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INTHOEUCCIQN



INTERACCION ENTRE PLANTAS Y HONGOS

A traves del proceso de evolución las plantas y los hongos

han alcanzado diferentes tipos de interrelaciones que involucran
varios mecanismosposibles de interacción.

Son conocidas las asociaciones simbióticas entre algas y

hongos que forman los liquenes, la interacción de tipo mutualista

descripta en las micorrizas donde los hongos coexisten con las

raices de la planta, la relación endofitica reportada

principalmente entre hongos y algunas gramineas y también el caso

de los hongos patógenos que producen diferentes transtornos en el

hospedante infectado.

Las diferentes patologías gue producen los hongos parásitos

en la planta colonizada van desde la invasión de las celulas

vivas del tejido infectado, con el fin de aprovechar los

nutrientes producidos en estas celulas sin mayores daños para el

resto de la planta, hasta la necrosis de los tejidos vegetales

comoconsecuencia de la invasión fungica.

Sin embargo la coexistencia entre hongos y plantas a lo

largo del periodo evolutivo, ha llevado al desarrollo de

mecanismos que limitan el daño causado por el hongo invasor en la

planta hospedante.

Normalmente la interacción entre hospedante y patógeno

involucra señales de reconocimiento mutuo para que se lleve a

cabo este tipo de relación. Existen numerosos grupos de genes que

son activados o inhibidos en ambos organismos comorespuesta a la

invasión, y dependen del estado fisiológico, metabólico y de las

condiciones ambientales en las gue se encuentran ambos

organismos.

Los productos que utilizan los hongos comoelementos basicos

para su nutrición son los mismosen todas las plantas, por



ejemplo: carbohidratos, lípidos, proteinas y vitaminas,

independientemente de 1a via que utiliza la planta para la
biosintesis de los mismos.

Usualmente como resultado de la invasión fungica, se

producen cambios anatómicos y morfológicos en la estructura de

la planta infectada, comola reducción de la fotosíntesis,

aumentos localizados de la respiración, traslocación de

nutrientes hacia la zona invadida, cambios en el proceso de

transpiración y sintesis e inhibición de hormonastanto vegetales

como del hongo (49).

Mecanismo de invasión

Generalmente la invasión del hospedante se encuentra

precedida por la germinación de esporas en la cercanla de la

planta, contando con un ambiente humedoy una topografía adecuada

para el desarrollo favorable del hongo. De este modo en muchos

casos la espora germina dirigiéndose directamente hacia los

estomas en la superficie de la hoja (38).

Durante el proceso de la invasión el hongo secreta una gran

variedad de enzimasceluloliticas, pectoliticas,l proteoliticas,

amilollticas y en algunos casos cutinasas. Estas enzimas son

estables y activas en el medioextracelular y pueden resistir

algunos cambios en el ambiente en el cual ejercen su acción.

Muchos hongos a su vez secretan compuestos de naturaleza

musilaqinosa. Frecuentemente se trata de poliglucanos que crean

un ambiente favorable para la actividad de estas enzimas

manteniendo la humedad, pH y composición iónica adecuada en el

medio ambiente extracelular.

La respuesta de la planta frente a la invasión fungica es de

naturaleza variada. La producción de fitoalexinas (72) puede ser



inducida por la accion de las enzimas degradativas del hongo que

actúan sobre la pared de las celulas de 1a planta, o por accion

enzimática de los metabolitos de la planta sobre constituyentes
del oroanismo invasor.

En algunos casos 1a invasion fungica puede inducir la

sintesis de etileno, provocandodaños secundarios en la planta

debido a los efectos de este compuesto.

En otros casos la planta produce un inhibidor de sintesis

proteica comoconsecuencia del ataque de determinados insectos y

no resultaría sorprendente que pueda existir alguna reaccion
similar frente a la invasion producida por hongos (49)

Relaciones entre poblaciones fúngicas que colonizan la planta.

La superficie aerea de las plantas resulta un habitat

favorable para el desarrollo de organismos saprofitos o

parásitos. En algunos casos los saprófitos son capaces de

interactuar con los microorganismos patógenos, disminuyendo la

incidencia de la patología foliar. Del mismomodolos endofitos

que poseen una accion inhibitoria sobre el desarrollo de otros

organismos que parasitan la planta, juegan un rol importante en

1a resistencia del hospedante frente a numerosas infecciones.

El analisis de las poblaciones fúngicas que colonizan las

hojas de Eucalyptus viminalis, muestra que existen dos tipos de

organismos: los endofitos que se desarrollan en contacto con los

tejidos internos de las hojas, y los hongos que crecen sobre la

superficie de las mismas. La frecuencia de estas poblaciones

varia senún la epoca del año y las condiciones fisiológicas de la

hoja.

Normalmente cuando la hoja muere, los organismos

superficiales pueden colonizar el interior de la misma, mientras

que a] mismo tiempo decrece la frecuencia de las especies



endofiticas. De este modolos hongos de la superficie 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

protegidos contra los cambios climáticos y las condiciones

ambientales adversas, de modoque 1a frecuencia de los endofitos

estaria preferentemente relacionada con el estado fisiológico de

la planta, mas que con la epoca del afio (13).

Por otro lado se encontró que los endofitos que colonizan

las hojas de Eucalyptus viminalis con una alta frecuencia, poseen

actividad antagónica 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 y previniendo su penetración en el

interior de las hojas (30).

Estas evidencias indican que al igual que la planta, los

hongos sufren alteraciones por los cambios que se producen en el

ambiente y comoconsecuencia puede afectarse su fisiología y

morfología.

Las alteraciones en el crecimiento, se manifiestan en mayor

grado cuando dos o mas microorganismos crecen en forma contigua

en un medio de cultivo. Normalmente se observa un fenómeno de

antagonismo que se puede manifestar por 1a inhibición mutua del

crecimiento de ambos organismos, mayor velocidad de ocupación de

espacio por uno de ellos que por el otro, o desarrollo del

micelio de uno de los hongos sobre el micelio del otro.

Los cambios morfológicos que ocurren en 1a colonia, varian

directamente con el tipo de inhibición . Se puede observar:

restricción del crecimiento, cambios en la pigmentación, y

estimulación de la esporulación en 1a zona cercana al contacto



con el microorganismo antagonista (59).

ENDÜFITÜS

Desde hace algun tiempo se ha reportado la presencia de

hongosendofiticos en los tejidos de varias gramineas utilizadas

como pastura para el ganado. A diferencia de los hongos que

parasitan la planta, causandodiferentes tipos de patologias, los

endofitos no producen signos visibles de 1a infección (58). Estos

hongos se comportan comosimbiontes mutualistas (15), es decir

que establecen una asociación estrecha con el hospedante de una

especie diferente, a partir de la cual ambos organismos se
benefician mutuamente.

La tendencia evolutiva de la relación entre el endofito y el

hospedante lleva a 1a reducción en la complejidad del ciclo de

vida del hongo y a una mayor dependencia de la planta para su

diseminación.

Se encontró que en las formas mas evolucionadas de esta

relación los endofitos no esporulan cuando estan alojados en el

interior de la planta y se transmiten en forma materna por

crecimiento vegetativo de las hifas en los óvulos 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 obtención de nutrientes sintetizados por la

planta y la protección frente a condiciones ambientales

desfavorables, ya que se aloja en un microhabitat relativamente

estable. De esta forma, dentro del hospedante tiene asegurada su

alimentación, supervivencia y diseminación (41).

En cuanto a los beneficios que esta interacción aporta para

el hospedante se puede citar principalmente 1a resistencia de las
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plantas colonizadas frente a la infección con diferentes

microoroanismos patógenos o a ciertas pestes causadas por

insectos (43), (52).

Existen evidencias experimentales 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 poblacion. Más aun, se observo que

muchos insectos son capaces de discriminar entre las plantas

infectadas y no infectadas con endofitos para utilizar como
sustrato en su alimentacion.

Se ha reportado tambien menor incidencia de nematodes en las

plantas que 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 comoalcaloides y

otras toxinas de naturaleza quimica diversa que resultan

sumamantetóxicas para los consumidores herbivoros (91).

Este es uno de los motivos por el cual no se puede plantear

la introducción de hongos como mecanismo de resistencia a

diferentes plagas en las plantas de importancia agricola, sin un

estudio previo detallado de las consecuencias que podria acarrear

la ingestión de estos metabolitos para los consumidores primarios
(18).

coridifoliaSe sabe, por ejemplo, que la planta Batcharis

utilizada como pastura para el ganado, en algunos casos esta

infectada con un endofito productor de tricotecenos macrociclicos

que causa irritación de las mucosas estomacales en los animales

consumidores. En cuanto a la resistencia de las plantas

infectadas hacia otros microorganismos patógenos, existen

evidencias experimentales que demuestran una reaccion de



antagonismo por parte de los endofitos hacia otros hongos que

parasitan la planta (30).

En el transcurso del estudio taxonómico de los endofitos

aislados de plantas de la familia Ericaceae se encontró que

varias de las cepas aisladas, pertenecientes a diferentes

especies, son capaces de producir antibióticos en cultivos de
laboratorio.

Se obtuvieron resultados similares con los endofitos

aislados a partir de Ulex eurapaeus L. y Ulex gallii P..

Los filtrados de los medios de cultivo de estos hongos se
testearon contra Candida albicans,Trichophyton mentaqrophvtes,

Aspergillus niger, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Entre los hongos productores de estos antibióticos se pueden

citar: Daldinia sp. , Corinothyrium sp. , Cryptosporiosis sp, ,

Topospura sp., y A.lunata, aislados de plantas de la familia

Ericaceae y Corinothyrium sp., Chaetonmniumsp., Geniculosporium

sp., y Alternaria sp. entre los aislamientos de U. eurvpaeus y U.

qallii.
Los resultados de este ensayo apoyarian la hipótesis de que

muchos endofitos son capaces de producir antibióticos para

competir exitosamente con otros microorganismos antagonistas
(3.2),

AGENTES QUIMIÜTERAPEUTICDS DE ORIGEN FUNGICD.

Los antibióticos son producto del metabolismo secundario que

inhiben los procesos de crecimientos de otros organismos no

relacionados, aun cuando se utilizan en baja concentración.

En 1929, cuando Fleming observó que el crecimiento de

Penicillum notatum inhibia el crecimiento de los estafilococos,

comenzó 1a era de la penicilina y consecuentemente la busqueda de



nuevos antibióticos producidos por diferentes microorganismos.

Entre los antibióticos de origen fungico, los de mayor

importancia practica son los que produce la familia

Aspergillaceae y los Moniliales, como la penicilina,

cefalosporina C, griseofulvina y acido fusidico. Ütros

antibióticos, 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

numerosos grupos taxonómicos productores de antibióticos.

La mayor cantidad y variedad de compuestos es producida por

Actinomicetes, especialmente los del genero Streptomyces.

Otro grupo de sustancias importantes son los antibióticos

peptidicos producidos por el genero Bacjllus.
Los antibióticos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de

acción , espectro antimicrobiano, cepas productoras, mecanismode

biosintesis y estructura quimica.

Los agentes quimioterapeuticos pueden ser de amplio espectro

y resultar activos contra numerosos grupos de microorganismos, o

de espectro restringido con acción sobre un grupo determinado .

La mayoria de los antibióticos se ha desarrollado en el

campo de los antimicrobianos, pero actualmente se tiende a la

busqueda de otras actividades entre las cuales se pueden

mencionar: antitumorales, antifúngicos, antivirales,

antiparasitarios, compuestos con actividad insecticida,

conservadores para la industria alimentaria, promotores del

crecimiento en medicina veterinaria y como herramientas en

bioquímica y biologia molecular (25).

Antivirales de origen fúngico.



La busqueda de metabolitos fúngicos con acción antiviral, no

presenta el mismo desarrollo que muestra la busqueda de

antibióticos. En general se realizan ensayos complementarios de

otras actividades biológicas a partir del cultivo de

microorganismos conocidos comoproductores de antibióticos.

La busqueda de bibliografia relacionada con este tema,

mediante el banco de datos de BIÜSIS, reveló 14 trabajos en los

cuales se relacionan los items de actividad antiviral y hongos,

entre los cuales se pueden citar:

Ciclopina

Se encontró que los extractos de micelio de Penicjllum

cyclopinum, poseen actividad antiviral ensayada en cultivo de

celulas amnióticas humanas.Se trataria de uno o mas compuestos

que fueron denominados ciclopina.

El ensayo realizado sobre tres grupos de arbovirus

diferentes, sindbis, encefalitis equina y virus chickungunya,

indica gue este compuesto es capaz de inhibir efectivamente la

replicación y el efecto citopatico del virus, cuandoel extracto

se agrega en el momentode la infección o aun 12-14 horas luego

de la inoculación cuando la infección se encuentra ya

establecida.

Utros virus no relacionados comopolio tipo I, echo 11 ,

adenovirus tipo II, HSV-ly comsackie, no resultaron afectados

cuando ciclopina se agregó en el momentode la infección. Sin

embargo, se observó una inhibición temporaria de estos virus

(salvo HSV-l), si las celulas eran pretratadas durante 16-24
horas antes de la infección.

Los ensayos sobre el mecanismo de acción indican que no

presenta actividad virucida. Tampoco tiene efecto sobre 1a

adsorción ni la liberación de la progenie. De este modo podria

actuar sobre algun mecanismo que se lleva a cabo una ve: gue el



virus se establece en el interior de 1a celula.

Por otro lado no presenta especificidad de tejido, ya que 1a

inhibición de los arbovirus se observa tanto en celulas humanas
comoen cultivo de celulas de embrión de pollo.

Se trataria de una molécula de naturaleza proteica ya que es

sensible a1 calor, a 1a exposicion a pH=2,4 y a1 tratamiento con

tripsina, mientras que las nucleasas no 1a inactivan (54).

Ciclosporina A

La ciclosporina A es un peptido inmunosupresor, producido

por el hongo Trichmderma pdlyspvrum (67).

celulasSe encontro que este compuesto inhibe 1a fusion de

Vero, inducida por 1a infeccion con el virus HSV-l, cuando los

cultivos eran pretratados con la droga durante 12 horas a 37 DC.

En concentraciones mayores de 80 uMresulta toxico para los

cultivos de celulas Vero.

Se encontro que aumenta los niveles de calcio intracelular,.

inhibe 1a penetracion del virus a la celula.pero no Tampoco

inhibe la sintesis de proteinas ni 1a glicosilacion de proteinas
virales.

Si bien inhibe 1a formacion de sincicios, no afecta el

rendimiento viral (50).

ó-MFA

Otros productos fúngicos son capaces de inducir en las

celulas tratadas diferentes mecanismosantivirales.

Se encontro que en cultivos de Aspergillus ochraceus se

puede obtener el compuesto denominado ó-MFA, que induce la

produccion de interferón en las celulas tratadas, desencadenando
asi el mecanismoantiviral.

Este compuesto es producido durante 1a etapa estacionaria de

crecimiento del hongo por fermentación en medio liquido (63).



Los ensayos realizados con animales, mostraron que el suero

de los ratones tratados con ó-MFAes capaz de inducir en animales

normales una resistencia contra 1a infección con el virus semliki

forest (SFV). Tambiense encontró que si se suministraba aceite

mineral antes del tratamiento con ó-MFA,aumentaban los niveles

séricos de interferón y la protección contra la infección en los

animales tratados (48).

Geodina

Fete‘ compuesto fue aislado a partir de cepas de suelo de

Aspergillus tereus y mas tarde a partir de Penicillum
estinnnenum.

Se encontró que es capaz de inhibir la multiplicación del

virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)en cultivo de celulas

por el ensayo de formación de placas.

La concentración inhibitoria minima fue de 9 ug/ml, mientras

que la maxima concentración no tóxica correspondió a 36 uo/ml de

este compuesto sobre celulas CEF.

La qeodina no inactiva los viriones libres de NDV (no es

virucida) ni tampoco inhibe la adsorción del virus a 1a celula.

Tampocoafecta el consumo de oxigeno mitocondrial, y por lo

tanto no afecta el sistema de generación de energia celular.

El crecimiento del virus se encuentra inhibido en algun paso

del ciclo de multiplicación entre el proceso de adsorción a las

celulas y la maduración de la progenie (79).

Virustomicina A

Fntre los microorganismos productores de antibióticos y

antivirales se pueden citar también las bacterias del genero

Streptomyces. El cultivo de micelio de la cepa AM-Eóü4produce un

antiviral que se extrae con acetato de etilo a partir del medio

liquido. La fracción purificada por cromatografía en columna de

silica del, forma cristales amarillos con una absorción UV entre
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280-350 nm.

Esta fracción es activa contra los virus VSV,NDV. sindbis,

encefalitis equina, vaccinia, HSV-ly HSV-2.

La concentracion inhibitoria minima fue de

aproximadamente 3 H 10-4 ug/ml y 1a concentracion citotóxica en

cultivo primario de embrión de pollo y celulas HK-lï fue de 4

10-2 uo/ml.

El antibiótico resulto activo también contra Microsporum

qypseum, Trichophyton Interdigitale, Piricularia oryzae, Nucor

racemosusy Honilinea fructicola pero inactivo contra bacterias y

levaduras (56).

La formula molecular fue estimada como C48H71N014 por

espectroscopia de masa. Aparentemente tendria en su estructura un

grupo acido idéntico al acido flavensomicinoico (55).

Acido tenuazbnico

El acido tenuazonico se aislo a partir del filtrado de
cultivos de Alternaria tenuis.

Su mecanismode acción afecta directamente 1a incorporacion

de aminoácidos en las proteinas microsomales y 1a liberacion de

proteinas sintetizadas de novo.

Se observo que cuando se lo suministraba a ratas, disminuia

la incorporacion de leucina en diferentes tejidos.

Los estudios sobre sintesis proteica in-vitro indican que se

inhibe la incorporación de aminoácidos en las proteinas

microsomales y aumenta la cantidad de RNA soluble en forma

proporcional a 1a cantidad de acido tenuazonico agregado.

Aparentemente no se encuentra afectada la transferencia de

aminoácidos a partir de RNAsoluble a los ribosomas, indicando

que el acido tenuazonico no interfiere con esta reaccion.

Por el contrario, su principal blanco de accion seria 1a
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liberacion de proteinas sintetizadas de novo desde los ribosomas

al fluido del sobrenadante (73).

En cultivos de Aspergillus sp. también se descubrio un

compuesto que inhibe el efecto citopatico del virus de sarampion

en celulas MEP-2.

El compuestoresponsable de esta actividad resulto ser el

acido tenuazonico. La sal de sodio de este acido, inhibe un

amplio espectro de virus animales.

La concentracion entre 100-500 uq/ml disminuye en medio

orden el titulo de los enterovirus polio MEF-l, echo-9,
consackie El, los virus respiratorios parainfluenza (Hfiui),

Salisbury (HGP)y virus vaccinia, HSV-l, y virus “B”. Es inactivo

contra los virus polioma, parainfluenza asiatico, rabia y
leucemia de Friend.

lampoco presenta actividad contra 31 cepas de bacterias y 48

cepas de levaduras (51).

Los compuestos sintéticos derivados del acido tenuazonico

mostraron actividad contra adenovirus tipo 5. Se pudo

correlacionar la actividad inhibitoria sobre la multiplicación y

la inhibición del efecto citopatico del virus en cultivo de
celulas. El derivado tiosemicarbazona de valina resulto ser el de

mayor actividad con un indice quimioterapeutico de 8 (78), (93).

Sin embargo los derivados en 0-5 no presentan actividad

antiviral, aunque mostraron actividad antibacteriana. Esto

indicaria que los derivados del acido tenuazonico actuan por

diferentes mecanismos de accion en ambos sistemas (35).

CARACTERISTICAS DEL GENERO ALTERNARIA.

El denero Alternarja se encuentra dentro de 1a clasificacion

de los vahomycetes Dematiaceus.
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Las colonias crecen esparcidas, generalmente son de color

gris. marron oscuro o neqro.

El micelio puede desarrollarse inmerso en el medio de

cultivo o presentar una parte superficial, con hifas poco

coloreadas, olivaceas o marron claras.

Huramente forma estromas. Los conidioforos pueden ser

simples o ramificados, solitarios o fasciculados y se desarrollan

en las porciones apicales del micelio vegetativo.

Los conidios pueden estar solos o encadenados, usualmente

ovalados. de color marron o marron claro, con septos

longitudinales y transversales.

Esnecie tipo; Alternaria alternate (sinonimo: Alternarja
tenuzs).

Las colonias son usualmente negras o negro—olivaceas. a

veces Grises.

Los conidióforos aparecen solos o en pequeños grupos,

simples o ramificados, derechos o curvados, a veces qeniculados,

lisos, de color marron claro u olivaceos con uno o varios

conidics.

Los conidios se forman en cadenas largas y usualmente

ramificadas. Presentan forma ovoide o elipsoidal y terminan en

una punta conica o cilindrica. Tienen hasta 8 septos

transversales y varios septos longitudinales u oblicuos.

Los hongos de este genero son de distribucion cosmopolita.

Alternarja es un saprófito extremadamente comúnque se encuentra

ampliamente distribuido en suelo , en 1a superficie aerea de

diferentes plantas hospedadoras y otros sustratos incluyendo

comida v tejidos (10), 29).
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IABLHi; Antivirales de origen fúngico.

ANTIVIHHL ESPECIE PRODUCTORA VIRUS INHIÜIDU REFERENCIA

Uiclopina Penicillum cvclopinum sindbis (54)
encefalitis equina

chickunqunya

Netropsina Streptomyces netropsis # vaccinia (54)

HEPJHIIÍJ'Ia
Penicillum funiculosum columbia 8K (74)

semliki Forest
poliovirus I

Hsm8450 Penicillum stoloniferum semliki Forest (60)
' poliovirus I-II-IIl (E9)

Ciclosporina A Trichnderma polysporum HSV-l (50)

ówHFA Aspergillus mchraceus semliki Forest (4B)

Geodina Aspergillus tereus NDV (79)
Penicillum estinogenum

Virustomicina A Streptnmyces sp. # VSV (55)
NDV

sindbis
encefalitis equina

vaccinia
HSV-l
HSV-E

Acido tenuazonico Alternaria tenuis polio I (51)
Aspergillus sp. echo 9

consackie B1
parainfluenza Ï
salisbury (HBP)

vaccinia
adenovirus 5 (78)

HSV-l
virus "B"

fl Se incluyecaracteristicas
cultivo similare
antivjrales.

el genero de bacterias
de desarrollo de micelio y
s a las del resto de los hongos

Streptomvces por sus
condiciones
productores de

de



BIÜSINTESIS Y PRODUCCION DE TÜXINAS DE ALTERNARIA.

los hongos del genero Alternarja producen metabolitos

secundarios que resultan tóxicos para la mayoria de los sistemas

biolooicos.

Muchas especies del genero son patógenos de diferentes

plantas.

En general se desarrollan en tejidos senescentes o muertos

de la planta hospedante y en muchos casos se los describe como

patúqenos.

kotos hongos requieren una elevada humedad para su

desarrollo. Generalmente penetran en hojas, tallos, frutos y

semillas a traves de lesiones mecanicas en la superficie de las
mismas.

Durante los primeros estudios de caracterización de los

metabolitos producidos por el hondo Alternarja tenuis, se

identificaron por primera vez compuestos dibenzompirona

sustituidos de origen fúnqico. Se encontro alternariol y

alternariol metil eter, que poseen actividad antimicrobiana

contra E. c011 y S. aureus (62).

Posteriormente a partir de los filtrados del medio de

cultivo de este hongo, se caracterizaron diferentes orupos de

compuestos:

"grupo del alternariol y alternariol metil eter.

-grupo de los acidos altenuicos.

-qrupo de la altenusina y dehidroaltenusina.

"grupo del altertenuol.

—qrupodel acido tenuazonico (66).

Actualmente se han caracterizado numerosos metabolitos

producidos por diferentes especies de este genero, de naturaleza

quimica y actividad bioloqica diversa.
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Muchos de los metabolitos de Alternaría estan clasificados

comonuliquetidos, y su biosintesis involucra caminos similares a

los de la sintesis de acidos grasos.

La biosintesis de los compuestos del qrupo del alternariol y
alternariol metil eter involucra la condensación de unidades de

acetil Con y malonil CDA,con la liberación del carbono terminal

de esta ultima unidad (77).

La biorregulación de 1a producción de estas micot xinas se

encuentra afectada por diferentes factores bióticos y abióticos.

Se observó que la 'luz puede inhibir la sintesis de

poliouetidos cuando el micelio de Alternaria alternata es

iluminado antes de comenzar la sintesis de metabolitos

secundarios y durante la producción de los mismos.

La irradiación con luz azul entre 420-520 nm disminuye la

producción de alternariol en un 901 con respecto a la de los

controles mantenidos en 1a oscuridad.

lambien se pudo observar que esta longitud de onda inhibe 1a

formación de conidios en el cultivo del hongo (37). Sin embarqo

se produce el fenómenoinverso cuando la irradiación se lleva a

cabo con luz UV. Hay un incremento de la esporulación cuando el

micelio es irradiado con luz UVcercana (90).

El fenómeno de inducción de 1a formación de esporas se

observa también por aumento de 1a temperatura de incubación en

cultivos de A. tomate y A. dauci (44),y es dependiente del medio

de culiivo (90).

El estudio de la influencia de los cationes divalentes sobre

la producción de metabolitos fúngicos indica que existe una

estimulación de la sintesis de aflatoxinas en cultivos de

Asperoillus parasiticus por aqreqado de Zn++y Cd++.

Fn cultivos de Alternarja alternate se encontró que la
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ausencia de Zn++inhibe 1a sintesis de alternariol y alternariol

metil éter. Esta inhibición no se puede revertir por el aoreoado

de otros cationes como Mn++.

La mayor estimulación de produccion de alternariol, se

obtiene cuando se agrega Zn++durante las primeras 50 horas de

incubación de los cultivos en medio liquido.

De este modo se observa claramente la demanda de la

presencia de este metal antes de 1a etapa de producción de

poliquetidos en cultivo (22 .

Otros de los factores abióticos que influyen en la
producción de micotouinas son 1a actividad de adua (hu) y la

temperatura del medio en el que se desarrolla el micelio.

la maximaconcentracion de alternariol,l alternariol metil

eter y altenueno que puede producir A. alternata cultivado sobre

aoar extracto de trigo, se alcanza a 25 DCcon una AW:0.98.

La concentracion de micotoxinas disminuye, cuando ambos

factores disminuyen en forma conjunta, sin embarqo se puede

producir niveles basales de estas micotoxinas con temperaturas

de hasta 5 “c y aw entre 0,90 y 0,98.

Las condiciones extremas de cultivo con temperatura de 300D

y ñw: 0,90 inhiben la produccion de alternariol meti] éter y

altenueno, aunque el hongocontinúa sintetizando alternariol.

Estos resultados indican 1a importancia del almacenamiento

de los qranos en ambientes secos, ya que el aumento de la AW

favorece el crecimiento del hongo y la produccion de t.Hinas

(47).

Produccion de toxinas en cultivo.’

¡Hs medios de cultivo sintéticos son apropiados para 1a

purificación de micotoxinas porque poseen menor cantidad de

pigmentos contaminantes que los medios enriquecidos.
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FI cultivo de A. alternate en medio sintetico liquido,

sembrado con una concentracion de 500 eporas/ml, comienza la fase

de crecimiento xponencial a partir del cuarto dia de incubación.

A partir del dia 10 el micelio presenta un aspecto

desinteorado.Sin embargo el incremento de peso seco continua
hasta el dia 13.

La produccion optima de micotoxinas (alternariol,

alternariol metil eter y altenueno) se alcanza alrededor del dia

11, con una concentracion aproximada de 130 uq/lOO ml.

En medio semisintetïco con la adición de extracto de

levadura. la fase exponencial es mas corta (el hongo crece con

mayor velocidad), alcanza la fase estacionaria el dia ó, y el
nivel maximo de produccion de micotoxinas se alcanza el dia 9

(635 uo/ 100 m1).

Si bien la sintesis de estas micotoxinas comienza en ambos

medios en la etapa temprana de crecimiento, el pico de mayor

produccion se observa en 1a etapa tardia, cuando los nutrientes

son limitantes y se producen cambios en la morfolooia del micelio

(89).

Toxinas relacionadas con la patogenia de Alternaria en plantas.

En los filtrados de cultivos de laboratorio de numerosas

especies del genero Aternarja se han encontrado numerosos

compuestos con actividad fitotoxica. Estos comprenden sustancias

de naturaleza quimica diversa, que van desde peptidos pequeños
hasta tenoles.

Almunas de estas toxinas son sintetizadas especificamente

por e] hongo cuando se produce la infeccion en 1a planta

hospedadora.

PERALES
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Fitoalternarinas A, B y C.

La enfermedad de "manchas negras" (black spot disease), es

especifica de las peras originarias de Japon mientras que las

plantas de Europa y Norteamérica resultan mas resistentes.

Produce pequeñas manchas negras en la superficie de la hoja

a partir de las cuales se desarrollan lesiones necroticas.

Gm pudo determinar que las fitoalternarinas n ,B y C de

naturaleza peptidica, producidas por el cultivo de micelio de

Alternarja kikuchiana en medio liquido, son las toxinas

responsables de producir esta enfermedad.

Fntre las plantas infectadas con este hongo, se encontraron

alounas variedades susceptibles y otras resistentes a esta
enfermedad.

aparentemente las fitoalternarinas B y C, solo podrian

reproducir los sintomas en las variedades susceptibles, mientras

que la fitoalternarina A puede inducir la necrosis en todas las

plantas infectadas por Alternarja kikuchiana. De este modo la

toxina tendria la mismaespecificidad que muestra el hondo y se

produciria en el contexto de la invasion a 1a planta hospedadora

(80).

Altenina

Este compuesto tambien se aisla a partir del cultiVo de

Alternaria kikuchiana, e induce la formacion de manchas

necrolicas en las hojas de la variedad Nijisseiki de perales del

Japon.

Se observo que la inducción de 1a enfermedad en plantas

sanas es directamente proporcional a la concentracion de altenina
utilizada.

¿sta toxina podria estar relacionada con las

fitoaltornarinas, y cumplir algún papel especifico en la

fitopatooenia causada por la infeccion del hospedante con
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Alternarja kikuchjana.

ALGODON Y CITRICDS.

Tentoxina.

Este compuestose aisla a partir del filtrado de cultivos de

Alternaria tenuis Auct. (sinónimo A. alternate).

Produce clorosis varieqada en forma irreversible en

plántulas de algodón, cítricos y otras especies.

E1 hondo 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 modoproduciría la toxina que

podria difundir hasta los cotiledones a traves de rupturas en la
envoltura de la semilla, y formar zonas cloróticas en la base do

los mismos.

lambien se encontro que la tentoxina interfiere con la

formacion de clorofila en determinados tejidos de la planta.

cuando esta se encuentra en estadios tempranos del desarrollo.

(80)

ZINIA

Ziniol

Es un benceno pentasustituido producido por Alternaria
zinnjae.

La enfermedad causada por este compuesto induce la formacion

de manchasmarrones en los cotiledones, hojas, tallo y flores de

zinia. caléndula y girasol.
Las manchas forman una lesion necrotica con un halo

clorútito. El tejido afectado se marchita y puede provocar la

muerto de la planta.

TOMATE

Acidoalternarico.
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La enfermedad de la roya temprana del tomate y 1a papa

produce puntos necróticos en los frutos y vástagos de las plantas

infectadas con Alternaria solani. Usualmentealrededor de las

lesiones necroticas aparecen zonas de clorosis.

El acido alternarico producido por este hongo, inhibe la

germinación y produce la necrosis de los tejidos afectados en

plantas superiores.

Este compuesto presenta también actividad antifungica, ya

que inhibe la germinación de conidios de Absidia qlauca,

Nirothscium uerrucaria X Stachybotrys atra, y retarda el
crecimiento vegetativo de la hifas de Botrysallii, Fusarium

caeruleum y Penicillum digitatum.

Uahe señalar que este acido- puede producir patologías

similares en plantas superiores gue se encuentran fuera del rango

de hospedantes de A. 501an1.(80)

Acido tenuazonico.

A diferencia de las toxinas que producen las especies de

Alternarja como resultado especifico de la interacción con la

planta hospedadora, el acido tenuazonico es una de las toxinas

producidas por 1a mayoria de las especies del genero, y es

responsable de numerosas patologías en diferentes plantas
infectadas con Alternaría.

Alternarja alternate es el principal agente productor del
enneqrecimiento de frutos maduros de tomate.

La enfermedad esta favorecida por condiciones climáticas de

alta humedady temperatura templada, y resulta mas severa para

los frutos maduros que para los verdes.

Una de las micotoxinas contaminantes de estos frutos es el

acido tenuazonico, aunque en los tomates visiblemente infectados

se encuentran tambienalternariol y alternariol metil eter.

Las observaciones de campo de los frutos contaminados

¡"1"!LL



muestran una mayor incidencia de infeccion con A. alternate y en

menor urado con A. tenuissima. El hongo se manifiesta normalmente

por formación de manchas negras-verdosas en 1a superficie del

fruto, con desarrollo de micelio en los tejidos internos

invadirndo pericarpio y placenta.

El acido tenuazonico inhibe el desarrollo de los vastaoos y

raices de semillas germinadas de tomate en forma directamente

proporcional a la concentracion de t Hina ensayada.

kl tomate es una de las plantas mas sensibles a la accion de

este acido, aunque tambien puede producir manchas marrones en las

hojas de tabaco.(84)

AAL-toxinas.

hn las plantas de tomate se encontro que Alternarja

alternate es el agente causal de 1a enfermedad conocida como

cancer de los brotes (56).

Las toxinas que causan esta enfermedad muestran la misma

especificidad de huesped que el hongo,l ya que los qenotipos de

tomate susceptibles a la infeccion son sensibles a las mismas,

mientras que los qenotipos resistentes son insensibles.

Los estudios realizados con ambos genotipos demostraron que

las plantas sensibles desarrollan la enfermedad cuando son

tratadas con el medio de cultivo del hongo, mientras que las

plantas resistentes no muestran ninoun síntoma de la enfermedad

en las mismas concentraciones.

Las RAL-toxinas (19) inhiben 1a elonoacion de las raices de

las plántulas de tomate e inducen la necrosis de las hojas en

forma dependiente de 1a concentracion en las plantas sensibles.

¡ambien se observa 1a inhibición del crecimiento de

protoplastos con ambos qenotipos cuando las toxinas se agregan

inmediatamente luego de realizado el cultivo. Sin embarqo si



estas se agregan luego de 10 dias a partir de 1a siembra, los

protoplastos de genotipo resistente se desarrollan normalmente

mientrae que los sensibles no prosperan.

De este modo la inhibición del crecimiento por las HHL"

t Minas depende no solo del genotipo de 1a planta sino tambien

del estadio de desarrollo de los tejidos vegetales (92).

¿sta caracteristica de resistencia de algunos genotipos de

tomate a la enfermedad producida por las AAL-toxinas podria estar

relacionada con el mecanismode resistencia de la planta a la

colonixacion por distintos patógenos.
OLIVO.

Alternariol, alternariol metil éter, altenueno, altert xina I y
acido tenuazonico.

H partir muestras de campode frutos de olivo dañados por

infecrinn natural se obtiene el aislamiento de Alternarja

alternate (Fr.) Heissler.

El crecimiento se obtiene por sembrado de muestras de tejido

de aceitunas dañadas en agar EZ, mientras que las muestras de

tejido sanas no presentan desarrollo de micelio.

En ninguno de los frutos sanos se detectan toxinas de

Alternaría. mientras que los dañados pueden presentar diferentes

cantidades de micotoxinas , entre las cuales se detectan

alternariol (AÜH),alternariol metil eter (AME),altenueno. acido

tenuaïúnico (AT) y altertoxina I (AFXl), cuyas concentraciones

aumentan proporcionalmente con el daño de los tejidos.

Hparentemente la infeccion de los frutos con A. alternate se

produciriria a traves de lesiones mecánicas en 1a superficie de

los mismos, lo cual posibilitaria la entrada del hongo hasta 1a

pulpa el consecuente desarrollo de micelio y producción de

toxinas.

La transferencia de estas toxinas de los frutos al aceite de



oliva sólo es posible en baja proporcion, y el riesoo de

contaminacion de los aceites sin tratamiento quimico seria bajo

para el consumo humano (83).

MANZANA.

AH-toxina I, II y III.

hs as toxinas se pueden aislar a partir del medio de cultivo

liquido y de preparaciones de micelio de Alternarja mali. Este

hondo es el causante de la enfermedad de manchas en las las hojas

de los árboles de manzana.

Las Hthoxinas I y II son capaces de inducir la necrosis de

las hojas tratadas con sintomas similares a los que produce la

inoculación experimental del honqo.

La_ sintesis de estos metabolitos es especifica de la

infeccion de manzanos susceptibles con A.mali (82).

La AM-toxina III, induce necrosis en las hojas de la planta

a ln lardo de las nervaduras de la variedad susceptible “Indo”

en una concentracion 100 veces menor que la necesaria para

reproducir los sintomas en la variedad resistente "Jonathan",

lueuo de 18 horas de tratamiento. Estos datos indican que la Ama

toxina lII muestra un ranoo de fitotoxicidad similar al del

patoqcnm (81).

GRANINEAS.

Acido tenuazonico y alternariol.

La infeccion de los frijoles con Alternarja 5p. se

manifiesta por el desarrollo de micelio en el interior de los

tejidos y la produccion de toxinas fungicas, principalmente acido

tenuaznnico y alternariol que producirian aberraciones en el

desarrollo de las mismas (68).

En semillas de sordo y mijo, tambien se detecto la presencia

de un derivado del acido tenuazonico, el tenuazoato de calcio. La



investiuacion micológica de estas semillas indica gue este

compuesto es producido por el hongo patógeno Phomasorghina (76).

fipnrentemente esta sal del acido tenuazonico resulta mas

tóxica que el compuesto de origen ya que estaria implicada en la

etiolonta de la enfermedad hematologica onyalai. El origen de

esta enfermedad se debe a1 consumo de granos infectados en los

cuales H1 hongo Phomasorthna produce 1a micotoHina (76).

Utrn de los hongos productores de acido tenuazonico es

Pyrjcularja orvzae gue infecta las plantas de arrux.

En las variedades de arroz resistentes a 1a invasion
fúngica, se forman sectores de manchas marrones en las hojas.

constituidos por celulas pigmentadas que actuarian de barrera

alrededor del punto en el cual se produce 1a toxina. Esta

reaccion se relaciona con el mecanismode defensa de la planta

contra la invasion con el hongo.

Los análogos sintéticos del acido tenuazonico, sustituidos

en 05 decrecen la fitot Hicidad del compuesto, mientras que los

sustituyentes en U3 la anulan por completo. Sin embargo algunos

de estos análogos de baja toxicidad, son capaces de inducir la

formacion de manchas marrones en las hojas de plantas sanas,

indicando que la inducción de fitotoxicidad y 1a reaccion de

defensa de la planta se deberian a diferentes estructuras (45).

En la corteza subepidermica de los granos de trigo se

observa el desarrollo da Alternarja alternate y A. tricina. Ambas

especies pueden causar la decoloracion de los granos de trigo,

sorgo v maiz, aun cuando se encuentren almacenados a bajas

temperaturas (47).

Fnlre las toxinas identificadas por HPLCa partir de los

extractos metanolicos de granos decolorados,l se encuentran el

acido tenuazonico, alternariol y alternariol metil eter (71).



IQELQ;H Ejemplos de micotnxinas de Alternaria.a

COMPUESTO/ESTRUCTURA FORMULA ESPECIE ACTIVIDAD
MOLECULAR PRODUCTORA EIÜLÜGICA

DIBENZUPIRDNAS Y COMP.
RELACIONADOS
mltmnuv“v ClfiHlóDó A. tenuis Antibactariana
filtenu:sml 814H1006 Alternaria 5p. antibactmrianoCitntóxicm
Altenugina Clñquüó Alternarja 5p,
Alternariol Cl4H1005 A” tenuisA. alternata

A. dauci
Altewnariml C15H1205 A. tenuis Hntihacterianometil éter A. alternaïa Citmtóxicm

Fitotóxicu
filtEFtEHUÜI “Cl4Hlüüé A. tenuis
Dehier ltünUEina C15H120¿ A. tenuis
QC. altünuico C15H1408 A. tenuis
I, II y III
3,3,8 trihidroxiwñ metil- ClÜHlQÜS Alternarja sp, Fitwtúuicm
“3.4mdihidrmismcmumarina
DIHIDRD 1,4-PIRDNA
AC. altmwnáricm DÉ1H3008

3

3x.I. galan! Hntifúngico
Fitmtóxico

AC. TETRAMICD
Ac. tmnuazónicm ClOHlñNÜH A, tenuis AntibacterianoA. alternata Qntiviral

A. tenujssjma Insecticida
Phamasvrghjna Pitatúxico

Pyrjcularja ÜFVEHE Citütúxicm
PEPTIDÜS
Athmxina I, II, III CQÉHÉgNgüfi ' A. alternata Fitutúxico

A. malj
Fitmaltarnarina A, B, C N0 se cmnnce A, kikuchiana Fitmtóxicm
Tentmuina CÉÉH30N4Ü4 A, alternata Fitmtüxicm
OTROS COMPUESTOS
HETERÜCICLICDS
ñltanina CQH1404 A. kikuchjana Fitotóxicn
Curvularinas ClóHgüüñ fintifúngicoFitotúxico
Radicinafi C12H1405 Fitatüxica
BENCENÜ FENTA SUSTITUIDÜ
Zinniml C15H3304 A. sinnjae FitotóxicoAntimicrmbiano
DERIVADOS PERILENDS
Altertmxina I, II, III CÉOH1&Ü¿ A. a Éernata Fitntduica

C20H1406 A. mali Citotóxico
ÜÉOHigüb Mmtibacteriano

a: Lua datog de esta tabla se mbtuvieron a partir de la
racmpilaciún de bibliografia citada en: (BO), (77), (42),
(69).



HELIA AZEDARACH L.

Caracteristicas generales de la planta.

Melia azedarach L., arbol vulgarmente conocido como paraiso,

es una especie exótica oriunda de Asia, que ha sido cultivada con

fines forestales y ornamentales en diferentes partes del mundo y

en particular en de la Republica Argentina.

Este arbol es el representante mas conspicuo en nuestro pais

del Genero Melia, uno de los cuatro generos incluidos en la

familia Heliaceae, y fue descripto por primera ves por Lineo en

su obra Species Plantarum en 1753.

El paraiso es un arbol de gran porte que en la madurez puede

alcanzar una altura de 10-15 metros. Su tronco es recto, muy

rugoso y termina en una copa globosa. Posee hojas caducas,

alternas, bi o trinimparipinadas. Estas ultimas estan compuestas

por foliolos glabros de forma aguda y bordes dentados, cuya

lonqitud oscila entre 2-5 centimetros. Las flores son medianas,

perfumadas, de color lila y se disponen en panojas axilares.

Presentan un cali: con 5-6 lóbulos imbrincados, 5mó pétalos,

estigma cilindrico de extremos dilatados, 10-12 anteras, ovario

con 5 celdas y estilo delgado. El fruto es una drupa elipsoidal

amarilla de 1,5"2,5 centimetros de diametro, que alberoa semillas

óseas y perdura largo tiempo en 1a planta. Florece en primavera

conjuntamente con 1a aparicion de las hojas (57), (65), ( ó ).

Propiedades biológicas del árbol ya reportadas.

A partir de esta planta se han obtenido preparaciones con

distintas actividades biológicas que se utilizan en medicina

natural y agricultura.

hn 1a mayoria de los casos el principio activo responsable



no ha sido identificado.

E| jugo de hojas de paraiso es utilizado comovermifuqo en

diferentes partes del mundo. Tambiense lo utiliza solo o en

mezclas con otras hierbas comodiuretico y emenagoqo. Uataplasmas

de hojas o flores del arbol sirven para evitar las infecciones

por piojos v otros ectoparasitos. Semillas molidas se aplican en

terapias antirreumaticas y hay reportes que señalan a la corteza

como remedio eficaz contra 1a lepra y otras enfermedades de la

piel.

Los frutos son tóxicos para los animales, produciendo

diferentes grados de envenenamiento segun el consumidor. Una

preparaciOn obtenida a partir de ellos, es utilizada en America

como insecticida. Los cultivos que crecen a 1a sombra de estos

arboles o rodeados por ellos no son atacados por afidos u otros

insectos dañinos (12).

Antecedentes de meliacina.

Hhahuni y colaboradores(ll), encontraron que los extractos

hidroalcohólicos de Melia azedarach L. inhibian 1a multiplicación

del virus NDV.

En nuestro laboratorio se desarrollo la busqueda de

actividades antimicrobianas en extractos crudos de hojas de

plantas sudamericanas.

En el transcurso de dicha investigacion se encontro que los

extractos de hojas y raices 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 y tacaribe y pichinde, asi comotambién los virus polio,

estomatitie vesicular (VSV),sindbis, herpes simplex tipo I y II

(Hsvml y HSV-II) y pseudorrabia (PrV) (85), (27) , y en menor

proporcion el virus aftosa.
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El extracto no presenta actividad directa sobre los

virionos. indicando que su accion no es virucida, sino que tiene

un efecto sobre la multiplicación de los diferentes virus una vez

que se establece la infeccion.

Utra de las caracteristicas del extracto es que resulta

activo tanto por pre comopor post tratamiento de los cultivos

celulares antes y despues de su infeccion con el virus VSV

respectivamente. Sin embargo los arenavirus y PrV resultan mas

susceptibles cuando el extracto se agrega lueqo de la infeccion

(88) (¿7).

n partir de estos resultados se intento determinar si los

extractos de otras plantas de la familia Meliaceae presentaban
actividad antiviral.

De] mismo modo que Melia azedarach L., los extractos de

Tricnillia qlabra presentaron actividad inhibitoria frente a un

amplio espectro de virus DNAy RNApor pre y post tratamiento de

los cultivos infectados, mientras que los extractos de Cedrela

tubirlora resultaron activos por post-tratamiento unicamente

(87).

Citotoxicidad de los extractos crudos y semipurificados de Melia

azedarach L..

Los extractos crudos (en una concentracion de 0,6 mo/ml de

proteina) afectaron la viabilidad de monocapas preformadas de

celulas Vero y HHK—2, mostrando esta ultima una mayor
. . . H . 1.o q -.susceptibilidad luego de ¿4 horas de tratamiento a a7 L. bin

embargo la toxicidad disminuye cuando el extracto fue sometido a

una cromatografia de intercambio iónico a traves de una matriz de

DEHEHephadex. Asimismo la actividad especifica de esta fraccion

semipurificada aumento 600 veces con respecto al xtracto crudo,

É.Ü



conservando siempre el rango de actividad frente a los distintos
virus.

Los ensayos realizados con celulas Vero indicaron que no

hubo variación en el ritmo de crecimiento celular entre los

cultivos controles y los tratados con la fracción DEHE,tanto en

la fase de crecimiento exponencial como en el periodo

estacionario ( 2 ).

El siguiente paso consistió en testear esta fracción

parcialmente purificada en un modelo animal.

Para ello se eligió el modelo de infección de ratones
lactantes con virus tacaribe, que causa encefalitis y muerte de
los ratones infectados.

La inhibición del virus tacaribe en cultivo de celulas se

producia por post-tratamiento hasta 5 horas despues de aoreqado

el inoculo. A partir de este dato los ratones se trataron con

meliacina 24 horas antes y ó dias consecutivos lueoo de la

infección con tacaribe.

Los ratones tratados con el antiviral fueron resistentes a

la infección mientras que en los controles no tratados se

registró una mortalidad del 100%.

fisimismo esta resistencia a 1a infección se obtuvo tambien

cuando las madres de los ratones lactantes fueron tratadas con el

extracto.

Sin embarqo estos resultados no indican si meliacina afecta

especificamente la replicación del virus tacaribe en los ratones

tratados, o reduce la respuesta celular inmune que causa la

muerte de los animales infectados ( 5 ).

Se encontró que los niveles sericos de interferón en los

animales infectados y tratados con el extracto son

significativamente 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 toxico del

interluron sobre el sistema hepático del raton, reportado

anteriormente para otros virus relacionados (ló).

Estudios sobre el mecanismode accion de meliacina.

EJ 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 infeccion viral

por tratamiento de los "cultivos antes de 1a infeccion con

diferentes virus.

la maxima actividad se alcanga con un tratamiento de los

cultivos celulares durante 2 horas antes de 1a infeccion, y se

conserva apr Himadamente24 horas,tiempo luego del cual decae.

Sin embaroo 1a actividad se reestablece con 1a aplicacion de una

nueva dosis de extracto sobre los cultivos infectados.

Se encontro que meliacina requiere de un metabolismo celular

activo para desencadenar el estado antiviral, ya que si se tratan

las celulas con el extracto a 4 DC, no produce tal actividad.

El mismo fenomeno se observa cuando el tratamiento se lleva

a cabo en presencia de actinomicina D.

Con estos resultados se puede inferir que el mecanismo de

accion de meliacina requiere de la sintesis demnovo de alqun

factor celular a traves del cual ejerce 1a inhibición de 1a

replicación viral ( 4 ).

Los ensayos sobre sintesis de RNAy proteinas en las celulas

tratadas con meliacina, indican que no hay una inhibicion de 1a

sintesis de macromoleculas celulares, ya que los patrones no

presentaron diferencias con los cultivos controles (Bb).

Sin embargo se encontro que en las celulas tratadas



disminuye la actividad de proteina quinasa. Se observó una

disminución de la capacidad de los extractos de celulas tratadas

de fusforilar histona H1.Ademas, estos extractos presentan una

marcada disminución en el patrón de fosforilación de proteinas
celulares.

Tambien se observó que meliacina inhibe la sintesis de

interferón in vitro e in vivo ( 3 ). Se encontró que en celulas L

929 disminuye la capacidad de fosforilación de la quinasa

dependiente de RNAdoble cadena. ( 4 )

De este modoel producto inducido en los cultivos celulares

por el tratamiento cen meliacina, seria responsable de la

modificación post-transcripcional de macromoleculascelulares a
nivel de fosforilación.

Se pudo establecer que meliacina no inhibe la adsorción ni

la penetración del virus sindbis en celulas BHK-Él. pero si

estaria inhibida la sintesis de RNAviral (86).

En celulas Vero infectadas con PrV, la inhibición de la

replicación tampoco involucra la adsorción ni la penetración del

virus. El paso del ciclo de multiplicación afectado estaria

relacionado con la sintesis de proteinas tempranas del virus (27)

ya que el aoreqado del extracto luego de 4 horas de infección no

tiene efecto inhibitorio ( 8 ), ( 7 ).

Por ntro lado, la penetración del virus VSVen celulas Vero

seria afectada por el agregado de meliacina a los cultivos

infectados, mientras que cuando el mismovirus infecta celulas

HHH-ZP]1el evento afectado seria la replicación temprana del RNA

viral ( i ), de modoque la acción de meliacina depende del

huésped utilizado.

Efectos de meliacina sobre el sistema inmunedel ratón.

Ulrns estudios realizados en el laboratorio mostraron que la



tasa de mortalidad de los ratones adultos de la cepa Balb/c

infectados con virus HSV-i (cepa neurotrópica Mc lntyre) y

tratados con el extracto por via intraperitoneal, se encuentra
sidnificativamente aumentada.

Cuando este fenómeno se estudió con mayor detalle, se

encontró que aumentaba la susceptibilidad de las celulas

adherentes peritoneales a la infección con HSV-l a causa del

tratamiento (17).

Lee resultados anteriores dan idea de que entre las variadas

propiedades biológicas de Hélia aredarach L. podria haber alguna

que afectara directamente al sistema inmune.

Estudios llevados a cabo en ratones de la cepa Halb/c

mostraron que como consecuencia del tratamiento se produce una

leve inhibición de 1a respuesta inmune humoral dosada por las

tecnicas de titulación de suero por hemaqlutinación directa y

titulación de celulas formadoras de anticuerpos obtenidas a

partir del bazo del animal tratado.

Si bien todos los extractos poseen actividad antiviral, no

todos producen una disminución significativa en los parametros

recien mencionadoslo cual relativiza 1a relación existente entre

ambas actividades. No se puede asegurar que las dos se deban al

mismoprincipio activo 23).

Por otro lado los extractos presentan un efecto inhibitorio

sobre la capacidad fagocitica de las celulas peritoneales

adherentes de ratón, dosada por la tecnica de eritrofaqocitosis.

Dicha actividad no puede atribuirse a la toxicidad del compuesto

sobre las celulas efectoras ya que estas recuperan su

funcionalidad si se retira el extracto del mediode cultivo.

Este efecto antifadocitico es dependiente de la dosis, no se

manifieeta de manera inmediata, y parece ser independiente de la



esstmirnu 1¡wi (fm previa de las células efectoras (24).



OBJETIVOS



Hhturminar si

HHFHPHÍFJH

estos

estudiada
hunuus

las hojas de

colonizadas por endofi

son responsables de pr

hasta el presente en los

la planta de

tos fúngicos y

aducir 1a actividad

extractos de dicha

paraiso se
establecer si

antiviral
planta.



MATERIALES Y METODOS



1 - MEDIOS DE CULTIVD,BUFFERS Y SOLUCIONES.

1.1 - Medio de crecimiento y mantenimiento celular.

Se utilizo el medio esencial de Eagle (MEM) en solución

salina balanceada con olutamina (Medio sintetico de Bibco)

suplementado con suero bovino inactivado a 5600 durante 30

minutns y 50 uo/ml de gentamicina, pH=7,Ü-7,2.

Para el crecimiento de las celulas se utilizo una

concentracion de 51 de suero (MEM51), mientras que para su

mantenimiento y para la obtención de los stocks de virus la

concentracion utilizada fue de 2X (MEM21 .

1.2 - Medio semisólido de plaqueo.

Se utilizo MEN51 doble concentracion (MEM2x), diluido al

medio en aqar 1,42.

1.3 - Medios para el crecimiento de hongos.

MEDIU “GAR EXÏRACTU DE MALTA

Extracto de malta Britania 30 or

Bactüanar DIFCU 20 gr

Aqua hidestilada 1000 ml

MEDIU HHLINÜ DE CZAPEK‘DÜX

Glucosa 50 gr

Nitrato de sodio 3 gr

fosfato Hipotásico 1 gr

Sulfato de magnesio 0,5 gr

Cloruro de potasio 0,5 gr

Sulfato Terroso 0,01 qr

Aqua bidestilada 1000 ml
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1.4 - Medio sólido de esporulación de hongos.

Sacarumu 20 gr

Carbonato de calcio 30 qr

Aoar 20 ar

fiuua hidestilada 1000 m1

1.5 - Medio agar de Mueller-Hinton.

Este medio se utiliza para ensayos de resistencia o

sensibilidad de bacterias frente a compuestos con acitividad
antibiótical.

Infusión de carne 5 gr

Caseina hidrolizada 17,5 qr

leidon 1,5 gr

Aqar 20 gr

Aqua hidostilada 1000 ml

1.6 —Buffer de extraccion (PK).

Se utilizo un buffer fosfato de potasio 10 mM pH:7,2 para

realizar los extracto crudos de micelio, y el mismobuffer con el

aureqado de 0,35 Mde cloruro de potasio para realizar los

extractos crudos de Melia azedarach L.

1.7 - Solucion de obtención de esporas ( PBS-TNEEN80).

Cloruro de sodio 8 gr

Clorurn de potasio 0,2 gr

Fostato diacido de potasio 0,2 or

Fosfato acido de sodio 1,44 gr

Tween 80 0,05 ml

Agua hidestilada 1000 m1
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2 - CELULAS Y VIRUS

2.1 - Células Vero.

Se utilizo la linea continua establecida, procedente de

riñdn de mono verde africano (Cercopíthecus aethiops). Los

cultivos se mantuvieron mediante repiques cada 3 o 4 dias con MEM

5X, y el medio de mantenimiento empleado fue el MEN2%.

Estas celulas se utilizaron tanto para la obtención de los

stocks de virus, comopara los ensayos de acitivdad antiviral y
toxicidad de los extractos .

2.2 —Virus de la estomatitis vesicular (VSV).

Se utilizo el serotipo Indiana mantenido en nuestro

laboratorio por pasajes en celulas Vero.

2.3 - Virus de pseudorrabia (PrV).

Se utilizó una cepa cedida por la Dra. Ceriati de la

Universidad de Rio Cuarto, aislada durante una epidemia de la

enfermedad de Aujezky en dicha region.

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

Se utilizo la cepa F originaria de la Facultad de Farmacia y

Bioquímica (UBA), que fue mantenida por sucesivos pasajes en

celulas Vero.

3 - PREPARACION DE LOS STDCKS DE VIRUS.

3.1 - Stock de VSV.

He infectaron monocapas de celulas Vero con una

multiplicidad de 0,1 UFP/celula. Luego de una hora de adsorción a
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w,o\ . n
ax L se descartó el inóculo , se agregó MEM2% y las celulas se

incubaron durante 18 hs a 37°C. Al cabo de este tiempo se

cosecharon los sobrenadantes de los cultivos infectados, y el

material se clarificó por centrifugación a 10.000 H o durante 30

minutos. El stock VSV/90, cuyo titulo resultó de 4,3 H 108 UFP/ml

se utilizó en los ensayos de detección de actividad antiviral.

3.2 - Stock de PrV.

Se infectaron monocapas de celulas vero con una

multiplicidad de 1 UFP/celula y los cultivos se cubrieron con MEM

5%.

Luego de 24 hs de incubación a 3700, se cosechó el virus

intra v extracelular, mediante tres ciclos de congelamiento y

desconqelamiento. El material se clarificó por centrifugación a

10.000 H q y el stock obtenido (PrV-E/B?) se tituló por formación

de placas ,dando un titulo de 2 H 10/ UFP/ml.

3.3 - Stock de HSV-l.

Se infectaron monocapasde celulas Vero crecidas en botellas

de óU m1 con una multiplicidad de infección de 0,1 UFP/celula de

Hsvwl.

Lueqo de 1 hora de adsorción con agitación periódica se

descarto el inóculo , los cultivos se cubrieron con HHHEZ y se

incubarnn a 37°C. A las 24 hs post infección, se cosechó el virus

intra y extracelular. Para ello los cultivos se sometieron a tres

ciclos de congelamiento y descongelamiento,y por ultimo el stock

se clarificó por centriiuqación a 10.000 H g durante 30 minutos.

bl titulo del stock obtenido fue de 4,9 x 1C)óUFP/ml.

m _ . ."o‘lodos los stocks obtenidos fueron conservados a “70 L.



4 - CEPAS DE BACTERIAS Y HONGOS.

Estas cepas se utilizaron en los ensayos de actividad de

M2005contra diferentes grupos de microorganismos.

Entre las bacterias ensayadas se utilizaron : scherichja

coli (cepa Hfr H GCSC 259), Bacjllus subtillis (cepa SB

491),Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (ambas

cedidas por la cátedra de Analisis Biológicos de la FCEyN

U.B.m.).

En los ensayos de actividad antifungica, se utilizaron
hongos aislados de hojas de paraiso que no pertenecen al genero

Alternaria, obtenidos durante este trabajo los cuales no han sido
aún identificados.

5 - TITULACIÜN DE VIRUS .

Houtilizó la tecnica de titulación por formación de placas

bajo anar.

Las células empleadas para 1a titulación de VSV, PrV y HSV-l

fueron de la linea Vero.

Las monocapas crecidas en botellas de vidrio de 15 ml se

infectaron con 0,02 m1 de la dilución adecuada de virus. Luego de

1 hora de adsorción con agitación periodica a 37°C, se retiró el

inóculo. las celulas se lavaron con PES y se cubrieron con medio

semisólido de plagueo (MEM2x).

Los cultivos infectados se incubaron a 370C durante 48 hs

para USV y 72 hs para PrV y HSV-l. Al cabo de este tiempo los

cultivos se fijaron con formol 101 durante 30 minutos y se

tiñeron con cristal violeta.

El titulo se calculó segun la siguiente fórmula :
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.. o
IIIULUe N de placas x factor de dilución/volumen de inoculo

b - RECOLECCIÜN DE MATERIAL VEGETAL.

Se recolectaron hojas macroscopicamentesanas, a partir de

arboles de paraiso de 1a zona de Bella Vista ( Noroeste de 1a

Provincia de Buenos Aires). elegidos en base a la actividad

antiviral previamente detectada en extractos de sus hujas.

Entre las hojas recolectadas se distinguen:

-Hojas jóvenes, de color verde claro y lonoitud menor de E cm.

"Hojas maduras, de color verde oscuro y lonoitud entre 2 y 5 cm.

"Hojas senescentes, de color amarillo, que se desprenden con
facilidad de la planta.

Para 1a realizacion de los extractos crudos, se elioieron

hojas maduras. mientras que el aislamiento de endofitos se

realizú a partir de los tres tipos foliares.

7 - AISLAMIENTO DE ENDÜFITDS A PARTIR DE HOJAS DE Melia azedarach

L.

Gr realizo un muestreo a1 azar de aproximadamente 20 a 30

hojas de cada edad en cada aislamiento.

Para el aislamiento de endofitos, se realizo una

esterilixacion superficial de las hojas recolectadas. Un foliolo
de cada hoja se coloco secuencialmente en etanol 50%durante un

minuto. luego dos minutos en hipocloritn de sodio (57 gr/l) y

finalmente un minuto en etanol 501.

Lunuode 1a esterilización superficial, se corto un cuadrado

de 0 4 x 0,4 cm de cada muestra con un escalpelo esteril y se

semhrú sobre una superficie de agar EZ. De esta manera el hondo
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crece utilizando comosustrato la superficie de la hoja.

.as muestras se incubaron a temperatura ambiente con lu:

nafural durante aproximadamente 30 dias.

Finalmente los hongos aislados se repicaron en un medio de

cultivo aoar extracto de malta 52 y se mantuvieron a 25°C en

oscuridad. identificandose el genero que aparecio con mayor

frecuencia.

B - DBSERVACIÜN MICRDSCÜPICA DE LA SUPERFICIE FÜLIAR.

Se realizo una decoloracion de la hoja y luego una tinción

para mhservar esporas y desarrollo de hifas de los posibles

hondo: que colonizan la superficie foliar de Helia azedarach L.

Para decolorar una muestra de cada hoja se coloca en

lactofenolsetanol 1:3 , en baño a IOÜDC durante 3 hs hasta

observar decoloracion.

La tincion de las muestras decoloradas se realizo durante 24

hs en los siquientes colorantes :

- Azul de tripan en lactofenol

—Neoro de clorazol

- Fucsina acida

las muestras teñidas se conservaron en glicerina v se

observaron con el microscopio optico a 400 H.

9 - CRECIMIENTO DE Alternaría EN MEDIO SOLIDO Y LIQUIDO.

9.1 - Obtención de esporas de M2003.

Para la obtención de esporas se hizo crecer la cepa M2005en

medio de esporulacion. Una vez que se observo el desarrollo de

conidins se colocaron 5 ml de PHS/tween y se aqito durante 30
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segundos. El sobrenadante se filtró a traves de lana de vidrio

para separar los restos de micelio y las esporas se concentraron

por rentrifugación a 10.000 g durante 20 minutos.

Posteriormente se realizó el conteo de las mismas en camara de

Neuhaumr .

9.2 —Curva de crecimiento de M2003en medio sólido.

Se sembraron 50 ul de un suspensión que contenía 9,25 H lu

esporas/ml de la cepa M2003, obtenida según se detalla en 9.1,

en el centro de un placa de Petri con medio agar-extracto de
malta n anar Uzapekmdox.

Los cultivos se incubaron a 250G en oscuridad y se midió el

diametro de cada colonia a los diferentes dias postsiembra.

Tambien se realizó la observación del micelio para controlar la

esporulación en ambos medios .

A 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 mismossobre cultivos celulares.

9.3 - Curva de crecimiento de M2003en medio liquido.

Para ensayar el crecimiento del hongo en medio liquido se

utilizaron recipientes de 100 m1 conteniendo EO m1 de medio

Czapekwhox .

Los frascos fueron inoculados con una suspensión de esporas

tal que la concentración final fue de 230 esporas/ ml de medio y

se incubaron a 25°C, en oscuridad , con agitación (250 rpm).

h los diferentes dias post inoculación, se tomaron muestras

por triplicado y se determinó el pH del medio de cultivo. 1a

concentración de glucosa residual, el peso seco del micelio y la
actividad antiviral.
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9.4 - Determinación de peso seco.

Hu filtro el micelio de los cultivos en medio liquido, a
4 _ _ otraves de un papel WhatmanN 1 .Este se seco en estufa durante 24

C) l . .hs a uu L. y se determinó el promedio del peso seco de cuatro

muestras por punto.

9.5 —Determinación de glucosa residual.

Se siguio el métododel fenol-sulfúrico (28).

Se agregaron 0,05 ml de una solucion de fenol a 2 ml de la

muestra de medio de cultivo. Luego se agregaron 5 m1 de acido

sulfúrico concentrado sobre 1a superficie del liquido. Se dejo

reposar la mezcla durante 10 min y finalmente se homogeneizo 1a

mezcla por inversion.
C) .1Ue incubaron entre 10 y 20 minutos en bafio de agua a ¡O L y

las muestras se leyeron en un espectrofotometro a 490 nm.

10 - PURIFICACIÜN PARCIAL DEL COMPUESTO ACTIVO DE M2003.

10.1 - Desarrollo de micelio en medio sólido.

He realizaron repiques de micelio de 1a cepa “2005 en placas

de rriri conteniendo agar-extracto de malta 5Xo agar izaoek-Dou.

la: placas se incubaron a 250D en oscuridad durante 10_12

dias, hasta 1a obsevacion de formación de esporas en la masa de

micelio.

10.2 - Extracto crudo.

Se levanto la masa de micelio con un ansa curva y se macero

. . . o“ ffen un homogeneizador de Vidrio a 4 L con el bu er.

El mactrado se clarifico por centrifugación a 10.000 x o durante

30 minutos y el sobrenadante, que se utilizo como fuente de



..DnHtracto crudo, se conservo a -EU L.

10.3 - Extracción con solvente a partir del medio sólido.

Se levanto la masa de micelio y se colocó en un brlenmever.

conteniendo 10 m1 de metanol. Luego de una hora de aqitaciún se

filtro el material soluble y se agregaron 10 ml de aoua
bidestilada. Posteriormente se realiïaron dos Htracciones con

cloroínrmo, se separó la fraccion organica y se evaporó a

sequedad en un evaporador rotatorio.
Una parte del material extraido se resuspendio en 0.5 m1 de

PUB para 1a determinacion de la actividad antiviral. una

alicuoLa se conservo para la identificacion del material por

cromatodrafia en capa delqada (TLC).

10.4 - Desarrollo del micelio en medio liquido.

Se sembraron esporas de M2003 en 200 ml de medio uzapeknbox.

en una concentracion final de 237 esporas/ml de medio.

Luc cultivos se incubaron a 25°C con agitación, en oscuridad

durante 8 dias. A] cabo de este tiempo se filtro el medio, se

descarto el micelio, y el medio liquido obtenido se utilizo como

material de partida para 1a purificación parcial.

10.5 - Extracción con acetato de etilo.

Se realizaron dos extracciones con acetato de etilo a partir

del mcdio liquido utilizando 1a mitad del volumen de solvente

para cada una. Se descarto 1a fase acuosa y 1a fase organica se

evaporü a sequedad.

10.6 - Cromatografia en columnade silica gel.

El material soluble en acetato de etilo se resuspendio en un
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volumen minimo del mismo solvente, se mezclo con 1 or de silica y

se EUIÜ al vacio. Esta pastilla se sembró en el tope de una

columna de silica gel (Kieselgel 60 Merck). Las fracciones

eluidas con diferentes proporciones de mezcla cloroformo-metanol

(cun polaridad creciente), se evaporaron a sequedad, y una

allcuota se conservo para medir actividad antiviral.

10.7 - Cromatografía en capa delgada (TLC).

Las fracciones activas eluidas de la columnade silica se

reunieron y evaporaron a sequedad en un evaporador rotatorio.

Estu material se resuspendio en un volumen minimo de acetato de

etilo. v se sembró en una placa de silica de 20 20 cm

(HorrkzufinAlufolien Kieseloel óO/Kieselqur F254).

So utilizaron como reveladores las mezclas de: acido

sulfurico 5%en etanol, y cloruro ferrico 21 en etanol.

En la cromatografía semipreparativa, se levantaron las

bandas de la placa y el material se eluyo por separado con

acetato de etilo.

Los solventes de corrida utilizados fueron:

cloroformo:metanol 90:10, y cloroformo:acetona 88:12 segun el

experimento realizado.

11 - FURIFICACIDN PARCIAL DE MELIACINA.

11.1 - Obtención de extracto crudo.

11.1.1 - A partir de hojas de Melia azedarach L.

SUutilizaron las hojas maduras de las plantas de paraiso de

la zona de Bella Vista. Estas fueron lavadas dos veces con aoua

destilada y se maceraron en presencia de buffer de extraccion PK
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con nl adreoado de 0,35 H de ECI, pH=7,2. El macerado se

clarificó por centrifudacion a 10.000 x o durante 40 minutos. Se

descarto el material precipitado, y el sobrenadante fue utilizado
como íuunte de extracto crudo.

11.1.2 - A partir de brotes de paraiso cultivados in-vitro.

Lns brotes fueron cultivados en el medio base de Hurashiqem

Skoonfhfi). con el aqreqado de ó-bencilaminopurina (l mq/ml).

sacaruwa (¿U qr/l) y agar (7qr/l).

El extracto crudo se realizo aplicando la metodologia

empleada para los xtractos de hojas.

11.1.3 - A partir de callos cultivados in-vitro.

Se utilizaron callos vitreos obtenidos a partir de yemas y

de brotes de paraiso. Estos se cultivaron en el mismomedio base

que lo: brotes, pero los reouladores aqreqados fueron :acido 2.4

dicloruïenoxiacético (2 mg/ml), ó-furfurilaminopurina (0,2 mu/l)

v auur (7 qr/l).

Este material se maceró en presencia de buffer de extracción

PK (1 ur de material/Emi de buffer) en un homogeneizador de

vidrio.¿e centrifugó a 10.000 x q durante 40 minutos y el

sobrenadante se utilizo comoextracto crudo.

11.1.4 - A partir de cultivos en suspension de células de

paraiso.

Las cultivos de celulas se realizaron a partir de los callos

vitrnnw. en el mismomedio base de cultiv sin aqar. con el

aorenadm de acido 2,4-diclorofenoxiacetico (Emu/1) y ó"

furfurílaminopurina (0,2 mq/l). Las suspensiones se cultivaron

con auilnuion a 100 rpm.

Para realizar el nxtracto crudo se separaron las células del



medio de cultivo por centrifuqación a 2.000 g durante EO

minutnu. El sobrenadante se conservo a “2000 y el precipitado de

celula; ee macero en un homogeneizador de vidrio con el agregado

de dee volumenes de buffer Ph.

lurqo el macerado se clarifico por centrifugacion a 10.000 x

o durante 4Q minutos y el sobrenadante se utilizo como extracto

crudo.

. . . 1. .(DWlodos los extractos obtenidos fueron conservados a “¿U L.

11.2 - Extracción con acetato de etilo a partir de los

xtractos crudos de hojas maduras de paraíso.

El extracto crudo se concentre por liofilizacion. Se

resuerendieron 20 dr de este liofilizado en 100 m1 de aoua
o, . .L, con aq1tac1on durante una hora. Lueuo sebideetilada a 4

clariíitn por centrifuoacion a 10.000 x o durante 30 minutos y el

sobrenadante se extrajo con igual volumende acetato de etilo.5e

conservo una alícuota de la fase acuosa para medir actividad

antiviral.

Por otro lado 1a fase organica se e'aporo a sequedad en

evaporedor rotatorio. Una alícuota del evaporado se resuspendio

en PUBpara determinar actividad.

11.3 - Cromatografía en columna de sílica gel.

La fraccion soluble en acetato de etilo, se resusoendio en

un mínimo volumen de cloroformo y se sembró en el tone de una

columna de similares caracteristicas a 1a empleada en el paso

10.5.

La elucion se realizo con mezclas de cloroformowmetanol de

polaridad creciente, y las fracciones recoqidas fueron

cromatoorafiadas en capa delgada.

49



Fnr otro lado una alícuota de cada fracción se resuspendió

en FHMpara medir actividad antiviral.

11.4 - Cromatografia en capa delgada (TLC).

Las fracciones activas eluidas de la columnade silica se

sembraron en capa delqada de silica y se corrieron comose indicó

en el punto 10.7 de esta sección.

Las bandas obtenidas fueron reveladas con acido sulfúrico 5X

en e tarro] .

12 - ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL.

12.1 Por determinación de la DEBO.

En utilizaron monocapas de células Vero crecidas en

micronlacas de 96 pocillos.

Para la titulación del material procedente de hojas

(meliacína), se realizó un pretratamiento de los cultivos durante
dos horas antes de la infección.

La titulación del material aislado de los honqos se realizó

nor tratamiento de los cultivos luego de la infección

(postratamiento).

hn todos los casos las monocapas se infectaron con 1000 UFP

de VSV. Lueqo de 1 hora de adsorción a 37°C, se retiró el inóculo

y las celulas se cubrieron con MEMEZ o MEM 2X conteniendo

diluciones seriadas del material a titular, y se incubaron a ¿7DG

hasta las 18 horas postinfección.

Finalizada la incubación se observó el efecto citopatico

producido por el virus en las celulas tratadas y se comparó con

un control infectado no tratado.

Se definió la DEñü com la inversa de la dilución de



extraciu. capaz de proteger al 50%de los cultivos tratados

contra la infeccion viral. El calculo se efectuó por el metodo de

Reed v Nuench (64). Se definió la concentracion antiviral (Ch)

como la concentración en peso seco (gr/m1) de extracto

correspondiente a una DESC.

12.2 - Por determinación del rendimiento viral.

Se utilizaron monocapas de celulas Vero crecidas en

micreplacas de 96 pocillos. Se relizaron dos series de
tratamientos:

a) nretratamiento de las celulas durante 2 hs previas a la

infeccion con diferentes diluciones de extracto.

b) w post-tratamiento de los cultivos con las diluciones de

extracto lueqo de la infeccion.

En ambos casos las monocapas se infectaron con 1000 UFP de
\ . w o“ . .USV. Luego de 1 hora de adsorCion a ¿7 L, se retiro el 1HÓCUIÜ

las celulas se cubrieron con MEM 21 o MEM 2% conteniendo

diluciones seriadas del material a titular, y se incubaron a

57°uu hasta las 18 horas postinfeccion.

Ml cabo de este tiempo se cosecho el sobrenadante de las

celulas y se titulo por plaqueo.

Se comparó el rendimiento de los cultivos tratados con el de

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

del cociente entre ambostitulos.

13 - ENSAYO DE TOXICIDAD EN CELULAS.

Para este ensayo se trataron por triplicado los cultivos de
celulas Vero con diferentes diluciones de cada extracto.

. r i.o,Las celulas tratadas se incubaron durante ¿4 hs a J/ L y se



comparó el aspecto de las monocapas tratadas con respecto a un

conllul no tratado.

Hu definió la dosis citotoxica 50 (DEBO),como la inversa de

1a dilución de extracto que resulto toxica para el 50K de los

cultivos tratados, por el metodo de Reed y Muench. Se definib la

concentracion citotoxica (CC), como la concentración en peso seco

por ml de extracto que correponde a una D050.

14 - ENSAYO DE TDXICIDAD DE LA FRACCION PURIFICADA DE M2003 EN

RATONES ADULTOS.

Se utilizaron machos adultos de 45 dias de la cepa

endocriada HALB/C.Grupos de 10 animales, se inocularon por via

intraperitoneal con 0,5 ml de una dilución que tenia una

concentración de 0,2 mg/mlde material purificado a partir de
extracto de M2003.Se administró una dosis diaria durante dos

dias consecutivos de dicho material.

Utro orupo de animales recibio el mismo tratamiento con PES

y fue utilizado comocontrol del ensayo.

Horealizaron observaciones diarias de los animales durante

un mee para detectar morbilidad y o mortalidad de los ratones

tratados .

15 - ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

15.1 - Actividad de M2003crecido en placa.

Be realizo un repique de la cepa “2003 en medio aoar

extracto de malta 5X. A los 3 dias, una vez que la colonia de

Alternaria tenia un diametro aproximado de 3,5 cm se realizaron

estriae con diferentes cepas de bacterias sobre la mismaplaca en

r_n |’-.':



la que crecia el hongo. Las cepas utilizadas en este ensayo

fueron : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus

subiles y Pseudomonaaeruginosa .
. . "_ox .Los cultivos se incubaron a ¿b L en oscuridad, y a las 21

horas se observo el crecimiento bacteriano en cada estria.

15.2 - Actividad antibacteriana del mediode cultivo liquido de

M2003.

Fara este ensayo se cultivaron las cepas de bacterias en
caldo nutritivo durante 18 horas a 3700.

Hua vez observado el crecimiento bacteriano se sembró i ml

de cada cultivo sobre una placa de Petri con agar Mueller—Hinton.

Luegose colocaron anillos cilindricos esteriles sobre la placa y

dentro de cada uno de ellos el medio liquido de cultivo del

honqo.

_as placas se incubaron a 370€ durante 24 horas y se observo

el crecimiento bacteriano.

16 - ENSAYO DE ACITIVIDAD ANTIFUNGICA.

16.1 - Ensayo de antagonismo.

Para este experimento se utilizaron cepas de honqos

diferentes de Alternarja que fueron aisladas a partir de hojas de

paraiso por la tecnica de esterilización superficial.
Se realizaron repiques enfrentados de Alternaria. cepa M2003

y e] honqo a ensayar , en la misma placa de Petri que contenia

medio de cultivo aparnemtracto de malta 5K. Estas placas se

incuharon durante 15 dias a temperatura ambiente en oscuridad y

se realizaron observaciones cada 2 dias del patron de crecimiento

de los honqos .
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midió el radio de las colonias sobre 1a linea de unión

EHtIU nmhos centros y la inhibición del crecimiento se determinó

por Ja disminución del radio de la colonia en sentido opuesto

honno antauonista con respecto a la medida del mismo hacia

bordo de la placa.

16.2 - Actividad antifúngica del medio de cultivo de M2003.

Se preparó un medio aqar Czapek—Dcx que contenia

dilución 1/10 del filtrado del medio liquido de crecimiento

a1

el

una

de

M2003. Sobre este medio se realizaron los repiques de los otros

genero? de honqos aislados del paraiso para ensayar si resultaban

inhibidus por algún metabolito exportado por HEUUfial medio

extrateiular.

Los controles de cada cepa ensayada se repicaron en e] mismo

medio sin el aoreqado de M2003.

Lueno de 15 dias de incubación a temperatura ambiente.

oscuridad. se midió el diametro de cada colonia crecida

filtrado de M2003 , el cual se comparó conpresencia del

diametro del control correspondiente .

el
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PARÏE I

1- AISLAMIENTO DE HONGOSA PARTIR DE HOJAS DE Helía azedarach L

RELACION DE LOS HDNBÜS AISLADDS CDN LA PLANTA HUESPED.

1.1- Aislamiento de hongos a partir de muestras de hojas de

paraiso.

Dadoque 1a mayoria de las plantas vasculares, se encuentran

colonizadas por endofitos fungicos, se encaro el aislamiento de

los mismos a partir de hojas de Melia azedarach L., con el objeto

de identificar un posible agente productor de la actividad

antiviral detectada en las hojas de paraiso (1),(2),(87), ya que

los estudios quimicos del principio activo mostraban una

estructura molecular semejante a 1a ciclosporina (peptido

cíclico), producida por hongos del genero Tolvpmcladium (94).

Se utilizo la tecnica de esterilización superficial de las

hojas. que permite eliminar a los orqanismos epifitos que

colonixan la superficie foliar. De este modose posibilita el

aislamiento de aquellos organismos denominados endofitos que se

desarrollan en contacto con los tejidos internos de la hoja (13).

La fioura 1 muestra que sobre un total de 134 muestras de

hojas maduras de paraiso recolectadas a1 azar a partir de cuatro

plantae de la zona de Bella Vista (NUprov. Bs. As.) durante el

periodo de marzo-abril de 1989, sólo 37Xpresentaron desarrollo

de micelio, las cuales se consideraron muestras positivas.

De acuerdo con la hipótesis planteada a1 comienzo del

trabajo. 1a frecuencia de aislamiento del posible hondo productor

de] antiviral, deberia ser mayor que la de las demas especies

relacionadas con la planta, ya que los extractos de hojas

presentan una alta actividad.
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De este modo, solo fueron caracterizados aquellos

aicluminntos que aparecieron más irecuentemente. En nuestro caso

estos honoos correspondieron al género Alternarja, y

postoriormente la mayoria de ellos fueron identificados como
Alternaria alternata.

la frecuencia do aislamiento de Alternaria correspondió al

5?.lZ sobre el total de aislamientos positivos (ver figura 2).

Utros que aparecieron con menor frecuencia, no fueron

identificados.
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Aislamiento de hongos de Melia azedarach L.

Negativos (95) Otros (%)
63 21

Alternarla (‘23)
16

Su conmidoraron positivaa aquellas muestvas de hojas a partir de
laa CUü1@%me DÜEHFVÓdesarrollo de micelio por la técnica de
aiglamiwnto do endofitogu



Frecuencia de aislami ent o de hongos de 1 género



1.2- Ensayo de actividad antiviral en extractos crudos de los

hongos aislados

lodos los aislamientos obtenidos fueron repicados a un medio

aqarwextracto de malta, que resulto apto para el desarrollo de la

mayoria de las especies fúngicas (35).

Para el ensayo de actividad antiviral, se eligieron cinco
aislamientos pertenecientes al genero Alternaria, y otros cinco

correspondientes a los generos no identificados y de. menor

frecuencia. Lueqo de RUdias de realizados los repiques, se

prepararon los extractos crudos de micelio segun la metodolonia

explicada en la seccion 10.2 de materiales y metodos.

Hu infectaron monocapas de celulas Vero, crecidas en tubos

de ensavo, con una multiplicidad de 1 UFP/celula de virus VSV.

Lueoo de 1 hora de adsorción a 37 OC, una parte de los cultivos

se cubrio con medio de cultivo (MEMEZ), o MEMEZ conteniendo una

dilución 1/10 de cada xtracto crudo. Utros cultivos tratados con

extracto pero sin infectar, sirvieron comocontrol de toxicidad

de los mismos .

Los resultados de la tab]a 3 muestran que los extractos de

dos de los honqos identificados como Alternaria alternate,

disminuyeron el titulo del virus en casi dos ordenes con respecto

al conlrol no tratado, mientras que los extractos de otros

aislamientos del mismo hongo, asi como los de los hongos de menor

frecuencia, no presentaron actividad. Cabe señalar que los

extractos activos no reultaron tóxicos para los cultivos

celulares en la dilución ensayada. La inhibición observada, se

verifiro únicamente cuando el extracto se agreqaba al medio de

cultivu lueoo de la infeccion.



TABLA

ACTIVIDAD ANTIVIRAL Y TDXICIDAD DE LDS EXTRACTDS CRUDÜS
DE LDS HONGOS AISLADOS.

Aislamiento Citotoxicidad (a) Actividad antiviral
—loo vt/vc (b)

M2000 no ü
M2001 no o
M2002 fl no 1,80
M2003 fi no 1,72
M2004 H si 0
M2005 # si o
M2011 no 0

2021 no o
M2025 fl si 0
M2032 no 0

H Aislamientos correspondientes al genero Alternarja.
a Citotoxicidad de cada extracto en la dilución 1/10.
b Actividad antiviral de cada extracto en la dilución

1/10.

1.3- Observaciónmicroscópica de la superficie foliar.

Si bien Alternaria no se encuentra citado en 1a literatura

como un endofito característico, y dado que en muchos casos es

posible detectar el desarrollo de los endofitos en el interior de

los tejidos de 1a planta por microscopía optica, utilizando

diferenles tecnicas de tinción,-se realizo una decoloracion de

las hoias de Melia azedarach L. con etanol-lactofenol, y una

posterior tinción para observar esporas y desarrollo de micelio.

La tabla 4 muestra que el 68.61 de las hojas analizadas

presentaron esporas de Alternaria. La incidencia de germinación,

determinada por la presencia de tubos germinativos, resulto del

40%. también se observo desarrollo de micelio en el 42,861 de las
vmuestras estudiadas. La fioura b ilustra el aspecto de las



esporas de Alternaria qerminadas sobre 1a superficie de la hoja.

De acuerdo con estos resultados la frecuencia de aislamiento

de Altrrnarja deberia ser el doble de la obtenida por la tecnica

de aislamiento de endofitos (fiq.1: 21 Z). Esto indica que la

esierilinacion superficial resulto efectiva para 1a inactivacjon
de las esporas alojadas sobre 1a superficie de la hoja, y permite

detectar a los hongos vinculados con el interior de la hoja.

homo complemento, se realizaron cortes ultrafinos de las

hojas. para detectar la presencia del hongoen el interior de las

celulas por microscopía electronica. No fue posible observar
desarrollo de micelio en el interior de la hoja. Este resultado

no se contrapone con el dato de los aislamientos, ya que la

tecnica es sumamente engorrosa y hay que estudiar numerosos

cortes para descartar la presencia de endofitos.
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a: aumenta 4DG X

b: aumenta 1000 X

Tinciün : azul Tripán em lactmfenol.
a: Se ubserva el desarrollo del miceliü a partir de una separa de

Alfarnariü EÜÜFHla superficie de una hoja de paraisu.
h Detalle de una espmra me Alternarja.



1.4- Estudios de la frecuencia de aislamiento de hongos en

diferentes epocas del año.

Hasta el momento,no se encontraron reqistros bibliográficos

sobre 1a frecuencia de aislamiento de endofitos a partir de hojas

de Malta asedarach L.. Se decidio entonces estudiar si la

frecuencia observada durante el primer aislamiento se mantenía o

mostraba variaciones dependiendo de las diferentes epocas del

aHo. Cabe señalar que el periodo de recolección de las muestras

se encuentra comprendido entre los meses de noviembre y abril.

ya dun esta planta posee hojas caducas.

Por otro lado, este estudio permitiría relacionar

posteriormente la frecuencia de aislamiento de endofitos, con la

actividad antiv ral de meliacina presente en las hojas de

paraiso.
De este modo se utilizo la tecnica de aislamiento de

endofitun, por esterilización superficial del material vegetal.

para estudiar la frecuencia de aislamiento de hongos. en

particular aquellos que pertenecían a1 genero Alternarja entre

la primavera de 1990 y el otoño de 1991. Se escogieron cinco

arboleu de paraiso de la zona de Bella Vista (NUde la prov. de

Rs. As.) cuyas hojas poseen actividad de meliacina (E7), para

realirar el muestreo. Todos los aislamientos se llevaron a cabo

como se indico anteriormente en materiales y metodos (seccion

7).

Fn 1a figura 4 se observa que 1a frecuencia de aislamiento

de hnnuns totales resulto mayor en el periodo de otoño, con

respecto a los meses de primavera y verano. Asimismo los hongos
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Aislamiento de hongos de Melia azedarach L. en
diferentes épocas del año.

humedad (95) temperatura ( C) 301oo
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NOV DIC ENE

1:! TOTALES(96)

—9- TEMPERATURA ( c)

. ALTERNARIAH)

-*- HUMEDAD(ss)

Se analizaron entre ¿Ü y 90 muestras de hojas de paraiso en cada
mes de mu thHD- ,
Los murcentajes se calcularon sobre el total de muestras
ensayadas.



identificados comoAlternarja aparecieron durante los meses de

mareo. abril v mayo.

Para completar el estudio se tomaron los reoistros de

temperatura y humedadrelativa ambiente promedio de los meses

correspondientes al periodo de recolección. Los datos fueron

reoistrados por el Servicio meteorológico nacional mediante el

sistema climatológico DICLUN.

Se puede observar en la figura 4 que la mayor cantidad de

aislamientos correspondió a los meses en los cuales la
. . ,i oitemperatura ambiente osCila entre los 14 y ¿A L y la humedad

relatvva ambiente se encuentra por encima del 70 Z, mientras que

en lo: meses de verano, con temperaturas mas elevadas v menor

humedadambiente, la frecuencia de aislamiento resulto baja.

1.5- Estudio de aislamiento de endofitos a partir de hojas de
diferentes edades.

Se nudo observar que el aislamiento de algunos endofitos

esta relacionado con el estado fisiológico de la planta

hospedante. Se conoce el caso de las micorrizas, que invaden a la

planta a traves de las raices de la planta joven, mientras que

las raices de plantas adultas resultan menossusceptibles a 1a

invasion (18). Por otro lado los estudios realizados en la planta

Eucalyutus viminalis indican que las hojas senescentes son

colonizadas internamente por Alternarja alternate, mientras que

las inmunes no lo son (13).

Se comparo la frecuencia de aislamiento de endofitos, y en

particular 1a aparicion de hongos del genero Alternarja, en hojas

de paraiso de diferentes edades. El muestreo se realizo entre

los meses de febrero y mayo de 1991, ya que en esta epoca del

óó



año. dc acuerdo con los resultados de la figura 3, se consiouio

la mayor frecuencia de aislamiento de hongos a partir de hojas de

la planta.

tun este objeto se tomaron 30 muestras de hojas de cada edad

a partir de los mismosarboles utilizados en el ensayo anterior.

Las hojas se clasificaron en: jovenes (de color verde claro ,

tamano menor a 2 cm.), maduras (entre 2 y 4 cm. y color verde

oscuro) v senescentes (de color amarillo y que se desprenden de

1a planta con facilidad).

M] ioual que en el experimento anterior. y como se ohservc

en la fioura 5, la frecuencia de aislamiento de honoos totales

aumento en el periodo de otoño. .El numero de aislamientos

obtenidos entre las hojas de diferentes edades no mostro

variaciones sionificativas -para cada mes de muestreo. Cabe

sehalar que la mayoria de los hongos aislados durante el mes de
marzo correspondieron al genero Alternaria, que aparecio con una

frecuencia que se mantuvo en los siquientes meses.

Eztos datos confirman los resultados obtenidos durante el

primer aislamiento, en el cual la mayoria de los honoos aislados

entre marzo y abril de 1989 pertenecieron a dicho genero.

1.6- Actividad antiviral comparativa en extractos de hongos

aislados de paraiso.

En vista de la aparente asociacion de Alternarja con la

actividad antiviral, se busco extender el analisis a otros

aislamientos de este hongo, obtenidos en el transcurso de

diferentes aislamientos a partir de hojas de paraiso recolectadas

en el periodo marzo-abril de 1989.

rata ello, se prepararon extractos crudos de miceiio de once



cepas que fueron identificadas comoAlternarja: M2002. M2005.

M2009. HH010, M2012. 2016, M2022, M2025. M2029, M2031 y M2055.

hn este ensayo las celulas se infectaron con VSV. v lueoo

de la adsorciOn del virus se cubrieron con medio de cultivo

conteniendo diluciones de cada extracto, con el fin de determinar

la DEHUen forma comparativa, como se indico en el punto 12.1 de

materiales y metodos.

H las 24 hs. p.i., se observo el efecto citopatico producido

por ol virus en los cultivos tratados e infectados, y se comparó

con un control de virus que fue tratado con MEMúnicamente.

Los resultados de la tabla 5, muestran que hay una variacion

en el nivel de produccion del antiviral. Se encontraron cepas

altamente productoras como M2002, M2003, M2031 y “20:5. En cambio

otras como M2009, M2010y M2012mostraron niveles de produccion

menores, en comparacion con las anteriores. Tambien se

encontraron cepas no productoras entre los aislamientos
testeados.

Se consideraron altamente productoras aquellas cuya UH

resulto menor de 0,05 mg/ml, mientras que las medianas y no

productoras mostraron una CAentre 0_05 y 0,1 mq/ml y mayor de

0,1 md/ml respectivamente.

¿stos resultados muestran que no todas las cepas de

Alternarja aisladas de Melia azedarach L. muestran el mismo

comporiamiento en cuanto a la produccion del antiviral. Los

siouientes experimentos se realizaron con extractos de la cepa

M3003,que resulto la mayor productora de esta actividad.
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Actividad antiviral comparativa de diferentes cepas de
Alternaria aisladas de paraiso.

AISLAMIENTO DE50/ml 'PESU SECO CAM PHUDUUUIUN
mq/ml mg/ml

M2002 200 8 0,04 a
HLHJZÉ. 580 En_,‘7 (_).l.('_)1 a

P120 U9 1 7C) .1l C), U7 m
M3010 70 4,3 0,06 m
M2012 83,2 8,5 0,1 m
M2016 70 57,5 0,62 n
M2022 22 13 0.59 n
M3025 32 9,3 0,29 n
M2029 32 12 0,38 n
M2051 340 5,8 0.02 a
ME055 120 5,5 0,05 a

XDA:concentracion antiviral en peso seco de extracto
que corresponde a la DE50.

a: cepas altamente productoras CH: á 0,06 mn/ml.
m: cepas medianamente productoras CA: 0,05*0,1 ma/ml.
n: cepas no productoras UH: F0,1 mg/ml



PARTE II

2- CARACTERIZACION BIDLÜGICA DE LA CEPA M2003.

2.1- Clasificacion morfológica de M2003.

El aislamiento denominado M2003, fue identificado como

Alternaria alternate, por los Doctores Daniel Cabral y Maria

Delia Bertoni, de la Catedra de Micología de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

El aspecto del micelio y las esporas de esta cepa, se

encuentran ilustrados en la fiqura o.

Ho puede observar la tabicacion de las hifas, y la presencia

de esporas septadas en forma longitudinal y transversal

(phanhdvctiosporas). caracteristicas del genero Alternaria. que
se utilizo en este trabajo comocriterio de identificacion por

microsrnpia Óptica de los aislamientos pertenecientes a dicho

Género.

H¿.2- Crecimiento de M2003en medio sólido.

Se estudio el crecimiento de la cepa M2003 en el medio

químicamente definido de Czapek—Doxde modo de posibilitar la

posterior purificación del antiviral a partir de extractos crudos

de micnlio, contando con la menor cantidad posible de sustancias

aporfndas a dicho extracto por el medio de cultivo.

Fl crecimiento se comparo con el que presenta el hondo en

aoarmvxtracto de malta (medio empleado tradicionalmente). Para

ello en prepararon placas de Petri conteniendo ambos medios. y

se semhraron por triplicado. 5“ ul de una supension que contenia
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4500 esporas en el centro de cada placa.

Los cultivos se incubaron durante 11 dias a 25 C en

oscuridad. Durante los dias posteriores a la siembra. se

determino el diametro de las colonias crecidas en ambos medios

asi comotambien la produccion de esporas.

Los resultados de 1a figura 7 indican que no hubo

diferencias en la cinetica de crecimiento y en la esporulacion de
M2003 en ambos medios.

Iampoco se observaron diferencias morfolooicas en 1a

estructura del micelio v las esporas por microscopla optica. En

cambio la piqmentacion varia segun el medio empleado: amarillow

verdoso en el centro y oris hacia los bordes en agar Czapekmboxy

gris oecuro en el centro , aclarandose hacia los bordes en aoarw

malta.

N .3- Actividad antiviral y citotbxica de los extractos de M2003

crecido en agar-malta y Czapek-Dox.

bado que el desarrollo del hongo en ambos medios de cultivo

no presento diferencias, se determinó comparativamente 1a

actividad antiviral y citotoxica de M2003 crecida en aqar"

extracto de malta y agar de ClapekflDox.

utilizaron cultivos crecidos durante 12 dias para la

obtencion de extractos crudos de micelio.

Honocapas de celulas Vero, que fueron previamente infectadas

con 1000 UFPde VSVo no infectadas, se trataron por triplicado

con medio MEMconteniendo diluciones seriadas al medio de cada

extracto y se incubaron durante 24 hs a 37 0C. Una ve:

transcurrido el periodo de incubación los cultivos se observaron

al microscopio ,y por un lado se leyó el efecto citopatico
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producido por el virus que se comparó con un control infectado

que fun tratado con MEMúnicamente. Por otro lado los cultivos no

infectados, tratados con ambos extractos, se examinaron al

microatopio , y se compararon con el correspondiente control de

celulnw due se trato durante todo el experimento con medio de
cultivo.

La DEÜOy la D050 se determinaron por el metodo de Reed y

Muench.y se calculó la concentracion antiviral y citotoxica para

cada extracto, segun la metodolooia indicada en los puntos 12 y

13 de materiales y metodos,
homose muestra en la tabla ó, la actividad antiviral de los

extractos del hondo cultivado en agar Czapek-Dox se incremento

1,3 veces, mientras que la toxicidad disminuyó a la mitad con

respecto a los extractos procedentes de agar-malta.

ima. m; (x

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

actividad Agar —malta Agar CzapekmDox

Antiviral
DEñU/gr # 17383,8 31815,1
CA or/ml X 5,8 x 10 "5 2,9 x 10 _5

Citotoxica
DUHO/qr fl 5127,3 3823.1
CC qr/ml X 1,9 x 10 —l 2,8 x 10 -1

DESU/DCSO 3,1 9,7

fi DEBO y DCüU/gr de peso seco del xtracto
determinada por el metodo de Reed y Huench.
Xun: concentracion antiviral.

CC: concentracion citotoxica . Concentración en
peso seco de extracto que corresponde a la
DESC.

monun estos datos, no solo pueden utilizarse ambos medios

\J UI



para la obtención del compuesto antiviral,l sino que el cultivo en

aqar trapekwbox favorece su produccion con baja toxicidad.

2.4- Crecimiento de M2003en medio liquido.

El medio de cultivo de los microorganismos debe contener

todoe los elementos requeridos para la produccion de biomasa y

los metabolitos que se desean estudiar. El medio de CzapekmDoH,

contirne todos los requerimientos necesarios para el desarrollo

de Alternaria, y ademases utilizado en forma corriente para los

estudios de produccion de toxinas de este hongo (42

Homo se observo en los resultados de la tabla ó. el hongo

fue capa: de producir el antiviral en el medio solido de Czapek“

Don. De este modose utilizo dicho medio de cultivo (sin el

aqreqado de aoar) para estudiar el crecimiento de “2003 y

determinar si el antiviral es exportado al medio extracelular.

facilitando asi su obtención y purificación por extraccion

directa a partir del medio liquido.

Bo inocularon recipientes de vidrio de 100 ml conteniendo 20

m1 de medio Czapek-Dox, con una suspension de esporas de “3003 en

una concentracion final de 230 esporas/ml de medio. Los cultivos

se incuharon a 25 DCen oscuridad con agitación a 150 rpm.
Monel objeto de determinar la curva de crecimiento de “2003

en medio liquido, se tomaron cuatro muest'as por punto a los

diferentes dias lueoo de la siembra , y se determinó biomasa,

actividad antiviral (presente en el micelio y exportada al medio

liquido). consumo de glucosa y pH del medio de cultivo.

Cabe señalar que a fin de medir la actividad antiviral en

forma mas especifica, se realizo una extraccion con acetato de

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

alta afinidad por dicho solvente (46).
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En encontro que el hongo es capa: de exportar el antiviral

al medio de cultivo extracelular a partir del dia a. Como se

observa en la fioura 8.a, la produccion y liberacion de este

compuesto . comienza en 1a fase de crecimiento exponencial. una

ve: uno la cepa se adapta a las condiciones de cultivo. De este

modo. se puede describir como una produccion asociada

directamente al crecimiento del micelio (25).

n partir del dia 9. el cultivo entra en la fase estacionaria

del crecimiento. No fue posible determinar la actividad exportada

durante este periodo, ya que a partir del dia 11, se observo una

elevada toxicidad de los extractos.Es importante destacar que el

aumenLo de la actividad antiviral detectada en medio liquido

acompaña el crecimiento del micelio entre los dias 3 v 9 post­

siemhra , en tanto que la actividad obtenida a partir del micelio

permanece relativamente constante en el mismo periodo .

alcanzando valores de inhibición de 1a multiplicación viral

menores que los correspondientes al caso anterior

(apro):imadamen te 507.) .

La medida de consumo de dlucosa muestra que en este caso el

sustrato fermentable del medio Uzapek-Dox, no fue un factor

limitante del crecimiento del hondo (figura B.b).

lamhifin se pudo determinar que 1a produccion optima del

compuesto activo se llevo a cabo cuando el pH del medio

aumento de 5,5 (dia O) a 7,5 (dias 7w8).

2.5- Actividad de M2003 contra DNAy RNAvirus.

Hasta el momentoen los ensayos realizados se utilizo VSV

como virus de referencia para determinar la actividad

untivilal de los -Htractos crudos deAlternaria.

Ho resolvió ensayar si el Htracto de micelio de M2003



Eflfififlüü U a;

Crecimiento de M2003en medio liquido.

mg mlceIIo/ml medlo DESC/ml
O 60

¡{5K ’1
15 - 3.:" f*"—*}

‘ ,Ar" - 40
:. *F’-*‘__*_

—30

- 20

“10

H * I y l l o

0 2 4 6 8 10 12 14 16

dlas post-siembra

actlvldadllquldo -+' actlvldadmlcello 9680390°

El ¡ici 1-.-.J_|*%€rï'ï'v. 16:3 ¡23.1a,

Consumode glucosa y pH del medio de cultivo durante
el crecimiento de M2003.

9ode glucosa residual pH
0 10

- 9

100 ,8

ao 7
__ 6

60 5

— 4

40 h _ 3

20 - ’ 2
- 1

0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

dias

—‘—Glucosa (96) pH

‘;:-='



tenia la capacidad de inhibir 1a replicación de otros virus
diferentes del VSV.

Para ello se eligieron los DNAvirus PrV y Hsvwl, cuyos

mecanismos de replicación involucran procesos totalmente
diferentes.

En este ensayo se infectaron monocapas de celulas Vero

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

virus. Luego de la hora de adsorción , las monocapas se

cubrieron con diferentes concentraciones del extracto

crudo de M2003 y a las 24 horas postwinfección se

cosecharon por separado los rendimientos de cada

experimento, los cuales se titularon por plaqueo.
Paralelamente se realizaron controles de cada uno de los

virus utilizados, tratados durante todo el experimento

con medio de cultivo unicamente, que fueron titulados

utilizando el mismo procedimiento citado para los
cultivos tratados.

Se determinó 1a relación entre el titulo de virus tratado

y el control correspondiente para cada concentración dada de

extracto.

Los resultados de la figura 9 muestran que existe una

inhibición de las tres especies de virus, en forma

dependiente de la concentración de extracto.

Estos resultados indican que la cepa M2003 de Alternarja

alternate es capaz de inhibir tanto la replicación de virus DNA

como RNA.
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2.6- Utras propiedades de M2003:

2.6.1- Comportamiento de M2003frente a diferentes generos de
bacterias.

9D decidió estudiar si esta cepa de Alternarja alternata

presentaba actividad contra otros microorganismosdiferentes de
viruH.

tom“ se citó en la sección introductoria de esta tesis,

numerosos trabajos describen la actividad antaqónica de los

endofitos frente a diferentes orqanismos patógenos y saprofitos,

que colonizan y eventualmente pueden producir daños en la planta

hospedadora (18), (30). (32), 5).

Fn nrimer lugar se intentó determinar si Alternarja era

capax de inhibir el crecimiento de diferentes generos de

bacterias. ya que esta actividad resultaria beneficiosa pa'a la

planta hnspedadora a partir de la cual fue aislado comoendofito.

Pur un lado se roali:ó un repique sobre aoar malta. de HQUUJ

en el contro de una placa de Petri. Lueqo del desarrollo de la

colonia se realizaron sendas estrías de: Staphilucoccus aureus,

EífihFrlühia c011, Pseudummnaaeruginosa y Bacíllus subtilis.

Duspues de 24 horas de incubación a 32 DE se observó el

crecimiento de cada bacteria. el cual se comparó con un control

estriado ombre aqar—malta en ausencia del hondo.

run posible observar una leve inhibición del

crec1miento de 3. aureus. puesto que la densidad de la estria en

presencia del hondo resultó menor que 1a del control

correspondiente, mientras que las otras bacterias ensayadas no
mostraron diferencias.

hl otro tipo de ensayo consistió en testear la actividad
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antibiótica del medio liquido de crecimiento de “2003 por

difusion en agar.

Se sembró un cesped de cada bacteria en placas de Petri con

aoar Hueller-Hinton. Luego se c010caron 100 ul de distintas

diluciones del medio de cultivo del hongo en pocillos ubicados en

forma simétrica alrededor de la placa, y se incubaron durante 24

horas a ¿E OC

No se observo halo de inhibición alrededor de los pocillos

en ninquno de los casos.

hate resultado muestra que no se detecto actividad
antibiotica frente a las cepas ensayadas en el medio de cultivo

de H¿UO¿.

N .ó.2— Antagonismo de M2003frente a diferentes hongos aislados

de paraiso.

Utra de las caracteristicas que presentan los endofitos es

la de antagonizar el crecimiento de otras especies de honoos

capaccg de colonizar el mismo hospedante (30).

Hen este fin se cultivaron otros hongos diferentes de

Alturnnria en presencia de M2003.

Los repioues se realizaron en placas de Petri con amar­

malta. Hada hongo se sembro en una mitad de dicha placa en forma

opuesta a M2003, para permitir el crecimiento de ambos, y asi

observar el fenomeno de antagonismo.

Lns cultivos se incubaron durante 14 dias en oscuridad a

temperatura ambiente.

L1 crecimiento se midio a lo larqo de la linea que une los

centros de ambas colonias y el antaoonismo fue evaluado por el

porcentaje de inhibición del crecimiento radial (ICN).

El JER (30) se definió como: r1-r2/r1 H 100, donde

"P.'_



r1: radio de 1a colonia en direccion opuesta al hongo
an tacml v.i.sta .

r9: radio de la colonia directamente enfrentada al hondo
antanünista.

La figura 10 ilustra el efecto observado, cuando los

diferentes honoos crecieron en presencia de M2003.

HP obtuvieron distintos patrones de interaccion que se

pueden Huscribir como:

-]nhibicion mutua del crecimiento: ambos hongos resultaron

inhihidns en la mismaproporcion. Las colonias crecen hasta el
punto de contacto, en el cual forman una linea recta con

intercamhio de ambos micelios. No se puede definir a uno de los

hÜHÜÜScomo antagonista del crecimiento del otro. Ejemplo: F

(detallado en la figura 11.a).

wfirecimiento de una colonia rodeando a 1a otra, con contacto

entre las hifas. (Detallado en la figura 11.b).

n pesar de que el ICR es muy semejante para los dos honoos,

uno de ellos desarrolla el micelio alrededor de la colonia

antanonista. Ejemplos: A,B,C,D,E,G,H.

Los aislamientos C, D y B, son tres cepas del hondo HUB

(Hicelio marron y esporas unicelulares con oútula), que no ha

sido aun identificado. En los tres casos, se observa una

inhibición del crecimiento del hongo antes de llegar a1 punto de

contacto con M2003 (Fidura 10: C, D y G), en los cuales el

micelio tiende a desarrollarse hacia el lado opuesto al

crecimiento de Alternarja. (Detallado en la figura 11.c).

El caso mas claro de antagonismo se observo entre M3003v el

aislminntn G, en el cual el calculo del ICR indica que no hubo

inhibición del crecimiento de M2003, mientras que el de B,

disminuyú casi a la mitad.

Para determinar si la actividad antagonista era el resultado
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de la prdducción dfi algún metabolitd expdrtable, se realizaron

FEDiflUEEde 1GBdigtintms hdngya a un madin agar Ïzapekaox, que

Cüfitüfiífi una dilución 1/10 de un filtradp medio liquido de

crecimipntp de M2003.

El diámatrm de la colonia del hmngmHUBramultó inhibidd en

un a EDI (aislamientos C y D respectivamente) en presencia

del filtradp, cun rmfipectd a 105 cmntrplds de ambdü aislamientos

creaidt wn aUSüncia del media dd cultiva de MEÚOE.

PARTE III

3- EDHPARACIÜN DE LAS PROPIEDADES DEL ANTIVIRAL QUE PRODUCE M2003

Y MELIACINA.

3.1“ Obtención de meliacina.

El mmmentmlas estudias rmalizadda indicaron qua las

extractpm dE hpjaa maduras de Nelia asgdarach LN pppppn actividad

antiviralu ¿a actividdd ge encontró en plantap proc-dente5 de

difprdntpfi lugarpfi de la prpvincia dd Buenos mires, y a partir de

hüjafi rppmqidA%mn dimtintap épocas del afin. Sin embargp no se

cundcta esta actividad pra obtenida únicamente a partir de

arrolladaa, o pmdiadhtendrSH a partir de tejidos

en diferentea etapap del dpparrplld.

El interés da data mbsarvaciün purga de 105 datos que

mua el procezm de polpnizaciün dd las plantas por

mppeciag fungiccs , api comp los metabolitos

encuantraprddumidpp en respuesta a esta interacciún,

FE fiüiüñüüü en muchdg capos con el matadip del degarrpllo del

hu



Debido a la dificultad de aislar tejido indiferenciado a

partir de la planta para realizar los ensayos de actividad

antiviral, se utilizaron cultivos in vitro de paraiso en

diferentes etapas de desarrollo.

hn primer lugar se ensayo la actividad de los extractos de

brotes v callos cultivados in-vitro, comose indico previamente

en la seccion 10.1 de materiales y metodos. Esta actividad se

compare con la que se obtiene a partir de los extractos crudos de

hojas de la planta.

¿e pretrataron monocapasde celulas Vero durante 2 horas a

37 “Ucun diferentes diluciones de cada extracto. Se descarto el

medie de cultivo y se realizo 1a infeccion con una multiplicidad

de i MFP/celula de VSV. A las 24 hs p.i., se cosecharon los

sobrenadantes de los cultivos tratados e infectados y se

determinó el rendimiento viral por plaqueo. Paralelamente se

realian un control de VSVsin tratar, que fue titulado de la

misma manera.

Los resultados de la figura 12 muestran que tanto el

extracto de brotes cultivados in-vitro, comoel de hojas maduras,

disminuyeron 1a replicación del virus en forma dependiente de la

concentracion. En cambio el extracto de callos no presento

actividad antiviral centra VSV.

“adn que los callos cultivados in-vitro carecen de

piumenlacion, a diferencia de las hojas y los brotes cultivados,

se considero la posibilidad de que la produccion de meliacina

estuviera relacionada con el proceso de la fotosíntesis.

Br.



ya}: (.íïl.,llïé.’qïiï 1.2.-? sz.

Actividad antiviral comparativa de
obtenidos de hojas verdes y de material cultivadoin-vitro.

los extractos

log vt/vc
5

0‘ x

-o.5—

-1 r xx
*‘-“*

-1.6— .....N
-2 — ------------- __'--+

-2.5 ­

_3 n 1 1 l l

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
dll. de extracto

callas '+" brotes + holas

vt: títulm del virus tratado.
vc: titula del virus contrml

'90



3.2- Ensayos de actividad antiviral en plantas de paraiso

crecidas en presencia de luz o en oscuridad.

Lun el objeto de obtener material vegetal en el mismo

estadia del desarrollo pero con diíerencias en su piomentacien.

se hicieron qerminar semillas de Nelia azedarach L. en presencia

de lux n en oscuridad.(Las plantas crecidas en ausencia de luz.

careciornn de pigmentación).

Luene de 20 dias de germinadas las plantulas. se realizaron

los extractos crudos y 'se comparo la actividad de ambos

materiales por pretratamiento de celulas Vero contra la infección

con VHV.Los sobrenadantes de los cultivos tratados e infectados.

ee rosnrharon a las 24 horas p.i., se titularon por plaqueo. v se

determtuh el rendimiento con respecto a un control de VSVtratado

con HHHúnicamente durante todo el ensayo.

Lun resultados de la figura 13 muestran que los extractos de

plantan crecidas tanto en presencia de luz comoen la oscuridad,

muestran la misma cinetica de inhibición de la replicación de VSV

en forma dependiente de la concentracion de extracto.

ketes resultados demuestran que la produccion de meliacina

en la planta de paraiso, no estaria relacionada con la capacidad

fotosíntetica de la misma. En cambio podria depender de aldún

proceso relacionado con el estadio de desarrollo de los tejidos.

que no en lleva a cabo en los tejidos indiferenciados.
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3.3- Actividad antiviral comparativa en material vegetal de

diferentes origenes.

Por un lado se pudo demostrar la capacidad de Alternaria

alternafn de producir un antiviral que es exportado al medio
extracrlular.

Se podria plantear entonces la posibilidad de que una ve:

alojado el hongo en el interior de la planta, produjera el
antivirnl el cual seria translocado a los diferentes tejidos del

huésped.

Por otra parte los resultados de los ensayos anteriores

indican que las hojas y brotes diferenciados de la planta, poseen

actividad antiviral mientras que los callos indiferenciados noL.
hn alaunos casos el desarrollo de los endofitos se encuentra

favorecido en los tejidos jovenes de la planta, mientras que en

otros casos la colonización ocurre en los tejidos ya
difernnciados.

Lun el objeto de completar y ampliar los resultados

obtenidos en el punto 3.1 , se determine comparativamente 1a

actividad de los cultivos in-vitro de celulas en suspension,

calles v brotes de paraiso, asi como también de hojas v yemas

lateralus de la planta. Paralelamente se realizo el aislamiento

de endolitos a partir de cada uno de los materiales ensavados.

Cabe inhalar que para el caso de los materiales cultivados in­

vitro no se realizo la esterilización superficial, ya que estos
cultivos se obtuvieron en condiciones de esterilidad.
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Actividad antiviral comparativa de meliacina en hojas de
endofitos y material cultivado in vitro.

HATFHÍHI CONCENTRACION a MCFIVIDAD A. ESPECIFICA ENDÜFIIUS
(gr/m1) DEBO/m1 DESU/qr

bFÜTPS 0,17 E7 158,8 _
hrutw? 0,33 40 121,2 "
hrotm: 1 51,6 51.6 o
brnLnu 0.25 25 100 ­

('ta .l l 1.)". 0 , .1 7 10 ‘­
ca 1 | (1.:; 1 <1 10 ­
calloü 1 10 ­

célula; b ND 10
SCJÍJFt-‘JH«(flan to ND 10
rélulam ND 10
sobrcnadante ND 10
célula7 ND 10 ­
sobronadante ND 10

hoj a a"; (.3 rdes 0 _.5 bt: 1 J.Si +
hoja? vordes 0,055 8,6 156,4 +

yemac 1atorales 0.105 14 NH
yemamlaterales 0,115 28,2 NH

a- Poco fresco de material por unidad de volumen do extracto.
b—Se utilizaron 2 volúmenes de buffer por volumen de células. El

sobrenadante se ensayo tal cual.
ND: Hu dntorminado.
NH: Ho hocho.

Para el ensayo comparativo de actividad antiviral, las

monucanas de células Vero, crecidas en microplacas de 96

pocijlns. se pretrataron por triplicado durante 2 horas, con
diípronlos dilucionos de cada extracto o con MEMunicamente como

control­

Lucuo del pretratamiento los cultivos se infoctaron con 1000

UFP dm VHVy después do 1a hora de adsorción se cubrieron con MEM
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EZ. H las 24 horas p.i., se observo el efecto citopatico

producido por el virus en los cultivos tratados e infectados y se

rumpAIh con el control de virus.

Homo se observa en la tabla 7,_so]o los brotes poseen una

actividad comparable a la de los extractos de hojas. Nuevamente

los nutractos de callos y celulas cultivadas en suspension no
presentaron actividad, asi comotampoco los sobrenadantes de

cultivo de estas últimas.

n pesar de que las yemas que poseen un tejido indiferenciado

comparable a1 de los callos, tienen una actividad comparable a la
de las hojas, no se puede descartar la posible influencia del

estadio de desarrollo celular sobre 1a produccion de meliacina.

Existen evidencias previas de aislamiento de la actividad

antiviral a partir de raices del arbol de paraiso (85). De este

modo.el antiviral podria producirse en los tejidos desarrollados

y translncarse posteriormente al resto de la planta.

3.4- Estacionalidad de la actividad de meliacina.

tu los resultados expuestos anteriormente en el punto 1.4 se

obscrwú un aumento en 1a frecuencia de aislamiento de endofitos

en la epoca de otoño.

Don el objeto de estudiar si la actividad de meliacina

aislada a partir de las hojas de paraiso estaba relacionada con

la frecuencia de aparicion de honoos, se realizaron en paralelo a

los aislamientos de endofitos, los extractos crudos de los mismos

materiales vegetales.
Se midió la actividad antiviral de cada extracto por

pretralamiento de celulas Vero durante 2 horas a 37 UCantes de

la infeccion con el virus. nl cabo de dicho tiempo, los cultivos

se inmcularon con 1000 UFP de VSV, y lueoo de la adsorción se



cubriwlnn con medio de mantenimiento. A las 24 horas p.i., se

opbsorvñ el efecto citopatico producido por el virus en Jos

culttVHs tratados, el cual se comparó con el que produce VSV en

el cultivo control que fue tratado con medio de cultivo durante

todo r] ensayo.

Dv nste modo, comose indica en la Tiqura 14. la actividad

de los extractos se mantuvo siempre dentro del mismo orden,

independientemente de la epoca de recolección de las hojas.

Cahr señalar que si se comparan los resultados de los

aislamientos de endofitos obtenidos en los distintos meses (datos

do la rinura 4) con 1a actividad de las mismas muestras. se

observa que el orado de colonización de las hojas no influye

sohrn la actividad de meliacina, ya que los extractos de

noviumhrn v diciembre resultaron activos a pesar de 1a ausencia

de mudo {1'tos.
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3.5- Diferencias entre las actividades de meliacina y el

antiviral producido por M2003.

3.5.1- Inducción del estado antiviral:

En trabajos anteriores se pudo determinar que el tratamiento

de la? celulas con meliacina, antes del agreqado del virus,
indure un estos cultivos un estado refractario a la infoccidn con

V3? (4).

Und” esta particularidad de meliacina se realizo un ensayo

comparativoentre la actividad antiviral inducida por el extracto

de hoine de paraiso y la actividad producida por NEOUEpor

tratamiunto de las celulas antes y despues de la infeccion con
VRV.

Para este ensayo se utilizaron ambos "xtractoe en una
_ '.'.‘concentracion do 1,85 10 qr/ml de extracto crudo. Se

realit run por separado dos series de tratamientos:
“uretratamiento de las celulas durante 2 horas antes de la

ilrferw'ifun y

“hurt-tratamiento de los cultivos infectados lueoo de la

adenrriñn viral.

la; celulas se infectaron con 1000 UFP de VSV. M las 2

horse p.i. se titulo el rendimiento de cada ensayo v se comparo

con nl titulo del control correspondiente, que fue tratado con

MEM?ï únicamente.

Imp resultados de la tabla b muestran que a diferencia de

MÜIiGLÍHd que resulto activa tïnto por pre como por post­

tratamiwnto, el extracto de M2003 solo actúa por post­

trataminnto.
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Actividad antiviral comparativa de meliacina y M2003.

1 :TRATAMIENTU : MELIACINH : NHUUS I
:INI‘II‘Jll)nl) l : : :
:nHIÍUIRAL: :pretratamiento l 2 I U 2

5 :poFtwtratamiento l 2,18 2 2.20 l'I t II] V'l‘/ VC

wi: rnndimionto del viruo tratado con ol extracto.
vc: rendimiento del virus no tratado (control).

3.5.2- Actividad de meliacina en presencia de 5 - fluoruracilo

(5—FU)

Kw conocia que la actividad de meliacina podia ser

antanonirada por el agregado de actinomicina D. Este reoultado

indiru que es necesaria la sintesis de RNA celular para la

induruiün del estado antiviral(4).
Hu intento determinar entonces si la actividad de meliacina

se encüntraba afectada también por el agregado de EWFU.inhibidor

del motabolismo de los acidos nucleicos, que inhibe también la

sinima a de DNAcelular.

La actividad de meliacina se ensayo por postrtratamiento

contra FrV (27) cuya replicación, de acuerdo con datoe previos .

no su nncuentra afectada en presencia de ÜWFU(7).En este caso ,

e] nu¡nnado de la máxima concentracion no tóxica de auFU no

modirirn el rendimiento de PrV.

Lun este objeto, las células se incubaron durante 24 horas

con daiürentes concentraciones de 5-FU y E ug/ml de timidina (7).

Sn dnucarto el medio v se realizó la infección con una

multiplicidad de 1 UFP/celula de PrV. Luedo de la adsorción se

C) (1))
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Actividad de meliacina en presencia de 5-FU.

95R + enla dll 1/10
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0 5 10 16 20 26 30

5-FU (microgr/ ml)

R+=Sa midierun las reapueatas poüitivas (prmtecciún) acumuladas
cuandm laa Célulag fueran tratadafi con una dilución 1/10 de
meliacina ENpresencia de distintag concentracionea de 5 FU.
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anredn el medio de cultivo conteniendo distintas diluciones de

melincina (por cuadruplicado) para cada tratamiento con bmFU.

n las HHhs p.i., se observaron las monocapas y se compararon con

una titulación control de actividad de meliacina.

En la figura 15 se observa que el porcentaje de cultivos

protegidos (respuestas positivas = H+), disminuyó en forma

dependiente de la concentración de b-FUutilizada.

Una concentración de 20 ug/ml de 5-FU alcanza para inhibir

completamente la actividad de meliacina. Estos resultados

con1irmarian las evidencias anteriormente citadas, que demuestran

que meliacina requiere de un metabolismo celular activo para

ejeucer su acción antiviral.

3.5.3- Actividad antiviral comparativa de meliacina y el extracto

de M2003en presencia o ausencia de 5-FU.

n fin de analizar la posible influencia del S-FU sobre el

principio antiviral obtenido a partir de “2003 , se trataron

celulas Vero con medio de cultivo (MEM21 conteniendo 20 ug/ml

de BMFUo MEMEZ unicamente , durante 24 horas a 37 0C. Se elioió

esta concentración de fi-FU ya que era la que inhibia por completo

la actividad de meliacina (figura 15).

m1 cabo de dicho tiempo. los cultivos se infectaron con una

multiplicidad de 1 UFP/celula de PrV y lueoo de la adsorción los

cultivos se cubrieron con MEMEZ o MEM 2% conteniendo una

diluriün 1/10 de meliacina o del extracto de “2003.

n las 2 horas p.i., se cosechó el virus intra v

extracelular y se determinó el rendimiento para los cultivos

tratados con: extracto + 5-FU, extracto solo, b-FU solo. y MEM2%

(control de titulación de PrV).
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Actividad comparativa de M2003 y meliacina en
presencia D ausencia de S-FU.

lnhlblclon del tltulo de ülrue (95)
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FU: Ü flumruracilm (20 uq/ml).
Ma: mü11aüina (dilUCiÓÜ 1/10).
HEÜOE:diluciún 1/l0 de extractm cruda.



tu: datos presentados en 1a fioura 16, indican que la accion

antiviral de meliacina disminuyo un BOXcuando las celulas se

tlatarün previamente con 5—FU,mientras que la actividad del

exinnulu de HEUUEno se vio afectada por- el aorogado del

Í.III‘IÍ|"1IÍ1I"II.

3.6- Purificación parcial en paralelo de los compuestos con

actividad antiviral producidos por M2003 y Melia

azedarach L.

3.6.1- Material de partida

Uv resolvió utilizar el mismo esquema de purificación

parcial nara ambos antivirales, con el objeto de obtener

Trancjwnrs activas a partir de los extractos crudos de M2003 y

Melia asadarach L. y poder realixar un estudio comparativo de las

mismne

Para ello se partio en ambos casos de un extracto crudo en

En el caso de meliacina, se resuspendio un extracto

liofiliïado en aqua bidestilada, en una proporcion de 0,2 or de

liofilizado/ml, v se lo clarifico por centrifuoacion.
Por otro lado se utilizo un cultivo de HEÜÚE crecido

durante Y dias en medio liquido de Clapekmbox.

n partir de ambosmateriales se separo una alícuota nara

medir actividad antiviral , y el resto se conservo para el

siouiente paso de purificación.

3.6.2- Extraccion con acetato de etilo.

un realizo una extraccion volumen a volumen con acetato de

nn 'uetilo u partir de ambosmateriales acuosos. La fase acuosa s.
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descarto, mientras que la fase organica se evaporo a sequedad y

se conservo a —20OC. Una alícuota de cada material extraido, se

resuenendio en PESpara la determinacion de actividad antiviral.

tomo se observa en el esquema de la figura 17, tanto el

antjxdr l] presento en los extractos de hojas comoel que produce

el hondo, mostraron afinidad por el solvente utilizado.

De este modo, como hasta este punto no se encontraron

diferencias en el comportamiento quimico de ambos compuestos, se

procediú a separar ambas fracciones orgánicas por cromatografía

en columna de silica gel.

3.6.3- Cromatografía en columnade silica gel.

hl material xtraido con acetato de etilo, se evaporo a

sequedad y se resuspendio en un minimo volumen del mismo

solvente, a fin de sembrar el material en el tope de una columna

de sllica gel. La elucibn de la columna se llevo a cabo con

mezclas de cloroformozmetanol en diferentes proporciones.

n partir de .ste punto se pudo observar una diferencia entre

ambos antivirales. Comose indica en el esquema de la fioura 17,

la fraccion activa del extracto de meliacina se obtuvo en la

fraccion que eluyo con una mezcla de cloroformo:metanol 95:5,

mientnas que la fraccion activa del hondo, eluyo con una mezcla

correspondiente a 90:10, de mayor polaridad que la utilizada para
la elurinn de meliacina.

3.6.4- Cromatografía en capa delgada de silica gel.

Las fracciones eluidas de la columna, se concentraron diez

veces por evaporación, y se cromatografiaron por separado en una

placa de silica oel.

Lu fotos de la fiqura lB , muestran claramente que los
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patronns de corrida de los compuestos eluidos, obtenidos a bartir

del extlacto de hojas de paraiso (18.a) y del cultivo de HEUUE
(18.hl. son diferentes.

[un resultados muestran que a partir de la purificación de

moliacina. se obtuvo una banda con rf= 0,33, correspondiente a la

banda activa obtenida en trabajos anteriores (1). tn cambio la

fraccion purificada del extracto de “2003, mostro una banda de

rfT 0.5%. tal comose habia determinado anteriormente en un

trahain nreliminar sobre la purificación del compuestoactivo de

HEUU? (1h).

Por otro lado la composicion quimica de meliacina dio un 861

de aminoácidos (1), mientras que la del extracto purificado de

M2005 ¡ue entre 4 v 7X (4a).

3.6.5- Actividad antiviral y toxicidad de la fraccion purificada
de M2003.

H nartir del material eluido de la columnade silica. se

reunieron y evaporaron las fracciones activas del extracto de

M2005. tato material se resuspondió en acetato de etilo v se

semhrn un una capa delgada de silica a fin de separar las

difernntüe bandas por cromatoqrafia.

lau bandas se detectaron por revelado con una mexcla de

otannl:árido sulfúrico 95:5, y se levantaron con una espátula a

partir du la placa. Cada banda fue eluida por separado con

acetato de etilo, y el material se conservo para determinar su
actividad.

¿r encontro que la banda de rf=0,55nü,ó, fue capaz de

producir una inhibición de 2 logaritmos en el rendimiento del

virus “RV. por tratamiento de los cultivos infectados con una

Concentración de 0.2 mq/ml de dicho material purificado. Esta

1 (_')Ei
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HC) resultó tóxica para
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FRACCION PARCIALHENIE

FlUUHH L7:

Esquema comparativo de obtención de
semipurificado de M2003y Melia azedarach L.

l EXÏRACÏÜCRUDU {Material ¡Actividad especifita:

l l I l BESO/gr l

I : :Heliacina: 2.58E404 :

l i ¡H2003 l B.97E+04 l

I V 2 l l

1 ACEIAID DE EÏILO I I I

1 l :Heliacina: 2.34E406 :

l 1 :HZOOS 1 1.41E+06 l

l V l I I

l CRDHAIOERAFIA EN COLUMNA I l l

l DE SILlCA-GEL I l 3

l FRACCION: l l 1

Z heliacina H2003 Cloroíorno:Hetanul l l l

l - - 100:0 2 l I

i - - 97:3 2 2 I

: * - 95:5-------------------------- -->:Heliacina: 1.33E*0bZ
: NH - 93:7 2 I l

l - + 90:10 >IH2003 l 9.20E+G4 2

: NH - 87:13 l

2 - - 85:15 I

Z V l

i CRÜHAIOBRAFIA EN PLACA l

l DELGADA (TLC) 2

l Heliacina H2003 l

1 Rf 0.33 0.55 l l

FURlFlCADA
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51-13.9516.

Cromatografía en capa delgada de las fracciones
eluidas de la columna de silica gel de M2003y Melia
azedarach L.

Fotu 18.a: Melia azedarach L

Clormformo:metanúl

16- 97:3
11- 95:5 (DE50/m1 :160)
12?.w 95:5
13“ 95:5 (DEBO/m1 :640)
14w 95:5
15* 95:5 (DE50/ml kEEO)
1&* 95:5
17m 95:5 (DE50im1 fió40)
18m 95:5
19" 95:5 (DE50/m1 :227)
20- 95:5
21W 90:10 (DE50/ml :28)
22" 96:10
23- 90:10 (0550/m1 :283
24- 90:10
E5" 96:10 (DE5Ü/m1 z48)
26m 90:10

Solvente de CDrFida: Cloroformo:metanol 90:10
Revelador: ácido sulfúrico 5%en etanol
rf banda activa: O,34—O,36.
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PARTE IV

4- BUSQUEDA DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL EN HÜNGDS DEL GENERO

ALTERNARIA AISLADÜS DE DISTINTAS FUENTES.

Ya am intrmdujo en este trabajo el fanbmmnmde la prmducción

»umlitma fúngicma, especificas de la relación que las

.ablücen cmn la planta hügpedante.

intentú dmtmrminar mntoncaa, si la prmducciún de la

antiviral eva “ecifica de 195 aiglamiantmg de

Altürnarja« thenidmg de hmjas de waraigm, m pudia gar una

prmpjmdüfl de laa camas de este ganara.

han Efitü objütu se repicaron aislamientos de Alternarja

mhtwnidr a partir de difmrmntas gustwatmfi, ima cualmg fuevon

SElQECiÜHüÜÜfidw amumrdm al F01 ecológica que al hmngm cumple en

cafla una da 911m5.

H< da lmg aislamientms, MWIII y HWIV, EH mhtuvieron a

manzana, fruta en mi cual el hmngw cumple un papelpartir
patüqúnicmu

Lc aislamientma S y P, prmcmdian de mueatrag de suela y

hmjar¿ a, en lafi cualüü el hüngmse desarrolla como 5aprüfitm.

Pmr último 5m mligimrmn otroa aislamientos donde Alternarja

cumm endmfito En la planta hmspmdante: Baccharjiaparfi

amridirulja, Juncus 5p. y Melia axefiarach L.

LÜE repiqueg de ügxag cepaa cveciaron sabre agarwmalta

durxmtm 15 dias a tempmratura ambiente mn la oscuridad.

Ml camu de age periodo 55 realizaran lag axtwacciones da 105

aiglamiüntmü cmn metanml y Clarofurmm. Cada fracciün extraída se

evapurm a üequwdad.

fracción ae dividió mndaa alicutmtag. Una de ellcm,
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resuspendida en PES, se utilizo para el ensayo de actividad

antiviral. y la otra se resuspendio en cloroformo y se analizó

por cromatografía en capa delqada.

La tabla 9 muestra que se detecto actividad antiviral en

todas las cepas. Sin embargo debe destacarse que la actividad de

alnunuw Ho los aislamientos resulto considerablemente elevada.

tn particular dichos cultivos correspondieron a los hondos

aislado: a partir de Baccharis, JUÜLUSy Alternarja, en los

cuales el honqo fue aislado comoendofito.

'ó de AlternarjaIl ejemplo mas claro es el de la cepa B

altarnala. cuya actividad fue aproximadamente 100 veces mayor que

Ja dv 'us aislamientos de suelo, manzana e incluso algunos de los

de palaiso.

bl mismo fenomeno se repite con la cepa M2002, obtenida

durantu el primer aislamiento de este trabajo, y que fue

previamente identificada comocepa altamente productora.

Cape mencionar que en un ensayo previo, no se encontro

actividad en dos cepas patógenas de Alternarja, aisladas de

limon v manzana .

Fi patron de los productos extraídos a partir de las

distintas cepas, muestra la producción de algunos metabolitos

comunes a todos los aislamientos del genero.

Fn la foto de la figura 19.a se observa que todas las

cepas producen alternariol metil eter y la mayoria también

alternariol, por comparacion con una mexcla patron de ambas

toxinas. Los datos del rf observados para estos compuestos

coinciden con los descriptos en la literatura (69), (70).

La presencia del antiviral se puede evaluar con mayor

preui inn en las cromatografias que fueron reveladas con

etanol:hcido suliúrico y con cloruro ferrico (fotos 19.b y 19.c

respertivamente). En el primer caso se revelan componentes
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nrnhnirnw de la muestra ; en el seoundo , se manifiestan

fundamnnlnlmente fenoles y derivados fenolicos. La mezcla de

cloroformosolventes empleada en ambas cromatografias fue

:acetona 88:12 de manera tal de impedir la migracion del acido

tenuaïonlco. único metabolito ya descripto en Alternarja con
actividad antiviral.

TQHIH 9:

Actividad antiviral de cepas de Alternaria de diferentes
origenes.

I EEPH ORIGEN ACTIVIDAD BANDA rf BANDA rf
l ANTIVIRAL 0,?3 fi 0.?7-0.?9 fl
I DESÚ/ml

l P suelo 33,33 +
t H suelo “8,28
l H III manzana 113.14 +
I H-IV manrana 95,16 i
3 Vló Eaccharis 22.,27 +
f ‘” Haccharis 5120 I
Y Juncus 2152,4 + |
l Melia 3620,4 +
l Melia 95,14 +
2 Melia 67,27 + +

H Ver cromatografía de la figura 19.b

Los patrones que corresponden a una fraccion or-viamonte

puriricada por cromatoorafia en capa delgada del extracto de

M2003. muestran bandas cuyos valores de rf corresponden a: 0.33:

0,ï7«0.w9: 0,54 y 0,63 por revelado con etanol:acido sulfúrico

(fotwi L?.|3).

La única banda que se reveló con cloruro ferrico es la que

corroïpondo a un rf= 0,23 (foto 19.:).
rme observa que los aislamientos P, Jlfió, H2003 y “2031

prespntan la banda de 0,23 (calles l, 10 y 14
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respectivamente), mientras que en todos los demas (salvo S v P,

calleñ l y 2) se observa la banda de 0,27m0,29 (foto 19.b).

Es interesante destacar que todos aquellos aislamientos .

independientemente de la fuente de orioen , que presentan una

actividad mayor que 100 DE50/ml ( H III , C16 , 9336 . Jlñó y

M2002): evidencian una banda con un rf 0,27-0,29 común con el

control del extracto de M2003(calle 11 foto 19.b) v con una

fraccion previamente purificada de “2005 (calle 5 ,foto 19.b).

Dado une la mezcla de solventes utilizada en este caso

(clorolormo:acetona 88:12 'tiene una menor polaridad respecto de

cloroiormozmetanol 90:10 , es posible inferir que la banda

correspondiente a la actividad de la de la cepa testeada . asi
como la de M2003, presentan un rf menor. En efecto , la foto de

la fiuura 20 muestra una cromatoorafia en capa delgada de silica

realizada con cloroiormo:metanol 90:10 ,en la cual se observa que

el aislamiento de B33 (de mayoractividad antiviral) presenta

una banda considerable a la altura de 0,49-0,ól , que coincide ,

no ÉÜJO con el control de “2003 . sino también con los

aielaminntos antes mencionados (calles 2 ,4 , 3 y 8).
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Cromatografía en capa delgada de 105 extractos de
Alternaria de diferentes origenes

fotm igua:

3m M III
M IV
banda activa M2903

iml y altürfiariml metil étürpatrún altfirnax
J l 55:)

r

>­

x x xx

patrón: banda activa MÉÜÜE
M2002

alkrmrloï me“ ¿Ter

dkflmrbt

x

Havelado: lux UVcercana
Smlvemte: clürofürmmzacetüna 85:12
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fütü 1?.b

1m P
E" S
3m M III
4m M IV
5m banda activa MEÜÜE
6m patrün alternarial y alternariül metil Éter
?w Jlñü

llw patrón: banda activa M2003
le M2002
13M M2 w.
14" M203

Reveladm: ácida sulfúrica EZ an etanol
Salvente: cloroformo:acetona 88:12

11'55!

i



fütü 19.C

l“ P
2M B
3m H III
4m M IV
5m banda activa M2003
3m patrmn alternariol y alternariol metil éter

H Lc .. ..':

patrón= banda activa MÉÜÜE
M2002

C223

,...‘ "l.Hevaladü: Cloruro férrico M“
Balventez Clrüfürmasacetüna 88:12

l 1€":



-----h--I

1" S
2m H III
3“ Jlfié
4“ Cló
J" banüa
¿— 833á
7“ NEÜÜ3
3m N200?
9m “2025

Revelaüo:
Smlwente:

Cromatografía en capa delgada de los
Alternaria de diferentes orígenes

a c1“ 1'v a ¡‘ÏÉÚÜB

áciüm sulfúrico 52 en efanol
c10rmfmrmo:metan01 ?Ü:1Ü

extractos de
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