporan a la pared celular vegetal para aumentar su rigidez e impedir las
entradas de patdgenos. En cuanto a las fitoalexinas, estas son sintetizadas por las
plantas, después de la infeccién y con actividad inhibitoria de microrganismos
patogenos, por ejemplo, la pisatina, el cual es un flavonoide sintetizado por un
guisante (Pisum sativum), que actia ante la infeccibn de hongos, siendo esta la
primera fitoalexina aislada y caracterizada [Gil, 2002]. También estan aquellos
metabolitos secundarios que se hacen parte en la respuesta de hipersensibilidad,

como es el caso de algunos compuestos pertenecientes al grupo de los alcaloides,
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terpenoides y los fenilterpenoides, que participan activamente eliminando a los
microorganismos patdgenos y/o restringiendo su invasion al resto de la planta. Al
mismo tiempo, otros metabolitos secundarios contribuyen a eliminar las especies
reactivas de oxigeno que son toxicas para las mismas células vegetales, las
cuales se sintetizan en la etapa temprana de defensa. Es asi como los metabolitos
secundarios constituyen una forma esencial en la respuesta de defensa de las

plantas ante el ataque de microorganismo fitopatégeno [Sepulveda et al., 2003]

Asi, en la busqueda de alternativas mas econdémicas y efectivas para el
tratamiento de las enfermedades producidas por hongos en cultivos de gran
importancia econémica, como es el caso de la uva para nuestro pais, el estudio de
metabolitos secundarios se ha convertido en un area de investigacion de mucha
importancia. Asi, en los ultimos afios se han aislado e identificado una serie de
metabolitos secundarios que presentan actividad antifungica. Adicionalmente, los
metabolitos aislados han sido sometidos a transformaciones hemisintéticas con el
fin de aumentar la bioactividad por cambios estructurales en la molécula. Entre los
metabolitos estudiados destacan, terpenoides, hidroquinonas geraniladas, fenoles,
y amidas [Cotoras et al., 2004; Ribera et al., 2008; Gurjar et al., 2012; Espinoza et
al., 2014].

En la literatura, hay varias plantas que presentan actividad antifungicida, por
ejemplo Allium sativum, la que contiene un aminoéacido sulfurado como compuesto
activo; Lipp iagraveolens, presenta fenoles timol y carvacol [Kagale et al., 2004]. El
aceite esencial obtenido desde hojas de limon (Cymbopogon citratus), que es rico
en citral, myrceno, dipenteno, metilheptona, ciertos alcoholes y acidos volatiles, los
cuales presentan actividad antifungica contra Mycospharella fijiensis [Obledo et al.,
2004]. El acido salvico, es un diterpeno aislado desde la fraccion extraida con
diclorometano de Eupatorium salvia y que se ha descrito que presenta
propiedades fungicidas [Mendoza et al., 2009]. Esto convierte a este extracto y al
acido salvico, asi como a sus derivados, en posibles antifungicos de origen natural

para el tratamiento de B. cinerea.
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Otro ejemplo de plantas con compuestos antifungicos presentes es el
canelo, Drymis winteri Forst. Este es un arbol perteneciente a la familia de las
Winteraceae, presente en Chile desde la zona del rio Limari hasta Tierra del
Fuego, desarrollandose mejor en suelos que retengan humedad. Hacia el norte la
planta adopta una forma arbustiva y del rio Maule hacia el sur puede llegar a medir
30 metros de altura, siendo una especie persistente [Hoffman et al 1992; Hoffman
et al 1998]. Con propiedades medicinales y sagradas para el pueblo mapuche,
durante afios se ha utilizado con el objeto de ayudar contra las Ulceras, postemas,
abscesos, fiebre, ademas se utiliza como diurético, anti-escorbuto, contra tumores,
reumatismo, dolores de muela, etc. [Hoffman et al 1992; Mufioz et al 2001]. En
estudios realizados por Martinez y colaboradores, se demostro que el extracto
semipolar tiene una alta actividad repelente contra roedores [Martinez and
Hurtado, 1997], lo que es descrito como una “actividad allomonal”’. Ademas,
muestra actividad biologica sobre otras especies dafiinas, tales como termitas,
hongos patdgenos (Saprolegnia, Candidas, Dermatofitos, Exophiala salmonis) y
contra bacterias que provocan infecciones nosocomiales (intrahospitalarias)
[Montenegro, 2006]. Recientemente, se ha reportado que compuestos naturales
aislados desde Drimys winteri Forst y algunos de sus derivados exhiben efectos
larvicidas contra Drosophila melanogaster til-til, siendo la isodrimenina el

compuesto mas activo [Martinez and Hurtado, 1997].

2.5 Poligodial y sus propiedades.

Entre los compuestos quimicos y con actividad biolégica presentes en el
canelo, se encuentra el sesquiterpeno dialdehido del tipo drimano, denominado
poligodial (figura 3). Ademas de drimendiol, isotadeonal, isodrimeninol [Rodriguez
et al., 2005] estos compuestos poseen una amplia variedad de actividades
biolégicas, incluyendo antibacterianos, antifingicos, anti alimentaria, citotoxicos,
moluscicidal, piscicidal, junto con propiedades reguladoras del crecimiento de

plantas [Jansen and Groot, 2004].
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Figura 3: Estructura quimica del sesquiterpeno, poligodial

Este metabolito es un sesquiterpeno, derivado de la molécula de drimano,
gue se encuentra presente en la corteza y hojas, el cual ha presentado actividad
biolégica antimicrobiana contra bacterias, hongo y levaduras [Anke and Sterner,
1991; Zapata et al., 2011], actividad anti hiperalgesia (antidolor) [Mendes et al.
1998.], antiinflamatorio y antialérgico. [Martin et al., 2009; da Cunha et al., 2001].
La actividad antifUngica estaria actuando principalmente en la disrupcion de la
membrana [Zapata et al., 2011; Munoz-Concha et al., 2004; Kubo et al., 2001;
Lunde and Kubo, 2000].

Adicionalmente, existen estudios que demuestran la actividad antifingica
tanto de los aceites esenciales de canelo, asi como de sus metabolitos
secundarios. Entre estos metabolitos secundarios, se ha logrado identificar una
serie de drimanos sesquiterpénicos, entre los que destacan poligodial,
isopoligodial y drimenol. Fujita y Kubo (2005) han descrito el mecanismo de accion
de poligodial frente a Saccharomyces cerevisiae, dematofitos, mostrando la
versatilidad de este compuesto como un posible antifingico de amplio espectro
[Fujita and Kubo, 2005]. Ademas, se ha reportado el efecto antifingico in vitro de
diecisiete drimanos en contra de algunas levaduras (Candida albicans, S.
cerevisiae), dermatofitos (Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes) y hongos filamentosos (Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus). En este trabajo, los autores describen
una relacion entre las caracteristicas estructurales de cada compuesto y la

actividad antifungica [Derita, 2013].
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Aunque poligodial, presenta actividad antifingica, no hay estudios que
establezcan la actividad contra el patégeno B.cinerea, principal patégeno presente
en los mayores cultivos de interés econdmico en el pais. Es por este motivo que
se abre la puerta para el estudio de la capacidad botricida de este sesquiterpeno,

sumado a sugerir el posible mecanismo de accion que tiene sobre el hongo.
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3 Hipétesis

El compuesto poligodial presenta actividad antifungica contra el hongo
fitopatdgeno Botrytis cinerea. La actividad antifiUngica se asociaria a su capacidad

de provocar estrés oxidativo y desestabilizar la membrana plasmatica.

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antifingica de poligodial contra Botrytis cinerea y

sugerir un posible mecanismo de accién.

3.2 Objetivos especificos.

a) Evaluar la actividad de poligodial en el crecimiento micelial de B. cinerea
(cepa B05.10) y determinacién de la ECso.
b) Evaluar la actividad de poligodial en la germinacion de conidias de B.
cinerea (cepa B05.10).
c) Sugerir un posible mecanismo de accién de poligodial a través de:
i) La estabilidad de la membrana de B. cinerea en presencia de
poligodial
i) La produccién de especies reactivas de oxigeno de B. cinerea en
presencia de poligodial.
iii) Cambios de niveles de expresion de genes relacionados con
dafo celular de B. cinerea en presencia de poligodial.
d) Evaluar la actividad de poligodial en el crecimiento micelial de cepas nativas
de B. cinerea con diferentes fenotipos de resistencia a antifungicos

guimicos comerciales.
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4 Materiales y metodoloqgia.

4.1 Evaluacién de la actividad antifungica de poligodial en el crecimiento de
B. cinerea.

4.1.2 Microorganismo y medio de cultivos

La cepa utilizada para la evaluacion de la actividad antifingica corresponde
al aislado B05.10 de Botrytis cinerea. 100 pL del stock de conidios de B05.10,
almacenadas en solucion 50% de glicerol, se inocularon en placas Petri con medio
de cultivo Malta-Levadura (ML) (2% p/v extracto de malta, 0,2% p/v extracto de
levadura, 1,5% p/v agar-agar) e incubadas a 20°C, en oscuridad por, al menos, 72
horas. Posteriormente, con ayuda de un sacabocado, se obtiene un disco de 5 mm
de didmetro de la placa de cultivo con micelio y se transfiere a otra placa con

medio ML para obtener stock de micelio fresco para los ensayos.

Las cepas con diferente grado de resistencia a antifungicos, fueron PN2 'y
7AC, estas se mantuvieron almacenadas en glicerol stock, a partir de esto se
inocularon 100 pL de cada una en placas con medio de cultivo ML e incubadas a
20°C, en oscuridad, subsiguientemente, con ayuda de un sacabocados se obtuvo
un disco de 5 mm de diametro, el cual fue transferido a otra placa con medio ML,
se incuban por al menos 72 horas, para obtener cultivo fresco de micelio para los
ensayos posteriores.

4.1.2 Medicion de la actividad antifungica de poligodial sobre aislados de B.
cinerea

Para la medicién de la actividad antifangica de poligodial se utilizaron
placas de cultivo de 50 mm de diametro, a las cuales se les agregd 7 mL de medio
ML, preparado previamente en tubos de ensayo. El poligodial se adiciono a cada
tubo de tal forma que el compuesto quedara en la concentracién necesaria para el
ensayo (20, 40, 80 y 160 ppm) a partir de un stock de 200 ppm de poligodial,
disuelto en diclorometano (Merck) (14mg/500uL). Luego, se adicionaron 50 pL de
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la solucion de poligodial a cada tubo y se homogeniz6 brevemente con vortex. Una
vez preparadas las placas, se inocularon con un disco de 5 mm de diametro de
micelio. El crecimiento del hongo se monitoreo a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion. La actividad antifiungica del compuesto se expresa como porcentaje de
inhibicion del crecimiento y se calcula la ECso (concentracion efectiva para inhibir

el 50% de la poblacion).

4.2 Medicion de la actividad antifungica de poligodial sobre la germinacién
de conidias de B. cinerea

Para la medicion de la actividad antifingica de poligodial en la germinacion
de conidios de Botrytis cinerea, se adaptaron portaobjetos de vidrio con el fin de
generar un pocillo “tipo barco”, en el cual se depositd medio ML blando (2% p/v
extracto de malta, 0,2% p/v extracto de levadura, 0,6% p/v agar.-agar). Previo a
esto, se prepar6 un stock de poligodial (200 ppm), disuelto en diclorometano
(Merck) y luego se realizan diluciones seriadas para dejar la concentracion de
poligodial en el medio de 20, 40, 80 y 160 ppm respectivamente. A cada uno de
los tubos se le agregd 50 pl de la solucion de poligodial. Una vez que los
portaobjetos estuvieron preparados para su uso, se procedié a cortar un cuadrado
de 0,5 cm? de una placa esporulada de B. cinerea, el cual se depositd
cuidadosamente sobre el portaobjeto con el medio blando, para traspasar los
conidios. Los portaobjetos, sembradas con los conidios son incubados en una
camara humeda a 20°C, generando un ambiente humedo adecuado para la
germinacion. Luego, a las 2, 4, 5y 6 horas de incubacioén, se procede al conteo de
conidios germinados y del total de conidos, con estos datos se procedié a obtener

el porcentaje de germinacion.

4.3 Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realiz6 sacando los porcentajes de inhibicion, tanto
para el crecimiento como para la germinaciéon de conidios. Para obtener este

porcentaje se emplea la siguiente ecuacion:
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(Control — Tratamiento)

% Inhibicién = ( ) 100

Control

Los datos obtenidos son analizados en el programa graphPad Prism 6.01,
sometiéndolo a la prueba de comparacion two way anova, para datos multiples,
analisis de Tukey (p<0,05).

La determinacion del Ecso se realiz6 mediante el analisis Probit, utilizando el
software estadistico computacional Minitab 16.1, con los datos de crecimiento
micelial a las 48 horas de cultivo.

4.4 Ensayo de estabilidad de membrana plasmatica por medio de tincién con
Sytox® Green.

4.4.1Cultivo de conidios.

Se preparo un cultivo de conidios de B. cinerea B05.10 en placa de Petri de
100mm en medio ML, a partir de una suspension de conidios mantenidos en

glicerol a -20°C. Se incubaron por 5-7 dias en oscuridad a 21°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 la recoleccion de los
conidios agregando 5 ml de medio minimo (MM) (1 g/L KH2POs4, 0,5 g/L K2HPOa,
0,5 g/L MgSO4 7H20, 0,5 g/L KCL, 0,01 g/L FeSO4 7H20, 4,6 g/L CaHi12N20s
25mm) y con ayuda de un asa microbiolégica. La soluciébn de conidios es
recolectada en tubo de centrifuga, filtrada y cuantificada una en camara de
Neubauer. Finalmente, se prepara una suspension de conidios de 106

conidios/mL.

4.4.2 Ensayo de permeabilidad de membrana.

En una placa de cultivo de 24 pocillos, donde en cada pocillo hay un

cubreobjetos redondo, se agregd 1 mL de medio minimo, suplementado con
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glucosa al 20% y se inoculé6 con 100 pL de la suspensiéon de conidios de 108

conidios/mL. Las placas fueron incubadas por 15 horas a 21°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se retiré el medio minimo de los
pocillos, teniendo cuidado de no mover el cubreobjetos que esta en el interior.
Luego, se prepararon las diferentes condiciones de tratamiento: Control positivo
(70% de etanol en medio minimo), control negativo (10% de metanol en medio
minimo) y tratamiento con el compuesto poligodial, de tal forma que la
concentracion final de este sea 160 ppm. Se agregé 1mL de cada uno de los
tratamientos a diferentes pocillos. El control positivo fue incubado por 10 min, el
control negativo y el tratamiento con poligodial, por al menos 60 min. Después de
la incubacion, se procedié al lavado de los cubreobjetos. Este procedimiento se
repitio 3 veces, para ello se retirdé el medio de cultivo y con ayuda de una pinza se
tomaron los cubreobjetos, los cuales fueron depositados sobre gotas de medio

minimo sin glucosa.

Inmediatamente después de los lavados, se procedié a la incubacién con 5
ul el colorante Sytox® Green (TermoFisher Scientific) por 10 min en oscuridad.
Trascurrido este tiempo, se elimind el exceso de colorante mediante un lavado con
medio minimo sin glucosa (repetirlo 3 veces). Luego, los cubreobjetos con los
conidios tefiidos se montaron en portaobjetos con 10 yL de DaBCO (Sigma
Aldrich) y se sellan los bordes. Finalmente, se llevé a cabo la visualizacion de los
conidios adheridos y tefiidos en un microscopio de fluorescencia, excitandolas a
una longitud de onda de 450-490 nm.

4.5 Determinacién de dafio celular por produccidén de especies reactivas de
oxigeno (EROs) por medio de ROS-GLO.

4.5.1 Cultivo de conidios.
Se realiz6 un cultivo de conidios de B. cinerea B05.10 en placa de Petri de

100 mm en medio ML, a partir de una suspensién de conidios mantenidas en

glicerol a -20°C. Se incubaron por 5-7 dias en oscuridad a 21°C.

28



Transcurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 la recoleccion de los
conidios agregando 5 ml de medio minimo (MM) (1 g/L KH2PO4, 0,5 g/L K2HPOa,
0,5 g/L MgSO4 7H20, 0,5 g/L KCL, 0,01 g/L FeSO4 7H20, 4,6 g/L C4H12N20s 25
mm) y con ayuda de un asa microbioldgica. La solucion de conidios es recolectada
en tubo centrifuga, filtrada y cuantificada una en camara de neubauer. Finalmente,

se prepard una suspension de conidios de 108 conidios/mL

4.5.2 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).
La determinacion de EROs se llevd a cabo con uso del kit comercial ROS-

Glo™ H202 Assay (Promega). A una placa de 96 pocillos, se le agreg6 79 uL de la
suspension de 108 conidias/mL a cada pocillo. Luego se afiade 1 pL de menadiona
como control positivo a un pocillo y 1 pL del compuesto ensayado (poligodial) en
otro pocillo, de tal forma que la concentracion final de poligodial en cada pocillo
sea de 160 ppm, como control negativo se ocupd la solucién de conidias y el
solvente en cual se prepar6 la solucion de poligodial. Luego, se llevé a un volumen
final de 100 pL, adicionando 20 pL de buffer sustrato H202. Se incubd por 2 horas
a 21°C, en condiciones de humedad y oscuridad. Transcurrido el tiempo, se
agregan 100 pL del reactivo ROS-Glo a cada pocillo, se dej6 incubar por 20
minutos a temperatura ambiente. Pasada la incubacién se procedi6 a la lectura de

los pardmetros luminicos a través del equipo TECAN Infinite Pro m200.

4.6 Andlisis de expresion por PCR cuantitativo (qPCR) de genes
relacionados con dafio celular.

4.6.1 Extraccion de ARN total y Sintesis de ADNc

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de conidias de B. cinerea,
crecido en medio liquido malta levadura (2% p/v extracto de malta y 0,2 % plv
extracto de levadura) por 5-7 dias a 21°C en agitacion constante 150 rpm.

Cada matraz contiene un tratamiento antifingico, poligodial a 160 ppm
ademas de control sin tratamiento. Transcurrido el tiempo de cultivo se procedi6 a
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moler el micelio en un mortero con nitrégeno liquido, las muestras se guardaron en

tubos eppendorf independientes a -80°C.

La extraccion de ARN se llevd a cabo utilizando TRIzol® (Invitrogen) segun
las indicaciones del fabricante. Finalmente, se resuspendio el pellet en 30-50 pL
de agua libre de nucleasas, se tratd con DNasa (Life Techonologies) y se
cuantifico en equipo TECAN Infinite Pro m200. Para confirmar la integridad del
ARN obtenido, se realiz6 una electroforesis en gel denaturante, utilizando 1,5%
agarosa (p/v), 0,1 % MOPS (p/v). El buffer de carga contenia 65% de formamida
desionizada (v/v), 22% formaldehido (v/v) y 13% MOPS (v/v).

La sintesis de ADN complementario se llevo a cabo con 1 pg de ARN total
incubando con la enzima maxima H minus (Thermo), agregando 1 pL de oligo dT y
1 pL de mix de dNTP’s 10 mM, llevando a un volumen final de 15 pul por reaccién
con agua libre de nucleasas. Se incubd por 5 minutos a 65°C, transcurrido el
tiempo se paré la reaccién dejando las muestras en hielo. Se agregdé 4 pl de buffer
RT 5X, 1 ul mix enzima maxima H minus, llegando a un volumen final de 20 pl.
Incubar por 20 minutos a 50°C, terminar la reaccion aumentando la temperatura a
80°C por 5 minutos. Se cuantifico la sintesis en equipo TECAN Infinite Pro m200 y
se toma una alicuota para realizar PCR para amplificar tubulina, como control de

la sintesis de cDNA.

4.6.2 Determinacion de los niveles de expresion mediante gPCR.
Las reacciones de amplificacién de PCR en tiempo real fueron realizadas

en el equipo LightCycler® 96 (Roche). Utilizando 100 ng de ADNc, 10 pL de KAPA
SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal (Kapa Biosystems, MA, EE.
UU.) y 0,3 mM de partidores (Fermelo) en 20 pL de reaccion total. Cada uno de los
ADNCc fue medido por triplicado, incorporando sus respectivos controles negativos
y positivos. En el perfil térmico utilizado se incluyd una etapa de
activacion/desnaturacion inicial de 3 minutos a 95°C y 40 ciclos compuestos por
una desnaturacion a 95°C por 3 segundos Yy alineamiento/extension a 60°C por 30
segundos, siendo esta etapa donde se mide la fluorescencia en cada ciclo. Una

vez finalizada esta etapa, se realiz6 una curva de desnaturacién, donde se
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determina la temperatura de desnaturacion (Tm) para todos los productos

obtenidos.

Para la determinacion de cambios de expresion de los genes estudiados, se
utilizé el método de cuantificacién relativa con el gen de expresidbn enddgena
constitutiva de B. cinerea, UBCe. Los genes estudiados corresponden a Bcaox, el
cual corresponde a la oxidasa alternativa, una enzima que forma parte de la
cadena transportadora de electrones [Magnani et al., 2007; Honda et al., 2012];
Bchex, que codifica para la proteina principal del cuerpo Woronin [Aguayo et al.,
2011]; cas-1 y Bcnma, genes relacionados con la muerte celular programada
(PDC): el gen cas-1, ortélogo a cas-A, corresponde a una metacaspasa y Bcnma
es un homoélogo del gen de levadura NMAL11 [Shlezinger et al., 2011; Vande Walle

et al., 2008]. Las secuencias de los partidores utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Secuencia de los partidores utilizados para el estudio de expresion
génica.

Eficiencia
Partidor Secuencia Tm °C primers
gPCR

cas-1f 5-ATGGAGGCTATGGAGCACCA-3' 57 97
cas-1r 5-GCAACACCGCTCATATCACCT -3'

Bcaox f  5-CAATGTATGTATCAAGGGTA-3' 57 99
Bcaox r 5-TCTTCATGCGATCCCTCA-3'

Bchex f 5-TCTACTTCAACGAGGCTTC-3' 57 99
Bchexr  5-CACCAGATTGACCGAAAAC-3'

Bcnmaf 5-ATGATCGGCACCAACGGCGT-3 57 98

Becnmar 5-CAAAGGTCGATCGAGTGGCAA-3
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5 Resultados

5.1 Evaluacién de la actividad antifungica de poligodial en el crecimiento de
B. cinerea.

El compuesto poligodial fue extraido desde corteza de canelo y purificado
por el Dr. Héctor Carrasco quien gentiimente lo cedid para realizar los
experimentos de esta tesis. La evaluacion del efecto antifungico de poligodial
sobre el crecimiento micelial fue estudiado en la cepa B05.10 de B. cinerea,
aislado modelo del patégeno y sobre cepas nativas que presentaron diferentes

caracteristicas de resistencia a los fungicidas comercialmente en uso.

Se observo que a las 24 horas de incubacion, poligodial produce un efecto
inhibitorio cercano al 20% sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. B05.10 Esta
inhibicion es dosis dependiente, logrando un maximo de inhibicion a las 160 ppm
del compuesto, alcanzando una inhibicion de 47% respecto al control. A su vez no
se observan cambios a nivel morfologico en el crecimiento del hongo. Las otras
mediciones realizadas a las 48 y 72 horas mantienen la tendencia de inhibicién en
el crecimiento siendo dosis dependiente, teniendo un menor efecto a las 72 horas
(Figura 4).

La evaluacion de la dosis a la cual se logra inhibir el 50% del crecimiento de
la poblacion se llevé a cabo a las 48 horas, midiendo el radio de crecimiento de B.
cinerea en medio sélido, y se logré calcular el valor de ECso. En la figura 5 se
observa el porcentaje de inhibicion del crecimiento de B. cinerea en presencia de
poligodial producido a las 48 horas de incubacion. El resultado indica que se
produjo una inhibicion dosis dependiente en el crecimiento obteniendo su mejor
rendimiento a una concentracion de 160 ppm. Mientras tanto el valor de ECso
obtenido para poligodial es de 162,1 ppm. Mostrando un valor mas alto que el

antifangico comercial de origen natural BC-1000 (33ppm) (Tabla 3).
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Figura 4. Efecto de poligodial en el crecimiento micelial de B. cinerea. Poligodial fue
disuelto en diclorometano a una concentracion final de 20, 40, 80 y 160 ppm. Se usaron dos
controles, uno de ellos micelio crecido solo en medio ML y el otro micelio crecido en medio ML con
solvente (diclorometano), cada punto representa el promedio de 3 experimentos independientes,
barra de error corresponde a la desviacién estandar.
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Figura 5: Efecto de poligodial en el crecimiento micelial de Botrytis cinerea a las 48
horas. Poligodial fue disuelto en diclorometano a una concentracion final de 20, 40, 80 y 160 ppm.
Se usaron dos controles, uno de ellos micelio crecido solo en medio ML y el otro micelio crecido en
medio ML con solvente (diclorometano). Cada punto representa el promedio de 3 experimentos
independientes y la barra de error corresponde a la desviacion estandar. Letras diferentes indican

valor estadisticamente diferente segun test de tukey (p<0,005).

Se concluye que poligodial presentaria una actividad, afectando el
crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno, siendo esta dosis dependiente en el

tiempo.
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5.2 Evaluacién de la actividad antifungica de poligodial sobre la germinacion
de conidios de B. cinerea.

En este objetivo se evaluo el efecto que presenta el compuesto poligodial
sobre la germinacion de la cepa B05.10 de B. cinerea, aislado modelo del

patdégeno.

En la figura 6 se observa una grafica de porcentaje de germinacion versus
tiempo de incubacién en presencia de diferentes concentraciones de poligodial. Se
observa una marcada disminucion en la germinacion de los conidios que fueron
tratadas con el compuesto poligodial. Este efecto ya se observa a partir de las 2
horas y se mantiene en el tiempo (figura 6).

100~
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Figura 6: Cinética de germinacion de las conidias de B. cinerea. Poligodial fue disuelto en
diclorometano a una concentracion final de 20, 40, 80 y 160 ppm. Se usaron dos controles, uno de
ellos micelio crecido solo en medio ML y el otro micelio crecido en medio ML con solvente
(diclorometano). Cada punto representa el promedio de 3 experimentos independientes y la barra
de error corresponde a la desviacién estandar. (p<0,005).
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A las 3 horas de incubacion de los conidios, la cepa control presenta un
porcentaje de germinacion de un 38% a diferencia de los conidios incubados en
presencia de poligodial, donde el porcentaje de germinacion es de un 2% en las
dosis de 20, 40 y 80 ppm mientras que para 160 ppm hay un 1% de conidios
germinados. Esta inhibicion en la germinacibn se mantiene en las horas
posteriores de incubacion donde a las 4 horas el control germina un 43% mientras
que los conidios tratados no superan el 5% de germinacién. A las 5 horas el
control alcanza un porcentaje de germinaciéon de un 54 % de germinacion y los
conidios tratados van desde 9,5% a 20 ppm a 1% germinadas a 160 ppm.
Finalmente, a las 6 horas post incubacién se observa que el control germina un
75% de los conidios mientras que en presencia de poligodial a mayor

concentracion (160ppm), se logra un porcentaje de germinacion de 6%.

Los resultados muestran un fuerte decaimiento en la germinacién de los
conidios, en presencia de poligodial a las diferentes concentraciones, indicando
nuevamente que es dosis dependiente, ya que a mayor concentracién del
compuesto estos no germinan, siendo hasta 10 veces menor la cantidad
germinada a la mayor concentracion utilizada (figura 6). En la figura 7 se muestran
imagenes del proceso de germinacién de los conidios, en medio control y en
medio con poligodial a 160 ppm, a las 2 y 6 horas de incubacion. Y se observa que

hay un cambio en la morfologia.

5.3 Descripcion del mecanismo de accion de poligodial en B. cinerea.

Con el objetivo de dilucidar un posible mecanismo de accién por el cual
poligodial estd afectando al hongo B. cinerea, se realizaron 3 ensayos para
evaluar su efecto en la estabilidad de la membrana, la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROSs) y la expresion de genes especificos relacionados con

dafo celular.
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Figura 7 : Efecto de poligodial en la germinacién de conidios de B. cinerea. Poligodial
fue disuelto en diclorometano a una concentracion final de 160 ppm. A y B, representan conidios
de B. cinerea en medio control a las 2 y 6 horas de incubacién. C y D, representas conidios de B.
cinerea en medio con presencia de poligodial 160 ppm a las 2 y 6 horas de incubacion
respectivamente. Flechas indican conidios en proceso de germinacién. La barra corresponde a 20
pm.

5.3.1. Evaluacioén de la estabilidad de membrana.

Se procedié a evaluar la estabilidad de la membrana citoplasmatica de B.
cinerea en presencia de poligodial, a través de la tincién intracelular con el
colorante Sytox Green. Este colorante, tiene una alta afinidad para unirse a
material genético y es incapaz de penetrar las membranas de células vivas, pero
cruza facilmente las membranas que se encuentran comprometidas con algun
dafo [Lebaron et al., 1998].
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Figura 8: Efecto del compuesto poligodial en la integridad de la membrana de B.
cinerea. Suspension de conidios 1x10° conidios/mL, fueron incubados en medio minimo en
presencia de etanol 70% (v/v) como control positivo (A, B y C), metanol 10% (v/v) como control
negativo (D, E y F) y poligodial a 160 ppm (G, H e I) e incubados durante 3 horas. La fluorescencia
fue observada en un microscopio de fluorescencia. Las fotografias representan 3 experimentos
independientes.

En la figura 8 se muestra la accion del colorante intracelular SYTOX, en
presencia de etanol 70%, el cual causa deshidratacion de la membrana celular,
por eso es usado como control positivo. En presencia de etanol 70% (control
positivo), es posible observar fluorescencia en el interior de las hifas (figura 8 A, B
y C), mientras tanto metanol 10% fue usado como control negativo, el cual no
causa dafio al hongo, no es posible observar fluorescencia (figura 8; D, E y F). Por
otra parte, al someter al hongo al tratamiento con poligodial a 160 ppm, es posible

observar claramente la fluorescencia luego de 3 horas de incubacién.

37



Estos resultados indican que poligodial estaria causando una disrupcion de
la membrana plasmatica de B. cinerea permitiendo el paso del colorante SYTOX

Green el cual se une al material genético.

5.3.2 Produccion de especies reactivas de oxigeno de B. cinerea en presencia de
poligodial.

Para lograr verificar si se produce dafio a nivel de membrana plasmética, el
efecto de poligodial en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) fue
evaluado con el kit Ros-Glo Assay (Promega). Para ello se incubaron conidios de
B. cinerea en presencia de 160 ppm poligodial por 3 horas a 21°C, en oscuridad.
La produccion de EROs fue medida con el kit Ros-Glo TM H202 Assay [Kelts et al.,
2015].

En la figura 9, se ve el efecto de la produccion de EROs en B. cinerea en
presencia de poligodial a una concentracion de 160 ppm. Para lograr discriminar si
la produccién de luminiscencia se debe a la accion del poligodial, se utiliz6 como
control negativo medio minimo con suspension de conidios y el solvente en el cual
se preparo la solucion de poligodial. Ademas, como control positivo a la reaccion,
se utiliz6 menadiona (vitamina k3), el cual es un inductor de especies reactivas de
oxigeno [Scott et al., 2005], segun las especificaciones del fabricante. Se observa
gue el control positivo tiene un promedio de luminiscencia bastante mayor, siendo
significativamente diferente al control negativo, llegando al doble que el control
negativo, mientras que en presencia de poligodial a 160 ppm la produccion de
EROs se ve aumentada 3 veces respecto al control negativo y 0,5 veces mas que
el control positivo. Esto indicaria que el compuesto evaluado tiene un efecto en el
aumento de la produccidon de especies reactivas de oxigeno, que estarian

asociadas a dafno celular.
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Figura 9: Efecto de poligodial en la produccidn de especies reactivas de oxigeno en
B. cinerea. Se cuantificd la cantidad de EROs producidas en presencia de poligodial. Control (-),
corresponde a medio con solucién de esporas; Menadiona, corresponde al control positivo de
EROs (inductor de especies); poligodial se ocup6 a 160ppm. (*) Representa diferencia significativa
entre las medias de los ensayos.

5.3.3 Cambios de niveles de expresion de genes relacionados con dafio
celular de B. cinerea en presencia de poligodial.

Con el fin de profundizar el mecanismo por el cual estaria actuando
poligodial contra el hongo, se estudiaron los cambios de expresion de genes
relacionados con el dafio celular. Para ellos, conidios del hongo se incubaron con

poligodial a 160 ppm durante 3 horas.

Los resultados sugieren que los genes relacionados con la muerte celular
programada (MCP), Bcnma y cas-1, no exhiben un cambio en los niveles de
expresion cuando B. cinerea esta expuesta al tratamiento con poligodial. Ocurre
lo mismo con los niveles de expresion del gen Bcaox, la cual corresponde a una
oxidasa alternativa, ya que tampoco hay una diferencia en la expresion respecto al

control. Mientras tanto el gen Bchex, el cual codifica la proteina principal del
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cuerpo de Woronin, presenta una disminucién en los niveles de expresion de
transcrito en la muestra tratada con poligodial a 160 ppm, en comparacién con la

muestra control (figura 10).
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Figura 10: Efecto de poligodial sobre a expresién de genes relacionados con dafio
celular en B. cinerea. Efecto de poligodial en los niveles de RNAm de Bcnma, cas-1, Bchex, y
Bcaox. Los valores representan la media + desviacién estandar de 3 experimentos independientes
con 3 repeticiones cada uno. (*) Representa diferencia significativa p<0,05 student t-test.

Estos resultados indicarian que poligodial estaria produciendo un dafio
celular en el hongo, ya que los niveles de expresion del gen Bchex se ven

disminuidos. por lo cual habria una modulacion negativa de este gen.
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5.4 Evaluacion de la actividad de poligodial en el crecimiento micelial de
cepas nativas de B. cinerea con diferentes fenotipos de resistencia a

antifGngicos quimicos comerciales.

Con el proposito de evaluar la capacidad antifungica del compuesto
poligodial sobre cepas nativas chilenas que presentan diferentes fenotipos de
sensibilidad a fungicidas comerciales, se realizaron ensayos de inhibicién. A
continuacion, se describe las caracteristicas de las cepas nativas chilenas en

cuanto a su sensibilidad a los funguicidas (tabla 2).

Tabla 2 Cepas nativas con diferentes tipos de fenotipos de resistencia a
antifungicos comerciales.

ID Cepa ANTIFUNGICO QUIMICO
Nativa PROCEDENCIA FENOTIPO SINTETICO
) Iprodione / Pyrimethanil
PN2 Cereza Resistente ) )
Fenhexamida / Boscalid
7AC Pera Resistente Fenhexamida

Los resultados se muestran en la figura 11. El poligodial mantiene su
actividad antifiungica en el crecimiento micelial en aislados nativos de B. cinerea
con diferentes grados de resistencia a antifungicos comerciales. Como se observa
en la figura 1la, para el aislado PN2, aislado multiresistente, la inhibicién del
crecimiento fue independiente del tiempo de incubacion y la concentracion de

poligodial (figura 11 Ay B).
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Figura 11: Efecto de poligodial en el crecimiento micelial de B. cinerea cepa
multiresistente PN2. Poligodial fue disuelto en diclorometano a una concentracion final de 20,
40, 80 y 160 ppm. Se usaron dos controles, uno de ellos micelio crecido solo en medio ML y el otro
micelio crecido en medio ML con solvente (diclorometano). A) cinetica de crecimiento de B.
cinerea aislado PN2, en presencia de poligodial, B) Efecto de poligodial sobre el crecimiento de B.
cinerea a las 48 horas de tratamiento. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos
independientes. Barra de error corresponde a la desviacion estandar.

Por otro lado, el aislado nativo 7AC, muestra inhibicién concordante con los
resultados obtenidos con el aislado B05.10, mostrando un efecto inhibitorio del
crecimiento micelial dependiente del tiempo de incubacion y de la concentracion
de poligodial (figura 12; A y B). No obstante, los porcentajes de inhibicion son
menores que los obtenidos con el aislado PN2. Los valores de inhibicion van
desde un 20% a 20 ppm, hasta 55% a 160 ppm a las 24 horas, manteniendo la

cinética, con valores similares a las 48 y 72 horas del tratamiento (figura 12 A).

En la figura 12B, se observa el efecto inhibitorio a las 48 horas de
incubacion, en donde se establece que el efecto inhibitorio va desde un 20% a las

20 ppm hasta un 70% de inhibicién del crecimiento con 160 ppm.

En base a los valores de ECso, encontramos que tanto para la cepa PN2 y
7AC tienen valores mas bajo que con la cepa de laboratorio B05.10, siendo estos
valores de 62 y 72,6 ppm respectivamente, siendo entre 55% y 62% menos que la

cepa de laboratorio (tabla 3).
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Figura 12: Efecto de poligodial en el crecimiento micelial de Botrytis cinerea 7AC a
las 48 horas. Poligodial fue disuelto en diclorometano a una concentracion final de 20, 40, 80 y
160 ppm. Se usaron dos controles, uno de ellos micelio crecido solo en medio ML y el otro micelio
crecido en medio ML con solvente (diclorometano). A) cinetica de crecimiento de B. cinerea
aislado 7AC, en presencia de poligodial, B) Efecto de poligodial sobre el crecimiento de B. cinerea
a las 48 horas de tratamiento. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos
independientes. Barra de error corresponde a la desviacion estandar.

Tabla 3 Efecto de poligodial en el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea,
estimacion de la dosis efectiva 50%, obtenida a las 48 horas de incubacion.

Compuesto Cepa ECso(ppm)
Poligodial B05.10 162,1
BC-1000 B05.10 33
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6 Discusion.

6.1 Evaluacion de la actividad de poligodial en el crecimiento micelial de B.
cinereay determinacién de ECso.

En base a los resultados obtenidos, se logré6 establecer que el
sesquiterpeno poligodial, presenta un efecto antifungico sobre el crecimiento de B.
cinerea en medio de cultivo ML, ya que hubo una disminucion en el crecimiento
micelial dependiente del tiempo de incubacién alcanzando una inhibicion del 50%
a 160 ppm del compuesto. No obstante, el efecto de la presencia de poligodial
sobre la germinacion de los conidios de B. cinerea, demostr6 ser mucho mas
eficiente que la inhibicion en el crecimiento micelial. Este efecto quedo claramente
demostrado en la cinética de germinacién, obteniéndose una gran diferencia entre
las muestras control y las muestras tratadas.

Este resultado se ve soportado en el hecho de que se ha descrito que
varios sesquiterpenos presentan actividad contra B. cinerea, por ejemplo, el 7-
hidroxi-calamenene y drimenal, aislado de Bazzania trilobata y los diterpenoides,
acido kolavenico y acido 2-oxokolavenico obtenido a partir de extractos monandra
Macaranga [Salah et al., 2003; Jochen y Speakan, 2004]. Ademas, también se ha
descrito que otros diterpenoides naturales tienen un efecto similar sobre B.
cinerea. Mendoza y colaboradores reportaron que el &cido salvico, &cido
acetilsalvico y algunos diterpenos hemisintéticos también son capaces de inhibir el
crecimiento del micelio en este patégeno [Mendoza et al., 2009]. En otros hongos
se ha informado que acido kaurenoico, extraido de las hojas de Mikania
hirsutissima, mostré que la actividad fungistatica contra Aspergillus nidulans con el
alargamiento visible de la hifa y dafios morfologia [Rafael et al., 2013].

Al comparar el efecto de poligodial contra drimenol, otro metabolito aislado
desde canelo, el poligodial presenta un efecto antifingico a mayor a concentracion
que Drimenol (80 ppm) [Robles-Kelly et al., 2017]. Esta variacion se deberia a la

diferencia estructural de estos compuestos, ya que poligodial cuenta con un doble
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enlace conjugado con un grupo aldehido en la posicion 9C, mientras que drimenol
presenta un doble enlace con un grupo metilo [Carrasco et al., 2017].

El efecto que pueden presentar los terpenoides como antifingicos esté
relacionado con la estructura que presente el compuesto [Mendoza et al., 2009].
Demostrando que diterpenos que cuentan con una cadena lateral mas corta son
mas eficaces que los de cadena lateral mas larga en la inhibicion del crecimiento.
Asimismo, derivados semisintéticos de poligodial, fueron evaluados en actividad
citotoxica en lineas celulares cancerigenas in vitro [Montenegro et al., 2013]. Los
autores describieron que poligodial y algunos derivados tenian efecto inhibidor
sobre el crecimiento de las células cancerigenas. Esto sugiere que la presencia de
sistemas insaturados y grupos de dialdehidos en la estructura de los compuestos
es de gran relevancia para la actividad biologica sobre células cancerigenas. La
obtencion del valor de ECso, que nos permite conocer la cantidad necesaria para
poder inhibir el 50% de la poblacion es de 160 ppm, nos permite comparar la
eficiencia frente a otros compuestos. Por ejemplo, el ECso de poligodial es 5 veces
mas alto que el antifangico natural BC-1000, producto comercial, el cual
corresponde a un extracto de semilla y pulpa de citricos asociados a
bioflavonoides, que tiene un valor de ECso bastante menor, por lo cual no es
competitivo, pero aun asi puede ser fuente de uso en campos que no deseen
generar residuos de fungicidas sintéticos. Sin embargo, tiene un efecto mejor que
aceites escenciales y extractos de algunas plantas como por ejemplo: el extracto
de lavanda tiene un ECso de 223 ppm y el extracto de romero un ECso 606 ppm
[Daferera et al, 2003].

Respecto a la germinacién de los conidios, poligodial estaria retrasando el
proceso de germinacion, el cual termina afectando el desarrollo de las hifas. Otros
metabolitos secundarios que afectan la germinacién de conidias en B. cinerea, son
los flavonoides, es el caso de sakuranetina, un flavonoide aislado de la superficie
de Ribes nigrum [Grayer and Harborne, 1994].

En cuanto al uso de este compuesto en las cepas nativas con diferentes

fenotipos de resistencia a antifGngicos comerciales, se determind que actua de
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mejor forma, bajando los valores de ECso siendo entre 2 y 3 veces mas baja la
dosis para las cepas 7AC y PN2, respectivamente. Esto es un resultado bastante
prometedor debido a que este producto podria ser aplicado en campo, en
combinacion con otros agentes fungicidas, para lograr un efecto complementario
sobre la inhibicion B. cinerea; ademas de tratarse de un producto de origen
natural, los efectos sobre el medio ambiente son bastante menores, evitando asi la

contaminacion de suelos y/o aguas.

6.2 Posible mecanismo de accion de poligodial

A partir de los ensayos de estabilidad de membrana, produccion de
especies reactivas de oxigeno y analisis de expresion génica en presencia de
poligodial, es posible concluir que este compuesto estaria actuando a nivel de
membrana produciendo una inestabilidad de ésta, lo cual afectaria la germinacion

de conidios y retrasaria el crecimiento de las hifas.

En cuanto a la estabilidad de la membrana plasmatica del hongo, ésta se
vio alterada, debido a que el colorante logré penetrarla y unirse al nicleo. Estudio
realizado por Lebaron et al (1998), establecieron que el colorante SYTOX Green,
es incompetente de unirse a los nucleos de las células que no presenten dafio
celular, ya que es incapaz de penetrar membranas de células vivas. Por lo que el
resultado indica que poligodial produce una disrupcion de la membrana
plasmética.

Este resultado se ve apoyado por lo comunicado por Cotoras et al., (2015),
quienes reportaron otros diterpenos que también permeabilizaron la membrana en
la germinacién de conidias de B. cinerea, permitiendo el paso del colorante. Con
esto se establece que la causa del dafio en la membrana es realizada por
diterpenos, en este caso el poligodial.

Para comprobar el dafio celular, en especifico el dafio en la membrana
plasmatica, se midieron los niveles de EROs, producidos por conidios del hongo

en presencia de poligodial, donde se observé produccion de estas especies al
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estar en incubadas con poligodial, siendo 3 veces mayor que el control sin
tratamiento, siendo incluso mayor que el control positivo (menadiona), por lo que
se estable una correlacion con el dafio de membrana, puesto que estudios
anteriores ha establecido que un aumento en la produccion de EROs es evidencia
de dafio celular, en respuesta a defensa [Benezer et al., 2008]. Ademas, se ha
descrito la funcién de EROs en la regulacién de inmunidad, proliferacion celular,
diferenciacion, transduccion de sefales y transporte [Finkel, 2003; Kwak et al.,
2003; Lambeth, 2004].

Existen otros compuestos que promueven la produccion de EROs, por
ejemplo, el miconazol produce un aumento en la produccion de EROs, en el hongo
Candida albicans a baja concentracion del antifungico, siendo dosis dependiente
ya que al aumentar la concentracién aumentan los niveles de EROs, este aumento

afecta la viabilidad celular del hongo [Kobayashi et al., 2002]

Con la idea de profundizar el mecanismo por el cual actda poligodial como
antifangico contra B. cinerea, se realizaron estudios de cambios en la expresion de
genes candidatos asociados con el dafio celular. En el estudio hubo un cambio
significativo en la expresiéon de genes, en el caso de gen Bchex, el cual codifica la
proteina principal del cuerpo de Woronin, el cual presenté una disminucién en la
expresion. Un aumento en la expresion de este gen indica que los cuerpos de
Woronin se esta produciendo, para tapar los poros generados por el dafio en las
hifas. [Collinge and Markham, 1985; Aguayo et al., 2011]. En este caso al verse
disminuido, indica que hay una regulacién negativa de este gen, por lo cual no
estarian apareciendo los cuerpos necesarios para reparar el dafio producido a
nivel de membrana, por lo cual no se estarian tapando los poros producidos,
provocando un gran dafo a nivel de membrana.

Los otros genes analizados, Bcnma y cas-1, relacionados con muerte
celular programada, no presentaron diferencias, por lo cual seria indicativo que
poligodial estaria actuando como fungistatico, ya que no provoca la muerte del

hongo pero si inhibe su crecimiento.
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En el caso de la expresién de Bcaox, una oxidasa alternativa, la cual esta
descrita que su expresion es alterada bajo condiciones de estrés oxidativo
[Magnani et al., 2007; Honda et al., 2012], se observa un aumento en presencia de
poligodial, lo que sugiere una disfuncion mitocondrial, debido al dafio en los

complejos formadores de ATP localizados en la membrana interna.

Basado en los resultados obtenidos en este estudio, es posible decir que el
aldehido sesquiterpeno poligodial produce dafio a nivel de membrana, pero no es
tan fuerte el deterioro de ésta como para producir disfunciones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo cual, poligodial estaria actuando como un
mecanismo de accién fungistatico, inhibiendo fuertemente la germinacién de los

conidios de Botrytis cinerea y afectando su crecimiento micelial.
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7 Conclusiones y Proyecciones

La evaluacion realizada de la actividad antifingica de poligodial sobre el
crecimiento micelial y la germinacion de los conidios de B. cinerea, nos permite
sugerir que poligodial afecta el crecimiento micelial, ralentizando el proceso, y por
otro lado, inhibe fuertemente el proceso de germinacion de B. cinerea.

El mecanismo de accion de este metabolito secundario involucra la
desestabilizacion de la integridad de la membrana, la produccion de EROs y la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo, como la modulacion
negativa de la expresion de gen relacionado con el reparacion de dafio celular en

el hongo fitopatogeno.

Las proyecciones de este trabajo, estan relacionadas a mejorar la actividad
de este compuesto, a través de procesos fisicoquimicos, o relacionarlo con otro
metabolito que presente actividad, por ejemplo el drimenol, el cual también se
obtiene a partir de la corteza del canelo, que también presenta actividad
antifangica contra B. cinerea, pero teniendo un comportamiento distinto, ya que
drimenol, inhibe fuertemente el crecimiento micelial, pero no afecta a gran escala
la germinacion de los conidios, por lo cual se podria hacer una terapia combinada
para mejorar la efectividad en el control del hongo fitopatégeno. A su vez también
es interesante mejorar la extraccién de este compuesto o la posibilidad de poder
realizar produccion in-vitro, para asi aumentar su disponibilidad para el control.
Finalmente, realizar ensayo directo sobre frutos, para asi evaluar una posible
fitotoxicidad, la vida media del compuesto en el campo, la biodisponibilidad del
mismo y la degradacion en el tiempo que pudiese presentar.
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9 Anexo
Poligodial O horas

Figura 13: Efecto de poligodial en el crecimiento de Botrytis cinerea cepa B05.10.
Inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea a distintas concentraciones de poligodial a
tiempo O horas. A) Control sin tratamiento; B) Control solvente (Diclorometano); C)
Poligodial 20 ppm; D) Poligodial 40 ppm; E) Poligodial 80 ppm; F) Poligodial 160 ppm.

'

Figura 14: Efecto de poligodial en el crecimiento de Botrytis cinerea cepa B05.10.
Inhibicién del crecimiento micelial de B. cinerea a distintas concentraciones de poligodial a
tiempo 24 horas. A) Control sin tratamiento; B) Control solvente (Diclorometano); C)
Poligodial 20 ppm; D) Poligodial 40 ppm; E) Poligodial 80 ppm; F) Poligodial 160 ppm.

Poligodial 24 horas
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Poligodial 48 horas

Figura 15: Efecto de poligodial en el crecimiento de Botrytis cinerea cepa B05.10.
Inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea a distintas concentraciones de poligodial a
tiempo 48 horas. A) Control sin tratamiento; B) Control solvente (Diclorometano); C)
Poligodial 20 ppm; D) Poligodial 40 ppm; E) Poligodial 80 ppm; F) Poligodial 160 ppm.

Figura 16: Efecto de poligodial en el crecimiento de Botrytis cinerea cepa B05.10.
Inhibicién del crecimiento micelial de B. cinerea a distintas concentraciones de poligodial a

tiempo 72 horas. A) Control sin tratamiento; B) Control solvente (Diclorometano); C)
Poligodial 20 ppm; D) Poligodial 40 ppm; E) Poligodial 80 ppm; F) Poligodial 160 ppm

Poligodial 72 horas
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