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ABSTRACT

The biocontroler activity of the extracts from Caiphora andina (PA) M-17 and a saponin isolated from the skin of
Chenopodium quinoa Wild. (M-16) were assessed. The decreasing in the rate of growth of the fungal phytopathogen
during 12 days was used as indicator of the biocontroler activity of the plant extract. The biocontroler activity was
compared against the synthetic fungicide Sistane used as positive control at 1 mL/L. The M-16 showed an inhibition
of 42% of the Aspergillus flavus. When the plant extracts M-16 and M-17 were used against Ulocladium spp an
inhibition of 35% and 36% was achieved respectively. Fusarium spp was susceptible in 47%. Aspergillus flavus was
inhibited in 42% during 4 days by saponin M-16. Thus, this research shows the potential use of plant extracts
including saponins as controler agents of phytopathogenic fungi.
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RESUMEN

Se evalué la actividad biocontroladora de extractos concentrados de Caiphora andina (PA) M-17y el concentrado
de saponina asilado de la cascara de Chenopodium quinoa Wild. (M-16). La disminucién de la velocidad de
crecimiento del hongo fitopatégeno durante 12 dias fue utilizado como pardmetro de medicién para determinar la
actividad biontroladora de los extractos de plantas. El fungicida sintético Sistane a 1mL/L de concentracién fue
empleado como control positivo. El extracto M-16 presento una inhibiciéon de 42 % sobre Aspergillus flavus.
Ulocladium spp. fue inhibido en un 35 % con el extracto M-16 y 36 % con el extracto M-17. Fusarium spp. fue
inhibido en un 47 %. Las saponinas, M-16 inhiben se en un 42 % a la cepa Aspergillus flavus a los 4 dias iniciales
del experimento. Estos resultados muestran un potencial empleo de estas plantas incluyendo las saponinas como
agentes controladores de hongos fitopatégenos.

INTRODUCCION

Los cultivos plantas son atacados por muchas enfermedades y plagas, siendo uno de los agentes principales los
hongos que se aprovechan de las plantas para satisfacer sus demandas nutricionales. El hecho de que la enfermedad
no se presente en grandes masas hace que pierda espectacularidad y no tiene la importancia que merece.

En el dltimo siglo el uso indiscriminado de productos quimicos como pesticidas produjo un desequilibrio, afectando
indirectamente a animales y en forma directa a las personas, pero eso no se evidencio sino afios después teniendo que
muchos de estos pesticidas ser retirados del mercado tal es el ejemplo del DDT.?

El cultivo ecolégico tomo gran importancia en estos ultimos tiempos, tanto para el consumo interno y mas para la
exportacién. Siendo que este tipo de productos ecolégicos tiene un valor agregado al momento de ser comercializado
en el mercado exterior. ¥

La quinua fue considerada muchas veces como una planta de limitado potencial agrondémico y comercial por el bajo
rendimiento. No obstante, el drea sembrada con quinua ha aumentado a un promedio anual de 34 por ciento desde
1979. ¥ Al ser la quinua, una planta tipica de nuestra zona andina, presenta una mayor distribucién, en cuanto a
diversidad de formas de genotipos y de progenitores silvestres, en la actualidad tiene una distribucién a nivel
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mundial. Este cultivo era de rentable en su produccidén, sin uso de fertilizantes ni pesticidas, asi mismo por la gran
adaptacién a diferentes condiciones agrocliméticas, constituyé un producto de facil eleccidn para los requerimientos
de los consumidores de productos naturales, sanos y nutritivos. La quinua al igual que otras especies del mismo
género, alcanzan ahora un gran valor comercial por sus caracteristicas nutricionales, es asi que la quinua
(Chenopodium quinoa), la cafithua (Chenopodium pallidicaule y el amaranto (Amaranthus caudatus) son granos
andinos que se caracterizan por contener proteinas de alto valor biol6gico (aminodcidos esenciales disponibles al
organismo animal para satisfacer su requerimiento durante una situacién biolégica) y valor nutricional (aminodcidos
para sintesis de proteinas totales juntamente con otros nutrientes).”

Existen instituciones en Bolivia como ser PROINPA, PROBIOMA, Probiotec, Biotop que estan introduciendo al
mercado, productos basados en esporas liofilizadas de hongos antagénicos aplicadas a plantas que son afectadas por
plagas que atacan a los sembradios de nuestro pais, causando una importante y favorable ayuda para la produccién
agroecoldgica. Se tiene conocimiento de las plagas y enfermedades que atacan a la quinua entre los que podemos
mencionar las plagas de insectos a los cortadores de plantas o gusanos de tierra (Capitarsia turbata), del follaje y
granos (Eurysacca melanocampta); entre las enfermedades tenemos al mildiu (Peronospora farinosa), podredumbre
marrén del tallo (Phoma exigua var fobeata), mancha foliar (Achomycota hyalapospor), mancha ojival del tallo
(Phoma sp). Los tnicos datos que se tienen para combatir el mildiu es el mejoramiento genético de las diferentes
variedades de quinua, muchos con existo como el tipo Sajama, pero otros no por las condiciones del terreno y las
climaticas.®

La tuna (Opuntia ficus-indica) es una planta que produce frutos comestibles de agradable placer se adapta a las
condiciones 4ridas y semidridas lo cual facilita el crecimiento y produccién en zonas donde caida de lluvia es muy
poca o solo se presenta en determinadas fechas del afio.” Son ampliamente utilizadas en alimento humano. ® Entre las
enfermedades se han detectado ataques muy severos a la roya de la tuna. Asi mismo se ha determinado la presencia
de Cercospora sp., Phytophthora sp. y pudriciones de origen bacteriano en las pencas.

En el afio 2008 la produccién de tuna (Opuntia ficus-indica) tuvo una caida en cuando a la produccién y muchos de
los productores, sufrieron grandes pérdidas, debido a la infestacién de sus cultivos por hogos patégenos. No se
hicieron estudios previo en Bolivia sobre qué tipos de enfermedades atacan a la tuna, la extrafia enfermedad empieza
de forma mucoide expulsando un exudado hacia el exterior para luego secarse y necrosarse esto va agravando y
marchitando a la penca de la tuna. © Se necesita incrementar la bisqueda de alternativas de tratamiento fitosanitario
no contaminante.

La Castafia, Castanea sativa Miller, el café sin tostar y la quinua lideran las exportaciones hacia Alemania. '” Sin
embargo el problema de almacenamiento influye negativamente en los controles de calidad para la exportacién de
este producto, por lo que se necesita buscar un producto que ayude a la conservacién del mismo en el
almacenamiento antes de la exportacién.

Actualmente la necesidad de encontrar otras alternativas apara el tratamiento de estas enfermedades se estda
desarrollando en muchos paises, algunos como Dinamarca ha bajado su consumo de pesticidas, en América Latina,
Cuba es uno de los paises donde se trabaja con mucho éxito en la busquedad de nuevos biocontroladores. ' El uso
de biocontroladores se empezé a estudiar como una forma novedosa de control de enfermedades con el uso de
hongos trabajo realizado especialmente en Cuba ©, el uso de Trichoderma para combatir otros hongos ' o el uso de
campos magnéticos para el mayor crecimiento de este hongo.

En Bolivia el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas dependiente de la Universidad Mayor de San Andrés
desde el afio 2000 comenz6 con una linea de trabajo en la busqueda y produccién de biocontroladores de
microorganismos con actividad biolégica inhibitoria de fitopatégenos de importancia tanto agricola como econémica
para nuestro pais, a partir del afio 2007 el Instituto de Investigaciones en Productos Naturales se incorpora en la
bisqueda de bicontroladores pero a partir de productos naturales aislados de plantas y especies liquenicas. Se
estudiaron especificamente el control de fitopatégenos de la haba y de la papa, a través del screening de los hongos
del cepario del L.LILF.B. y especies vegetales seleccionadas por quimiotaxonomia, con posible actividad biolégica
contra estos patégenos aHas

RESULTADOS, DISCUSION

De las muestras infectadas, colectadas de la hoja de quinua, penca de tuna y castafia. Utilizando los medios de cultivo
a adecuados para cada muestra se trabajaron con los hongos aislados para cada especie (Tabla 1)

En los cultivos de quinua el microorganismo patdgeno aislado es P. farinosa, este es considerado un parasito
obligado."® "” Principal causante del mildiu "® del cultivo de quinua, causa por la cual no se puede realizar
trabajos in vitro. P. Farinosa ha sido detectada en cultivos de quinua en zonas geogréficas donde muestra una muy
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buena adaptacién del patégeno. El desarrollo del mildiu se produce en las épocas lluviosas, en el altiplano sur, donde
la precipitacién fluvial es baja no se presenta. ' Sin embargo se aislé otro hongo que es Ulocladium spp. Que a
pesar de ser un hogo saprofito, (al momento del aislamiento este hongo se encontraba invadiendo a la hoja de forma
sapréfita y no produjo dafio al realizar los postulados de koch modificados); se eligié para el trabajo, por la
naturaleza de los extractos vegetales, ya que nos permitird seguir y verificar la relacién entre las saponinas
producidas por la planta y los microorganismos que habitan en la misma.

De las especie Opuntia ficus-Indica se asilé el hongo patégeno principal, identificado como Fusarium spp. La
presencia de este hongo identificado por su morfologia y la presencia de microconidios y macroconidios®” la forma
de crecimiento muestra, que al los primeros dias de crecimiento no presenta color, pero al parar el tiempo de
incubaci6n va cambiando el color a un rojo-carmin o violeta *" como agente causal de la enfermedad necrosante en
la penca de tuna, ya fue descrito. **

De los hongos aislados de la muestra de castafia, Castanea sativa Miller, no podriamos afirmar que las cepas
Aspergillus flavus y Aspergillus niger sean patégenos en si, del fruto por qué no producen enfermedad alguna, pero al
ser estos saprofitos muy agresivos crecen en cualquier superficie donde la humedad sea propicio. Ambos producen
micotoxinas, especialmente A. flavus que produce aflatoxinas * % y es un problema para cumplir con los requisitos
de exportacién ya que la concentracién permitida de aflatoxinas no deben mayores a 15 ppb de aflatoxina total segtin
el Codex Alimentarius y limita su presencia en manies Estados Unidos de Norte América, permite un maximo de 20
ppb de aflatoxina total. La Unién Europea ha establecido el limite de 2 ppb para aflatoxina B1 y 4 ppb para
aflatoxina total en nuez procesada *

Tabla 1. Hongos de trabajo aislados de la quinua, tuna y castaiia con sus respectivos

codigos
Tabla 1
Codigo de Especimen Identificacion de la
cepa cepa
Bol-RT-1 Tuna (Opuntia ficus Fusarium spp.
Indica)
Bol-RQ-2 Quinua *Ulocladium ssp
(Chenopodium
quinoa Wild)
Bol-JR-1 Castana( Castanea **Aspergillus flavus
sativa Miller)

*Hongo saprofito de Chenopodium quinoa.
**Hongo saprdfito de fruto de Castanea sativa, productor de Aflatoxinas

Obtencion de Extractos Vegetales

Las muestras vegetales fueron colectadas en la provincia Camacho, Localidad de Carabuco, Comunidad de
Ollajsantia a 3800msnm (JV-M-16, Concentrado-Saponinas) y en la La Cumbre a una altura de 4200 msnm.
Caiphora andina (JV-M-17). 500 g de los residuos (cascara) de Chenopodum quinoa (JV-M-16)fue secada y
molida, posteriormente se realizé su pre-tratamiento con solventes de baja polaridad (Eter de Petroleo 20-40°C),
luego se someti6 a una extraccién solido- liquido con mezclas de agua-etanol, por 24Hrs., por triplicado.
Obteniéndose un extracto de color amarillo. El extracto concentrado se re-cristalizé en una mezcla de metanol-
acetato de etilo-cloroformo, obteniéndose un precipitado un sélido. El sélido fue analizado con patrones por CCF y
por espectroscopia. Luego del andlisis de los resultados se vio que se trata de una mezcla de dos moléculas de
triterpenos glicosilados. 800g de Caiphora andina (JV-M-17) fueron procesados en una extraccién solido-liquido en
solvente acuso-metandlico (PA 50/50), por 24 Hrs. en triplicado. Ambos extractos fueron posteriormente
concentrado y secado, para su evaluacién de actividad microbiolégica.

Dilucion en placa e inhibicion con extractos de vegetales

Se seleccionaron solo las cepas que se consideraron potencialmente patogenias cepas Bol TR-1, JR-1, y la cepa Bol
RQ-2; Tabla 1. Los extractos de plantas fueron seleccionados de un trabajo previo de screening. ®® De los cuales se
escogieron trabajar con las muestras que M-16 y M-17.

En las pruebas antiftingicas, con la cepa Bol RT-1 y las muestras 16 y 17 usando como control positivo Sistane
(Myclobutanil + azufre) un antifingico sintético a una concentraciéon de 1 mL/L, las muestras 16 y 17 de
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concentraciéon 1 mg/L, en un tiempo de 12 dias de crecimiento, podemos ver que existe una declinacién en la curva
de crecimiento con la Muestra 17 y aun menor de la Muestra 16, comparando con el control positivo (que no existe
un crecimiento mayor a los 8 mm) y el control positivo, (Figura 1) y si solo tomamos en cuenta los dias 4; 7; 12, se
ve una declinacidn en el crecimiento por dias comparando con el control negativo ( sin tratamiento).

Comparando la cinética de crecimiento 3,5 mm/dia del control negativo, la cinética de crecimiento de 2,25 mm/dia
con la Muestra 17 y de 1,7 mm/dia de la Muestra 16 comparado con el control positivo de 0,5 mm/dia) podemos
decir que el efecto de control sobre el crecimiento del hongo de las muestras 16 y 17, es evidente. Con la cepa Bol
JR-1 se evidencia un resultado muy parecido pero en menor grado, donde la cinética de crecimiento para el control
negativo de 3,5 mm/dia es mayor a la velocidad de crecimiento con la muestra 16 de 1,8 mm/dia; la velocidad de
crecimeinto para la muestra 17 es de 2,4 mm/dia igualmente menor que el control negativo. Las velocidades de
crecimeinto de las muestras 16 y 17 comparadas con el control positivo 0,5 mm/dia son mayores. (Figura 2) Podemos
decir que el tratamiento con la muestra 16 disminuye la cinetica de crecimiento de la cepa JR-1. Con la cepa RQ-2 no
se observan diferencias significativas comparadas con el control negativo en la velocidad de creciento con ningun
tratamiento muestras 16 y 17 hasta los 12 dias de cultivo. Sin embargo hasta los dias 3 y 6 la muestra 16 parace mas
bien ayuda en el crecimiento de la cepa, lo cual demuestra que la muestra 16 no tiene efecto sobre el hongo saprofito
Ulocladium spp., Bol-RQ-2mas bien tiene efecto controlador sobre Bol-RT1, Fusarium que es potencialmente
patogeno actuando de esta manera sinergica potenciando al saprofito e inhibiendo al patégeno. (Figura 3).

Cinéticas de crecimiento Cinéticas de crecimiento Cinéticas de crecimiento
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Porcentaje de inhibicion de los extractos de plantas

El porcentaje de inhibicién para la cepa Bol RT-1 sin tomar en cuenta el dia inicial de inoculacién tenemos que al dia
4 con la Muestra 16 un 34,4 % de inhibicién, la muestra 17 presenta 8,92 %; el al 7™ dia la Muestra 16 un 34,7 %
de inhibicién, la muestra 17 presenta 23,9 %; al 12"° dia la Muestra 16 un 47,6 % de inhibicién, la muestra 17
presenta 28,3 %. Indica que la mayor inhibicién se produjo al dia 12 con un 47,6 % de la muestra 16. (Figura
4).Estos resultados indicarian que el mejor extracto a utilizar seria el 16 ya que para Fusarium spp. (Bol RT-1)
presenta una inhibicién del 47 %. Los resultados para la cepa Bol RQ-2 tenemos que al 3 dia con la Muestra 16 un -
24,2 % de inhibicién, la muestra 17 presenta 10,87 %; el al 6™ dia la Muestra 16 un 1,44 % de inhibicién, la
muestra 17 presenta 7,19 %; al 12*° dia la Muestra 16 un 35.28 % de inhibicién, la muestra 17 presenta 36,89 %,
mayor inhibicién se produjo al dia 12 con un 36,89 % de la muestra 17. Lo interesante es que con la Muestra 16 al 3%
dia tiene un % de crecimiento del 124,6; 24,6 % mas que el control negativo. (Figura 5). Los resultados nos indican
que estos extractos no son para nada efectivos contra Ulocladium spp. (Bol RQ-2).
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Figura 5

*El % I negativo del 24% implica que la muestra 16 potencializa el crecimiento en 24% en comparacién del cultivo sin ningtn tratamiento.

Para los resultados de los extractos ensayados con la cepa Bol JR-1 tenemos que al 4° dia con la Muestra 16 un 18,7
% de inhibicién, la muestra 17 presenta un 12,9 % de inhibicién, el al 7™ dia la Muestra 16 un presenta un 33,6 %
de inhibicién y la muestra 17 presenta 9,88 %; al 12%° dfa la Muestra 16 la inhibicién es de 42 %, la muestra 17
presenta 20,1 % de inhibicién; mayor inhibicion se produjo al dia 12 con un 42 % de la muestra 17. Lo interesante es
que con la Muestra 16 al 3* dia tiene un % de crecimiento del 124,6; 24,6 % mas que el control negativo (Figura 6).
La muestra 16 prueba se eficiente contra Aspergillus flavus (Bol JR-1).

% de Crecimiento A. flavus cepa Bol JR-1 % de Inhibicion A. flavus cepa Bol JR-1
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Figura 6

En cuanto a la cinética de estas cepas mds lento que es la Cepa Bol RQ-2 se tiene una cinética de crecimiento de
2,053 mm/dia, La cepa Bol RT-1 se tiene una cinética de 3,567 mm/dia y la Cepa Bol JR-1 presenta una cinética de
3,192 mm/dia, todo esto a temperatura ambiente. Con las muestras de los extractos de plantas se vio el mejor efecto
producido por extracto M-16 a los 12 dfas con su mayor inhibicién 47,6 % sobre Fusarium spp. (Bol RT-1) y
Aspergillus flavus con 42 % de inhibicién a los 12 dias se debe a que las plantas contienen compuestos flavonoides
que pueden ser antiflingicos, antibacterianos o antiparasitarios. Con las muestras de los extractos de plantas se el
mejor efecto producido fue por extracto M-16 aislada de Chenopodium quinoa) y a los 12 dias con su mayor
inhibicioén 47,6 % sobre Fusarium spp. (Bol RT-1) y Aspergillus flavus con 42 % de inhibicién a los 12 dias. Algo
parecido tenemos en un trabajo con extracto metanolico de Cestrum nocturnun L. frente a Rhizpus stolonifer con una
inhibicién miceliar de 66 y 50 % (algo superior a la obtenida en el presente trabajo) de 2 fracciones que en estudios
posteriores determinaron que correspondian a saponinas esterioideas. “” Considerando como el primer reporte de
inhibicién por saponinas sobre hongos fitopatégenos. Asi también Solanaceae y Asteraceae mostraron eficacia
contra Mycosphaerella fijiensis ya que presentan como constituyentes principales, alcaloides, esteroides, fenoles,
flavonoides, saponinas, taninos y triterpenos. *® Extrafiamente la Con la cepa de Ulocladium spp (Bol RQ-2) no
presenta una clara inhibicién como las anteriores, sino que contrariamente favorece en una etapa el desarrollo del
hongo, esto puede deberse a que los hongos pueden liberar una gran cantidad de enzimas que le permitirian degradar
a la los compuestos toxicos, y usarlo en alguna parte de su metabolismo, lo mismo se repite (aunque en mayor
proporcién) con la saponina, lo que pensaria utilizar a este hongo como un detoxificante. Esto se vio también es un
otro estudio donde describen que existe estimulacion en el crecimiento del Fusarium los extractos de las especies de
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varias especies de plantas como ciguaraya (Trichila glabra L.), cigua (Nectandra coridcea), paraiso (Melia
azedererach Lin) y el tabaco (Nicotiana tabacum L. ).29 La muestra 17 presenta 28,3 % con Fusarium spp, 20,1%
Aspergillus flavus y un 36,89 % de inhibicién con Ulocladium spp, con se debe a que las plantas contienen
compuestos como metabolitos mayoritarios a flavonoides y triterpenos.®” " Los extractos de saponinas no dieron
los resultados que se hubiera querido esperar, salvo con Aspergillus flavus (Bol JR-1) pero esto a los 4 dias con una
inhibicién de 42,4 % y luego va disminuyendo la efectividad del extracto, al parecer los hongos son capaces de
contrarrestar el efecto de estos agentes txicos. @2 @P34

SECCION EXPERIMENTAL

Recoleccion de muestra
Se trabajaron con muestras del IIFB area de biotecnologia fungica aisladas de Quinua (Chenopodium quinoa), tuna
(Opuntia Picus-Indica), la castaiia (Castanea sativa Miller).

Medios de cultivo

Los medios de cultivo es Agar Papa Dextrosa (PDA) que se prepara a partir de papa 250 g/L, glucosa 10 g/L y Agar
bacteriological (AGAR N° 1 de OXOID Ltda, Basingstoke, Hampshire, England). Determinamos el género en base a
la observacion microscépica de los conidiéforos, conidios y clamidosporas ademds de las caracteristicas
macroscopicas observadas en el medio de cultivo sélido.

Examen Microscopico en placa

Tomar la caja petri o el tubo donde se desarroll6 el micelio y observar con la ayuda de una lupa:
Anverso

Aspecto del frente hifal: velloso, seco, algodonoso, etc.

Formacién de macro estructuras sexuales

Color: de la especie fiingica

Reverso

Aspecto del frente hifal: rugoso, liso

Pigmento: Presente, no presente

Identificacion mediante los postulados de Koch Modificados

Se busca cumplir con los postulados de Koch. El hongo debe estar presente en todos los casos de la enfermedad.

El hongo causante de la enfermedad debe ser aislado. A la infeccién a una plata u hoja sana, se debe reproducir los
mismos signos y sintomas de la enfermedad. De debe aislar al mismo hongo causante de la enfermedad.

Cdmara hiimeda
Preparar una cdmara himeda en cajas petri o envases tipo tapers que contengan algodén y papel himedos
previamente esterilizados

Infeccion

Realizar un dafio mecédnico sobre la epidermis de la penca con una aguja bacteriolégica previamente infectada.
Desarrollo. Observar el desarrollo y la repeticion de los signos caracteristicos de la enfermedad de la tuna detallando
en la forma como empieza a generar dafio, ver la presencia de exudacién o necrosamiento.

Aislamiento de la enfermedad
Aislar el hongo para posteriormente identificarlo utilizando los medios anteriormente usados.

Extractos de plantas

Se trabaja con extractos de plantas procedentes del Instituto de Investigaciones en Productos Naturales (IIPN) de la
Carrera de Quimica FCPN-UMSA. Se trabaja con las siguientes Muestras: Muestra 16 (Saponina aislada de
Chenopodium quinoa), muestra 17 (Caiophora andina extracto PA) a una Concentracién de 1000 ug/L, y el Control
+ Sistane a una concentracién 1 mL/L

Meétodo de dilucion en placa y siembra
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Para cada muestra y extractos de plantas. El medio de cultivo PDA se esperd que este a un temperatura de 70 °C y se
afiadié la muestra de extracto de planta a estudiar, se vaci6 en una placa petri (técnica de dilucién en placa), y se
esper6 que el medio solidifique. ®¥ Para el control positivo se afiade en antifingico — Sistane.

Se mede el crecimiento del frente hifal cada cierto tiempo con la una regla milimetrada, en las 8§ direcciones o puntos
cardinales (Norte, noreste, Este, sureste, sur, suroeste. Oeste, noroeste). Las mediciones se realizaron desde el borde
a la punta de los micelios en desarrollo. Para el control Positivo se utiliza Sistane (1 mL/L) antifiingico quimico, y se
procede de manera similar como a los extractos. Para el control negativo se adiciona agua al medio PDA. Se
sembro un taco (disco de hongo patégeno y agar que se toma de la placa petri extraido con sacabocado de didmetro
de 4 mm) en el centro de la placa petri con medio PDA-extracto, y se repite lo mismo con en control positivo y el
control negativo. Esto se realizo por triplicado. Se incub6 18 °C (temperatura ambiente del laboratorio) a por 2
semanas. Compara el crecimiento las muestras con relacién al control positivo y negativo. Con los datos obtenidos se
procedera a realizar una gréfica de las cinéticas de crecimiento y de la actividad inhibitoria de cada cepa calculando
el Porcentaje de Crecimiento e Inhibicién.
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