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INTERACCION ENTRE PLANTAS Y HONGOS

A través del proceso de evolucién las plantas y los hongos
han alcanzado diferentes tipos de interrelaciones que involucran
varios mecanismos posibles de interaccion.

Son conocidas las asociaciones simbibticas entre algas vy
hongos que forman los liquenes, la interaccién de tipo mutualista
descripta en las micorrizas donde los hongos coexisten con las
ralices de la planta, la relacibon endofitica reportada
principalmente entre hongos y algunas gramineas y también el caso
de los hongos patbgenos que producen diferentes transtornos en el
hospedante infectado.

Las diferentes patologias que producen los hongos parasitos
en la planta colonizada van desde la invasidtn de las células
vivas del tejido infectado, con el fin de aprovechar los
nutrientes producidos en estas células sin mayores dafios para el
resto de la planta, hasta la necrosis de los tejidos vegetales
como consecuencia de la invasion fungica.

Sin embargo la coexistencia entre honqos y plantas a 1lo
largo del periodo evolutivo., ha 1llevado al desarrollo de
mecanismos que limitan el dafo causado por el hongo invasor en la
planta hospedante.

Normalmente la interaccion entre hospedante vy patégeno
involucra sefiales de reconocimiento mutuo para que se lleve a
cabo este tipo de relaci6tn. Existen numerosos grupos de genes gue
son activados o inhibidos en ambos organismos como respuesta a la
invasiédn, y dependen del estado fisioldbgico, metabdlico y de las
condiciones ambientales en las que se encuentran ambos
organismos.

Los productos que utilizan los hongos como elementos basicos

para su nutricion son los mismos en todas las plantas, por



ejemplo: carbohidratos, lipidos, proteinas v vitaminas,
independientemente de la via que utiliza la planta para la
biosintesis de los mismos.

Usualmente como resultado de 1la invasién fungica, se
producen cambios anatéomicos y morfolégicos en la estructura de
la planta infectada, como la reducciédtn de la fotosintesis,
aumentos localizados de la respiracion, traslocacion de
nutrientes hacia la =zona invadida, cambios en el proceso de
transpiracion y sintesis e inhibicibn de hormonas tanto veqgetales

como del hongo (49).

Mecanismo de invasioén

Generalmente la invasion del hospedante se encuentra
precedida por la germinacibn de esporas en la cercania de 1la
planta, contando con un ambiente himedo y una topografia adecuada
para el desarrollo favorable del hongo. De este modo en muchos
casos la espora germina dirigiendose directamente hacia los
estomas en la superficie de la hoja (38).

Durante el proceso de la invasion el hongo secreta una gran
variedad de enzimas celuloliticas, pectoliticas. proteoliticas,
amiloliticas vy en algunos casos cutinasas. Estas enzimas son
estables y activas en el medio extracelular v pueden resistir
algunos cambios en el ambiente en el cual ejercen su accion.

Muchos hongos a su ve:z secretan compuestos de naturaleza
musilaginosa. Frecuentemente se trata de poliglucanos que crean
un  ambiente favorable para la actividad de estas enzimas
manteniendo la humedad, pH y composicion ibnica adecuada en el
medio ambiente extracelular.

L.a respuesta de la planta frente a la invasion fungica es de

naturaleza variada. La produccitn de fitoalexinas (72) puede ser
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inducida por la acciédn de las enzimas degradativas del hongo que
actian sobre la pared de las células de la planta, o por accion
enzimatica de los metabolitos de la planta sobre constituventes
del organismo invasor.

En alqunos casos 1la invasién  fungica puede inducir 1la
sintesis de etileno, provocando dafos secundarios en la planta
debidc a los efectos de este compuesto.

En otros casos la planta produce un inhibidor de sintesis
proteica como consecuencia del ataque de determinados insectos v
no resultaria sarprendente que pueda existir alguna reaccidén

similar frente a la invasibn producida por hongos (49)
Relaciones entre poblaciones fangicas que colonizan la planta.

La superficie aérea de las plantas resulta un habitat
favorable para el desarrollo de organismos saprofitos 0
parasitos. En algunos casos los sapréofitos son capaces de
interactuar con los microorganismos patégenos, disminuyendo 1la
incidencia de Ia patologia foliar. Del mismo modo los endofitos
que poseen una accion inhibitoria sobre el desarrollo de otros
organismos que parasitan la planta. jﬁegan un rol importante en
la resistencia del hospedante frente a numerosas infecciones.

El analisis de las poblaciones fungicas que colonizan las
hnjas de Fucalyptus viminaliz, muestra que existen dos tipos de
organiemns: los endofitos que se desarrollan en contacto con los
tejidos internos de las hojas, v los hongos gue crecen sobre 1la
superficie de las mismas. La frecuencia de estas poblaciones

varia seain la época del afio y las condiciones fisiolbgicas de la

hoja.

Normalmente cuando la hoja muere, los organismos
superficiales pueden colonizar el interior de la misma, mientras
que Al mismo tiempo decrece la frecuencia de las especies



endofiticas. De este modo los hongos de la superticie resultan
mas aptos para competir con los endofitos cuando disminuyen los
nutrientes producidos por las hojas sanas.

En el interior de las hojas, los hongos se encuentran
proteaqgidos contra los cambios clim&ticos vy las condiciones
ambientales adversas, de modo que la frecuencia de los endofitos
estaria preferentemente relacionada con el estado fisiolégico de
la planta, mas que con la época del affo (13).

For otro lado se encontré que los endofitos que colonizan
las hojas de Eucalyptus viminalis con una alta frecuencia, poseen
actividad antagbnica frente a la mayoria de los hongos que crecen
en la superficie de las mismas, creando de este modo un
microhabitat con condiciones desfavorables para el desarrollo de
los hongos superficiales vy previniendo su penetracion en el
interior de las hojas (30).

Estas evidencias indican que al igual gque la planta, los
hongos sufren alteraciones por los cambios que se producen en el
ambiente vy como consecuencia puede afectarse su fisiologia vy
morfologlia.

lLas alteraciones en el crecimiento, se manifiestan en mayor
arado cuando dos o mAs microorganismos crecen en forma contigua
en un medio de cultivo. Normalmente se observa un fenbmeno de
antagonismo gue se puede manifestar por la inhibiciétn mutua del
crecimiento de ambos organismos, mayor velocidad de ocupacibtn de
espacio por uwno de ellos que por el otro, o desarrollo del
micelio de uno de los hongos sobre el micelio del otro.

lLos cambios morfoldgicos que ocurren en la colonia, varian
directamente con el tipo de inhibicién . Se puede observar:
restriccion del crecimiento, cambios en la pigmentacion, V4

estimulacion de la esporulaciébn en la zona cercana al  contacto



con el microorganismo antagonista (59).

ENDOF1TOS

Desde hace alqun tiempo se ha reportado 1la presencia de
honaos endofiticos en los tejidos de varias gramineas utilizadas
como pastura para el ganado. A diferencia de 1los hongos que
parasitan la planta, causando diferentes tipos de patologias, los
endofiltos no producen signos visibles de la infeccion (S8). Estos
hongos se comportan como simbiontes mutualistas (1%), es decir
que establecen una asociacidn estrecha con el hospedante de una
especie diferente, a partir de la cual ambos orqanismos se
benefician mutuamente.

l.a tendencia evolutiva de la relaciétn entre el endofito v el
hospedante 1lleva a la reducciéon en la complejidad del ciclo de
vida del hongo y a una mayor dependencia de la planta para su
diseminacion.

Se encontrd que en las formas mAs evolucionadas de esta
relacion los endofitos no esporulan cuando estan alojados en el
interior de 1la planta y se transmiten en forma materna por
crecimiento vegetativo de las hifas en los 6vulos y semillas, a
pesar de que pueden producir conidios en cultivos de laboratorio
(14).

Desde la perspectiva del hongo el beneficio que recibe se
relaciona con la obtenciétn de nutrientes sintetizados por la
planta vy la protecciéon frente a condiciones ambientales
desfavorables, vya que se aloja en un microhabitat relativamente
estable. De esta forma, dentro del hospedante tiene asequrada su
alimentaciébn, supervivencia y diseminacion (41).

En cuanto a los beneficios que esta interaccidn aporta para

el hospedante se puede citar principalmente la resistencia de las
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plantas colonizadas frente a la infeccidbn con diferentes
microoraanismos patégenos o a ciertas pestes causadas por
insectos (43%), (52).

Existen evidencias “perimentales que demuestran que los
insectos que se alimentan a partir de plantas colonizadas por
endofitos, presentan aberraciones en su crecimiento y desarrollo,
que terminan reduciendo la poblaciéon. Mas aan, se observd que
muchos insectos son capaces de discriminar entre las plantas
infectadas vy no infectadas con endofitos para utilizar como
sustrato en su alimentacidn.

Se ha reportado también menor incidencia de nematodes en las
plantas gue poseen endofitos con respecto a las que se encuentran
libres de ellos (91).

Este mecanismo de resistencia se debe en muchos casos a la
produccion de metabolitos secundarios del hongo como alcaloides y
otras toxinas de naturaleza quimica diversa que resul tan
sumamante téoxicas para los consumidores herbivoros (91).

Este es uno de los motivos por el cual no se puede plantear
la introduccién de hongos como mecanismo de resistencia &
diferentes plagas en las plantas de importancia agricola. sin un
estudio previo detallado de las consecuencias que podria acarrear
la ;nqestian de estos metabolitos para los consumidores primarios
(18).

Se <cabe, por ejemplo, gue la planta Baccharis coridifolia
utilizrada como pastura para el ganado, en algunos casos esta
infectada con un endofito productor de tricotecenos macrociclicos

que causa irritaciéon de las mucosas estomacales en los animales

consumidores. En cuanto a la resistencia de las plantas

infectadas hacia otros microorganismos patbgenos, existen

evidencias experimentales que demuestran una reaccion de
6



antagonismo por parte de los endofitos hacia otros hongos que
parasitan la planta (30).

Ln el transcurso del estudio taxonébmico de los endofitos
aisladons de plantas de la familia Ericaceae se encontrd que
varias de las cepas aisladas, pertenecientes a diferentes
especies, son capaces de producir antibiéticos en cultivos de
laboratorio.

Se obtuvieron resultados similares con los endofitos
aislados a partir de Ylex europaeus L. vy Ulex gallii P..

l.os filtrados de los.medios de cultivo de estos hongos se
testearon contra Candida albicans.,Trichophyton mentagrophytes,
Asperqgillus niger, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Entre los hongos productores de estos antibidticos se pueden
citar: Daldinia sp. , Corinothyrium sp. , Cryptosporiosis sp. P
Topospera sp.. Yy A.lunata, aislados de plantas de 1la familia
Ericaceae y Corinothyrium sp., Chaetononium sp., Geniculosporium
ip., v Alternaria sp. entre los aislamientos de U. europaeus y U.
gallii.

lLos resultados de este ensayo apoyarian la hipotesis de que
muchos endofitos son capaces de producir antibiétic65 para

competir exitosamente con otros microorganismos antagonistas

(Z2). (33).
AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS DE ORIGEN FUNGICO.

l.os antibidticos son producto del metabolismo secundario gue
inhiben 1los procesos de crecimientos de otros organismos no
relacionados, aiuin cuando se utilizan en baja concentracion.

En 1929, cuando Fleming observéd que el crecimiento de
Penicillum notatum inhibia el crecimiento de los estafilococos,

comenz® la era de la penicilina y consecuentemente la blusqueda de



nuevos antibioticos producidos por diferentes microorganismos.

Entre los antibidticos de origen fungico, los de mayor
importancia practica son los que produce la familia
Asperqgillaceae v los Moniliales, como la penicilina,
cefalosporina C. griseofulvina vy &cido fusidico. Otros
antibitdticos, si bien se descubrieron en el medio de cultivo de
diferentes microorganismos, se sintetizan quimicamente en el
laboratorio.

Cabe mencionar también, que entre las bacterias existen
numerosns grupos taxondmicos productores de antibibticos.

La mayor cantidad y variedad de compuestos es producida por
Actinomicetes, especialmente los del qgénero Streptomyces.

Otro qgrupo de sustancias importantes son los antibiodticos
peptidicos producidos por el género Bacillusx.

Los antibibticos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de
accion , espectro antimicrobiano, cepas productoras, mecanismo de
biosintesis y estructura guimica.

Los agentes quimioterapéuticos pueden ser de amplio espectro
y resultar activos contra numerosos grupos de microorganismos, O
de espectro restringido con accién sobre un grupo determinado .

La mayoria de los antibidticos se ha desarrollado en el

campo de los antimicrobianos, pero actualmente se tiende a la

busqueda de otras actividades entre 1las cuales se pueden
mencionar: antitumorales, antifdingicos, antivirales,
antiparasitarios, compuestos con actividad insecticida,

conservadores para la industria alimentaria, promotores del
crecimiento en medicina veterinaria vy como herramientas en

bioquimica v biologia molecular (25).

Antivirales de origen fungico.



l.a busqueda de metabolitos fdngicos con acciébn antiviral, no
presenta el mismo desarrollo que muestra la busqueda de
antibioticos. En general se realizan ensayos complementarios de
otras actividades biolbgicas a partir del cultivo de
microorqganismos conocidos como productores de antibiédticos.

l.a blsqueda de bibliografia relacionada con este tema,
mediante el banco de datos de BIOSIS, reveléd 14 trabajos en los
cuales se relacionan los items de actividad antiviral v hongos.
entre los cuales se pueden citar:

Ciclopina

Se encontrd que los extractos de micelio de Fenicillum
cyclopinum, poseen actividad antiviral ensayada en cultivo de
células amnibticas humanas.Se trataria de uno o mas compuestos
que fueron denominados ciclopina.

E1 ensayo realizado sobre tres aqrupos de arbovirus
diferentes, sindbis, encefalitis equina y virus chickungunya,
indica qgue este compuesto es capaz de inhibir efectivamente 1la
replicacion y el efecto citopatico del virus, cuando el e:xtracto
se aqrega en el momento de la infeccidn o aan 12-14 horas lueqgo
de la inoculacién cuando 1la infeccidon se encuentra ya
establecida.

Otros  virus no relacionados como polio tipo I, echo 11 .
adenovirus tipo II1, HSVY-1 y coxsackie, no resultaron afectados
cuando ciclopina se agregd en el momento de la infeccidn. Sin
embaraoc, se observd una inhibici6on temporaria de estos virus
(salve HSV-1), si las células eran pretratadas durante 16-24
horas antes de la infeccién.

Los ensayos sobre el mecanismo de accibon indican que no
presenta actividad virucida. Tampoco tiené efecto sobre 1la
adsorcitén ni la liberacién de la progenie. De este modo podria

actuar sobre algdn mecanismo que se lleva a cabo una vez que el



virus se establece en el interior de la célula.

For otro lado no presenta especificidad de tejido. va que la
inhibicién de los arbovirus se pbserva tanto en células humanas
como en cultivo de células de embrién de pollo.

S5e trataria de una molécula de naturaleza protéica va gque es
sensible al calor, a la exposicién a pH=2,4 y al tratamiento con
tripsina, mientras que las nucleasas no la inactivan (324).
Ciclosporina A

lLa ciclosporina A es un péptido inmunosupresor. producido
por el hongo Trichoderma polysporum (67).

Se encontrd que este compuesto inhibe la fusién de células
Vero., inducida por la infeccibn con el virus HSV-1, cuando los
cultivos eran pretratados con la droga durante 12 horas a 27 oc.

En concentraciones mayores de 80 uM resulta téoxico para 1los
cultivos de células Vero.

Se encontrd que aumenta los niveles de calcio intracelular,.
pero no inhibe la penetracion del virus a la célula. Tampoco
inhibe la sintesis de proteinas ni la glicosilacibn de proteinas
virales.

S5i bien inhibe la formacidn de sincicios, no afecta el
rendimiento viral (50).
b-MFA

Otros productos fdngicos son capaces de inducir en las
células tratadas diferentes mecanismos antivirales.

S encontrdé que en cultivos de Aspergillus ochraceus se
puede obtener el compuesto denominado 6-MFA, que induce la
produccion de interferon en las células tratadas, desencadenando
asi el mecanismo antiviral.

FEste compuesto es roducido durante la etapa estacionaria de
p

crecimiento del hongo por fermentaciébn en medio liquido (63).
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l.os ensayos realizados con animales, mostraron que el suero
de los ratones tratados con 6-MFA es capaz de inducir en animales
normales una resistencia contra la infeccidtn con el virus semliki
forest (85FV). También se encontrd que si se suministraba aceite
mineral antes del tratamiento con 6-MFA, aumentaban los niveles
sericos de interferdn y la proteccidn contra la infeccion en  los
animales tratados (48).

Geodina

FHTP‘ compuesto fue aislado a pa}tir de cepas de suelo de
Aszpergillus tereusx y mas tarde a partir de Penicillum
estinogenum.

Se  encontrd que es capa:z de inhibir la multiplicacion del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) en cultivo de células
por el ensavo de formacion de placas.

La concentracion inhibitoria minima fue de 9 ug/ml, mientras
que la maxima concentracidn no toxica correspondid a Zé& wa/ml de
este compuesto sobre células CEF.

La geodina no inactiva los viriones libres de NDV (no es
virucida) ni tampoco inhibe la adsorcion del virus a la ceélula.

Tampoco afecta el consumo de oxigeno mitocondrial. y por 1lo
tanto no afecta el sistema de generacion de energia celular.

El crecimiento del virus se encuentra inhibido en alqun paso
del ciclo de multiplicacidn entre el proceso de adsorcion a las
celulas v la maduracion de la progenie (79).

Virustomicina A

Fntre los microorganismos productores de antibioticos v
antivirales se pueden citar también las bacterias del género
SZtreptonyices. El cultivo de micelio de la cepa AM-2604 produce un
antiviral que se extrae con acetato de etilo a partir del medio
liquido. La fraccion purificada por cromatografia en columna de

silica gel, forma cristales amarillos con una absorciéon UV entre
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280-2Z0 nm.

Ezta fraccion es activa contra los virus VSV, NDV. sindbis,
encefalitis equina, vaccinia, HSV-1 y HSV-2.

l.a concentracion inhibitoria minima fue de

. - =4 . . .
aproximadamente 3 x 10 ug/ml y la concentraciéon citotoxica en

o~

cultivo primario de embritn de pollo v células RE-12 fue de 4

L)

10 < uwasml.

El antibi6tico resultd activo también contra MNicrozporum
gqypseum, Trichophyton interdigitale, Piricularia oryzae, HMNucor
racemozus vy Monilinea fructicola pero inactivo contra bacterias vy
levaduras (56).

La formula molecular fue estimada como CggH,yiNO1q por
espectroscopia de masa. Aparentemente tendria en su estructura un
grupno aAcido idéntico al Acido flavensomicinoico (355).

Acido tenuazbnico

1 &cido tenuazbnico se aisld a partir del +tiltrado de
cultivos de Alternaria tenuis.

Su mecanismo de accion afecta directamente la incorporacion
de aminoacidos en las proteinas microsomales v la liberacion de
proteinas sintetizadas de novo.

Se aobservd gue cuando se lo suministraba a ratas, disminuia
la incorporacion de leucina en diferentes tejidos.

Los estudios sobre sintesis protéica in-vitro indican que se
inhibe la incorporacion de aminoacidos en las proteinas
microsomales v aumenta la cantidad de KNA soluble en forma
proporcional a la cantidad de &cido tenuazébnico agregado.

Aparentemente no se encuentra afectada la transferencia de
amino4cidos a partir de RNA soluble a los ribosomas, 1indicando
que el acido tenuazédnico no interfiere con esta reaccion.

For el contrario. su principal blanco de acciétn seria la



liberaci6tn de proteinas sintetizadas de novo desde los ribosomas
al flulido del sobrenadante (773).

En cultivos de Aspergillus sp. también se descubrito un
compuesto que inhibe el efecto citopatico del virus de sarampioén
en células HEF-2.

£l compuesto responsable de esta actividad resultd ser el
acido tenuazobnico. La sal de sodio de este a&cido, inhibe un
amplio espectro de virus animales.

La concentracion entre 100-3500 ug/ml disminuye en medio
orden el titulo de 10; enterovirus polio [FIEF-1, echo-9,
coxsackie Bl, los virus respiratorios parainfluen:za (HA-1),
Salisbury (HGF) y virus vaccinia, H8V-1, y virus "R". Ez inactivo
contra los virus polioma, paraihfluenza asiatico, rabia v
leucemia de Friend.

Tampoco presenta actividad contra 31 cepas de bacterias v 48
cepas de levaduras (91).

l.os compuestos sintéticos derivados del Acido tenuazdnico
mostraron actividad contra adenovirus tipo S. Se pudo
correlacionar la actividad inhibitoria sobre la multiplicaciéon vy
la inhibici6tn del efecto citopatico del virus en cultivo de
células. El derivado tiosemicarbazona de valina resultd ser el de
mayor actividad con un indice quimioterapéutico de 8 (78), (93).

Sin embargo los derivados en C-5 no presentan actividad
antiviral, aunque mostraron actividad antibacteriana. Esto
indicaria que 1los derivados del &acido tenuazénico actuan por

diferenles mecanismos de accién en ambos sistemas (323).

CARACTERISTICAS DEL GENERO ALTERMARIA.

El aeénero Alternaria se encuentra dentro de la clasificacidn

de los Hyphomycetes Dematiaceus.
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l.as colonias crecen esparcidas, generalmente son de color
gris. marron oscuro o neqro.

E1 micelio puede desarrollarse inmerso en el medio de
cultivo o presentar una parte superficial, con hifas poco
coloreadas, olivAceas o marréon claras.

Faramente forma estromas. Los conidiéforos pueden ser
simples o ramificados, solitarios o fasciculados v se desarrollan
en las porciones apicales del micelio vegetativo.

l.os  conidios pueden estar solos o encadenados, usualmente
ovalados, de color mafrén o marron claro, con septos
longitudinales vy transversales.

-specie tipo: Alterparia alterpata (sinonimo: Alternaria
tenuis).

l.as  colonias son usualmente negras o negro-olivaceas, a
veces qrises.

l.Los conididforos aparecen solos o en pequefios aqrupos,
simples o ramificados, derechos o curvados, a veces geniculados,
lisus, de color marrédn claro u olivaceos con uno o 2 varios
conidios.

Los conidios se forman en cadenas largas vy usualmente

i

ramificadas. Fresentan forma ovoide o elipsoidal vy terminan en
una punta conica o cilindrica. Tienen hasta (=] z=eptos
transverzsales y varios septos longitudinales u oblicuos.

_Los  longos de este género son de distribucidon cosmopolita.
Alternaria es un saprofito extremadamente comin que se encuentra
ampliamente distribulido en suelo , en la superficie aérea de
diferentes plantas hospedadoras y otros sustratos incluvendo

comida v ltejidos (10), (29).

14



TAKILA 1: Antivirales de origen fangico.

ANTIY LRAL. ESFECIE FRODUCTORA VIRUS INHIRIDO REFERENC A

Ciclopina Penicillum cyvclopinum sindbis (54)

encefalitis equina
chickungunya

Netropsina Streptomyces netropsis # vaccinia (54)

Helenina
Penicillum tunliculosum columbia Sk (74)
semliki Forest
poliovirus 1

Ms--84350 Penicillum stoloniferum semliki Forest (60)
’ poliovirus I-II-I1I1 (39)

Ciclosporina A Trichoderma polyzporum H5V-1 (30)
6-TFA Aspergillus ochraceus semliki Forest (48)
Geodina Aspergillusz tereus NDV (79)
Penicillum estinogenum
Virustomicina A Streptomyces sp. # VeV (53)
NDV
sindbis
encefalitis equina
vaccinia
HSV-1
HSV-2
Acido tenuazénico Alternaria tenuils polio I (91)
Aspergillus sp. echo 9

coxsackie E1l
parainfluenza I
salisbury (HGF)
vaccinia
adenovirus 5 (78)
HSV-1
virus "R"

# Se incluye el género de bacterias Streptomyces por sus
caracteristicas de desarrollo de micelio vy condiciones de
cultivo similares a las del resto de los hongos productores de
antivirales.



BIOSINTESIS Y PRODUCCION DE TOXINAS DE ALTERNARIA.

I s hongos del aénero Alternaria producen metabolitos
secundarins que resultan tédxicos para la mayoria de los sistemas
bioldaicos.

Muchas especies del género son patbgenos de diferentes
plantas.

IFfn aeneral se desarrollan en tejidos senescentes o muertos
de la planta hospedante v en muchos casos zse los describe como
patdgenos.

Fatas honaos requieren una elevada humedad para su
deszarrollo. Generalmente penetran en hojas, tallos, frutos v
semillas a través de lesiones mecanicas en la superficie de las
MLSMAS .

Durante 1los primeros estudios de caracterizaciotn de los

metabualiltos producidos por el hongo Alternaria tenuis, se
identificaron por primera vez compuestos dibenzo--pirona
sustitulidos de origen fdngico. Se encontrd alternariol v

alternariol metil ¢éter, gue poseen actividad antimicrobiana
contra £. coli y 5. aureus (62).

tosteriormente a partir de los filtrados del medio de
cultivo de este hongo, se caracterizaron diferentes agrupos de
compuestos:
—arupo del alternariol y alternariol metil &ter.
—qgrupn de los acidos altenuicos.
—grupon de la altenusina y dehidroal tenusina.
—grunan del altertenunl.
—grupc del adcido tenuazdnico (66).

fictualmente se han  caracterizado numerosos metabolitos

proaducicdos por diferentes especies de este género, de naturaleza

quimica v actividad bioldqgica diversa.
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Fluchos de los metabolitos de Alternaria estan clasificados
como patiquétidos. v su biosintesis involucra caminos similares a
los de la sintesis de &cidos grasos.

l.a biosintesis de los compuestos del arupo del alternariol vy
alternariol metil éter involucra la condensaciéon de unidades de
acetil CoA y malonil CocA, con la liberacion del carbono terminal
de esta Ultima unidad (77).

La biorrequlaciéon de la produccion de estas micotoxinas se

encuentra afectada por diferentes factores bibticos y abidticos.

Se observd que la ‘'luz puede inhibir la sintesis de
poliquétidos cuando el micelio de Alternaria alternata es
iluminado antes de comenzar la sintesis de metabolitos

secundarios y durante la produccidon de los mismos.

LLa irradiacion con luz azul entre 420-520 nm disminuve la
proaduccidn de alternariol en un Q0% con respecto a la de los
controles mantenidos en la oscuridad.

También se pudo observar que esta longitud de onda inhibe la
formacidin de conidios en el cultivo del hongo (37). Sin embarao
se produce el fendtmeno inverso cuando la irradiaciéon se lleva a
cabo con luz UW. Hay un incremento de la esporulacion cuando el
micelion es irradiado con luz UVY cercana (20).

1 fendmeno de induccidon de la formacion de esporas  se
observa también por aumento de la temperatura de incubacidon en
cultivos de A. tomato y A.. dJauci (44),.y es dependiente del medio
de cullivo (90).

El estudio de la influencia de los cationes divalentes sobre
la producciéon de metabolitos fudngicos indica que existe una
estimilacion de l1la sintesis de aflatoxinas en cultivos de
Azpergillus parasiticus potr agregado de Zn++ v Cd++.

Fn cultivos de Alternaria alternata se encontro que la

17



ausencia de Zn++ inhibe la sintesis de alternariol v alternariol
metil éter. Esta inhibicidn no se puede revertir por el aareqgado
de otros cationes como Mn++.

Lee mavor estimulacién de produccién de alternariol, se
obtiene cuando se agrega Zn++ durante las primeras 50 horas de
incubacidn de los cultivos en medio liquido.

Dee este modo se observa claramente la demanda de la
prezencia  de este metal antes de la etapa de produccidon de
poliquetidos en cultivo (22).

Nkros de los factgres abitticos que influven en la
produrcidn de micotoxxinas son la actividad de aqgua (Awvr) v la
temperatura del medio en el que se desarrolla el micelio.

l.a m&xima concentracion de alfernariol, alternariol metil
eter v altenueno que puede producir A. alternata cultivado sobre
agar extracto de trigo, se alcanza a 295 ¢ con una Aw= 0.,78.

.o concentraciétn de micotoxinas disminuye, cuando  ambos
factores disminuven en  forma conjunta, sin  embarqn se  puede
producir niveles basales de estas micotoxinas con  temperaturas
de hasta 8 °C y AW entre 0,90 y 0,98.

l.as condiciones extremaé de cultivo con temperatura de EOOC
v Nw= 0,920 inhiben la producciédn de alterpariol metil éter v
altenueno, aungue el honqgo contintia sintetizando alternariol.

Fetos resultados indican la importancia del almacenamiento
de 1oz granos en ambientes secos. va que el aumento de la AW

favorece el crecimiento del hongo y la produccidon de toxinas

(47).
Froducci6tn de toxinas en cultivo.’

lLos  medios de cultivo sintéticos son apropiades para la
purificaciéon de micotoxinas porgque poseen menor cantidad de

piamentns contaminantes que los medios enriquecidos.
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1 cultive de A. alternata en medio sintético liquido.,
sembrado con una concentracion de H00 eporas/ml, comienza la fase
de crecimiento exponencial a partir del cuarto dia de incubacién.

A partir del dia 10 el micelio presenta un aspecto
desinteaqrado.Sin  embargo el incremento de peso seco continua
hasta el dia 173Z.

La produccién optima de micotoxinas (alternariol,
alternariol metil eter y altenueno) se alcanza alrededor del dia
1), con una concentracidn aproximada de 120 ug/100 ml.

En medio semisintético con la adicidon de extracto de
levadura, la fase exponencial es mas corta (el honao crece con
mayor velocidad), alcanza la fase estacionaria el dia &6, vy el
nivel maximo de produccion de micotoxinas se alcanza el dia 9
(63% wq/ 100 ml).

51 bien la sintesis de estas micotoxinas comienza en ambos
medios en la etapa temprana de crecimiento, el pico de mayor
produccidn  se observa en la etapa tardia, cuando los nutrientes
son limitantes v se producen cambios en la morfoloaia del micelin

(87).

Toxinas relacionadas con la patogenia de Alternaria en plantas.

En los filtrados de cultivos de laboratorio de numerosas
especies del aqénero Aternaria se han encontrado numeronsos
compuestns con actividad fitotoxica. Estos comprenden sustancias
de naturaleza quimica diversa, que van desde péptidos pequeflos
hasta tenoles.

Aluunas  de estas toxinas son sinteticadas especificamente
por &1l hongo cuando se produce la infeccion en la planta
hospedadora.

PERALES
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Fitoalternarinas A, B y C.

lLa  enfermedad de "manchas negras" (black spot disease). es
especifica de las peras originarias de Japon mientras que las
plantas de Europa v Norteamérica resultan mds resistentes.

Froduce pequeffas manchas negras en la superficie de la hoja
a parlir de las cuales se desarrollan lesiones necroticas.

B pudo determinar que las fitoalternarinas A B v C de
naturalera peptidica., producidas por el cultivo de micelio de
Alternaria kikuchiana en medio ligquido. son las toxinas
responsahles de producir esta enfermedad.

Fntre las plantas infectadas con este hongo, se encontraron
alaunas  variedades susceptibles y otras resistentes a esta
enfermedad.

Aparentemente las fitoalternarinas R v C, sO6lo podrian
repraducir los sintomas en las variedades susceptibles, mientras
que la fitoalternarina A puede inducir la necrosis en todas las
plantas 1infectadas por Alternaria kikuchiana. De este modo 1la
toxina tendria la misma especificidad que muestra el honao v se
produciria en el contexto de la invasiotn a la planta hospedadora
(80).

Altenina

Este compuesto también se aisla a partir del cultivo de
Alternaria kikuchiana, e induce la formacibon de manchas
necrdlicas en las hojas de la variedad Nijisseiki de perales del
Japon.

Se observdé que la induccion de la enfermedad en plantas
sanas es directamente proporcional a la concentraciéon de altenina

utilizada.

Fnta toxina padria estar relacionada con las
fitoalternarinas, y cumplir algqun papel especifico en la
fitopatocgenia causada por 1a infeccion del hospedante con
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Alternaria kikuchiana.
ALGODON Y CITRICOS.
Tentoxina.

IIste compuesto se aisla a partir del filtrado de cultivos de
Alternaria tenuiz Auct. (sindbnimo A. alternata).

Froduce clorosis varieqgada en forma irreversible en
plantulaz de algoddn, citricos vy otras especies.

[£1 hongo fue aislado a partir de las plantas que presentaban
estos sintomas. Aparentemente Alternaria podria crecer como
saprofito en la envoltura de la semilla o sobre el suelo en la
cercania de la planta. De este modo produciria la toxina que
podria ditundir hasta los cotiledones a través de rupturas en 1la
envoltura de la semilla, vy formar zonas cloréticas en la base de
los mismos.

Tambien se encontrdé que la tentoxina interfiere con la
formacidon de clorofila en determinados tejidos de 1la planta,
cuando ésta se encuentra en estadios tempranos del desarrollo.
(80)

ZINIA
Ziniol

Es un benceno pentasustituido producido por Alternaria
Tinniae.

ILa enfermedad causada por este compuesto induce la formacion
de manchas marrones en los cotiledones, hojas., tallo v flores de
zinlia. caléndula v girasol.

l.ass  manchas  forman uwna lesidn necrotica con un halo
clordOtico. El tejido afectado se marchita v puede provocar 1la
muerte de la planta.

TOMATE

Acido alternarico.
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La wentermedad de la rova temprana del tomate y la papa
produce puntos necréoticos en los frutos y vastagos de las plantas
infectadas con Alternaria zolani. Usualmente alrededor de las

leciones necroticas aparecen zonas de clorosis.

—
o

-l Acido alternarico producido por este hongo, inhibe
aerminacion  y  produce la necrosis de los tejidos afectados en
plantas superiores.

Este compuesto presenta también actividad antifdangica. va
que inhibe la germinaciétn de conidios de Absidia glauca.,
Mirothecium verrucaria Y Stachybotrys atra, y retarda el
crecimicnto  veagetativo de la hifas de Botrysallii, fusarium
caerulsum vy Penicillum digitatum.

.abhe seffalar qgque este acido puede producir patoloagias
similares en plantas superiores que se encuentran fuera del rango
de hospedantes de 4. solani. (80)

Acido tenuazdénico.

A diferencia de las toxinas que producen las especies de
Alternaria como resultado especiftico de la interaccion con  la
planta hospedadora, el &cido tenuazbnico es una de las toxinas
producidas por la mayoria de las especies del geéenero, Vv s
responzable de numerosas patologias en diferentes plantas
infectadas con Alternaria.

Alternaria alternata es el principal agente productor del
enneqracimiento de frutos maduros de tomate.

lL.a enfermedad esta& favorecida por condiciones climAticas de
alta humedad v temperatura templada, y resulta mas severa para
los frutas maduros que para los verdes.

UUna de las micotoxinas contaminantes de estos frutos es el
acidao tenuazodnico., aungue en los tomates visiblemente infectados
se encuentran también alternariol y alternariol metil éter.

IlLas observaciones de campo de los frutos contaminados

i
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muestran una mayor incidencia de infeccién con A. alternata vy en
menor arado con A. tenuissima. E1l hongo se manifiesta normalmente
por formacion de manchas negras—-verdosas en la superticie del
fruto, con desarrollo de micelio en los tejidos internos
invadicndo pericarpio y placenta.

Ll a4cido tenuazdnico inhibe el desarrollo de los vastagos v
ralces de semillas germinadas de tomate en forma directamente
proporcional a la concentracidn de toxina ensayada.

L1l tomate es una de las plantas mas sensibles a la accion de
este Acido, aungque también puede producir manchas marrones en las
hojas de tabaco. (84)

AAL—-toxinas.

En las plantas de tomate se encontrdéd que Alternaria
alterrnata es el agente causal de la enfermedad conocida como
cancer de los brotes (3:6).

l.ae  toxinas que causan esta enfermedad muestran la misma
especiticidad de huésped que el hongo. ya que los genotipos de
tomate susceptibles a la infeccidtn son sensibles a las mismas,
mientras que los genotipos resistentes son insensibles.

.oz estudios realizados con ambos genotipos demostraron que
las plantas sensibles desarrollan la enfermedad cuando son
tratadas con el mwedio de cultivo del honao, mientras que las
plantas resistentes no muestran ningiin sintoma de la enfermedad
en las mismas concentraciones.

Lasn AAL-toxinas (19) inhiben la elongaciédn de las ralces de
las plantulas de tomate e inducen la necrosis de las hojas en
forma dependiente de la concentraciotn en las plantas sensibles.

fambién cse observa 1la inhibicidtn del crecimiento de
protuplastos con ambos genotipos cuando las toxinas se agregan
inmediatamente luego de realizado el cultivo. Sin embarqo si

~Ner
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éstas we&  agregan luego de 10 dias é partir de la siembra. los
protoplaztos de genotipo resistente se desarrollan normalmente
mientras gque los sensibles no prosperan.

Dz este modo la inhibicion del crecimiento  por las AOoL.-
toxinas  depende no sélo del genotipo de la planta sino también
del estadio de desarrollo de los tejidos vegetales (92).

Lslta caracteristica de resistencia de alqunos qgenotipos de
tomate a la enfermedad producida por las AAL—-toxinas podria estar
relacionada con el mecanismo de resistencia de la planta a la
colonisacidn por distintos Patbgenos.

OLIVO.
Alternariol, alternariol metil éter, altenueno, altertoxina 1 vy
acido tenuazébnico.

# partir muestras de campo de frutos de olivo dattados por
infecoitn natural se obtiene el aislamiento de Alternaria
alternata (Fr.) kKeissler.

El crecimiento se obtiene por sembrado de muestras de tejido
de aceitunas daffadas en agar 2%, mientras que las muestras de
tejido manas no presentan desarrollo de micelio.

Een niinQuno de los frutos sanos se detectan toxinas de
Alternaria, mientras que los daffados pueden presentar diferentes
cantidades de micotoxinas , entre las cuales se detectan
alternariol (AUOH), alternariol metil eter (AME), altenueno. acido
tenuazdnico (A1) vy altertoxina 1 (AI'X 1), cuyas concentraciones
aumentan proporcionalmente con el datio de los tejidos.

nparentemente la infecciéon de los frutos con A, alternata se
produciriria a través de lesiones mecéanicas en la superficie de
los mismos, lo cual posibilitaria l1a entrada del honao hasta la
pulpa el consecuente desarrollo de micelio vy producciton  de
toxinas.

l.a transferencia de estas toxinas de los frutos al aceite de




oliva s0lo es posible en baja proporciétn, v el riesao de
contaminaciotn de los aceites sin tratamiento qguimico seria  bajo
para ol consumo humano (8%).

MANZAMNA.

AM-toxina I, II y IIl.

I'ztas toxinas se pueden aislar a partir del medio de cultivo
liguide v de preparaciones de micelio de Alternaria malil. Este
honao s 2]l causante de la enfermedad de manchas en las las hojas
de los Arboles de manzana.

[.a= AM-toxinas 1 y II son capaces de inducir la necrosis de
las hojas tratadas con sintomas similares a los que produce 1la
inoculacidn experimental del hongo.

lLa. sintesis de estos metabolitos es especifica de 1la
infeccidn de manzanos susceptibles con A.mali (82).

La AM—toxina 111, induce necrosis en las hojas de la planta
a 1o largo de las nervaduras de la variedad susceptible "Indo"
en una  concentracion 100 veces menor que la necesaria para
reproaducir  los sintomas en la variedad resistente "Jvonathan',
lueaqo de 18 horas de tratamiento. Estos datos indican que la APl
toxina 111 muestra un rango de fitotoxicidad similar al del
patéacnn (81).

GRAMINEAS.
Acido tenuazébnico y alternariol.

l.a infecciétn de los frijoles con Alternaria sp. se
manifieczta por el desarrollo de micelio en el interior de los
tejidnz v la producciéon de toxinas fungicas, principalmente acido
tenuazonico y alternariol que producirian aberraciones en el
desarirollo de las mismas (68).

I memillas de sorao y mijo, también se detectd la presencia

de un derivado del Acido tenuaziénico, el tenuazoato de calcio. La



investioacibn micolédgica de estas semillas indica gue este
compues o es producido por el hongo patégeno Phoma sorghina (76).

fipao antemente esta  sal del Acido tenuazénico resulta mas
toxica que el compuesto de origen va gue estaria implicada en la
etioloata de la enfermedad hematolédqgica onyalai. El  oriagen de
esta cntfermedad se debe al consumo de granos infectados en  los
cualez 1 hongo Phoma sorghina produce la micotoxina (76).

Ol de los hongos productores de Aacido tenuazonico es
Pyricularia orv-ae que infecta las plantas de arro:.

n las wvariedades qg arroz resistentes a la invasidn
funoica., se forman sectores de manchas marrones en las hojas,
constitulidos por células piamentadas gque actuarian de barrera
alredador  del punto en el cual se produce 1la toxina. Esta
reaccitn  se relaciona con el mecanismo de detensa de la planta
contra la invasion con el hongo.

lLos  analogos sinteticos del acido tenuazonico, sustituidos
en Gy decrecen la fitotoxicidad del compuesto, mientras que los
sustituventes en Cx la anulan por completo. Sin embaroo alaunos
de estos anadlogos de baja toxicidad, son capaces de inducir 1a
formacidéin  de manchas marrones en las hojas de plantas sanas,
indicandon que la induccion de fitotoxicidad y la reaccién de
defensa de la planta se deberian a diferentes estructuras (4%5).

En la corteza subepidérmica de los granos de triao se
observia el desarrollo da Alternaria alternata y A. triaina. Ambas
especies pueden causar la decoloracién de los aranos de trigo.
soraqo v  maliz, aun cuando se encuentren almacenados a bajas
temperatiuras (47).

Fulre las toxinas identificadas por HFLC a partir de los
extractos metantlicos de granos decolorados, se encuentran el

dcido tenuwazodnico. alternariol y alternariol metil éter (71).




TAELA:  Ejemplos de micotoxinas de Alternaria.a

COMFUESTO/ESTRUCTURA FORMULA ESFECIE ACTIVIDAD
MOLECULAR FRODUCTORA BRIOLOGICA

DIBENZOFIRONAS Y COMP.

RELACIONADOS

Al tenueno CisH1s04 A. tenuis Antibacteriano

Altenuisol Ci1aH1004 Alternaria sp. Antibacteriano

Altenusina
Alternariol

Alternariol
metil &ter

Altertenucnl

Dehidroal tenusina

Ac. altenuico

I. I & EIT

F.6,8 trihidroxi-3 metil-
=Z -dihidroisocoumarina
DIHIDRO 1.,4-FIRONA

Ac. alternarico

AC. TETRAMICO
Ac. tenuazdnico

FEFTIDOS
AM—-toxina 1, 11, II1T

Fitoal ternarina A, B, C
Tentoxina

OTROS COMPUESTOS
HETEROCICLICOS

Altenina

Curvularinas

Radicinas
BENCENO FENTA SUSTITUIDO
Zinniol

DERIVADOS PERILENOS
Altertoxina I, II, III

C15H140¢
C14H1005

Cq5H1 205

"C1aH1004
CyuH1204
C1sH140g

CioH1005

Co1Hzo0g

CroHysNOz

CooHagNz0g
No se conoce
CooHzoNgO4
C1eHz2005
Cy5H2204
CapHyalg

CaoHiglq
CanH =04

Alternaria =p.
A. tenuis

A. alternata
A. daucl
A. tenuis

A. alternata

A. tenuisx
A. tenuls
A. tenuis

Alternaria sp.

A. zaolani

A. tenuisz
A. alternata
A. tenuizsima
Phoma =orghina

Pyricularia oryrae

A. alternata
A. mali

A, kikuchiana

A. alternata

A. kikuchiana

A. TInniae

A. alternata
A. malil

Citotdyuico

Antibacteriano
Citotdyico
Fitotéxico

Fitotduico

Antifuangico
Fitotdxico

Antibacteriano
Antiviral
Insecticida
Fitotéuico
Citotdrico

Fitotéoxico

Fitotbéxico
Fitotoxico

Fitotbdrico
Antifangico
Fitotdxico
Fitotéoxico

Fitotoxico
Antimicrobiano

Fitotduico
Citotbduico
Antibacteriano
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recopilacidon  de
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HELIA AZEDARACH L.

Caracteristicas generales de la planta.

Melia aredarach L., &rbol vulgarmente conocido como paraiso,
es una especie exotica oriunda de Asia., que ha sido cultivada con
fines tforestales y orpamentales en diferentes partes del mundo vy
en partlicular en de la Republica Argentina.

Lste arbol es el representante mads conspicuo en nuestro pais
del aénero Helia, uno de los cuatro géneros incluidos en la
familia PMeliaceae, v fue descripto por primera ve: por Lineo en
su obra Species Flantarum en 17353,

El paraiso es un arbol de gran porte que en la madurez puede
alcanzar una Aaltura de 10-15 metros. Su tronco es recto, mouy
rugaso vy termina en una copa qlobosa. Fosee hojas caducas,
alternas, bi o tri-—-imparipinadas. Estas Gltimas esté&n compuestas
por foliolos glabros de forma aguda vy bordes dentados, cuya
lonqitud oscila entre 2-5 centimetros. Las flores son medianas,
perfumadas. de color lila vy se disponen en panojas axilares.
Fresentan un caliz con 5-6 lb6bulos imbrincados, a9-6  pétalos,
estiagama cilindrico de extremos dilatados., 10-12 anteras. ovario
con Y9 celdas y estilo delgado. El fruto es una drupa elipsoidal
amarilla de 1,5%-2,9 centimetros de diametro, que alberga semillas

Oseas vy perdura largo tiempo en la planta. Florece en primavera

conjuntamente con la aparicién de las hojas (57)., (6%). ( 6 ).

Propiedades biolégicas del arbol ya reportadas.

A partir de esta planta se han obtenido preparaciones con
distintas actividades biolégicas que se utilizan en medicina
natural v agricultura.

tkn la mavoria de los casos el principio activo responsable



no ha zido identificado.

E. ) juao de hojas de paraiso es utilizado como vermifuao en
difercntes partes del mundo . También se lo utiliza solo o en
mezclas con otras hierbas como diurético y emenagoqo. Lataplasmas
de hojas o flores del Arbol sirven para evitar las infeceiones
por piojos v otros ectoparasitos. Semillas molidas se aplican  en
terapias antirreumaticas y hay reportes que sefalan a la corteza
como remedio eficaz contra la lepra vy otras enfermedades de la
piel.

l.os  frutos son tbxi;os para los animales. produciendo
diferentes grados de envenenamiento segun el consumidor. Una
preparacion obtenida a partir de ellos, es utilizada en América
como insecticida. Los cultivos que crecen a la sombra de estos
arboles o rodeados por ellos no son atacados por &fidos u otros

insectos dattinos (12).
Antecedentes de meliacina.

Fhakuni vy colaboradores(11), encontraron gue 1los extractos
hidroalcuohélicos de HMelia azedarach L. inhibian la multiplicacion
del virus NDV.

En nuestro laboratorio se desarrolld la blsqueda de
actividades antimicrobianas en xtractos crudos de hojas de
plantaz sudamericanas.

Ern el transcurco de dicha investigacion se encontro que los
extractos de hojas v ralces de Melia azedarach L. (n.v. paraiso),
presentaban un amplio espectro de actividad antiviral in-vitro.

Entre los virus susceptibles se pueden citar los arenavirus
junin v tacaribe vy pichinde, asl como también los virus polio,
estamalilis vesicular (V8V), sindbis,., herpes simplex tipo I y I1
(HSV--1 v HSV-I11) vy pseudorrabia (FrV) (83%). (27) . v en menor

proporciédn el virus aftosa.
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| extracto no presenta actividad directa sobre los
viriones, indicando gque su accién no es virucida, sino gue  tiene
un efecto sobre la multiplicacion de los diferentes virus una ves
gue s establece la infeccidn.

Otra de las caracteristicas del extracto es que resulta
activo tanto por pre como por post tratamiento de los cultivos
celulares antes vy después de su infeccidn con el  virus VSV
respectivamente.  Sin embargo los arenavirus v FrVY  resultan méas
susceptibles cuando el extracto se agrega lueqo de la infeccion
(88) (7).

N partir de estos resultados se intentd determinar si los
extractos  de otras plantas de la familia Meliaceae presentaban
actividad antiviral.

ez mismo modo que {felia arzedarach L., los extractos de
Trichillia glabra presentaron actividad inhibitoria frente a un
amplio espectro de virus DNA v RNA por pre y post tratamiento de
los ocnltivos infectados. mientras que los extractos de Cedrela
tubitlora resultaron activos por post—tratamiento udnicamente

(87).

Citotoxicidad de los extractos crudos y semipurificados de Melia

aredarach L..

Lo extractos crudos (en una concentracion de 0,6 mg/ml  de
protetina) afectaron la viabilidad de monocapas preformadas de
celulas Vero v BHE-21, mostrando esta Ultima una mayor

s - . -0 .
susceptibhilidad luego de 24 horas de tratamiento a Z7 C. 8Sin
enbarao Ja toxicidad disminuyd cuando el extracto fue sometido a
una cromatografia de intercambio ibnico a través de una matriz de

DEAIE Saephadex. Asimismo la actividad especifica de esta fraccion

semipurificada aumentd 600 veces con respecto al extracto crudo,
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conzervando siempre el rango de actividad frente a los distintos
virus.

Los ensayos realirados con células Vero indicaron gue no
hubo variacidon en el ritmo de crecimiento celular entre los
cultivos controles y los tratados con la fracciéon DEME, tanto  en
la fase de crecimiento exponencial como en el periodo
estacionario ( 2 ).

k1l siguiente paso consistid en testear esta fraccion
parcialmente purificada en un modelo animal.

Fara ello se eligiq el modelo de infeccidbn de ratones
lactantes con virus tacaribe, que causa encefalitis y muerte de
los ratones infectados.

l.a  inhibicion del virus tacaribe en cultivo de células se
producia por post—-tratamiento hasta 9 horas después de agregado
el inoculeo. A partir de este dato los ratones se trataron con
meliacina 2 horas antes y 6 dias consecutivos lueao de la
infeccidon con tacaribe.

lLos  ratones tratados con el antiviral fueron resistentes a
la infeccion mientras que en los controles no tratados se
registrd una mortalidad del 1007%.

fisimismo esta resistencia a la infecci6tn se obtuvo tambien
cuando las madres de los ratones lactantes fueron tratadas con el
extracto.

Sin embargo estos resultados no indican si meliacina afecta
especitficamente la replicacion del virus tacaribe en los ratones
tratados. o reduce la respuesta celular inmune que causa la
muerte de los animales infectados ( 5 ).

Y encontréd que los niveles séricos de interferéon en  los
animal s infectados v tratados con el extracto s0n
csignificativamente menores que los de los correspondientes

controles infectados no tratados (21). De este modo, se descarta



que la muerte de los ratones se deba a un efecto tovico del
interterdon sobre el sistema hep&tico del ratdon, reportado

anteriormente para otros virus relacionados (16).
Estudios sobre el mecanismo de accion de meliacina.

£ inhibidor parcialmente purificado a partir de los
extractos crudos de paraiso, fue denominado meliacina. Una
particularidad de este antiviral es su capacidad de establecer en
las celulas tratadas un estado refractario a la infeccidon viral
por ltralkamiento de los ‘cultivos antes de la infecciébn con
diferentes virus.

La maxima actividad se alcanza con un tratamiento de los
cultivos celulares durante 2 horas antes de la infeccidn, Yy  se
CONSE A aproximadamente 24 horas,tiempo luego del cual decae.
Sin embarao la actividad se reestablece con la aplicaciton de una
nueva dosis de extracto sobre los cultivos infectados.

Se encontrd que meliacina requiere de un metabolismo celular
activo para desencadenar el estado antiviral, ya qQue si se tratan
las células con el extracto a 4 DC, no produce tal actividad.

E1 mismo fendbmeno se observa cuando el tratamiento se 1lleva
a cabo en presencia de actinomicina D.

on estos resultados se puede inferir que el mecanismo de
accién  de meliacina requiere de la sintesis de—-novo de alaan
factor celular a través del cual ejerce la inhibicidn de la
replicacion viral ( 4 ).

Los ensavos sobre sintesis de RNA y proteinas en las células
tratadas con meliacina, indican que no hay una inhibicion de la
sintesis de macromoléculas celulares., vya que 1los patrones no

presentaron diferencias con los cultiveos controles (86).

“in embargo se encontrdé que en las  celulas tratadas



disminuve la actividad de proteina quinasa. YSe observd una
disminucitdn de la capacidad de los extractos de células tratadas
de ftozinrilar histona Hl.Adem&s , estos extractos presentan una
marcada  disminucion en el patron de fostorilacion de proteinas
celulares.,

Tambhién se observd que meliacina inhibe la sintesis de
interterdn in vitro e in vivo ( 3 ). Se encontrd que en células L.
927 disminuye la capacidad de fosforilacion de la quinasa
dependiente de RNA doble cadena. ( 4 )

De este modo el produ;to inducido en los cultivos celulares
por el tratamiento con meliacina, seria responsable de la
modificacidon post-—transcripcional de macromoléculas celulares a
nivel de fosforilacidn.

e pudo establecer que meliacina no inhibe la adsorcion ni
la penetracion del virus sindbis en células EHkK-21, pero si
estarisa inhibida la sintesis de RNA viral (86).

FErn células Vero infectadas con FrV, la inhibicidon de 1a
replicacion tampoco involucra la adsorcion ni la penetracion  del
virus. K1 paso del ciclo de multiplicacidon afectado estaria
relacirmado con la sintesis de proteinas tempranas del virus (27)
va que 1 aaregado del extracto lueqo de 4 horas de infeccion no
tiene efecto inhibitorio ( 8 ). ( 7 ).

For otro lado, la penetracidn del virus VSY en células Vero
sertia afectada por el agreqado de meliacina & los cultivos
infectados, mientras que cuando el mismo virus infecta células
RHE-21, el evento afectado seria la replicaciéon temprana del RNA

viral ( 1 Y. de modo que la accion de meliacina depende del

huésped utilizado.
Efectos de meliacina sobre el sistema inmune del ratoéon.

OFros estudios realizados en el laboratorio mostraron que la



tasa de mortalidad de los ratones adultos de la cepa Balb/c
infectadns  con virus HSV-1 (cepa neuroltropica Mc  Intyre) vy
tratados  con el extracto por via intraperitoneal, se encuentra
sianificativamente aumentada.

Cuando este fendmeno se estudid con mayor detalle, se
encontro que aumentaba la susceptibilidad de las células
adherentes peritoneales a la infeccidon con HSV-1 a causa del
tratamiento (17).

lLos resultados anteriores dan idea de que entre las variadas
propiedades biolbgicas de MHelia aredarach L. podria haber alqguna
que afecltara directamente al sistema inmune.

Fstudins llevados a cabo en ratones de 1la cepa PBEalb/c
mostiraron  que como consecuencia del tratamiento se produce wuna
Jeve dnhibicién de la respuesta inmune humoral dosada por las
técnicas de titulacion de suero por hemaglutinaciéon directa v
titulacidin de células formadoras de anticuerpos obtenidas a
partir dJdel bazo del animal tratado.

i bien todos los extractos poseen actividad antiviral, no
todos producen una disminucion significativa en los parametros
reciéen mencionados lo cual relativiza la relacidn existente entre
ambas actividades. No se puede asegurar gue las dos se deban al
mizmo principio activo (23).

For otro lado los extractos presentan un efecto inhibitorio
sobte  la capacidad fagocitica de las células peritoneales
adherentes de ratéobn, dosada por la técnica de eritrofagocitosis.
Dicha actividad no puede atribuirse a la toxicidad del compuesto
sobre las células efectoras vya que eéstas recuperan su
funcionalidad si se retira el extracto del medio de cultivo.

F=le efecto antifagocitico es dependiente de la dosis, no se

manifiesta de manera inmediata, y parece ser independiente de la



.

estimulacidn

previa de las

células efectoras

(24).



OBJETIVOS



Determinar  si las hojas de 1la planta de paraiso se

encucntran colonizadas por endofitos fuangicos v establecer =1

ostos

estud

hongos son responsables de producir la actividad

iadla hasta el presente en los extractos de dicha

antiviral

planta.



MATERIALES Y METODOS



1 - MEDIOS DE CULTIVO,BUFFERS Y SOLUCIONES.
1.1 - Medio de crecimiento y mantenimiento celular.

S utilizo el medio esencial de Eagle (HEM)

salina balanceada con qglutamina (Medio sinteti

suplencntado con suero bovino inactivado a 56

minutos v 50 wa/ml de gentamicina, pH=7,0-7,2.

I“ara el crecimiento de las celulas se

concentracion de 5% de suero (MEM 5%Z), mientras

mantenimiento v para la obtencién de los stocks

concenlkracion utilizada fue de 2% (MEM 2%).

1.2 - Medio semisélido de plagueo.

“ee utilizéd MEF 9% doble concentracion

medio &n agar 1,4%.

1.3 - Medios para el crecimiento de hongos.

MEDIO nGEAKR EXTRACTO DE MALTA

(MEM Z

Extracto de malta Britania 20 agr
Bactoagar DIFCO 20 gr
Agua bhiidestilada 1000 ml
MEDIU SaLINO DE CZAFEK-DOX

Glucosa 50 qr
Nitrato de sodio A gr
fostato dipotasico 1 gr
Sulfatn de magnesio 0.5 gr
Cloruro de potasio 0,5 gr
Sulfatoe terroso 0,01 gr
fgua bidestilada 1000 ml

£
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1.4 - Medio s6lido de esporulaciétn de hongos.
Sacaronei 20 gr
Carbonato de calcio 30 gr
Agar 20 qr
fiqua bidestilada 1000 ml

1.5 - Medio agar de Mueller-Hinton.

Esle medio se utiliza para ensavos de resistencia (&)
sensikilidad de bacterias frente a compuestos con acitividad

antibidtical.

Infusitn de carne 9 ar
Caseina hidrolizada 17.5 ar
Almidon 1.5 agr
Agar 20 gr
Agua bidestilada 1000 ml

1.6 - Buffer de extraccion (PK).

-

He utilizo un buffer fosfato de potasio 10 mM pH=7,2 para
realizar los extracto crudos de micelio, ¥ el mismo buffer con el
agreagado de 0,35 M de cloruro de potasio para realizar los

extractos crudos de Melia azedarach L.

1.7 - Soluciétn de obtencidtn de esporas ( PBS—-TWEEN 80).

Cloruro de sodio 8 gr

Clorur o de potasio 0.2 ar

Fostalo didcido de potasio 0,2 ar

Fosfato acido de sodio 1.44 qgr

Tween 20 0,03 ml

Agqua bidestilada 1000 ml
I8



2 - CELULAS Y VIRUS

2.1 - Células Vero.

52 wtilizd la linea continua establecida, procedente de
rinon de mono verde africano (Cercopithecus aethiops). Los
cultivos se mantuvieron mediante repiques cada * o 4 dias con HEl
3%, v el medio de mantenimiento empleado fue el MEM 27%.

Estas celulas se utilizaron tanto para la obtencién de los
stocks de virus, como para los ensayos de acitivdad antiviral v

toxicidad de los extractos .

2.2 - Virus de la estomatitis vesicular (VSV).

e utilizd el serotipo Indiana mantenido en nuestro

lahoratorio por pasajes en celulas Vero.

2.3 - Virus de pseudorrabia (Prv).

e utilizdé uwuna cepa cedida por la Dra. Ceriati de la
Universidad de Rio Cuarto, aislada durante una epidemia de 1la

enfermndad de Aujezky en dicha reaqibn.

2.4 - Virus herpes simplex de tipo I (HSV-1).

Se uwtilizé la cepa F originaria de la Facultad de Farmacia vy
Bioguimica (UBA)., que fue mantenida por sucesivos pasajes en

celulas Vero.

I - FREFARACION DE LOS STOCKS DE VIRUS.

3.1 - Stock de VSV.

g infectaron monocapas de células Vero con una

multiplicidad de 0,1 UFF/célula. Luego de una hora de adsorcion a
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G776 se descartd el inbculo , se agregd MEM 2% y las células se
incubaron  durante 18 hs  a 279C. o1 cabo de este tiempo se
cosecharon los sobrenadantes de los cultivos infectados, v el
material se clarificod por centrifugacién a 10.000 x g durante 320
minutos. E1 stock VSVY/90, cuyo titulo resulté de 4,3 108 UFF/ml

se utilizd en los ensavos de deteccitn de actividad antiviral.
3.2 — Stock de PrVv.

Ce infectaron monocapas de celulas Vero con una
miltiplicidad de 1 UFF/célula y los cultivos se cubrieron con PMEM
5.

lLyeqo de 24 hs de incubacidon a 37”6, se cosechdt el virus
intra y extracelular, mediante tres ciclos de conaelamiento v
desconaelamiento. E1 material se clarificd por centrifugacidn a
10,000 % o v el stock obtenido (Frv-2/89) se tituld por formacidn

de placas .dando un titulo de 2 x 101 UFF/ml.

3.3 - Stock de HSV-1.

G infectaron monocapas de ceélulas Vero crecidas en botellas
de 60 ml con una multiplicidad de infeccion de 0,1 UFF/celula de
HSV--1.

LLuegn de 1 hora de adsorciéon con agitacidon peridbdica se
descartd el indculo , los cultivos se cubrieron con PMEH 274 vy  se
incubaron a 37°C. A las 24 hs post infeccion, se cosecho el virus
intra v extracelular. Fara ello los cultivos se sometieron a tres
ciclos e congelamiento v descongelamiento.y por dltimo el stock
s clarificd por centrifugacidn a 10.000 ¢ g durante 30 minutos.

]l titulo del stock obtenido fue de 4,9 106 UFF/ml.

" ) . B s T
Iodos los stocks obtenidos fueron conservados a —-70 C.
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4 — CEFPAS DE BACTERIAS Y HONGOS.

E=ztas cepas se utilizaron en los ensayos de actividad de
M200% contra diferentes grupos de microorganismos.

Enire las bacterias ensayadas se utilizaron : scherichia
colil (cepa Hfr H GCSC 2599), Bacillus szubtillis (cepa SH
491) . Staphyvlococcus aureus vy Preudomonas aeruginosa (ambas
cedidas por la catedra de AnAlisis Riolbgicos de la FCEvyN
U.B.A.).

EEn los ensayos de gctividad antifangica, se utilizaron
hongos alislados de hojas de paraiso que no pertenecen al ageéenero
Alternaria, obtenidos durante este trabajo los cuales no han sido

auin identificados.

5 — TITULACION DE VIRUS .

S utilizéd la técnica de titulacion por formacibn de placas
bajo aqar.

l.as células empleadas para la titulacidn de VS5V, FrV y HSV-1
fueron de la linea Vero.

L.as monocapas crecidas en botellas de vidrio de 153 ml se
infectaron con 0,02 ml de la diluciétn adecuada de virus. Luego de
1 hora de adsorcion con agitacidon periodica a 3708, se retird el
intbculeo, las ceélulas se lavaron con FBS vy se cubrieron con medio
semis®lido de plagueo (MEM 2x).

Los cultivos infectados se incubaron a 370C durante 48 hs
para Y&V vy 72 hs para FrV y HSV-1. Al cabo de este tiempo 1los
culltivos se fijaron con formol 10% durante 30 minutos vy se
tifreron con cristal violeta.

El titulo se calculd seaun la siguiente formula :
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. o
FITUL) = NT de placas x factor de dilucién/volumen de indculo

6 - RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL.

%e recolectaron hojas macroscopicamente sanas, a partir de
arboles  de  paraiso de la zona de Bella Vista ( Noroeste de 1la
Frovincia de Buenos Aires). eleqidos en baze a la actividad
antiviral previamente detectada en extractos de sus hojas.

Entre las hojas recolectadas se distingquen:

—Hojas jdvenes, de color verde claro vy lonaitud menor de 2 cm.

-~Hoias maduras, de color verde oscuro y lonaitud entre 2 v 5 cm.
~Hojas senescentes, de color amarillo, gue se desprenden con
facilidad de la planta.

Para la realizacion de los extractos crudos, se eligiceron
hojas maduras., mientras gue el aislamiento de endofitos ce

realizd a partir de los tres tipos foliares.

7 — AISLAMIENTO DE ENDOFITOS A PARTIR DE HOJAS DE HMelia azedarach

L.

Seorealizo un muestreo al azar de aproximadamente 20 a IO
hojas de cada edad en cada aislamiento.

o a el aislamiento de endofitos, se realizdé una
esteriliracion superficial de las hojas recolectadas. Un  foliolo
de cada hoja se colocd secuencialmente en etanol 90% durante un
minuto, luego dos minutos en hipo&loritm de sodio (%57 ar/l) v
finalmente un minuto en etanol S0%.

Lunao de la eslterilizacion superficial, se cortd un cuadrado

0.4 cm de cada muestra con un escalpelo esteéril Y se

-
—-
iD
3
-

senbrd zobre una superficie de ager 2%. De esta manera el honago

o)

.



crece uvtilizando como sustrato la superficie de la hoja.

Las muesliras e incubaron a temperatura ambiente con lus
natural durante aproximadamente 30 dias.

Nnalmente los hongos aislados se repicaron en un medio de
cultivo aagar extracto de malta 5S4 y se mantuvieron a 257C  en
oscuridad, identificandose el género que apareci® con mayor

frecuencia.

8 — OBSERVACION MICROSCOPICA DE LA SUPERFICIE FOLIAR.

Se realizd una decoloracion de la hoja vy lueqgo una tincidn
para  ohservar esporas Vv desarrollo de hifas de los posibles
honao=s nue colonizan la superficie foljar de Meli1a azedarach L.

Fara decolorar uwuna muestra de cada hoja se coloca en
lactofennl:etanol 1:2 , en bafo a 100°C  durante I hs hasta
observar decoloracion.

La tincibon de las muestras decoloradas se realizd durante 24
he en los siguientes colorantes @

- Azul de tripan en lactofenol
— Nearo de clorazol
- Fucsina acida
Il A= muestras temidas se conservaron en qglicerina v se

observaron con el microscopio Optico a 400 x.

9 -~ CRECIMIENTO DE Alternaria EN MEDIO SOLIDO Y LIQUIDO.
9.1 — Obtencidn de esporas de M2003.

fara la obtencidn de esporas se hizo crecer la cepa MI005 en
medio de esporulaciéon. Una ver gque se observd el desarrollo de

conidin: se colocaron 3 ml de FRS/tween vy se agitd durante 20
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sequndos. E1 sobrenadante se filtré a través de lana de vidrio
para separar los restos de micelio y las esporas se concentraron
por centrifugacion a 10,000 Q durante 20 minutos.
Fostoriormente se realizé el conteo de las mismas en  camara de

Maubhaime

9.2 - Curva de crecimiento de M2003 en medio sélido.

‘<

S sembraron 950 ul de un suspension que contenia 9,9
esparas/ml  de la cepa M200Z, obtenida seqin se detalla en 9.1,
en el centro de un placa de Fetri con medio agar-extracto de
malta o anar Czapek-dosx.

Los cultiveos se incubaron a 2500 en oscuridad y se midi6o el
di&metro de cada colonia a los diferentes dias postsiembra.
También se realizd la observaciodon del micelio para controlar la
esporulacibon en ambos medios .

N los 12 dias postsiembra, se realizaron extractos crudos de
micelio crecido en ambos medios, a fin de comparar la actividad

antiviral y la toxicidad de los mismus sobre cultivos celulares.

9.3 — Curva de crecimiento de M2003 en medio liquido.

Fara ensayvar el crecimiento del hongo en medio ligquido se
utilizaron recipientes de 100 ml conteniendo 20 ml de medio
Czapek-Dox .

l.Los frascos fueron inoculados con una suspensidon de esporas
tal gur la concentracitdon final fue de 230 esporas/ ml de medio v
se incubaron a ESDC, en oscuridad , con agitaciéon (250 rpm).

N los diferentes dias post inoculacién, se tomaron muestras
por  triplicado vy se determint el pH del medio de cultivo,. la
concentracion de gqlucosa residual, el peso seco del micelio v la

actividad antiviral.
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?.4 — Determinaci6bn de peso seco.

S filtrd el micelio de los cultivos en medio liquido, a
. . o
traves de un papel Whatman N1 .Este se sec6 en estuta durante 24

0, . .
hs a o0'C, v se determind el promedio del peso seco de cuatro

muestras por punto.
2.5 - bDeterminacién de glucosa residual.

S siquid el método del fenol-sulfurico (28).

S agregareon 0,03 ml de una solucidn de fenol a 2 ml de la
mueslra de medio de cultivo. Lueqo se agreqgaron 5 ml  de &Acido
sulfaricn concentrado sobre la superficie del liguido. Se dejo
reposar la mezcla durante 10 min y finalmente se homogeneizo  la
mezcla por inversion.

. . y - . o S
Y incubaron entre 10 vy 20 minutos en bano de agqua a /0 C vy

las nmvestras se leveron en un espectrofotometro a 490 nn.

10 - PURIFICACION PARCIAL DEL COMPUESTO ACTIVO DE M2003.

10.1 - Desarrollo de micelio en medio sélido.

'

‘= realizaron repiques de micelio de la cepa IM200OZ en placas
de I'ctr i conteniendo agar—extracto de malta 5% o agar Czapek-Do:.

| o= placas se incubaron a HSDC en oscuridad durante 10-12
dias, hasta la obsevaciéon de formacion de esporas en la masa de

miceliog.

10.2 - Extracto crudo.

Se Jevantd la masa de micelio con un ansa curva y se macero
. . . 0,.
en un homogeneizadotr de vidrio a 4 C con el buffer.

El macurado se clarificéd por centritugacion a 10.000 x q durante

=0 minutos vy el sobrenadante, que se utilize6 como tuente de
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extracto crudo. se conserv a —-20 C.

10.3 - Extracci6tn con solvente a partir del medio sé6lido.

He levanto la masa de micelio v se colocd en un Erlenmever,
conteniendo 10 ml de metanol. Luego de una hora de agitacion se
filtré el material soluble v se aaregaron 10 ml de aaqua
bidestilada. Fosteriormente se realizaron dos vtracciones con
cloroformo, se separd la fraccidn organica vy se evapord a
sequedad en un evaporador rotatorio.

Lha parte del material extralido se resuspendid en 2,5 ml de
s pav-a la  determinaciédn de la actividad antiviral, una
alicuola se conservéd para la idenfificacibn del material por

cromatoagrafia en capa delgada (TLC).
10.4 - Desarrollo del micelio en medio liquido.

5S¢ sembraron esporas de MZ2003 en 200 ml de medio Czapek-Doux,
en una concentraciéon tinal de 257 esporas/ml de medio.

lLor cultivos se incubaron a 25°C con agitacion, en oscuridad
durantiz 8 dias. Al cabo de este tiempo se filtro el medio. se
descartd el micelio, v el medio ligquido obtenido se utilizd como

material de partida para la purificacidn parcial.
10.5 - Extracciotn con acetato de etilo.

S realizaron dos extracciones con acetato de etilo a partir
del wmailio ligquido utilizando la mitad del volumen de solvente
para cada una. Se descartd la fase acuosa y la fase organica se

evapord a sequedad.
10.6 - Cromatografia en columna de silica gel.
1l material soluble en acetato de etilo se resuspendid en un
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volumen minimo del mismo solvente, se mezcld con 1 ar de silica v
52 a2t al vacifo. Esla pastilla se sembréo en el tope  de una
calumna de silica gel (Kieselgel 60 Merck). Las fracciones
etuldas con diferentes proporciones de mezcla cloroformo—metanol
(con polaridad creciente), se evaporaron a sequedad. Yy una

aljcunta se conservd para medir actividad antiviral.
10.7 - Cromatografia en capa delgada (TLC).

Las Tfracciones activas eluidas de la columna de silica se
reunicron y  evaporaron a sequedad en un  evaporador rotatorio.
Este material se resuspendid en un volumen minimo de acetAtD de
etilo, v se sembréd en una placa de silica de 20 20 cm
(Merchk:pC-Alufolien Kieselgel 60/Kieselqur F254).

S0 utilizaron como reveladores las me:zclas de: acido
sultfinrico 54 en etanol, y cloruro fteérrico 2% en etanol.

trn la cromatografia semipreparativa, se levantaron las
bandaz de la placa v el material se eluyd por separado con
acelalo de etilo.

Loz solventes de corrida utilizados fueron:
cloroformo:metanol U010, y cloroformo:acetona 88:12 sequn el

experimento realizado.

11 - FURIFICACION PARCIAL DE MELIACINA.
11.1 - Obtencion de extracto crudo.
11.1.1 - A partir de hojas de Melia azedarach L.

G wtilizaron las hojas maduras de las plantas de paraiso de
la zuna de Bella Vista. Estas fueron lavadas dos veces con  aqgua

destiltada v se maceraron en presencia de buffer de extraccion FK
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con el aoregado de 0,35 M de KC1, pH=7,2. El1 macerade se
clarificd por centrifugacién a 10,000 % q durante 40 minutos. Se
descartt el material precipitado, y el sobrenadante fue utilirzado

come fuenke de extracto crudo.
11.1.2 - A partir de brotes de paraiso cultivados in-vitro.

LLos brotes fueron cultivados en el medio base de Furashige-
Skooa(thl) ., con el aareqgqado de 6é-bencilaminopurina (L ma/ml),
sacarosa (A0 ar/l) v oaagar (7ar/l1).

[l extracto crudo se realizd aplicando 1la metodoloaia

empleada para los extractos de hojas.
11.1.%5 - A partir de callos cultivadps in-vitro.

Gee utilizaron callos vitreos obtenidos a partir de vemas v
de brotes de paralso. Estos se cultivaron en el mismo medico base
quer 1o hirrotes,. pero los reaquladores agreqados fueron sacido 2.4
diclorctenoxiacético (2 mg/ml), 6—furfurilaminopurina (0,2 ma/l)
vy oagaar (7 qr/l).

L=l material se macerd en presencia de buffer de extraccidn
FE. () ar de material/Zml de buffer) en un homogeneizador de

vidrio.%e centrifugd a 10,000 x g durante 40 minutos vy el

sobrenadente se utilizd como extracto crudo.

11.1.4 - A partir de cultivos en suspensiotn de células de

paraiso.

.05 cultivos de ceélulas ze realizaron a partir de los callos
vitreos, en el mismo medio base de cultivo sin aagar. con el
aareaado de adcido 2,4-diclorofenoxiacetico (Zma/l) v G-
furfurilaminopurina (0,2 mg/l). Las suspensiones se cultivaron
con arnttacidn a 100 rpm.

IYara realizar el extracto crudo se separaron las celulas del
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medio e cultivo por centrifugacion a 2.000 a durante 320

)

minutess. 111 sobrenadante se conservd a ~20°0 v el precipitado  de

celul.

B macerd en un homogeneizador de vidrio con el agreqgado
de dos volumenes de buffer Fk.

Luigo el macerado se clarificd por centrifugacion a 10.000
a duwronkte 40 minutos v el sobrenadante se utilizé como  extracto

crudo.

. . . R 1 I
lodos los extractos obtenidos fueron conservados a —-20 C.

11.2 - Extracciotn con acetato de etilo a partir de los

extractos crudos de hojas maduras de paraiso.

12} cxtracto crudo s concentrd por liofilizacién. Se

sndieron 20 ar de este liofilizado en 100 ml de aqua

(S : .
C. can agitacion durante una  hora. Luego sce

bide=stilada a 4
claridiod por centrifugacidon a 10.000 » g durante 20 minutos v el
sobrenadante se extrajo con igual volumen de acetato de etilo.Se
conseryvd una alicuota de la ftase acuosa para medir Actividad
antiviral.

It otro lado la fase organica se evapord a sequedad en

evaporador  rotatorio. Una alicuota del evaporado se resuspendid

en ' para determinar actividad.

11.3 - Cromatografia en columna de silica gel.

l.a  fraccion soluble en acetato de etilo, se resuspendid en
un mintian volumen de cloroformo v se sembrd en el tope de uwuna
columna de similares caracteristicas a la empleada en 1 paso
10.646.

L. e@lucion se realizd con me:zclas de cloroformo-metanol de
polaridad creciente, y  las fracciones recogidas fueron

cromalogr aftiadas en capa delagada.
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i otro lado una alicuota de cada fraccién se resuspendid

en PR para medir actividad antiviral.
11.4 - Cromatografia en capa delgada (TLC).

I.arz fracciones activas eluidas de la columna de silica se
sembraran en capa delqada de silica v se corrieron como se indico
en )l panto 10.7 de esta secciéon.

lLas bandas obtenidas fueron reveladas con &cido sul furico 5%

en etanol.

12 — ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL.
12.1 For determinacién de la DESO.

e utilizaron monocapas de ceélulas Vero crecidas en
microanlacas de Y6 pocillos.

Iara la titulacion del material procedente de hojas
(meliacina), se realizd un pretratamiento de los cultivos durante
dos horas antes de la infecciéon.

l.a titulacion del material aislado de los hongos =e realizd
nor: ratamiento de los cultivos luego de la infeccion
(poztr-ratamiento).

tn lodos los casos las monocapas se infectaron con 1000 URF
de V5V. lLuego de 1 hora de adsorcibon a 37DU, se retird el inbGculo
vy las c¢eélulas se cubrieron con MEM 272 o PMEM 2% conteniendo
diluciones seriadas del material a titular, y se incubaron a =7°C
hasta las 18 horas postinfeccion.

Finalizada la incubaciédn se observd el etecto citopatico
producido por el virus en las ceélulas tratadas v se campard con
un canlkrol infectado no tratado.

I:

“e detinid la DEQBO com la inversa de la dilucidn de



extractio, capaz de proteger al 504 de 1los cultivos tratados
contra la infecci6tn viral. El calculo se efectud por el método de
Reed v Muench (64). Se definid la concentraciéon antiviral (CA)
camo la concentracibn en peso seco (gr/ml) de extracto

correspaondiente a una DESO,

12.2 - For determinaciébn del rendimiento viral.
Se utilizaron monocapas de células Vero crecidas en
microplacas de %6 pocillos. Se relizaron dos series de

tratamientos:

a) pretratamiento de las células durante 2 hs previas a la
infeccion con diferentes diluciones de extracto.

b) - npoast-tratamiento de los cultiveos con las diluciones de

extracto luego de la infeccion.

tn ambos casos las monpcapas se infectaron con 1000 UFF  de
V&Y. lLueqgon de 1 hora de adsorcidn a 37DC, se retird el indculo
las células se cubrieron con MEM 2% o MEFM 2% conteniendo
diluciones seriadas del material a titular, y se incubaron &
27%606 hasta las 18 horas postinfeccidn.

"l cAabo de este tiempo se cosechod el sobrenadante de las
céelulasm v se titulo por plaqueo.

Ee compard el rendimiento de los cultivos tratados con el de

los «controles sin tratar y la actividad se expreso como el log

del cociente entre ambos titulos.

13 - ENSAYO DE TOXICIDAD EN CELULAS.

Fara este ensavo se trataron por triplicado los cultivos de
celulas Yerao con diferentes diluciones de cada extracto.

. . O
l.as células tratadas se incubaron durante 24 hs a 27 C v  se



compard el aspecto de las monocapas tratadas con respecta a un
conbirol no tratado.

Ye o definid la dosis citotébxica 50 (DCS0), como la inversa de
la dilucidn  de extracto que resultd toxica para el S0% de los
cultivos tratados, por el método de Reed v Muench. $e definifo la
concenbracion citotoxica (CC), como la concentracidn en pesto seco

por ml de extracto que correponde a una DCHO.

14 - ENSAYD DE TOXICIDAD DE LA FRACCION FURIFICADA DE M2003 EN

RATONES ADULTOS.

G utilizaron machos adultos de 45 dias de la cepa
endocriada  BALR/C. Grupos de 10 animales, se inocularon por  via
intraperitoneal con 0,3 ml de una dilucitn que tenlia una
concenltracion de 0,2 mg/ml de material purificado a partir de
extracto de M200Z., Se administrd una dosis diaria durante dos
dias conzsecutivos de dicho material.

Ubra grupo de animales recibid el mismo tratamiento con FES
y fue wbtilizado como control del ensavo.

“e realizaron observaciones diarias de los animales durante
un  mes para detectar morbilidad v o mortalidad de 1los ratones

tratados o

15 - ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.
15.1 - Actividad de M2003 crecido en placa.

S realizd un repique de la cepa M2005 en medio  agar
extracta de malta 9%. A los 3 dias, una vez que la colonia de
Alterneria tenia un diédmetro aproximado de 2,5 cm se realizaron

estrias con diferentes cepas de bacterias sobre la misma placa en

o
o



la que crecia el hongqu. Las cepas utiliradas en este ensayo
fueraon ¢ Escherichia coll, Staphylococcus aureus, Bacillus
subiilirz v Pseudomona aerugIinoza .
g . e O . -
Lo cultivos se incubaron a 25 C en oscuridad, v a las 24

horas «e observd el crecimiento bacteriano en cada estria.

15.2 - Actividad antibacteriana del medio de cultivo liquido de

M200Z.

Fara este ensayo se cultivaron las cepas de bacterias en
calda nutritivo durante 18 horas a 37DE.

lina  vezr observado @l crecimiento bacteriano se sembrd L ml
e cardda cultive sobre una placa de Fetri con agar Mueller—Hinton.
Lueqo «e colocaron anillos cilindricos estériles sobre la placa y
dentro de cada wuno de ellos el medio liquido de cultivo del
honago.

Las placas se incubaron a z7°C durante 24 horas y se abservo

el crecimiento bacteriano.

16 — ENSAYO DE ACITIVIDAD ANTIFUNGICA.
16.1 - Ensayo de antagonismo.

e a este wexperimento se utilizaron cepas de honaos
diferenltes de Alternaria que fueron aisladas a partir de hojas de
paral=zo por la técnica de esterilizaciotn superficial.

S realizaron repiques enfrentadoz de Alternaria. cepa M2OOE
v ) hongo a ensayar , en la misma placa de Fetri gue contenia
medio de cultivo agar—-extracto de malta $5%. Estas placas se
incubaron durante 15 dias a temperatura ambiente en oscuridad v
se realizaron observaciones cada 2 dias del patréon de crecimiento

de lo= hongos .

n
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midid el radio de las colonias sobre la linea de unidén
entr e qwamhos centros y la inhibicion del crecimiento se  determind
por la disminucion del radio de la colonia en senticdo opuesto al
honao antaagonista con respecto a la medida del mismo hacia el

borde e la placa.

16.2 - Actividad antifangica del medio de cultivo de M2003 .

B prepard un medio agar Czapek-Dox que contenia una

dilucién 1/10 del filtrado del medio ligquido de crecimiento de
M200% . Sobre este medio se realizaron los repigues de los olros
aeneros de hongos aislados del paraizo para ensavar si tesultaban
inhibidas por  algiun metabolito exportado por M200s  al  medio
extracelular.

.o controles de cada cepa ensayvada se replicaron en el mismo
medio sin el agregado de M20035.

Lurao de 19 dias de incubacion a temperatura  ambiente, en
oscuwrridiad, s midid el didmetro de cada colonia crecida en
presencia  del filtrado de M200Z , el cual se compard con el

didametro del control correspondiente .
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FARTE 1

1- AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE HOJAS DE Helia azedarach (L

RELACION DE LOS HONGOS AISLADOS CON LA FLANTA HUESFED.

l.1— Aislamiento de hongos a partir de muestras de hojas de

paraiso.

Dardo que la mayoria de las plantas vasculares, se encuentran
colonizadas por endofitos fungicos., se encard el aislamiento de
los mismos a partir de hojas de MHella aredarach L.. con el objeto
de identificar wun posible agente productor de 1la actividad
antiviral detectada en las hojas de paraiso (1).(2).(87), va que
los cetudios quimicos del principic activo mostraban una
estruclbura molecular semejante a la ciclosporina (péptido
ciclico), producida por hongos del género Tolypocladium (94).

S utilizéo la técnica de esterilizacion superficial de las
hojas. que permite eliminar a 1los organismos epifitos que
colonizan la superficie foliar. De este modo se posibilita el
aislamiento de aquellos orqanismos denominados endofitos que se
desarrnllan en contacto con los tejidos internos de la hoja (13).

La figura 1 muestra que sobre un total de 134 muestras de
hojaz maduras de paraiso recolectadas al azar a partir de cuatro
plantas de 1la zbna de Eella Vista (NO prov. Bs. As.) durante el
periodo de marzo—-abril de 1989, s6lo 37% presentaron desarrollo
de micelio, las cuales se consideraron muestras positivas.

e acuerdo con la hipotesis planteada al comienzo del
trabajon., la frecuencia de aislamiento del posible hongo productor
el antiviral, deberia ser mayor que la de las demas especies
relacionadas  con la planta, va que los extractos de hojas

mrecsentan una alta actividad.

(4]
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De este modo, s60lo fueron caracterizadeos aguellos
alelamicnlos gue aparecieron mas frecuentemente. bEn nuestro  caso
estos honaos correspondieron al género Alternaria, v
posterioirmente la mayoria de ellos fueron identificados como
Alternaria alternata.

(s Trecuencia de aislamiento de Alterrnaria correspondid al
G37.17%  =mobre el total de aislamientos positivos (ver  figura 2).
Otros que aparecieron  con  menor frecuencia, no tueron

identificados.

ate)



FIGURA L

Aislamiento de hongos de Melia arzedarach L.

Negativos (%) Otros (%)

21

N

/

Alternarla (%)
16

Se consideraron positivas agquellas muestras de hojas a partir de
las cuales se observd desarrollo de micelio por la técnica de
aislamiento de endofitos.
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FIGURA: 2

Frecuencia de aislamiento de hongos del

Alternaria.
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1.2- Ensayo de actividad antiviral en extractos crudos de 1los

hongos aislados

lodes los aislamientos obtenidos fueron repicados a un medio
agar—oxtracto de malta, que resulté apto para el desarrollo de la
mavoria de las especies fungicas (23).

Fgra 2]l ensayo de actividad antiviral, se eliqgieron cinco
aislamientos pertenccientes al género Alternaria, v otros cinco
correspondientes a los géneros no identificados v de menor
frecuencia. Luegqo de 20 dias de realizados los repigues. e
prepararon los extractos crudos de micelio seaqun la metodoloala
esplicarla en la seccidn 10.2 de materiales v métodos.

e dinfectaron monocapas de células Vero, crecidas en tubos
de ensavo. con una multiplicidad de 1 UFF/célula de wvirus VYSV.
Lueawn de 1 hora de adsorcibm a 27 DC, una parte de los cultivos
se cubrid con medio de cultivo (MEM 2%), o MEM 2% conteniendo una
diluciédn 1710 de cada extracto crudo. Otros cultivos tratados con
extracto pero sin infectar, sirvieron como control de toxicidad
de lo= mismos.

o resultados de la tabla 2 muestran gue los extractos de
dos de  los honqeos identificados como Alternaria alternata,
dismimuveron el titulo del virus en casi dos drdenes con respecto
al contral  no tratado. mientras que los extractos de otros
aiz=lamicntos del mismo hongo, asi como los de los honaos de menor
frecuancia, no  presentaron  actividad. Cabe sefialar gue los
extracltos activos no reultaron toxicos para  los cultivos
celulares en la dilucidn ensavada. La inhibicidén observada, se

verifichd Gnicamente cuando el extracto se agregaba al medio de

cultivo luego de la infeccion.



TARLA

ACTIVIDAD ANTIVIRAL Y TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
DE LOS HONGOS AISLADOS.

Aislamiento Citotoxicidad (a) Actividad antiviral
~-log vt/ve (b)

M2000 no 8]
M2001 no )
MR2002 # no 1.80
M2003 # no 1,72
M2004 # si O
2008 # si 0
M2011 no 0
2021 no Q
M20O2S # si O
MZ2OE2 no 0

# Aislamientos correspondientes al género Alternaria.

a Citotoricidad de cada extracto en la dilucidn 1710,

b Actividad antiviral de cada extracto en la dilucion
1710,

1.3- Observaci6tn microscopica de la superficie foliar.

2 hien Alternaria no se encuentra citado en la literatura
como un endofito caracteristico, y dado que en muchos casos es
posihle detectar el desarrollo de los endofitos en el interior de
los tejidos de la planta por microscopia Optica. utilizando
diferenltss técnicas de tincion, se realizé una decoloracidn de
las hoias de Melia arfedarach L. con etanol-lactofennl. vy una
rosterior tincidn para observar esporas y desarrollo de micelio.
I.a  tabla 4 muestra que el 68.6% de las heojas analizadas
precsentaron esporas de Alternaria. La incidencia de germinacidn.,
deteorminada  por la presencia de tubos germinativos., resultd  del
40%. lamhién se observd desarrollo de micelio en el 42,86% de las

>

muestras  estudiadas. La  figura 3 ilustra el aspecto de las

b0



esporas de Alternaria agerminadas sobre la superficie de la hoja.

D acuerdo con estos resultados la frecuencia de aislamiento
de Alternaria dehberia ser el doble de la obtenida por la técnica
de aiaslamiento de endofitos (fig.l1: 21 %Z). Esto indica que la
eslerilizacion superficial resultod efectiva para la inactivacion
de las esporas alojadas sobre la superficie de la hoja., v permite
cetectar @ los hongos vinculados con el interior de la hoja.

Cnmoy complemento, se realizaron cortes ultrafinas de las
hojas., para detectar la presencia del honao en el interior de las
células  por microscopia glectrdnica. No fTue posible observar
desarrnollo de micelio en el interior de la hoja. Este resultado
no  =e contrapone con el dato de los aislamientos, va que la
téenica s sumamente enqgorrosa ¥ hay que estudiar pumerosos

corbkes para descartar la presencia de endofitos.
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FIGURA I:

=8

b

Aspecto de la superficie foliar de Melia azedarach L.

aumento 400 X

aumento 1000 X

Tincidn @ azuwl Tripan en lactofenol.

&%

ks

Se observa el desarrollo del micelio a partir de

b5

una espora de
Alternaria sobre la superficie de una hoja de paraiso.
Detalle de una espora de Alternaria.




1.4- Estudios de 1la frecuencia de aislamiento de hongos en

diferentes épocas del afio.

Ha=ta el momento. no se encontraron registros bihlioqraficos
sobre 1a frecuencia de aislamiento de endofitos a partir de hojas
de H=alia aredarach L.. Se deciditd entonces estudiar si  la
frecuencia observada durante el primer aislamiento se mantenia o
mostraba variaciones dependiendo de las diferentes épocas del
alin. Cahe seffalar que el periodo de recoleccion de las muestras
se  encuentra comprendido eéntre los meses de noviembre v abril,
va que reata pianta posee hojas caducas.

P atro lado., este estudio permitiria relacionar
posteriormente la frecuencia de aislamiento de endofitos. con la
actividad antiviral de meliacina presente en las hojias de
paraiso.

Dee este modo se utilizd la técnica de aislamiento de
endofitos. por esterilirzacion superficial del material veagetal.
para estudiar la frecuencia de aislamiento de honqos, en
particular aquellos gue pertenecian al género Alternaria entre
la primavera de 1990 yv el otofio de 1991. SHe escoqgieron cinco
Arboles  de paralso de la zona de EBella Vista (NO de 1la prov. de
Bs. As.) cuvas hojas poseen actividad de meliacina (27), para
realirar ol muestreo. Todos los aislamientos se llevaron a cabo
comn s indicd anteriormente en materiales vy metodos (seccidn
7).

fin Ya figura 4 se observa que la frecuencia de aislamiento
de hongos  totales resultd mayor en el periodo de otoffo, con

recspecto a los meses de primavera y verano. Asimismo los  hongos
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FLGURMA: 4

Aislamiento de hongos de Melia azedarach L. en
diferentes épocas del afio.

humedad (%) temperatura ( C)
0 30
80 i SR
........................ JT 120
60 -
40| /Jr
110
mﬂ i |
ol [ 1 N l—l 0
NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY
ALTERNARIA (%) ] TOTALES (%)
-%- HUMEDAD (%) —8- TEMPERATURA ( C)

Se analizaron entre &0 v 20 muestras de hojas de paraiso en cada

mes de muestreo. )
Los porcentajes se calcularon sobre el total de muestras

ensayadas.
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idenlbilicados como Alternaria aparecieron durante los meses de
marya., ahbril v mavo.

Para  completar el estudio se tomaron los reqistros de
temperalura vy humedad relativa ambiente promedio de los meses
correspondientes  al periodo de recoleccibn. Los datos fueron
reaistyrados  por el Servicio meteorologico nacional mediante el
sistema climatolégico CICLON.

Y  puede observar en la figura 4 que la mavor cantidad de
aislamientos correspondid a los meses en los cuales la
temperatura  ambiente oscila entre los 14 v 22 e v la  humedad
relativa ambiente se encuentra por encima del 70 %, mientras aue
en lea= mmeses de verano., con temperaturas mas elevadasz vy menor

huimedaid ambiente, la frecuencia de aislamiento resultéd baja.

1.5- Estudio de aislamiento de endofitos a partir de hojas de

diferentes edades.

%2 pudo observar que el aislamiento de alqunos endotitos
esta reelacionado con el estado fisiolbgico de la planta
hospedante. Se conoce el caso de las micorrizas, que invaden a la
plantz a través de las ralces de la planta joven, mientras que
las ratres de plantas adultas resultan menos susceptibles a 1la
invasiion (18). For otro lado los estudios realizados en la planta
Fusalyoelus wviminalixz 1indican que las hojas senescentes son
colonirzarlas internamente por Alternaria alternata. mientras que
las i¢vvenes no lo son (13).

8¢ compard la frecuencia de aislamiento de endofitos, v en
particular la aparicion de hongos del género Alternaria. en hojas
de parailso de diferentes edades. E1 muestreo se realiz=o entre

los meses de febrero vy mavo de 1991, va que en esta eépoca  del
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afio.,  de acuerdo con los resultados de la fiqura 3, se consiquio
la maveon frecuencia de aislamiento de honaos a partir de hoias de
la planta,

2o este objeto se tomaron 30 muestras de hojas de cada edad
a partir de los mismos &rboles utilizados en el ensavo anterior.
Las twijas  se clasificaron en: jovenes (de color verde colaro v
tamalio  menor a 2 om.), maduras (entre 2 v 4 cm. v color verde
oscuro) v osenescentes (de color amarillo v que se desprenden  de
la planta con facilidad).

1 daual que en el experimento anterior., v como ¢ observa
G la figura 3., la frecuencia de aislamiento de honaos totales
aumentoe  en el periodo de otoffo. El1 numereo de aislamientos
obtenidos  entre  las hojas de diferentes edades no moas Lm0
variaciones significativas - para cada mes de muestreo. Cabe
seffalar que {a mayoria de los hongos aislados durante el mes de
marzo curespondieron al aénero Alternaria. qQue apareci con  una
frecucncia gue se mantuvo en los siquientes meses.

ntos datos confirman los resultados obtenidos duwrante el

primer aislamiento, en el cual la mavoria de los honaos aiclados

entre marzo v abril de 1989 pertenecieron a dicho aénero.

1.6- Actividad antiviral comparativa en extractos de honaos

Aislados de paraiso.

' vista de la aparente asociacion de Alternaria con la
actividad antiviral. se buscod extender el analisis a otros
aizlamicntos de este hongo, obtenidos en el transcurso de
diferentes aislamientos a partir de hojas de paralso reocolectadas
en el poritodo marzo—-abril de 1989.

I'ara ello, se prepararon extractos crudos de micelio de once



Cepas aque fueron identificadas como Alternaria: 2002, M200.5,
MZO0%, Fwol10, M2012, MZ2016, M2022, M2025, M2029, M2031 v M2055.

b este ensayo las células se infectaron con VS8Y. v lueago
de la adsorcion del virus se cubrieron con medio de cultivo
conteniondo diluciones de cada extracto, con el fin de determinar
la DEYNO en forma comparativa, como se indico en el punto 12.1 de
materiales v métodos.

N las 24 hs. p.i., se observé el efecto citopatico producido
pot el virus en los cultivos tratados e infectados. v se compard
con un control de virus que fue tratado con MEPM Gnicamente.

Loz resultados de la tabla 9, muestran que hay una variacion
en &1 nivel de produccion del antiviral. Se encontraron cepas
altamenlte productoras como M2002, M200E%, FMI203Z1 v M2035. En cambio
otras cmmD-MEDDQ, M2010 y M2012 mostraron niveles de produccion
menores, en comparaci6tn con las anteriores. También se
encanltraron cepas no  productoras entre los aislamientos
testeados.

S consideraron altamente productoras aquellas cuya LA
resultéd menor de 0,05 mg/ml, mientras que las medianas Yy no
produclLoras mastraron una CA entre 0,089 v 0,1 mg/ml v mayvor de
0,1 ma/ml respectivamente.

F=stos resultados muestran que no todas las cepas de
Alternaria aisladas de fMella azedarach L. muestran el mismo
comportamiento en  cuanto a la produccién del antiviral. Los
siaquientes experimentos se realizaron con extractos de la cepa
que resultd la mavor productora de esta actividad.

MO0

RS
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FIGURS 53

Aislamiento de endofitos a partir de hojas de
diferentes edades.
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THELA s

Actividad antiviral comparativa de diferentes cepas de
Alternaria aisladas de paraiso.

thlANlelU DE5 /m}l "FESO SECO CAX }\UDUI(IUN
mg/ml mg/ml
M20o02 200 8 0,04 a
M2003 580 D.9 0,01 a
M2009 170 11 0,07 m
M2010 70 4,5 0,06 m
M2012 83,2 8,95 0,1 m
MZ2016 70 Q7.0 0,62 r
M20L2 22 3 0,59 n
M2OLE a2 9.5 0,29 n
u,_B n
0,02 a

<tracto

concentraciéon antiviral en peso seco de
que corresponde a la DESO.

a: cepas altamente productoras CA: < O06 ma/ml.

m: cepas medianamente productoras CA: 0,0468-0,1 ma/ml.

n: cepas no productoras GCA: *0,1 mg/ml

XCne
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FARTE II

2- CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA CEPA M2003.

2.1- Clasificacién morfolébgica de M2003.

El  aislamiento denominado M200%E, fue identificado como
Alternaria alternata, por los Doctores Daniel Cabral vy Maria
Delia Lertoni, de la Catedra de Micologia de la Facultad de
Ciencias Exactas vy Naturales de la Universidad de Ruenos Aires.

i1 aspecto del micelio y las esporas de esta cepa, se
encucnltran ilustrados en la figura 6.

S puede observar la tabicacidn de las hifas. v la presencia
de e=poras septadas en forma  longitudinal v transversal
(phacralyctiosporas), caracteristicas del aénero Alternaria, que
sz utilizé en este trabajo como criterio de iddentificacidn pot

micro=copla  o6ptica de los aislamientos pertenecientes a dicho

aénenrc,

2.2—- Crecimiento de M2003 en medio so6lido.

S estudid el crecimiento de la cepa MI20O0E en el medio
quimiciamente detinido de Crzapek-Dox de modo de posibilitar la
posterior purificaciéon del antiviral a partir de extractos crudos
de wmicelio, contando con la menor cantidad posible de sustancias
aportadas a dicho estracto por el medio de cultivo.

=1 crecimientno se comparéd con el que presenta el honao en
agar-—-cutracto de malta (medio empleado tradicionalmente). Fara
ello @n prepararon placas de Fetri conteniendo ambos medios. v

se semhraron por triplicado. 50 ul de uma supension gue contenia
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Aspecto del micelio y conidios de Alternaria alternata
(cepa M2003).

Aumento 400 X.




4500 ezporas en el centro de cada placa.

Loz cultivos se incubaron durante 11 dias a 25 C en
oscuridad. Durante 1los dias posteriores a 1la siembra, se
determing ¢l didmetro de las colonias crecidas en ambos medios
asi como también la producciédn de esporas.

L. resultados de 1la figqura 7 indican que no hubo
diferencias en la cinetica de crecimiento y en la esporulacion de
M200E en ambos medios.

lcunpoco se observaron diferencias moriftoldaicas en la
estructura del micelio v las esporas por microscopla édptica. En
cambicn  la pigamentacion varia seqgan el medio empleado: amarillo-~
verdozo en el centro v qris hacia los bordes en agar Czapek-Dox vy
aris oscuro en el centro , aclarandose hacia los bordes en agar-—
malta.

2.3— Actividad antiviral y citotébxica de los extractos de M2003

crecido en agar—malta y Czapek-Do:x.

ada que el desarrollo del honge en ambos medios de  cultivo
no presentd  diferencias. se  determind  comparativamente la
actividad antiviral vy citotodxica de M2003Z crecida en agar-
extraclta de malta v agar de Czapek-Dox.

utilizaron cultivos crecidos durante 12 dias para la
obtencicon de extractes crudos de micelio.

Flonocapas de células Vero. que fueron previamente intectadas
con 1000 UFF de VY8V o no infectadas, se trataron por triplicado
con  medio FMEM conteniendo diluciones seriadas al medio de cada
extractn v sea incubaron dwrante 24 hs a 37 OC. Una ve:z
transcurrido el periodo de incubacién los cultivos se  observaron

al microccopio v por un lado se levd el efecto citopatico
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FIGURA 71

Crecimiento de M2003X en agar malta y agar Czapek-Do:x.

DIAMETRO (MM)

100
80 2] H a8 7
60 |-
40} formaclon de esporas
20
0 1 | 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14

DIAS POST SIEMBRA

—8— AGAR MALTA - AGAR CZAPEK-DOX

El dia 7 =e observa formacidn de esporas en ambos medios.

74



producido por el virus que se compard con un control intectado
que Tur tiratado con MEM dGnicamente. For otro lado los cultivos no
infectados, tratados con ambos extractos., se examinaron al
micrOscopio « ¥ se compararon con el correspondiente control de
ceélula=  aue se tratd durante todo el experimento con medio de
cultige,

La DEBO v la DCHO se determinaron por el método de Keed v
Muenclhi., v se calculd la concentracidon antiviral v citotéxica para
cada extracto, segun la metodologia indicada en los puntos 12 v
1% de malteriales vy métodosr

Como se muestra en la tabla 6, la actividad antiviral de los
extracltos del hongo cultivado en agar Czapek-Dox se incrementd
1.% wroes, mientras gque la toxicidad disminuyo a la mitad con

respeckto a los extractos procedentes de agar-malta.

TAKLG: 6

Actividad antiviral y citotéxica de M2003 crecida en
agar—malta y agar Czapek-Dox.

v Actividad figar — malta Agar Czapek-Do:x)

Antiviral

DESO/qr # 1738%.,8 I1815.1
CA ar/ml X 5,8 % 10 -5 L7 10 -8

Citotoxica

DCSO/gr # G127, 8231
CC gr/ml X 1,9 % 10 -1 2.8 2 1o -1
1 DESO/DCSRO el P77
# DESGO v  DCHO/gr de peso seco del wtracto
determinada por el método de Reed vy Muench.

¥ CA: concentraciéon antiviral.
CCe concentraciéon citotbdrica . Concentracion en
peso seco de extracto que corresponde  a la
DESO.

Geaun estos datos, no seolo pueden utilizarse ambos medios

~N
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paria 1a obtencidon del compuesto antiviral, sino que el cultivo en

aqar Urapek-Dox favorece su producciédn con baja toxicidad.

2.4- Crecimiento de M2003 en medio liquido.

-1 inedio de cultivo de los microorganismos debe contener
todos  los elementos requeridos para la producciébn de biomasa v
los metabolitos que se desean estudiar. El medio de Czapek-Dox,
contiene todos los requerimientos necesarios para €1 desarrollo
de dlternaria. v ademas es utilizado en forma corriente para los
estudins de produccion de toxinas de este hongo (42

Lomo  se observd en los resultados de la tabla 6, el honago
tue capaz de producir el antiviral en el medio sélido de Czapek-
Dox. DbDe este modo se utilizd dicho medio de cultivo (sin el
agreqgado de aqgar) para estudiar el crecimiento de PM2OOE v
determinar si el antiviral es exportado al medio extracelular,
facilitando asi su obtencidn vy  purificacion por extracocidon
directa a partir del medio liquido.

S inocularon recipientes de vidrio de 100 ml conteniendo 20
ml de moedio Czapek-Dox,. con una suspension de esporas de PM20035 en

una concentracion final de 230 esporas/ml de medio. tLos cultivos
se incubaron & 25 OC en nscuridad con agitacion a 150 rpm.

.on 2! objeto de determinar la curva de crecimiento de FZ00Z
en modio liqgquido, se tomaron cuatro muestras por punto a los
diteronies dias lueao de la siembra ., v se determind biomasa,
actividad antiviral (presente en el micelio y exportada al medio
liquicte), consumo de glucosa v pH del medio de cultivo.

Calip cefialar que a fin de medir la actividad antiviral en
farmz més especifica, se realizd una extraccion con acetato de

etilo a partir de este medio, va que dicha actividad mostro una

alta atinidad por dicho solvente (46).

76



0

s encontrd que el hongo es capa:z de exportar el antiviral
al  moedio de cultivo extracelular a partir del dia 3. Como se
observa en la fiqura 8.a, la produccién vy liberacion de este
campue:alo « comienza en la fase de crecimiento exponencial, una
vez ue la cepa se adapta a las condiciones de cultivo. De este
modo, SE puede describir  como wna produccion asociada
directamznte al crecimiento del micelio (29).

N partir del dia 9. el cultivo entra en la fase estacionaria
del crecimiento. No fue posible determinar la actividad exportada
durante cste periodo. va que a partir del dia 11, se observd una
elevada ltoxicidad de los extractos.Es importante destacar que el
aumento (e la actividad antiviral detectada en medic liqguido
acomnpalia @) crecimiento del micelio entre los dias 5 v 9 post-
siemhra ., en tanto que la actividad obtenida a partir del micelio
PEFIANe Ce relativamente constante en el mismo periodo .
Alcanzandon valores de inhibicidn de la multiplicacidon viral
menoreas que los correspondientes al caso anterior
(aproximadamente 50%).

l.a mcecdida de consumo de glucosa muestra que en este caso el
sustrato  fermentable del medio Czapek-Dox, no fue un factor
limitante del crecimicnto del hongo (fiqura 8.b).

Tamhisn se pudo determinar que la produccion oOoptima del
compuezto  activo se llevd a cabo cuando el pH del medio

aumento de 5,5 (dia 0) a 7,3 (dias 7-8).
2.5— Actividad de M2003 contra DNA y RNA virus.

Hamta el momento en los ensayos realizados se utilizd VSV
QMo VATUS de referencia para determinar la actividad

antiviral de los extractos crudos deAdlternaria.

“ resolvid ensayar si el extracto de micelio de MZ20O0Z
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FLGURA 2 az

Crecimiento de M2Z003 en medio liquido.
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FIGURA 8 b:

Consumo de glucosa y pH del medio de cultivo durante
el crecimiento de MZ003.

% de glucosa residual pH

120 10

19

100 g

80} ¢

) 6

60 [ 5

14

40 13

20} 12

11

0 0

Y
(o]

1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 M 12 13 14
dias

—— Glucosa (%) ~+- pH

78




tenlia la capacidad de inhibir la replicacibon de otros virus
diferentes del VSV.

Fara ello se eligieron los DNA virus FrV v HSV-1, cuyos
mecanismos de replicacibn involucran procesos totalmente
diferentes.

En este ensayo se infectaron monocapas de celulas Vero

con una multiplicidad de 1 UFF/celula de cada especie de

virus., Luego de la hora de adsorcion . las monocapas se
cubrieron con diferentes concentraciones del extracto
crudo de M2003 y a las 24 horas post—infeccidn se
cosecharon por separado los rendimientos de cada

experimento, los cuales se titularon por plaqueo.

Faralelamente se realizaron controles de cada uno de 1los

virus utilizados, tratados durante todo el experimento
con medio de cultivo nicamente, que fueron titulados
uwtilizando el mismo procedimiento citado para los

cultivos tratados.

S determind la relaciodon entre el titulo de virus tratado
v el control correspondiente para cada concentraciétn dada de
extracto.

l.os resultados de la figura 9 muestran que existe una
inhibicibn de las tres especies de virus, en forma
dependiente de la concentraciotn de extracto.

Esltos resultados indican que la cepa MI200Z de Alternaria
alternata es capa:z de inhibir tanto la replicaciébn de virus DNA

como RNA.
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FIGUHeye 9

Inhibici6tn de distintos virus por post—tratamiento con
extracto crudo de MZ003.

concentracion (mg/ml)

=+ HSV-1  ——Prv  -¥- VsV

vtits Litulo del virus tratado con el extracto.
ves titulo del virus control.
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2.6- Utras propiedades de M2003:

2.6.1- Comportamiento de M2003 frente a diferentes géneros de

bacterias.

Yo decidid estudiar si esta cepa de Alternaria alternata
presentaba actividad contra otiros microorganismos diferentes de
virus.

Llomn se citd en la seccidn introductoria de esta tesis,
numeroesos  trabajos describen la actividad antagonica de  los
endofiltos frente a diferentes organismos patogenos v saprofitos,
que colonizan v eventualmente pueden producir daffos en la planta
hospedadora (18), (30). (32), (33).

v primer  ludgar se intentd determinar si Alternaria era
capazx de  inhibir el orecimiento de diferentes géneros de
haclterias, va que esta actividad resultaria beneficiosa para la
plants hospedadora a partiv de la cual fue aislado como endofito.

ovir v lado se realizd un repique sobre agar malta. de M2ook
en el coentro de una placa de Fetri. Lueqo del desarrollo de  la
colonis  =e reélizarnn sendas estrias de: Staphilococcus aureus,

Fzocherrahia coll, Pseudomona aeruginosa v Bacillus subtiliz.

i

:

Neeapn@es de 24 horas de incubaciéon a 32 OC se observd el
crecimicento de cada bacteria, el cual se compard con un control
estriadn sobre agar—-malta en ausencia del hongo.

I-uis posible observar una leve inhibicidn del
crecimicnlo de 3. aureus, puesto que la densidad de la estria en
pre=:encia del hongo tesultd menor que la del cantrol
cortespondiente, mientras que las otras bacterias ensavadas no
moetr oo diferencias.

L otro  tipo de ensayo consistio en testear la actividad
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antibidtica del medio liquido de crecimiento de IM2003% por
difusitn en agar.

S sembro un césped de cada bacteria en placas de Fetri con
aqgar lFMueller-Hinton. Luego se colocaron 100 ul de distintas
diluciones del medio de cultivo del hongo en pocillos ubicados en
forma =imétrica alrededor de la placa, vy se incubaron durante 24
horas a 32 clC

No  @e observd halo de inhibicién alrededor de los pocillos
en ninquno de los casos.

Lmte resul tado muegtra qQque no se detectd actividad

antibiGtica frente a las cepas ensayadas en el medio de cultivo

de o0o0n,

N

-6.2- Antagonismo de M2003 frente a diferentes hongos aislados

de paraiso.

Utira de las caracteristicas que presentan los endofitos es
la de antagonizar el crecimiento de otras especies de honqos
capaces e colonizar el mismo hospedante (20).

e este fin se cultivaron otros hongos diferentes de
Alternarta en presencia de M2003Z,

Lo prepigques se realizaron en placas de Fetri con aqgar-—
mal ta. Cada hongo se sembrd en una mitad de dicha placa en  forma
opuesta a M2003F, para permitir el crecimiento de ambos, v asti
obscrvar el fenobmeno de antaqonismo.

I_Ltw cultivos se incubaron durante 14 dias en oscuridad a
temperatura ambiente.

bl crecimiento se midid a lo larqgo de la linea gque une los
centros  de ambas colonias vy el antagonismo fue evaluado por el
porcentaie de inhibicién del crecimiento radial (ICR).

El ICR (30) se definid como: ri-r2/r1 x 100, donde

el
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r1c: radio de la colonia en direccibn opuesta al honago
antaagonista.
(A redlio de la colonia directamente enfrentada &l hongo
antanonista.

La figura 10 ilustra el etecto observado, cuando los
diterenltes hongns crecieron en presencia de M2003%,

e obtuvieron distintos patrones de interacciéon que se
pueden describir como:

=Inhibicion mutua del crecimiento: ambos hongos resultaron
inhibidos en la misma proporcibn. L.as colonias crecen hasta el
punten  de contacto, en el cual forman wuna linea recta con
intercambin  de ambos micelios. No se puede definir a uno de los
horoos como antagonista del crecimiento del otro. Ejemplo:
(detallado en la figqura 1l.a).

~Crecimiento de una colonia rodeando a la otra, con contacto
entre las hifas. (Detallado en la figura 11.b).

\ proar de que el ICR es muy semejante para los dos  honaos,
uno  der ellos desarrolla el micelio alrededor de la colonia
antaqonista. Ejemplos: AB.C.D.E.G.H.

l.Los  aislamientos G, D v 35, son tres cepas del hongo UG
(Micelio marrén vy esporas unicelulares con qutula), que no  ha
sido aun  identificade. En los tres casos, se observa una
inhihicién del crecimiento del honqo antes de llegar al punto de
contacto  con M2003E (Figura 10: C, D vy GB), en los cuales ¢l
micelio tiende a desarrollarse hacia el lado opuesto al
crecimicnto de Alternaria. (Detallado en la figura 11l.c).

) caso mAas claro de antagonismo se observo entre MEOOI v el
aislmicnto 6, en el cual el calculo del ICKR indica que no hubo
inhikicién del crecimiento de M2003%, mientras que el de G,
disminuy®s casi a la mitad.

Fara determinar si la actividad antagonista era el resultado



FIGURA: 10

Antagonismo de M2003 frente a distintos aislamientos
de endofitos de paraiso.

! M2OOS MO0
ICR 59, 4% 47 . 8%
MZ00 MZ003
1CR 46, 8% S0O%
&} M2003
ICR 47% 0%
/fWﬂmlﬁ H
= /ey 55%

La colonia de M2Z2003% se encuentra ubicada a la derecha de la foto.
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FIGURA: 11

Foto l1ll.a:

Detalle de diferentes tipos de antagonismo.

Crecimiento de M2002 frente al aislamiento F.
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de la produccion de algan metabolito exportable., se realizaron
repiques de los distintos hongos a un medio agar Czapek-Dox. qgue
contenfia uwuna dilucion 1710 de un  filtrado medio ligquido de
crecimiento de P20OOXE.

El didmetro de la colonia del hongo MUG resultd inhibido en
un 20N a Z0Y (aislamientos C vy D respectivamente) en  presencia

del filtrado, con respecto a los controles de ambos aislamientos

crecidos en ausencia del medio de cultivo de M200ZE.

FARTE I11

Z— COMFARACION DE LAS FROFIEDADES DEL ANTIVIRAL QUE FRODUCE M2003

Y MELIACINA.

Z.1- Obtencién de meliacina.

Hasta el momento los estudios realizados indicaron que los

extractos de hojas maduras de Melilia arzedarach L. poseen actividad

antiviral ., a actividad se encontrd en plantas procedentes de
diferentes lugares de la provincia de Buenos Alres. ¥y a partir de
hojas recogidas en distintas épocas del abo. S5in embargo no se
conpela i esta actividad era obtenida Gnicamente a partir de
hojas  desarrolladas, o podia obtenerse a partir de tejidos
vegetales en diferentes etapas del desarrollo.

1 interés de esta observacidn surge de los datos  que

indican gue el procese  de colonizacidon de las plantas por

diferentes especies fungicas . asi como los metabolitos
proaducidos en respuesta a esta interaccidn., se encuentra

relacionado en  muchos casos con el estadio del desarrollo del

huéspec.
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lebhido a la diticultad de aislar tejido indiferenciado a
partir de la planta para realizar los ensayos da  actividad
antiviral, se utilizaron cultivos in vitro de paralso en
diferentets etapas de desarrollo.

Frin primer lugar se ensayb la actividad de los extractos de
brotes v callos cultivados in-vitro, como se indictd previamente
en la seccitn 10.1 de materiales v métodos. Esta actividad se
campar® con la que se obtiene a partir de los extractos crudos de
hajas do la planta.

~

Y pretrataron monocapas de células Vero durante 2 horas a
27 “C con diterentes diluciones de cada extracto. Se descarto el
medio doe cultivo y se realizéd la infecciébn con una multiplicidad
de 1 WUFF/célula de VSV. A las 24 hs p.i., se cosecharon los
sobrenadantes de 1los cultivos tratados e infectados v se
determind ) rendimiento viral por plaqueo. Faralelamente se
realizo un  control de V8V sin tratar. gue fue titulado de 1la
misma manera.

Los resultados de 1la figura 12 muestran que tanto el
extraclo de brotes cultivados in-vitro., como el de hojas maduras,
disminuvyeron la replicacibn del virus en forma dependiente de 1la

concenlracion. En cambio el extracto de callos no presentd

actividad antiviral contra VSV.

Do que los callos cultivados in—-vitro carecen de
piameznlacidon, a diferencia de las hojas v los brotes cultivados,
s considerd la posibilidad de gue la producciéon de meliacina

estuviera relacionada con el proceso de la fotosintesis.

8%



FTGURA 130
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J.2- Ensayos de actividad antiviral en plantas de paraiso

crecidas en presencia de luz o en oscuridad.

flon el objeto de obtener material vegetal en el mismo
estadis  del desarrollo pero con diferencias en su  piagmentacion,
se hivieron germinar semillas de Melia azedarach L. en presencia
de lux o en oscuridad.(Las plantas crecidas en ausencia de luz,
carecicron de piamentacion).

Lucao de 20 dias de germinadas las plantulas., se realizaron
los oevbkractos crudos vy ‘se compard  la actividad de ambos
materiales por pretratamiento de células Vero contra la inteceidn
con VSV, Los sobrenadantes de los cultivos tratados e infectados.
ey coneocharon a las 24 horas p.i.. se titularon por plagueo, v se
determudy el rendimiento con respecto a un control de VSV tratado
con HMEM dnicamente durante teodo el ensavyo.

LLos resuwltados de la figura 13 muestran que los extractos de
plantas crecidas tanlto en presencia de luz comeo en la oscuridad,
muestran la misma cinética de inhibicidn de la replicacion de VSV
en forma dependiente de la concentracidn de extracto.

zlons resultados demuestran que la produccion de meliacina
en la planta de paraiso, no estaria relacionada con la capacidad
fotosinletica de 1la misma. En cambio podria depender de alagun
proceso relacionado con el estadio de desarrollo de los tejidos,

que no = lleva a cabo en los tejidos indiferenciados.
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FI1GURA L3

Actividad antiviral de 1los extractos

de plantas

crecidas en presencia y ausencia de luz blanca.
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3.3- Actividad antiviral comparativa en material vegetal de

diferentes origenes.

o un lado se pudo demostrar la capacidad de sliternaria
alternsta de producir un antiviral que es exportado al medio
oxtraceialar,

G2 podria plantear entonces la posibilidad de gue uwuna ves
alojado el hongqo en el intgrior de la planta, produjera el
antiviral el cual seria translocado a los diferentes tejidos del
huésped.

Hor  otra parte los resultados de los ensayos anteriores
indican que las hojas v brotes diferenciados de la planta. poseen
actividad antiviral mientras que los callos indiferenciados nol.

i alaunos cases el desarrollo de los endofitos se encuentra
favorecido an los tejidos jovenes de la planta, mientras que en
obtros CAZOS la colonizacidn ocurre en los tejidos va
diferenciados.

.ty @1 objeto de completar y ampliar los resul tados
oblenidos en el punto 2.1 , se determind comparativamente la
actividad de los cultivos in—-vitro de células en suspensitn,
callos v brotes de paraiso, asi como también de hojas v vemas
laterales de la planta. Faralelamente se realizd el aislamiento
de rcundotitos a partir de cada uno de los materiales ensavados.
Cabe sefialar gue para el caso de los materiales cultivados 1in-
vitro oo se realizéd la esterilizacion superficial, va que estos

cultivos gse obtuvieron en condiciones de esterilidad.
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TARLA /e

Actividad antiviral comparativa de meliacina en hojas de
endofitos y material cultivado in vitro.

MATFR T CONCENTRACION a ACTIVIDAD A. ESFECIFICA ENDOF1IOS
(gr/ml) DESO/m] DESO/qr-

tarote:s 0,17 27 158.8 -

bt 0,55 40 121,2 -

brotes 1 ol.6 b -

bireiles 0,25 29 Loo -

callons 0,17 w10 -

callas 1 % 10 -

callos 1 . L0 -

celulaz P ND 10

sobrenadante ND 10

cOlul s ND 10

saobrenadante ND 10

célul ax ND 10 -

sobronadante ND 10

hojas vordes 0,9 a6 11z +

hojas verdes 0,085 8.6 156, 4 +

vemas lalerales 0,105 14 1353 MH

vemas lalerales a,11%5 28,2 248,22 NH

Aa— Fezo fresco de material por unidad de volumen de extracto.
~y

b- e utilizaron 2 volumenes de buffer por volumen de células. i)
saobrenadante se ensayd tal cual.

ND: Mo odeberminado.

WNH: Mo tiercho.

"fara el ensayo comparalivo de actividad antiviral, las
monacapas de células Vero, crecidas en microplacas de ?6
nocid Lo, se pretrataron por triplicado durante 2 horas, con
difersentes diluciones de cada extracto o con MEM Gnicamente como
canlirol.

Lucun del pretratamiento los cultivos se infecltaron con 1000

Ul e V3V vy después de la hora de adsorcibdon se cubrieron con FEM
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Y40 las 24 horas p.i., se observo el efecto citepatico
praducido por el virus en los cultivos tratados e infectados v se
compal o con el control de virus.

om0y e observa en la tabla 7, s6lo los brotes poseen  una
actividad comparable a la de los extractos de hoias. Nuevamente
lTos  crtractos de callos y celulas cultivadas en  suspension  no
presentaron actividad, asi como tampoco los  sobrenadantes de
cultivo de estas Gltimas.

A pesar de que las yemas que poseen un tejido indiferenciado
comparahle al de los callo;, tienen una actividad comparable a la
der las  hojas, no se puede descartar la posible influencia del
estadico de desarrollo celular sobre la produccion de meliacina.

xisten evidencias previas de aislamiento de la actividad
antiviral a partir de ralces del arbol de paraiso (8%). De este
modao. ¢l antiviral podria producirse en los tejidos dezsarrollados

vy translocarse poslteriormente al resto de la planta.

3.4- Estacionalidad de la actividad de meliacina.

H

Fn los resultados expuestos anteriormente en el punto 1.4 sc
obacryvs un aumento en la frecuencia de aislamiento de endofitos
i la Gnoca de otofio.

ewy el objeto de estudiar si la actividad de meliacina
aislads & partir de las hojas de paralso estaba relacionada  con
la frecucsncia de aparicion de honqos, se realizaron en paralelo a
los aizlamientos de endofitos, los extractos crudos de los mismos
materiales veaetales.,

S0 midid  la actividad antltiviral de cada extracto por
pretraltamiento de células Vero durante 2 horas a 37 Oﬂ antes de

la infrocidn con el virus. Al cabo de dicho tiempo, los cultives

se  inocularon  con 1000 UFF de V5V, v lueqgo de la adsorcidon  se



cubricron con medio de mantenimiento. A las 24 hotras p.i., scse
opbzcirsn el efecto citopatico producido por el virus 2N los
culltivos  tratados, el cual se compard con el gque produce VY8Y  en
el cnlltivo control gue fue tratado con medio de cultivio durante
todo ¢ ensavo.

Dee wate modo, como se indica en la figura 14, la  actividad
de los  oxtractos e mantuvo siempre dentro del wmismo  orden,
indopendientemente de la época de recoleccidon de las hojas.

Cabe seftalar gue si se comparan los resultados de los
aislamientos de endofitos obtenidos en los distintos meses (datos
2 1a figura 4) con la actividad de las mismas muestras, Se
obhserva  que el grado de colonizaciéon de las hojas ne  influye
sabro 1a  actividad de meliacina., va qgue los extracteos de
noviocmbr ooy diciembre resultaron activos a pesar de la ausencia

e endoaiy bos,
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FIGEURA L4

Estacionalidad de la actividad de meliacina. Relacidén
con la frecuencia de aislamiento de endofitos.
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3.9- Diferencias entre las actividades de meliacina vy el

antiviral producido por M2003.

J.59.1- Inducci6tn del estado antiviral:

' trabajos anteriores se pudo determinar gue el tratamiento
de  lasm  células  con meliacina, antes del aagreqado del virus,
tndunce on o estos cultivos un estado refractario a la infeccidn con
VaY (h) .

Dalie esta particularidad de meliacipma se realizéd un ensavo
compatrativo entre la actividad antiviral inducida por el extracto
de hoiaz  de paraiso y la actividad producida por  M2OOX  por
tratamionto de las células antes y después de la infeccidn con

VIV

ara  este ensave se uwtilizaron ambos 2itractos  en una
)
concenlbraciaon de 1,88 10 ar/ml  de extracto crudo. Se

realitaron por separado dos series de tratamientos:
~mretratamionto de las células durante 2 horas antes de la
inferoidn vy

~poct-tratamiento de los cultivos infectados luego de 1a&
adu=nrciin viral.

s c6lulas  se infectaron con 1000 UFF de VBV, A las 2
hora= p.i. se tituléd el rendimiento de cada ensavo v «e comparo
con el titulo del control correspondiente, que fue tratado con
MEPM 2% Gniicamente.

I = resultados de la tabla 6 muestran que a diferencia de
meliacinag  que resultd activa tanto por pre como por  post-

trabamicnko, el extracto de MI2003 sb6lo actaa nor post-—

tratanionto.
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TABL.Y

Actividad antiviral comparativa de meliacina y M2003X.

GHRTTVTRAL : pretratamiento

ACT T LDAD e

~towy vb/ve rpost-tratamiento

b rendimiento del virus tratado con ¢l exstracto.
vororendimiento del virus no tratado (control).

3.5.2- Actividad de meliacina en presencia de 5 - fluoruracilo

(5-FU)

Coe conocia que la actividad de meliacina podia ser
antageoni~ada por el agregado de actinomicina D. Este resultado
indica  que es npnecesaria la sintesis de RHNA  celular para la
indur-ihn'dwl ecltado antiviral(4).

“Seintentd determinar entonces si la actividad de meliacina
3@ enconlraba afectada también por el aagreqado de 5--FU, inhibidor
del metabolismo de los acidos nuclelicos, que inhibe tambidn la
sintegis de DNA celular.,

I+ actividad de meliacina se ensayd por post--tratamiento
contra ey (27) cuva replicacidn, de acuerdo con datos previos
no = encuentra atectada en presencia de 3-FU (7)) .En este caso .
€] amrenado de  la maxima concentracion no toxica de  S-FU  no
moditich el rendimiento de FrV.

Ceuy este objeto. las células se incubaron durante 24 horas
con diterentes concentraciones de S-FU v @ uwg/ml de timidina (7).
Sooo doencartd el medio v se realiz6é la infeccion  con una

mulbtiplicidad de 1 UFF/célula de FrV. Lueqo de la adsorciodn se

C) < ))



FIGURA 15:

Actividad de meliacina en presencia de 5-FU.

% R + en la dil 1/10

100

80

60

40

20

0 1 1 ]
0 6 10 16 20 26 30

5-FU (microgr/ml)

1

R+: S midieron las respuestas positivas (proteccidn) acumuladas
cuando  las  células fueron tratadas con una dilucion 1/710  de
meliacina en presencia de distintas concentraciones de S-FLU.
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aareacd el medio de cultivo conteniendo distintas diluciones de
mezl ivicina (por  cuadruplicado) para cada tratamiento con  S-FLU.
A las A8 hs p.i.. se observaron las monocapas v se compararon con
una titulaciéon control de actividad de meliacina.

58] la figura 15 se observa que el porcentaje de cultivos
proteqidos (respuestas  positivas = RIF), disminuyt en forma
depondiente de la concentraciéon de S—FU utilizada.

Una concentracion de 20 wa/ml de 5-FU alcanza para inhibir
compleltamente la actividad de meliacina. Estos resul tados
contirmarfian las evidencias anteriormente citadas. que demuestran
que  maliacina  requiere de un metabolismo celular activo para

ejer cer suoaccion antiviral.

3.9.3—- Actividad antiviral comparativa de meliacina y el extracto

e ~

de M2003 en presencia o ausencia de 5-FU.

ti ftin de analizar la poeosible influencia del S-+U sobre el
principio antiviral obtenido a partir de M2003% ., se trataron
celulas Yero con medio de cultivo (MEM 2¥%) conteniendo Z0O uwa/mi

de S9-I"l) o MEM 2% Gnicamente , durante 24 horas a 37 “C. se eliqid

—/a

esta concentracion de S-FU va que era la que inhibia por completo
la aclividad de meliacina (figura 1%H).

il cabo de dicho tiempo., los cultivos se infectaron cornn una
multinplicidad de 1 UFF/célula de FrVY v lueqgo de la adsorcion  los
culltivos se cubrieron con MEM 2% o MEM 2% conteniendo una
ditucidn 1/10 de meliacina o del extracto de FE2003E.

N las 24 horas p.i., se cosecho el virus intra V4
exbracelular v se determind el rendimiento para los cultivos

raey

tratadas con: extracto + 5-FU, extracto solo, S-FU solo, v MEM 2%

(conltral de titulaciédn de Frv).
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FlGURM 16

Actividad comparativa de M2003 vy meliacina en
presencia o ausencia de 5-FU.

Inhibiclon del titulo de virus (%)

120

100 - 7/

7,

80|

60 |-

40|

20

Ma [_IMa+5-FU E=M2003 M2003 + 5-FU

Fll: S-fluoruracilo (20 uwg/ml).
Mas: moliacina (dilucidn 1/710).
MROon: dilucidon 1/10 de extracto crudo.
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I om datos presentados en la figqura 16, indican que la accién
antiviiral de meliacina disminuyd un 804 cuando las células se
trataron  previamente con 5-FU, mientras gque la actividad del
el ocla de M200% no se vid afectada por - el aagrcgado del

inhvbadin .

3.6- Furificacion parcial en paralelo de 1los compuestos con
actividad antiviral producidos por M2003 Yy Melia

aredarach L.

J3.6.1- Material de partida

- resolvid utilizar el mismo esquema de purificacion
parcial  para  ambos antivirales, con el objeto de obtener
fTraccicnesn  activas a partir de los extractos crudos de M200L v
Melia ~arsdarach L. y poder realizar un estudio comparativo de las
Mmismas

Fara  ello se partid en ambos casos de un extracto crudo en
fasze acuosa. En el caso de meliacina, se resuspendio un  extracto
liofilizado en agua bidestilada, en una proporcion de 0, ar de
liofilirado/ml., v se lo clarificéd por centrifugacidn.

For  otro lado se utilizd un cultivo de FZ200D crecido
durante 7 dias en medio liquido de Czapek-Dox.

o partir de ambos materiales se separd una alicuota  para

medir  aclkbividad antiviral « ¥ el resto se conservid para el

siquiente paso de purificacian.

3.6.2— Extraccion con acetato de etilo.

Sev reallizd una extraccion volumen a volumen con acetato de

oltilo «a partir de ambos materiales acunsos. La fase acuonsa  se
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L.

D. mientras que la fase organica se evaporo a sequedad v

descar bk
SE Cconsorvd a —=20 OC. Una alicuota de cada material extraido, se
reswiEnsendio en FBES para la determinaciéon de actividad antiviral.

Cvano se observa en el esquema de la fiqura 17, tanto el
antiviral presente en los extractos de hojas como el que  produce
1 honago, maostraron afinidad por el solvente utilizado.

i este modo, camo hasta este punto no se encontraron
difcrencias en el comportamiento quimico de ambos compuestos, se

procedid a separar ambas fracciones orgéanicas por cromatografia

en columna de silica gel.

3.6.3- Cromatografia en columna de silica gel.

1 material extraldo con acetato de etilo, se evapord a
sequedad y se resuspendio en uwn minimo volumen del wismo
salventsz, a fin de sembrar el material n el tope de una columna
de =flica ael. La elucidon de la columna ze lleve a cabo ocon
mezclas de cloroformo:metanol en diferentes proporciones.

" partir de este punto se pudo observar una diferencia entre
ambos anlivirales. Como se indica en el esquema de la figqura 17,
la draccién activa del extracto de meliacina se obtuvo en la
fraccion gue eluyd con una mezcla de cloroformo:metanol Yu:o,
mient) «: que la fraccion activa del hongo. 2luyd con una mezcla
correspondiente a P0:10, de mavor polaridad que la utilizada para

la elucidn de meliacina.
Z.6.4- Cromatografia en capa delgada de silica gel.

Loz fracciones eluldas de la columna, se concentraron die:z
VECEeS por evaporacion, vy se cromatoaratiaron por separado en una

placa de silica ael.

L.v fotos de la figura 18 , muestran claramente que los
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Fatiranos de corrida de los compuestos eluidos, obtenidos a partir
dezl exbiracto de hojas de paraiso (18.a) v del cultivo de F2oo:x
(13.h), son diferentes.

Lo rresultados muestran gue a partir de la purificacion de
meliacina, se obtuvo una banda con rf= 0,33, correspondiente a la
bands asctiva obtenida en trabajos anteriores (1). En cambio la
fraccion purificada del extracto de M200Z, mostréd una banda de
rf= N0, L%, tal como se hablia determinado anteriormenlte en un
trabajo preliminar sobre la purificacion del compuesto activo de
2005 (1a) .

IFaor otro lado la composicidn guimica de meliacina did un 86%
de  anincacidos (1), mientras que la del extracto purificadeo de

MAoON jue entre 4 v 7% (45).

3.6.5- Actividad antiviral y toxicidad de la fraccion purificada

de M2003.

i peartir  del material eluido de la columna de =ilica, se
reunioron vy evaporaron las fracciones activas del extracto de
M200%. bkste material se resuspendid en acetato de etilo vy e
sembres on una  capa delgada de silica a tin de soparar  las
diferontios handas por cromatoqgrafia.

o= bandas se detectaron por revelado con una mezcla de
etancl zacido  sultarico 95:5%, v se levantaron con una espatula  a
partit  de la placa. Cada banda fue eluida por separado con
acetato de etilo, v el material se conservd para determinar su
aclbuividad.,

Yoo ormeoontrd gque  la banda de rf=0,55-0,6, fue capaz de
producir  una  inhibicidn de 2 logaritmos en el rendimiento del
virus o Maty, por tratamiento de los cultivos infecltado: con  una

concenltraciaon de 0,2 mg/ml de dicho material purificado. E=ta

LOG
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FLGU e L7

Esquema comparativo de obtencibén de material
semipurificado de M2003 y Helia azedarach L.

EXTRACTO CRUDO ‘Material Actividad especifica,
H : ' DESG/gr '
H ‘Meliacina 2.38E404 |
. ‘H2003 8.97E+04 |
v ' ‘
ACETATO DE ETILO Y —— !
: Meliacina 2.34E406
, 1H2003 1.41E+06
v [}

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA '
DE SILICA-GEL :
FRACCION: '

keliacina M2003 Cloroforeo:Hetanol

- - 100:0

- - 97:3 . e e L eI L LR P L LR LT .
+ - R R ettt Yileliacina 1,33E+06
- + 90:10------------mmm oo » 112003 9.20E+4
] - 87:13  emeeememmn e
- - 85:15

v

CROMATOBRAFIA EN FLACA '
DELGADA (TLC) .

Meliacina M2003

Rt 0,33 0.53

v
FRACCION PARCIALMENTE
PURIFICADA

' NH - 93:7 '
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Cromatografia en capa delgada de las fracciones
eluidas de la columna de silica gel de M2003 y Melia
azedarach L.

Foto 18.a: MNelia azedarach L

cloroformosmetanol

10~ 7 (555
F] = 95:9 (DESO/ml >160)
12 P92 5
18~ P5:5 (DESO/ml >640)
14— 9625
15— Q5:5 (DESO/ml »320)
1 &yt Q@55
Wy P5:5 (DESO/ml >640)
18- b o
19— 25:5 (DESO/ml =227)
20— 9585
F0O:10 (DESO/ml =28)
90210
Q0210 (DESO/ml =28)
2 Q0210
it Q0210 (DESO/ml =48)
26~ G010

0 33

Solvente de corrida: cloroformo:metanol 90:10
Revelador: acido sulflriceo 9S4 en etanol
f banda activa: 0,34-0,36.
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Foto 18.b: M2003

cloroformosmetanol
i o ST 25 (DESO/ml <10)

6~ (DESO/ml1 <10)
7 o

8- (DES0O/ml <10)
9 KL

10

11— 9HE:7

12— P0:10 (DES0O/ml =1&0)
1 K 20:10

14— ?0:10 (DES0/ml =160)
15— patréon M2003 purificado

16~ 90:10 (DESO/ml =113)
17~ 90:10 (DES0O/m1 =113)
18- 8713

19~ 87:13 {(DESO/ml <10)
20T 87:13

21— B5:15 (DESO/ml <10)

055

Solvente de corrida: cloroformo:metanol 20:10
Revelador: &cido sulflQrico 5S4 en etanol
rf banda activa: 0,34-0,36.
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FARTE IV

4— BUSOQUEDA DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL EN HONGOS DEL GENERD
ALTERNARIA AISLADOS DE DISTINTAS FUENTES.

Ya se introdujo en este trabajo el fendmeno de la produccidn
de metabolitos fangicos, especificos de la relaciédn gque los
honaos establecen con la planta hospedante.

He  dntentd  determinar entonces, si la produccidon de la
actividad antiviral era especifica de los aislamientos de
Alternaria, obtenidos de hojas de paraiso. o podia ser una
propiedad de las cepas de este género.

Coan este objeto se repicaron aislamientos de Alternaria
obtenidos  a partir de diferentes sustratos,. los cuales  fueron
seleccionados de acuerdo al rol ecolégico gue 21 hongo cumple  en

cada wne de ellos.

-

RDous de los  aislamientos, M-I11 y M-IV, se obtuvieron a
partir de manzana. fruto en el cual el hongo cumple un papel
patoadénicao.

lLos  aislamientos 8 v F. procedian de muestras de suelo vy
hojarasca, en las cuales el hongo se desarrolla como saprofito.

Far ltimo se eligieron otros aislamientos donde Alternaria
apareocs como  endofito en la planta hospedante: RBaccharis
coridiirelia, Juncus sp. vy Melia arxedarach L.

lLos  repiques de estas cepas orecieron sobre agar-malta
durante 1% dias a temperatura ambiente en la oscuridad.

Al cabo de ese periodo se realizaron las extracciones de los
aizlamientos con metanol v cloroformo. Cada fraccion extralda se
evapord a sequedad.

Falta fraccibn se dividid en dos alicutotas. Una de ellas,
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resiwspendida en FRS,  se utilizéd para el ensayo de actividad
antiviral., vy la otra se resuspendi® en cloroformo v se analizéd
nar cramatografia en capa delaada.

l.a  tabla 9 muestra que se detectd actividad antiviral en
Lodaz las cepas. Sin embargo debe destacarse que la actividad de
Aalauwncs de los aislamientos resultéd considerablemente elovada.

' particular dichos cultivos correspondieron a los hongos
aislados  a  partir de Baccharis, Juncus v Alternaria, en los

cuales ol hongo fue aislado como endofito.

'l ejemplo mas claro es el de la cepa B3IX6 de Alternaria
altszrrnala, cuya actividad fue aproximadamente 100 veces mavor que
Ja e N adslamientos de suelo, manzana e incluso alounos de los
de pu oatson,

(2 mismo fendmeno se repite con la cepa M2002, obtenida
durante el primer aislamiento de este trabajo, vy que fue
previamente identificada como cepa altamente productora.

Caxbe mencionar que en un ensayo previo, no se encontroé
actividad en dos cepas patbagenas de Alternaria. aisladas de
limdn v manzana .

F! patrdn de los productos extraidos a partir de las
distintas cepas, muestra la produccion de algunos metabolitos
comunce= a todos los aislamientos del género.

IFn la foto de la figura 19.a se observa que todas las
cepas nroducen alternariol metil éter v la mavoria tambieén
alternaiol, por comparacion con una mezcla patron de  ambas
toxinas.  lLos datos del rf obhservados para estos compuestos
coinciden con los descriptos en la literatura (69), (70).

b presencia del  antiviral se puede evaluar con mavor
precision en las cromatografias qgque fueron reveladas con
etano! 4cido  sultdrico v con cloruro férrico (fotos 19.b v 19.c

respeclivamente) . En el primer caso se revelan componentes
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orasnicos  de la muestra s en el sequndo R se manifiestan
fundamentelmente  fenoles vy derivados fendlicos. La mescla  de
solvernheo enpleada en amhas cromatoagrafias fue cloroformo
rtacetona 88:12 de manera tal de impedir la miqraciéon del Acido
tenuarontco, Unico metabolito va descripto en Alternaria con

actividad antivir

TAKL A s

al.

Actividad antiviral

de cepas de Alternaria de diferentes

origenes.

: 1N ORIGEN ACTIVIDAD BANDA v f BANDN ¢ f
: ANTIVIRAL 0,25 # 0,27-0,29 #
| DESO/ml

. o suelo IELEE +

| 15 suelo 28,28

, Fl-TT17T manzana 113,14 +

H -1V Mmanrsana ?5.16 1

: 16 Eaccharis 226,27 +

. T Baccharis a120 +

! N Juncus 2152,.4 + A
Vo002 Melia 2620,4 +

HE b WL 8 ot Melia F5,.14 T

N RIS A | Melia 67 .27 T +

It Yer cromatografia de la figura 19.b

de

3o

que

14

Loz patrones gque corresponden a una fraccion previamente
puriticada  por cromatografia en capa delgada del extracto
M2005, muestran bandas cuyos valores de rf corresponden a: 0,053
QO 27-0,%: 0,84 v 0,65 por revelado con etanol:acido sulfurico
(fota L'2.h).

.4 tnica banda que se revel6 con cloruro férrico es la
corrcaponde a un rf= 0,23 (foto 1%9.c).

‘4 observa que los aislamientos F, J186, M20035 vy PM2O3L
presentan la banda de 0,2% (calles 1. 10 Yy
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respectivamente), mientras gque en todos los demas (salve S v F,
calles Ly 2) se observa la banda de 0,27-0,29 (foto 19.b).

| S interesante destacar que todos aquellos aislamientos .
independientemente de la fuente de origen ., que presentan una
actividac mayor que 100 DESO/ml ( M I11 , Clé6 ., BEE6 . JLS6 v
M2e02) .,  evidencian una banda con un rf 0,27-0,29 coman con el
contrel del extracto de M200Z (calle 11 foto 192.b) vy con una
Traccion  previamente purificada de M2003 (calle & ,foto 19.b).
Dado que la mezcla de solventes utilizada en este caso
(clorotormo:acetona 88:12) ‘tiene una menor polaridad respecto de
clorotormo:metanol 0310 . es posible inferir que 1la banda
correrponmdiente a la actividad de !a de la cepa testeacda . asi
cCQine la de M2003%3, presentan un rf menor. En efecto , la foto de
la figura 20 muestra una cromatoarafia en capa delgada de silica
realiszada con cloroformo:metanol 90:10 ,en la cual se observa que
el aislamiento de B336 (de mayor actividad antiviral) presenta
una banda considerable a la altura de 0,49-0,61 ( qQue coincide

no  wdlo con el control de PM2003 . sino también con los

aizlamicntos antes mencionados (calles 2 .4 . 25 vy 8).
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FIGURA 19:

Cromatografia en capa delgada de los
Alternaria de diferentes origenes

foto 19.a:

1~ F
- o

= b J

5= 5y ¢

4~ M IV

5 banda activa M2003

rX

b~ patréon alternariol v alternariol metil éter

P e J186
8- Clé

Q—~ BEE6
10~ M2t

L~ patrén: banda activa MZ2003
1R MZ20032

) e M2¢

14— M2¢

Revelado:
Solvente:

luz WY cercana
cloroformo:acetona 88:12
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patréan alternariol y alternariol metil

foto 19.b

1- F

2= S

S M III

4- M IV

a- banda activa MO0
é:‘_._

7~ J156

= Clé

i BIE6

10= M2003

Xk patrén: banda activa
12— M2002

R e M2025

14— M2031

Revelado: acido sulflrico

Solvente:

ME20O03

aZ en etanol
cloroformo:acetona 88:12

115

eter



T

T

a5 5 d T Y =

X

foto -19.¢

1 =
O M III
4 M IV
&
7

G banda
by patron
e J156

Clé

M200O3

)s
2025
M2031

activa MZ003E
alternariol

y alternariol metil

patréon: banda activa M2003

g

Revelado: cloruro féervrico 2%

Solvente: clroformo:acetona 88:12
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FIGURA 20

Cromatografia en capa delgada de los
Alternaria de diferentes oarfgenes

zi=- s
P W Ird
T JISE
g~ Cie

ey banda activa MN2003
&— B33&

7= N2003

a2~ M2002

€
Revelados: dcido sulfdrico 574 en etanaol
Solvente: cloroformozmetanol 20:10
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