Universidad Técnica Federico Santa Maria

Departamento de Quimica

Valparaiso-Chile

[iN)
E'F:\'L'.vmk.«l.'-,l SOLEM !_—I

“Actividad Biologica de Extractos y Metabolitos
Secundarios de Drimys winteri Continental Contra

Hongos Fitopatogenos”

Nicol Andrea Lopez Wastavino

Tesis de grado para optar al titulo de Magister en Ciencias, menciéon Quimica

Profesor guia:

Dr. Lautaro Taborga Morales



Resumen

La agricultura es una de las actividades mas importantes para la humanidad (Mazoyer
and Roudart 2006). Debido a la gran demanda existente es que para el aumento de la
produccién se requirié de la utilizaciéon de tecnologias, asi como el uso de fertilizantes y

quimicos para el control de plagas (Fernandez Arias 2003).

Este udltimo nace de la necesidad de disminuir las pérdidas producidas por
microorganismos, tales como hongos patégenos, los cuales pueden afectar directamente el
crecimiento de los cultivos (Oerke 2006). Especies como Botrytis y Phytophthora, han sido
responsables de provocar la pudricién de grandes cantidades de cultivos de interés
econémico (Lamour 2013; Fillinger and Elad 2016), por lo que el control quimico ha jugado

un rol importante en el tratamiento de estas enfermedades (Russell 2005).

El control quimico ha contribuido en gran medida al aumento en la produccién de
alimentos. No obstante, ha venido ligado al incremento de cepas de patdégenos resistentes a
los tratamientos quimicos (Ishii 2006), a problemas en la salud de animales y humanos, y el
impacto al medio ambiente (OMS 2016; SAG 2013). Lo que ha provocado la reprobacién
social y por ende la restriccion en el uso de estos (Gullino and Kuijpers 1994; Leroux 2007;
Carrefio and Alvarez 1990), dando lugar a una agricultura mas ecoldgica (Badgley et al.
2007). Por otra parte, las plantas han utilizado sus metabolitos contra las plagas, desde antes

que comenzara el control quimico (Hernandez et al. 2007; Avalos and Pérez 2009).

Especies nativas como Drimys winteri han sido estudiadas por sus caracteristicas
naturales, mostrando actividades como insecticida, antiinflamatoria, analgésica, entre otras
(Tratsk et al. 1997). Los resultados presentados por diversos estudios, permiten suponer
que D. winteri podria presentar actividad inhibidora del crecimiento de hongos

fitopatégenos como Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi.

A raiz del potencial presentado por la especie D. winteri, es que se realizé la
maceracion, con solvente en polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y etanol), de
corteza proveniente de Valdivia y Chiloé. Como resultado se obtuvieron tres extractos de D.
winteri Valdivia y tres extractos de D. winteri Chiloé, los cuales fueron evaluados contra los

hongos fitopatégenos B. cinerea y P. cinnamomi. Posteriormente, y con la finalidad de



obtener metabolitos con una actividad potencial, se realizé la separacién del extracto de

acetato de etilo proveniente de corteza valdiviana.

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas bioldgicas, se determiné que todos
los extractos presentaban algin grado de actividad, siendo los provenientes desde la corteza

de D. winteri Chiloé los que sobrepasaron el 50% de las actividades en ambos patégenos.

Por otra parte, y a raiz de la separacion del extracto se descubri6 la presencia de
nuevos metabolitos con la estructura base de un sesquiterpeno drimano y se confirmoé la

presencia de drimenol y poligodial, compuestos caracteristicos de la especie.
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Capitulo1. Marco Tedrico

1.1. La Agricultura.

1.1.1. Escenario Mundial

La agricultura es una de las actividades econdémicas mas importantes para el
desarrollo humano. Segun estudios histéricos, su comienzo se remontan al Neolitico (hace
10.000 afios atras), periodo en que sélo se desarrollaban pequefios cultivos en regiones
aisladas del mundo (Mazoyer and Roudart 2006). Desde entonces, la agricultura, se ha
mantenido en una constante evoluciéon, marcando sus mayores hitos durante el periodo
posterior a 1950, el cual fue denominado la “revolucién verde”, producto del aumento en el
potencial y volumen de produccién, como resultado de la combinacién de los recursos
tecnoldgicos disponibles en la época, como el uso de fertilizantes, el control quimico de
plagas, la mecanizacién de la agricultura y la generacién de nuevas variedades de plantas y

animales mas productivas (Fernandez Arias 2003).

1.1.2. Escenario Nacional

En Chile, la agricultura es uno de los sectores mas productivos y con mayor generacion
de empleos. Debido a su importancia, se ha mantenido en un constante progreso a través de
la innovacién y mejoras en los procesos productivos, generando asi, una mayor eficiencia en
el uso de los recursos, lo que se ha materializado en una exitosa diversificacién de los
productos agricolas y posicionandose en los mercados internacionales (ODEPA 2015).
Econdémicamente, el sector alcanzé a 2,63% del PIB durante el 2015 y 884 MMUS$ en
términos de exportaciones en el afio 2016, lo que equivale al 62,8% del sector

silvoagropecuario (ODEPA 2016).

1.1.3. Problemas de la agricultura

La produccion agricola mundial, esta directamente relacionada con el crecimiento de
la poblacion, el cual ha tenido una larga evolucidn, experimentando la mayor alza desde el

afio 1960 al 2000 donde casi se duplico la poblacién mundial (FAO 2015). El incremento en



la producciéon se enfrenta a una serie de obstaculos, como las pérdidas de cultivos
potenciales causadas por factores abidticos (temperatura, sequia entre otros) y biodticos

(insectos, enfermedades de las plantas y/o malezas) (Oerke 2006).

Chile posee un alto prestigio fitosanitario, tanto por sus condiciones geograficas como
por el cuidado de su patrimonio sanitario. Sin embargo, no se encuentra ajeno a los
problemas ocasionados por patégenos vegetales, los que han aumentado su presencia en el
territorio nacional, producto de la economia abierta al mundo, la que representa una

amenaza latente en el ingreso de nuevas especies y eventualmente plagas (INIA).

1.2. Factores Bioticos.

En la naturaleza no existe organismos que vivan en un total aislamiento, sino que
constituyen sistemas en los cuales interactian con el medio ambiente (abiéticos) y con otros
seres vivos (bioticos). Estas relaciones, pueden afectar a los componentes del sistema de
forma positiva o negativa. En el caso de los cultivos, las interacciones negativas se traducen
en grandes pérdidas en el rendimiento de produccion, en este sentido, los factores biéticos
son los que poseen un mayor impacto (Lugo et al. 2015; Oerke 2006; Thacker 2002). Los

factores bidticos se pueden dividir en tres categorias principales (Oerke 2006).

1. Mala hierbas, este grupo contiene:
a. Monocotileddneas.
b. Dicotileddneas.
c. Malezas parasitas.
2. Plagas animales, la cual abarca:
a. Insectos.
b. Nematodos.
c. Acaros.
d. Aves.

e. Roedores.



3. Patogenos, esta clasificacion esta constituida por:
a. Bacterias.
b. Virus.

c. Hongos.

De esta ultima categoria, los patdégenos, poseen la capacidad de generar diferentes
dafios a la planta afectando la tasa metabolica y directamente el crecimiento de la planta,
mediante la reduccién en la disponibilidad de: luz; diéxido de carbono y agua, (Boote et al.
1983). De los diversos microorganismos patégenos, los hongos son el grupo que mas
enfermedades ocasionan, originando grandes pérdidas, las cuales no s6lo son econémicas
sino también bioldgicas. Los hongos por lo general son capaces de establecer diferentes tipos
de relaciones con la especie hospedante (Agrios 1995; Lugo et al. 2015; Maestro-Duran et al.

1993), estas relaciones pueden ser clasificadas en:

1. Mutualismo: relacion en la que los individuos se benefician.
2. Amensalismo: esta relacion contiene:
a. Competencia: uno de los organismos prevalece sobre otro.
b. Antibiosis: una especie actia inhibiendo el crecimiento de otra.
3. Parasitismo: donde uno recibe los beneficios, mientras que el otro se
perjudica, esta se puede sub-dividir en:
a. Necrotroficos o necrétrofos: matan al hospedante mientras obtienen
sus nutrientes.

b. Biotréficos o bi6trofos: cuando no matan al hospedante.

Los hongos que afectan a las platas (fitopatégenos), por lo general, establecen
relaciones parasitarias, las cuales segiin el mecanismo de infecciéon pueden ser necroticas o

biotroéficas. Entre estos patégenos es posible encontrar los géneros Botrytis y Phytophthora.

1.2.1. Fitopatdgeno: Botrytis

El género Botrytis fue erigido por Micheli en el afio 1729, su nombre en griego significa
“monton de bayas de uva” (Rosslenbroich and Stuebler 2000). Las especies de Botrytis son
conocidas por provocar grandes pérdidas en cultivos econdmicamente importantes e

infectan a 170 familias de cultivos. La mayoria de las especies de Botrytis tienen una gama
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limitada de huéspedes, a excepcion de Botrytis cinerea Pers, 1a cual posee un amplio abanico
de huéspedes, siendo capaz de infectar a mas de 200 tipos de cultivos, considerando soélo las
regiones templadas y subtropicales (Rosslenbroich and Stuebler 2000; Mesejo 2015;
Williamson et al. 2007; Fillinger and Elad 2016). Esta especie es responsable de generar
grandes pérdidas en cultivos a campo abierto e invernadero, tanto en pre como en post
cosecha (Mesejo 2015; Williamson et al. 2007; Elad 1997). En Chile se ha descrito como

patégeno en numerosos cultivos anuales y perennes (Latorre 2007).

B. cinerea se caracteriza por ser capaz de infectar semillas, tallos, hojas, flores y frutas.
Ademas, este fitopatégeno puede viajar largas distancias por el aire, hasta que encontrar las
condiciones éptimas para su germinacion y desarrollo, por lo general, invade los tejidos
vegetales directamente a través de heridas y 6rganos senescentes o muertos, generando la
enfermedad del “moho gris”. Existen casos en que se ha presentado la invasién en tejidos
jovenes. Se piensa, que la enfermedad es producto de la generacion de una serie de enzimas
degradantes, sintetizadas por el hongo, que inducirian la muerte celular programada como
estrategia de invasién (Williamson et al. 2007; Mesejo 2015; Doss et al. 1993; Fillinger and
Elad 2016; Elad 1997; Musiet Soto 2015).

La invasion del patégeno, sobre las hojas del huésped, causa lesiones necroéticas, y
durante epidemias graves puede destruir todo el follaje de la especie atacada. En los tallos
de las plantas la infeccion puede ocurrir, ya sea por la invasion del hongo a través del peciolo
o por infeccién directa de las heridas después de la poda y la cosecha, si llegase a rodear el
tronco podria matar a la planta. Su presencia es a menudo la razén para terminar un cultivo
antes de lo previsto (Elad and Shtienberg 1995). Esta infeccién es un problema econémico
serio en cultivos tales como uvas de mesa, vid, fresas, frambuesas, lechugas, pepinos, judias,
tomates, flores y plantas forestales en cautiverio (Elad 1997). Las plantaciones forestales
mas afectadas, por este hongo, son las de especies de Pinus radiata D. Don y Eucalyptus
globulus Labill. Esta tltima es una de las mas susceptibles, en viveros forestales chilenos
(Zaldua and Sanfuentes 2010). Los problemas causados por B. cinerea se han observado en
la mayoria de los viveros forestales del hemisferio sur, con diferentes niveles de incidencia
y severidad, causando en algunos casos pérdidas superiores al 50% (Butin and Peredo

1986). Ademas, en los ultimos afnos, ha causado graves problemas de descomposicion de

11



madera, lo que ha sido asociado con las alta temperaturas y la elevada humedad relativa,

requeridas para estos sistema de produccidn vegetal (Zaldua and Sanfuentes 2010).

1.2.2. Fitopatégeno: Phytophthora.

El género Phytophthora esta estrechamente relacionado con lo que ahora se conoce
como la “hambruna irlandesa de la patata”, ocurrida ente los afios 1845 y 1846 (Lamour
2013). En esos afios no se concebia el hecho de que la plaga fuese provocada por un hongo.,
pese a ello el reverendo Miles de Berkeley (1846) fue el primero en reconocer formalmente
que la plaga era producida por hongos, su publicacidn describe la causa de la plaga como un
hongo del género Botrytis. No fue sino hasta 1876 que Anton de Bary, denomino al tizon de
la papa como hongo Phytophthora que en griego significa “el destructor de plantas”, en esta

época ademads, comenzo la fitopatologia (Lamour 2013).

Las especies de Phytophthora son uno de los hongos mas abundantes en el suelo.
Puede infectar tanto por la raiz como por la parte aérea, causando principalmente la
podredumbre de la raiz y la parte basal del tallo e hiriendo la corteza del tallo, especialmente
en especies lefiosas (Del Rio et al. 2003). En particular la especie Phytophthora cinnamomi
Rand, es reconocida por haber causado dafios generalizados a ecosistemas nativos
vulnerables y sistemas agricolas en todo el mundo (Barrett et al. 2004). Fue aislada por
primera vez desde crancos de la raya de los arboles de canela en Sumatra (Chee and
Newhook 1965). La especie pertenece a la Clase de Oomicetos o “mohos acuaticos" del Reino
Chromista. Su crecimiento, reproduccion y propagaciéon son favorecidos por el agua libre en
el suelo o encharcamiento sobre la superficie (Hardy et al. 2001). P. cinnamomi, al estar en
contacto con la especie hospedera penetra en la epidermis y en la corteza; crece en la estela,
matando floema y cambium, y se extiende a lo largo de las raices. A veces las raices de cuello
o grandes son penetradas directamente a través de heridas, generando lesiones necroticas
(Weste and Marks 1987). P. cinnamomi, es considerado uno de los patdégenos mas
devastadoras del mundo, y es el inico oomiceto incluido en el top 100 de peores plagas de
especies exoticas en el mundo (Lamour 2013). Es la especie mas asociada a la pudriciéon
grave de raiz en Pinus radiata D. Don y otros anfitriones en Nueva Zelanda (Newhook 1958).
Ademas, esti asociado con la enfermedad del Pinus echinata Mill en el sureste de Estados

Unidos, de las pifias en Hawai, de la quina en Malaya (Chee and Newhook 1965), y la
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pudricion de la raiz de paltos en las Filipinas (Avenido 2009). En Chile, el primer registro del
patogeno data de 1959, en la comuna de Quillota (Zentmyer 1959; Latorre et al. 1989). En la
actualidad es conocido por ser el responsable de la denominada “tristeza del palto”,
enfermedad que afecta a paltos de la especie Persea americana Miller (Latorre et al. 1989;
Sepulveda et al. 2010), limitando la produccién de paltas en la mayoria de los paises
productores (Lamour 2013). Por otra parte, ha sido el responsable de generar un gran dafno
ambiental en Australia, llegando a infectar 2500 especies nativas (Barrett et al. 2004;
Allardyce et al. 2013; Lamour 2013). Es un patégeno importante para mas de 125 especies
(Chee and Newhook 1965) y su control en el medio natural es dificil y las opciones existentes
para ello limitadas. (Allardyce et al. 2013). Motivo por el cual, ha sido descrito como una
amenaza para la estabilidad del ecosistema y la biodiversidad (Hill et al. 2009; Lamour
2013).

1.2.3. Respuesta Vegetal Frente al Patogeno.

En general, las plantas estan rodeadas por un gran nimero de enemigos, de los cuales
no pueden escapar. Su sensibilidad, depende tanto de la relacion especifica que se genere
con el patégeno como del estado fisiolégico en el que se encuentra la planta, siendo la
maduracién de los frutos, una de las etapas con mayor susceptibilidad (Ramirez and
Rodriguez 2012).

Frente a los ataques de patdgenos, la plantas poseen como Unica forma de proteccién
la sintesis de compuestos que actiien como defensa (Taiz and Zeiger 2006; Muckenschnabel
et al. 2003). Algunos mecanismos de defensa, se relacionan con hormonas de respuesta al
estrés como, el etileno 1 (ET), el 4cido jasménico 2 (JA), el acido salicilico 3 (SA) y el acido
abscisico 4 (ABA) (Mesejo 2015; Diaz et al. 2002) (Ver figura 1). Los resultados obtenidos
en estos estudios demuestran que hormonas como el JA constituyen una sefial celular clave,
en la activacion de respuestas inmunes a muchos insectos y microorganismos necrotroficos.
Esta sefal estaria relacionada con la informacion tanto externa como interna de la planta, la

cual iniciaria a la sintesis de JA (Ballare 2011).
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Figura 1, Hormonas vegetales relacionadas con la defensa frente a patégenos.
1: Etileno (ET), 2: Acido Jasménico (JA), 3: Acido Salicilico (SA) y 4: Acido Abscisico (ABA).

Adicionalmente, existe una serie de estudios que relacionan el contenido de fenoles
con la resistencia de los vegetales, a estos compuestos se les denominé Fitoalexinas (ver
Figura 2), que en griego significa protectoras de plantas. En la actualidad se sabe que las
Fitoalexinas, es un grupo conformado por moléculas de bajo peso molecular, en su mayoria
de naturaleza fenolicas, que no se encuentran en tejidos sanos, sino que se forman cuando
la planta sufre algiin dafio y se acumulan en lugares proximos a la infeccion, restringiendo el
avance del patégeno (Maestro-Duran et al. 1993; Garcia M. R. and Pérez L. R. 2003). En
Capsicum annuum (pimiento), la induccién de Fitoalexinas, Capsidiol 5, es un factor
protector contra la infeccion por B. cinerea (Adikaram et al. 1988). En variedades de uva
resistentes a B. cinerea se ha estudiado la presencia y metabolismo de las Fitoalexinas
resveratrol 6 y viniferina 7, del tipo estilbeno (Maestro-Duran et al. 1993). La presencia de
B. cinerea, induce tanto la biosintesis de moléculas como estilbenos, antocianidinas,
saponinas, como la generacion de barreras estructurales y modificaciones en la pared celular

(Muckenschnabel et al. 2003).

OH

Figura 2, Fitoalexinas generadas en respuesta a B. cinerea
5: Capsidiol, 6 Resveratrol y 7 Viniferina
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Investigaciones realizadas respecto a las defensas de las plantas, han revelado que la
respuesta de los vegetales, frente a los patégenos, mejora cuando estos ya han sido atacados
anteriormente. Esto indicaria, que el patégeno anterior seria el responsable de inmunizar a
la planta. A esta respuesta se le denomina Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)
(Camarena-gutierrez and De la Torre-Almaraz 2007). Algunos estudios, sugieren que el
acido Salicilico serfa un factor importante en la resistencia adquirida, tanto a nivel local
como sistémico (Durrant and Dong 2004), y que ademas, estaria implicado en la activacién
de defensas contra bidtrofos, hemibiétrofos, y en algunos casos contra necrétrofos (Mesejo

2015).

En estudios sobre las especies reactivas de oxigeno (ROS) de las plantas, han
demostrado su importancia como mecanismo de defensa frente patégeno. Estos muestran,
que la planta eleva sus niveles de ROS cuando es atacada (Ramirez and Rodriguez 2012). A
menudo la invasion de B. cinerea coincide con un estallido oxidativo, que implica la
generaciéon de ROS, los cuales cominmente confieren resistencia a un amplio abanico de
patogenos. Sin embargo, el estallido oxidativo no es eficaz contra Botrytis, debido a que este

se beneficia con el aumento de las especies reactivas de oxigeno (Fillinger and Elad 2016).

Por otra parte, el estudio del efecto causado por Phytophthora, en dos variedades de
castafio, una sensible (cv. Judia) y una resistente a la infeccién por P. cinnamomi (hibrido
Ca90, C. crenata x C. sativa progeny), han demostrado que la especie insensible aumenta en
un 50% el nivel de fenoles totales, incrementa las azucares solubles y disminuye el contenido
de almidén (Dinis et al. 2011). Por lo que se asocia la resistencia a la enfermedad,
fundamentalmente al contenido fendlico en la especie, ya que la mayoria de ellos presentan
actividad fungicida (Fitoalexina). En el caso de castafio resistente predomina el acido galico
(Barbosa Mendes De Vasconcelos et al. 2009). Sin embargo, poco se sabe acerca de la

respuesta temprana, al ataque de patogenos, en las variedades de castafio (Dinis etal. 2011).

1.2.4. Control Quimico.

En la mayoria de los casos las defensas generadas por las plantas no son suficientes
para evitar una infecciéon determinada. Por lo que la utilizacién de plaguicidas es un factor

clave para el control de los cultivos de interés econémico (Russell 2005). En si, los
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plaguicidas son productos quimicos que se utilizan en la agricultura para proteger a los

cultivos contra insectos, hongos, malezas y otras plagas (OMS 2016).

El uso de tratamiento quimico, para el control de las enfermedades causadas por
hongos en cultivos, comenz6 con el uso de fungicidas de contacto hace mas de un siglo. La
primera generacidon de fungicidas se caracterizaba por el uso de productos quimicos
inorganicos tales como el cobre y el azufre. El Caldo bordelés, estd constituido por una
solucion de sulfato de cobre neutralizado con cal hidratada, su uso se remonta al afio 1885,
por lo que ha sido considerado uno de los primeros fungicidas preparados por el hombre
(Cruz 2004; Hernando Fernandez 1976). A principios del siglo XX, se desarrollé el
tratamiento de semillas con mercurio organico (ANEXO 2), seguido por el desarrollo de los
primeros fungicidas ditiocarbamatos. En la década de 1930 fue el turno de compuestos
organicos de estafio. Esta segunda generacién de fungicidas incluye los productos quimicos
organicos que actian como protectores de superficie. Hasta la década de 1940 el control de
enfermedades quimicas en la horticultura se basé en preparaciones quimicas inorganicas

(Oerke 2006).

Después de esta época, y producto del creciente dafio en los cultivos, tanto la industria
de proteccion de cultivos como la investigacién para descubrir nuevos métodos se
expandieron rapidamente. Entre los nuevos materiales desarrollados, fueron los fungicidas
sistémicos o de tercera generacion los que ofrecieron una importante oportunidad en el
control de enfermedades, (Diagrama 1) (Vega et al. 2009; Russell 2005). Su mecanismo de
accion se basa en la penetracion de los tejidos, siendo capaces de controlar las infecciones
de una manera curativa (Oerke 2006; Russell 2005). El uso de pesticidas modernos
contribuy6 a reducir el dano causado por una variedad amplia de enfermedades,

aumentando el rendimiento de los cultivos. (Ishii 2006).
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= Control quimico de B. cinerea

El control de B. cinerea, se ha basado principalmente en el monitoreo constante de los
cultivos, eliminacién de plantas con sintomas, eliminacién de cultivos infectados, y
especialmente mediante la aplicacién de fungicidas con diferentes formas de accidn,
(Diagrama 2 y 3) (Musiet Soto 2015). En cultivos de uva de mesa, el patoégeno es controlado
quimicamente mediante varias aplicaciones de fungicidas. Los botricidas mas eficientes, y
por ende los mas usados, son los benzimidazoles, dicarboximidas, dicloran (10) y captan
(8), (Carrefio and Alvarez 1990). Durante el afio 1969, uno de los fungicidas mas utilizado
fue el Benomyl (18), pertenece al grupo de los benzimidazoles, fue utilizado para controlar
B. cinerea en geranio. En el afio 1970, se observd que el patégeno era resistente a las
aplicaciones del fungicida (Bollen and Scholten 1971). El uso intensivo de benzimidazoles
genero la aparicion de cepas resistentes. A principios de 1980, las dicarboximidas entraron
como un potencial reemplazo a los fungicidas del tipo benzimidazoles (Pappas 1997). Las
dicarboximidas, que incluyen iprodiona (17) y vinclozolin (15) fueron desarrolladas a
principio de la década de los 70, y ya en el afio 1977 existian cepas de B. cinerea totalmente
resistentes a diclozolina (16), dicloran (10), quintozeno (11), vinclozolin y iprodiona
(Leroux et al. 1977). En el afio 1982, se determind resistencia a las dicarboximidas,
iprodione, vinclozolin y procimidone en cepas de B. cinerea aisladas de cultivos de pepino,
tomate, frutillas y berenjenas en invernadero (Katan 1982). En 1983 en Nueva Zelanda, se
informd la resistencia a dicarboximidas, dicloran y quintozeno, en aislados obtenidos en
invernaderos de diversas hortalizas (Hartill et al. 1983). En los campos de este mismo pais,
especificamente en cultivos de vid, kiwi y frutillas, se encontraron cepas resistentes a los
fungicidas del tipo dicarboximidas, determinandose ademas resistencia cruzada entre
iprodiona con procimidone (14), vinclozolin y dicloran (Beever and Brien 1983; Carrefio
and Alvarez 1990). Por otra parte, Dietofencarb (19), es activo contra cepas de B. cinerea
resistentes a benzimidazoles, pero incluso su uso limitado ha dado lugar a la aparicién de
insensibilidad (Elad and Shtienberg 1995). Debido a que benzimidazoles y dietofencarb,
estan en relacion de “resistencia cruzada negativa” el uso de dietofencarb se ha aumentado
contra poblaciones de B. cinerea resistentes a los fungicidas del tipo benzimidazoles (Leroux
et al. 2002; Saito and Suzuki 2009). Si bien hay fungicidas que permiten controlar la

enfermedad ocasionada por B. cinerea, muchas clases de fungicidas han fracasado debido a
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la plasticidad genética del patogeno, la cual se traduce en la generacién de resistencia frente

a una amplia variedad de fungicidas (Williamson et al. 2007).
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Diagrama 2, Fungicidas de Contacto
Fuente: (Gepp and Mondino 1990)

= Control quimico P. cinnamomi.

El control quimico de P. cinnamomi, es complicado debido al amplio rango de especies
vegetales a las que puede atacar (Aleix Amurrio 2015). Varios productos quimicos han sido
probados en plantas in vitro, por ejemplo, en estudios realizados en paltos, se encontré que
al ser tratados con Metalaxil (13), estos se recuperaban de la infeccion, mientras que al ser
tratados con fosetil-Al (20) y Ethazol (9) no mostraban grandes mejoras (Darvas and
Toerien 1979). En plantas de vid, la aplicaciéon de bromuro de metilo o Metalaxil, ha reducido
la podredumbre de las raices, pero el patégeno se restablecié en el suelo (Marais and
Hattingh 1986). El fungicida sistémico, Metalaxil es capaz de inhibir las clamidosporas y la
produccion de esporangio, pero no afecta la germinacion (Coffey et al. 1984). En viveros
ornamentales, la enfermedad es controlada con Mefenoxam (12) (Hu et al. 2010). El fosfito

quimico ha demostrado ser particularmente eficaz en el control del patégeno, tanto en
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sistemas agricolas como en los naturales (King et al. 2010; Lamour 2013). Este puede actuar
directamente o indirectamente sobre el patégeno, estimulando las respuestas de defensa del
huésped para inhibir en tltima instancia su crecimiento (Barrett et al. 2004). Fertilizantes
con Ca*2, inhiben la produccion de esporangios, clamidosporas y zoosporas pero no el

crecimiento del micelio (Serrano et al. 2012).

Aunque el género Phytophthora y otros Oomicetos, tienen una morfologia y estilo de
vida similar, los fungicidas efectivos para estos ultimos no son eficaces para el control de
Phytophthora spp. Como consecuencia, el desarrollo de nuevas estrategias de control son un

aspecto importante de la investigacion sobre P. cinnamomi (Lamour 2013).

1.2.5. Problemas del Control Quimico.

La incorporacion de fungicidas modernos, en el control de plagas, ha contribuido en
gran medida al aumento en la produccién de alimentos. No obstante, su efectividad ha
venido ligada a la aparicion de cepas de patdgenos resistentes a los tratamientos quimicos
(Ishii 2006). Los primeros casos, aparecieron con posterioridad a la introduccién de los
fungicidas sistémicos en 1962. Desde entonces este problema ha sido frecuente (Alvarez
1991; Carrefio and Alvarez 1990). Esta insensibilidad del patogeno, es atribuida a la alta

especificidad de los fungicidas sistémicos (Oerke 2006; Russell 2005).

Por otra parte, los plaguicidas también son potencialmente téxicos para los animales
y humanos (SAG 2013). Pueden tener efectos perjudiciales para la salud, por ejemplo,
provocar cancer o acarrear consecuencias para los sistemas reproductivos, inmunitario o
nervioso (OMS 2016). La produccién agricola impacta directa o indirectamente al medio

ambiente. Estos impactos tiene cada vez mayor relevancia a nivel mundial (SAG 2013).

Debido a los problemas que conlleva el uso de plaguicidas, en muchos paises, las
autoridades han restringido el uso de estos, mediante estrictas normas de tolerancia de
residuos en productos importados (Gullino and Kuijpers 1994; Leroux 2007; Carrefio and
Alvarez 1990). Lo que se refleja en los requisitos y estandares de importacidn exigidos por
los principales mercados de destino de los productos nacionales (SAG 2013; Departamento
Econémico y Social 2002). Replanteando la agricultura tradicional, hacia una nueva version

basada en la produccién agroecoldgica (Badgley and Perfecto 2007).
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1.2.6. La Agricultura Organica.

La agricultura organica o ecoldgica, es un sistema de produccién, que busca mejora la salud
de los suelos, los ecosistemas y las personas. Se basa en la minimizacién en el uso de recursos no
renovables, fertilizantes y plaguicidas de origen sintético que generen efectos adversos (FAO 2016;
[FOAM 2016; SAG 2013). La agricultura organica combina tradicién, innovacién y ciencia para
favorecer al medio ambiente y promover una buena calidad de vida para todos los que participan

en ella (IFOAM 2016).

El fomento de la investigacién cientifica, persigue el descubrimiento de insumos para la
agricultura con un alto potencial ecoldgico, como es el caso de los productos de origen natural, los
cuales representan una posible alternativa en el control de hongos fitopatégenos (Vengurlekar et

al. 2012).

1.3. Los Productos Naturales

Las células vegetales, poseen una serie de procesos quimicos y fisicos que permiten la sintesis
de los elementos que forman el organismo vegetal. Estos procesos se llevan a cabo mediante un
conjunto de rutas sintéticas denominadas metabolismo, en las plantas, es posible diferenciar dos
tipos de metabolismo el primario y el secundario. El metabolismo primario, abarca al conjunto de
rutas sintéticas que generan compuestos vitales para el desarrollo y crecimiento vegetal, como son
los aminodacidos, nucleétidos, azucares o lipidos. Por otra parte, el metabolismo secundario genera
moléculas que no tienen funciones reconocidas o directas en los procesos vitales de la planta
(fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, entre otros), a estos
compuestos se les denomina metabolitos secundarios, productos secundarios o productos

naturales (Avalos and Pérez 2009; Pomilio 2012; Taiz and Zeiger 2006).

Estos compuestos, sin ser esenciales para la supervivencia de células individuales, tienen un
papel importante en la vida y supervivencia del organismo en su entorno ecolégico (Palacios et al.
2004). Se piensa, que el metabolismo secundario sintetiza estos compuestos como respuesta
evolutiva a estimulos externos como estrés hidrico, estrés térmico, plagas, patégenos o simbiosis
con otros organismos. (Pomilio 2012; Avalos and Pérez 2009). A diferencia de los metabolitos

primarios, los productos secundarios se distribuyen de manera restringida en el reino vegetal, es

22



decir, con frecuencia son encontrados en una sola especie o grupo de especies relacionadas (Taiz

and Zeiger 2006).

Los productos naturales estan involucrados en una multitud de funciones ecoldgicas, entre
ellas las interacciones planta-microorganismos, planta-insectos, planta-planta e interacciones
planta-vertebrados (Palacios et al. 2004). Especificamente, algunos pueden actuar como atrayentes
o repelentes de animales; es el caso de pigmentos que proporcionan color a flores y frutos, jugando
un papel esencial en la reproduccién atrayendo a insectos polinizadores; otros, tienen funciones
protectoras frente a predadores, actuando como repelentes, proporcionando sabores amargos o
haciéndola venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a
diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales (Avalos and Pérez 2009). En general,
estos metabolitos secundarios pueden ser clasificados en: Terpenos, Alcaloides, Flavonoides,

Compuestos Fenolicos y Taninos (Pomilio 2012)

1.3.1. Estudio de Productos Naturales.

Como se mencion6 anteriormente, las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas
por si mismas desde antes que el hombre jugara un rol activo en el control de plagas. Se conoce que
sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios relacionados con el mecanismo de defensa
(Hernandez et al. 2007). Durante afios los productos naturales, han sido una fuente de compuestos
con esqueleto quimico dnico y potencial bioactividad. Descubiertos desde diversas fuentes
naturales, como plantas, productos marinos y microorganismos (Vengurlekar et al. 2012), estos
metabolitos son de gran interés para el desarrollo de compuestos biol6gicamente activos (Pomilio
2012).

La obtencién de metabolitos secundarios es variable. Las principales etapas requeridas, para
su obtencion, se basan en: la extraccion, aislamiento, purificaciéon y determinaciéon estructural.
(Pomilio 2012; Hernandez et al. 2007). Finalmente, se realizan pruebas de actividad biolégica, los
ensayos mas comunmente reportado corresponden a actividad antimicrobiana (Marquez et al.

2004).
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1.3.2. Actividad de Extractos y Metabolitos.

Diversos productos derivados de plantas han mostrado un efecto antimicrobiano. Entre estos
compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y
polipéptidos (Hernandez et al. 2007). Por su parte, los aceites esenciales estan conformados por
compuestos volatiles y sus constituyentes han sido usados como agentes bioldgicos por su actividad
terapéutica y toxicidad contra insectos y hongos fitopatégenos (Barrera-Necha et al. 2009). Su
modo de accién, no ha sido dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar

rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos (Hernandez et al. 2007).

= Extractos y metabolitos contra Botrytis cinerea

La busqueda incesante de compuestos activos que inhiban el desarrollo de B. cinerea, ha
permitido encontrar una serie de extractos potenciales para el control de este fitopatégeno. En la
Tabla 1, Estudios de Extractos Naturales contra B. cinerea., se presenta una recopilacion de estudios

realizados con extractos de origen natural frente a B. cinerea.

Tabla 1, Estudios de Extractos Naturales contra B. cinerea.

Especie Extracto Actividad Referencia
Pithecellobium Extracto Acuoso Inhibicién del crecimiento micelial entre  (Bautista-Bafios et al.
dulce de hojas de un 50y 78% 2003)
Satureja hortensis ~ Extracto de L. . (Boyraz and Ozcan
L hojas Fungicida en todas las dosis 2006)

Extractos de

La exposiciéon de esporas a 0,5% GSE
inhibi6 la tasa de germinacién en 14%.

g;gﬁi];r?égze)ed semillas de Después de 3 [d], a una concentracién de (Xu etal. 2007)
pomelo 0,5%, inhibe el 65,1% del crecimiento
micelial
Concentraciones de 69,1 y 874%
Geoffroea inhib%rian. en un 59 'y 95% la
decorticans Extracto Acuoso S nacion de .comdlos(; A. una (Boiteux etal. 2015)
Burkart concentraciéon superior al 80% se inhibe
el 80% del crecimiento del tubo
germinativo
Allium spp (4), Extracto frio del ~ Después de 48 [h], entre un 90 y 99% de
Capsicum spp (15)  material vegetal Inhibicién de la germinacién
Cymb'og')ogon . . 100% de inhibicién de la germinacién, a
Martini y Thymus Aceite esencial una dilucién del 0,78% por 40 [h]
zygis ’ (Wilson et al. 1997)
Eugenia Aceite esencial 100% de inhibicién de la germinacién, a
Caryophyllata una dilucién del 0,78% por 24 [h]
Cinnamomum Aceite esencial 100% de inhibicién de la germinacién, a
zeylanicum una diluciéon del 1,56% por 40 [h]
Origanum A una concentracién volatil de 0,2
Syriacum L. var Aceite esencial [g/ml] se inhibi6 un 100% el (Soylu etal. 2010)
bevanii crecimiento.

24



En pruebas de contacto, a una
concentracion de 12,8 [g/ml] se inhibe
en un 100% el crecimiento

Lavandula A una concentraciéon volatil de 1,6
stoechas L. vas Aceite esencial [g/ml] se inhibi6 un 100% el
stoechas crecimiento.
Rosmarinus A una concentraciéon volatil de 1,6
R Aceite esencial [g/ml] se inhibi6 un 100% el
deficinalis L o
crecimiento.

Mostraron actividad fungicida: el aceite

Aceite esencial, esencial a una dosis de 2, 2 [g/L] y la

fracciones de

Salvia officinalis L hidrocarburos y fracq(?n 0x1genada 1,85 [g/L]. Lz,a (Carta et al. 1996)
. fraccién de hidrocarburos no presentd
oxigenada actividad
Haplopappus Extracto A concentraciones de 4 y 16%, se
plopapp ° observé un halo de inhibicién de 0,45y  (Quiroz Bravo 2003)
taeda metanolico

0,5 mm, respectivamente
A una concentracién del 0,1% inhibi6 en

Extr: R
xtracto de un 100% tanto la germinacién como el

Thymus capitatus

i . L
aceite alargamiento del tubo germinativo
Svzvaium Extracto de A una concentracién del 0,1% inhibié en
V2ygIur . un 67% la germinacién y en un 93% el  (Antonov etal. 1997)
aromaticum aceite . o
alargamiento del tubo germinativo
e 0 iraTil %
Prostanthera Extracto de A una concentracion del. 0,1 A; inhibié en
. . un 65% tanto la germinacién como el
rotundifolia aceite

alargamiento del tubo germinativo

Entre los metabolitos investigados, (ver Figura 3), se encuentra el 4cido salvico (21) y el 4cido
acetilsalvico (22), los cuales fueron aislados desde Pseudognaphalium vira vira. Estos diterpenos
presentan una gran actividad inhibitoria del crecimiento micelial en B. cinerea. Adicionalmente, se
observd que la cadena lateral esta relacionada con la actividad del compuesto, ya que al reducir su
tamafio se potencia la actividad contra el patégeno (Mendoza et al. 2009). En un estudio anterior
sobre metabolitos de P. vira vira (compuesto 23 y 24) se determino una inhibicién del 80,8% contra
B. cinerea para el compuesto 24 (Cotoras et al. 2004). Por otra parte los diterpenos esclerol (25) y
13-epi-esclerol (26) obtenidos de una mezcla eutéctica de las hojas de Nicotiana glutinosa, se
analizaron contra una serie de hongos fitopatogenos, las observaciones indicaron que si bien no
impiden la germinacion de las esporas, generan la reduccion en la extensién radial de las colonias,
a excepcion de B. cinerea, donde si provocaron la inhibicién de la germinacién (Bailey et al. 1974).
En otro estudio, se comprob6 que los metabolitos 25 y 26, inhiben el crecimiento micelial de B.
cinerea (Mendoza et al. 2015). Adicionalmente, se ha demostrado la actividad antifiingica, contra B.
cinerea, de otros 4 sesquiterpenos obtenidos desde fuentes naturales (27, 28, 29 y 30)(Aleu et al.
1999, 2001). En una investigacion realizada con Hinokitiol (31), compuesto aislado desde el
extracto de raiz de Hiba Arbovitae se comprobd que este inhibe completamente la germinacion de

esporas de B. cinerea, a una concentracion de 100 [uL/L]. En un trabajo realizado con derivados
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hemisintéticos de 3-Himachaleno, extraido de Cedrus spp, se demostré que uno de ellos (32) logré

inhibir en un 91% el crecimiento de B. cinerea, despues del sexto dia de incubacién (Daoubi et al.

2005).

///////,,,

\\\\\\\\u

,m// y

OH

HO

H

beta-himachaleno

Figura 3, Metabolitos con actividad contra B. cinerea.
= Extractos y metabolitos contra Phytophthora

Los estudios realizados en la biisqueda de extractos y metabolitos activos contra el patégeno
P. cinnamomi no son tan abundantes como los reportados para B. cinerea, en la Tabla 2 se presentan

los principales estudios realizados contra el patégeno.

Tabla 2, Estudios de Extractos Naturales Contra P. cinnamomi
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Especie Extracto Actividad Referencia
Inhibe el crecimiento del patégeno en: un

. B Aceite 14,7% a una concentraciéon de 200 [ppm],

Salvia Officinalis L. Esencial 15,1% a 400 [ppm], 48,6% a 800 [ppm] y
92,5% a 1600 [ppm]

Inhibe el crecimiento del patégeno en: un

Rosmarinus Aceite 6,4% a una concentracién de 100 [ppm].

officinalis L. Esencial 7,5% a 200 [ppm], 21,0% a 400 [ppm],

32,5% a 800 [ppm] y 74,1% a 1600 [ppm]
Inhibe el crecimiento del patégeno en: un
20% a una concentracion de 50 [ppm],
64,6% a 100 [ppm], 100% a 200 [ppm].
Fue fungicida a concentraciones de 400,
800y 1600 [ppm]

Inhibe el crecimiento del patégeno en: un
Aceite 3,6% a una concentraciéon de 100 [ppm)].
Esencial 8,1% a 200 [ppm], 15,8% a 400 [ppm],
36,6% a 800 [ppm] y 61,5% a 1600 [ppm]
Inhibe el crecimiento del patégeno en: un (Giamperi et al. 2002)
16,7% a una concentracién de 50 [ppm],

Origanum vulgare  Aceite
L. Esencial

Laurus nobilis L.

Csoart’;’l’l‘f;”L"’ gzg:ceial 24,3% a 100 [ppm] 54,1% a 200 [ppm],
' 84,2% a 400 [ppm], 100% a 800 [ppm].
Fue fungicida a 1600 [ppm]
Inhibe el crecimiento del patégeno en: un
Aceite 29,6% a una concentracion de 50 [ppm],
Thymus vulgaris L. Esencial 48,9% a 100 [ppm] 100% a 200 [ppm],
100% a 400 [ppm]. Fue fungicida a 800 y
1600 [ppm]
Inhibe el crecimiento del patégeno en: un
Aceite 12,7% a una concentracién de 50 [ppm],
Mentha piperita L. Esencial 22% a 100 [ppm] 39% a 200 [ppm],
80,2% a 400 [ppm], 100% a 800 [ppm].
Fue fungicida a 1600 [ppm]
Aceite Inhibe el crecimiento del patégeno en: un
Lavandula hybrid Esencial 21,8% a una concentracion de 400 [ppm],
86,1% a 800 [ppm] y 100% a 1600 [ppm]
Persea americana Extracto de (Sanchez-Pérez et al.
var drymifolia raices Inhibe un 100% del crecimiento micelial. 2009)

En investigaciones recientes con extractos de Olea europaea, se observé actividad biologica
contra Phytophthora spp, entre los principales componentes del extracto se encontro tirosol (33),
el cual presenté la mayor actividad, seguido de catequina (34) y oleuropeina (35) (Del Rio et al.
2003). En el extracto de raices de Persea americana var. drymifolia, se identific6 como compuesto
principal 3,5-dieno estigmastan (36), el cual inhibié un 100% el crecimiento micelial de cultivos in
vitro del patégeno, a una concentracion de 100 [ppm] (Sanchez-Pérez et al. 2009). Por otra parte,
Borbonol, una sustancia antifingica aislada desde raices y tallos de Persea borbonia, inhibe el
crecimiento y produccién de esporangio vegetativo de P. cinnamomi (Zaki et al. 1980). Finalmente,

en un estudio realizado a microorganismos provenientes del suelo, se identific6 un complejo
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piranoso (37) producido por Trichoderma koningii, que afect6 el crecimiento de fitopatégeno como

P. cinnamomi. (Reino et al. 2008) (ver Figura 4).

OH OH

HO

OH

OH [0]

37

OH OH

Figura 4, Metabolitos con actividad contra P. cinnamomi

1.4. Posibilidades para Chile.

Chile por su parte posee una gran diversidad de habitats terrestres, marinos y de agua dulce,
lo que sumado a las caracteristicas climaticas y al relativo aislamiento geografico del pafs, ha
favorecido el desarrollo de una diversidad moderada en nimero de especies, pero con especies y
ecosistemas unicos en el mundo (Manzur 2008; Villagran and Hinojosa 2005). La flora y fauna del
pais muestra alto niveles de endemismo, también existe una gran cantidad de especies nativas. A
escala regional, la variacion del clima es uno de los principales factores que determinan la variacién

espacial de la vegetacion (Figueroa and Calfucura 2008).

1.4.1. Drimys

Entre las especies arboéreas nativa de Chile, se encuentra el género Drimys, de la cual se
conocen tres especies Drimys winteri Forst, Drimys andina Reiche y Drimys confertifolia Phi. Esta

ultima, s6lo se encuentra en el Archipiélago de Juan Fernandez (Hernandez et al. 1996).
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D. winteri Forst, es conocida popularmente como “Canelo”. Arbol de hojas perennes, que se
encuentra entre la zona del Rio Limari y Tierra del Fuego, en areas que van desde el nivel del mar
hasta la Cordillera de Los Andes (Quiroz Bravo 2003; Hernandez et al. 1996). Es considerado el
arbol sagrado del pueblo mapuche (Mufioz et al. 2001). De la especie es posible encontrar dos
variedades D. winteri var winteri y D. winteri var chilensis (Jara-Arancio et al. 2012). Desde 1970, se
han llevado a cobo una serie de investigaciones quimicas y biolégicas, utilizando extractos, aceites
esenciales y metabolitos obtenidos desde cortezas y hojas de Canelo, con las cuales se ha
demostrado que posee propiedades antibacterianas, antiflingicas, insecticidas, antinflamatorias,
antitumorales, entre otras (Mufioz et al. 2001). En la Tabla 3, se presentan los resultados de algunos

estudios realizados con extractos y aceites esenciales de D. winteri.

Los aceites esenciales, de hojas y corteza, se encuentran compuestos principalmente por ay
B-pineno, canfeno, a-cadineno, a-felandreno, limoneno, terpineno, drimenol, elemol, linalol,

terpinol, citral, furfural, piperonal, aldehido veratrico, fenchona, entre otros (Mufioz et al. 2001).

Por otra parte, se ha evidenciado que los extractos de D. winteri contienen principalmente
flavonoides y sesquiterpenos de tipo drimano (Malheiros et al. 2001). Estos ultimos, han atraido un
interés particular debido a su actividad antialimentaria, antimicrobiana, insecticida y regulador del

crecimiento de la planta (Malheiros et al. 2001).
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Extracto

Aceite esencial

Aceites esenciales
(Hojas y Corteza)

Aceite esencial

Aceite esencial

Extracto N-hexano
(Corteza)

Extracto N-hexano,
acetona y metanol
(Corteza)

Extracto N-hexano
y aceite esencial
(Corteza)

Corteza triturada

Aceite esencial
(corteza)

Extracto Acuoso
(corteza)

Extracto
Metandlico
(corteza)

Extracto
Hidroalcohdlico
(Corteza)

Extracto
Hidroalcohdlico
(Corteza)

Extracto
Hidroalcohdlico
(Corteza)

Tabla 3, Estudio realizados con D. winteri
Actividad

Produce un 100% de mortalidad de Aegorhinus superciliosus altas
concentraciones, 40% v/v,

A una concentraciéon de 64 pL/L de Aceite de hojas causo la
mortalidad de 68% de Acyrthosiphon pisum; a la misma
concentracidn el aceite de corteza causo un 63% de mortalidad.

A una concentracién del 100% del aceite se inhibié en un 100%
el crecimiento de B. cinerea. Mientras que al 80% de
concentracion, se inhibio el 65%.

Muestra efectos fitotéxicos en la germinacién de semillas de
Portulaca oleracea a concentraciones por sobre 1uL/mL

La aplicacién del extracto al follaje de cuatro especies de malezas,
a concentraciones de 800 a 6400 mg/L, redujo la altura,
adicionalmente, caus6 la muerte de las especies Cichorium
intybus, Setaria pumila y Daucus carota.

A concentraciones de 198 y 234 mg/L, de los extractos de n-
hexano y acetona, respectivamente, se lograba una inhibicién del
50% del crecimiento de Gaeumannomyces graminis var tritici. E1
extracto de metanol sélo inhibié un 33% del crecimiento a 800

[mg/L].

(in vitro) El aceite esencial aplicado por contacto 932 mg/L y
como volatil 30,27 mg/L inhibié un 50% el crecimiento de
Gaeumannomyces graminis. (in vivo) Los inéculos de G. graminis
en trigo fueron tratados con extracto, el cual a una dosis de 250
mg/kg mostro un control del dafio causado por el hongo.

La presencia de corteza triturada, en el medio de cultivo, inhibié
hasta en un 90% el crecimiento micelial de P. cinnamomi, P.
capsici y Sclerotinia cepivorum.

A una concentraciéon de 800 mg/L se inhibi6é un 79,2% y un
89,5% del crecimiento micelial de P. cinnamomiy S. cepivorum,
respectivamente.

Inhibe la germinacién de conidios de Penicillium spp. Con un halo
de inhibicién de 3,6 y 4,3 mm a concentraciones de 0,5% y 1%,
respectivamente.

A una concentracion de 16% inhibe en un didmetro de 6,35 mm
a B. cinerea. A una concentracion de 12% del extracto inhibe en
un maximo de 3mm a Penicillium spp.

Se estudié la contraccién de mediadores implicados en el asma y
la alergia. Demostrando que el extracto posee principios activos
que interactian a través de mecanismos distintos con varios
mediadores que participan en el asma y la alergia

El objetivo del estudio comprendia evaluar las propiedades
antiinflmatorias y antialérgicas del extracto. Encontrando las
claras propiedades antiinflamatorias y antialérgicas de los
principios activos presentes en la corteza de D. winteri.

Se encontré que existe soporte para una propiedad anti-
hiperalgesica de larga duracidon para el(los) principio(s) activo(s)
presente(s) en la corteza de D. winteri

Referencia

(Ramoén et al. 2012)

(Zapata et al. 2010)

(Becerra and Hernandez 2010)

(Verdeguer etal. 2011)

(Zapata etal. 2011b)

(Zapata etal. 2011a)

(Monsalvez et al. 2010)

(Blanco Torres 2009)

(Quiroz Bravo 2003)

(El Sayah et al. 1997)

(Tratsk et al. 1997)

(Mendes et al. 1998)
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Entre los metabolitos aislados se encuentran flavonoides tales como cirsimaritina (38),
taxifolina (39), luteolina (40), kaempferol (41), astilbina (42), quercetina (43) y procianidinas,
(ver Figura 5) (Mufioz et al. 2001). Las pruebas bioldgicas realizadas con estos metabolitos
demostraron que poseian actividad antiinflamatoria. Taxifolina adicionalmente, presenté actividad

anti-tumural, in vivo, en leucemia linfocitica de ratéon. Ademas, han sido aislados taninos y acido

ascorbico (Muiioz et al. 2001).
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Figura 5, Flavonoides aislados desde Drimys winteri.
Adicionalmente se aislaron los lignanos sesamina (44), eudesmin (45) y cubebina (46), y su

epimero (47) y el esterol B-sitosterol (48) (ver Figura 6).(Mufioz and Gutierrez 2015).
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Figura 6, Lignanos y esterol aislados desde D. winteri.

Desde la corteza de D. winteri (continental, andina y de la Isla de Chiloé), se han obtenido una
serie de sesquiterpenos, (ver Figura.7) (Carcamo et al. 2014; Cechinel Filho et al. 1998; Paz Robles
et al. 2014; Rodriguez et al. 2005; Mufioz and Gutierrez 2015; Calle et al. 1985; Appel et al. 1963;
Brown 1995; Escobar and Wittke 1988). También, se han obtenido terpenos, ya descritos en otros

dicotileddnea, entre ellos (-) ent-kaureno (64) (Mufioz et al. 2001).
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CHO
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139 7N 63

Drimano

Figura 7, Sesquiterpenos drimano y terpeno aislados desde Drimys winteri.
49. Drimenol, 50. Isodrimenol, 51. Poligodial, 52. Epipoligodial, 53. Drimendiol, 54. Proximadiol, 55.
[sodrimeninol, 56. Drimenin, 57. Isodrimenin, 58. Canamolide, 59. Cofertifolina, 60. Valdiviolide, 61. 11-
epi-valdiviolide y 62. 1-f-(p-metoxicinamoil) Poligodial y 64. Ent-kaureno

De los sesquiterpenos encontrados en D. winteri destacan Drimenol (49), isodrimenol (50) y
poligodial (51), por su actividad insecticida (Mufioz et al. 2001). Se ha estudiado la presencia de
poligodial y drimenol en hojas y corteza de Drimys chilenas, mediante andlisis de Cromatografia de

Gases (GC) de los extractos de hexanos, observando que las concentraciones medias de Poligodial
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en hojas era de 0,99% y las de drimenol de 0,011%. En contraste con el extracto obtenido de

corteza, donde se observé un aumento en la concentraciéon de drimenol (Mufioz-Concha et al. 2007).

Drimenol es un importante sesquiterpeno drimano, fue aislado por primera vez en 1948
desde corteza de Drimys winteri Forst, por Appel y sus colaboradores (Appel et al. 1959; Kuchkova
et al. 2004). Por su parte, poligodial fue aislado originalmente de la planta Polygonum hydropiper
(Barnes and Loder 1962) y, posteriormente, de Warburgia ugandensis y Warburgia stuhlmannii que
presentan actividad antialimentaria en insecto (Kubo et al. 1976) y actividad antimicrobiana
(Taniguchi et al. 1978) asi como de Pseudowintera colorata que también presenta actividad

antimicrobiana (McCallion et al. 1982).

Por otra parte, Poligodial se caracteriza por dar "sabor picante" en especias de la cocina
japonesa tradicional (Kubo and Ganjian 1981).Y a diferencia de muchos otros agentes antifingicos,
posee actividad fungicida frente a levaduras y hongos filamentosos (Kubo and Taniguchi 1988).
Estudios previos indican que esta actividad se debe a la presencia de un aldehido «,3-insaturado
(Taniguchi et al. 1984). Sin embargo, investigaciones recientes llevadas a cabo en un grupo de
sesquiterpenos y derivados indican que la actividad sélo se debe a la presencia del doble enlace
entre el carbono 7 y 8, no siendo necesaria la presencia del aldehido (Derita et al. 2013).
Observaciones sobre el mecanismo fungicida, de poligodial, sobre Saccharomyces cerevisiae, indican
que induce la muerte celular por interrupcién de la membrana plasmatica (Taniguchi et al. 1988).
Sin embargo, estos resultados apoyan una imagen mas compleja de su efecto, ya que, un objetivo
importante de poligodial, en levaduras, es inhibir la ATP sintasa mitocondrial. La reducciéon del
suministro de ATP conduce a una supresion de la actividad ATPasa Pmal, impidiendo la respiracion
celular, y deteriora respuestas de adaptacion a otras facetas de la inhibicién celular de poligodial.
Se debe considerar que los mutantes petite, son notoriamente menos sensibles debido a la ausencia
de ADN mitocondrial (Lunde and Kubo 2000). Una de las ventaja de poligodial, es que a diferencia

de otros sesquiterpenos no es mutagénico (Lunde and Kubo 2000).

Los sesquiterpenos forman un grupo de mas de 5000 compuestos que tienen un amplio
espectro de efectos bioldgicos y parecen desempefiar un papel importante entre los mecanismos
de defensa de las plantas (Fraga 1998; Monsalvez et al. 2010). Las propiedades presentadas por

extractos y metabolitos obtenidos desde D. winteri dan cuenta de la importancia y las
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oportunidades que puede otorgar a la agroindustria el estudio de esta especie en el control de

fitopatdgenos asociados a grandes pérdidas de cultivos en Chile y el mundo.
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Capitulo 2. Hipotesis
De acuerdo con los antecedentes bibliograficos, se plantea la siguiente hipotesis de
investigacidn:

Los extractos de polaridad baja, intermedia y alta, y los metabolitos secundarios de Drimys
winteri continental, presentaran actividad contra hongos fitopatégenos necrétrofos, que afectan

cultivos de interés agroeconémico en Chile.
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Capitulo 3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

Obtener extractos y metabolitos activos desde la corteza de Drimys winteri continental, y
probar su actividad biolégica contra hongos fitopatégenos necrotréficos, Botrytis cinerea y

Phytophthora cinnamomi

3.2. Objetivos especificos.

e Obtener extractos de hexano, acetato de etilo y etanol a partir de corteza de D. winteri.

e Evaluar la actividad biolégica antifitopatégena de los distintos extractos en Botrytis
cinerea y Phytophthora cinnamomi.

e Separar, purificar y caracterizar metabolitos secundarios mayoritarios presentes en
los extractos activos

e Evaluar la actividad biolégica antifitopatégena de los metabolitos secundarios

mayoritarios.
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Capitulo4. Desarrollo Experimental

4.1. Materiales y Método.

4.1.1.Materiales.

4.1.1.1. Parte Quimica.

e Material Vegetal

=  (Corteza de D. winteri de Valdivia.

= Corteza de D. winteri de Chiloé.

e Solventes:

= Acetato de etilo
= Acetona

= Diclorometano
= Etanol

= Eter dietilico

= Hexano

=  Metanol

e Soportes:

= Silicagel Merck (0,032 -0,063 mm)
= Silica Merck (0,063- 0,2 mm)

= Arena

¢ Insumos

= Nitrato de Plata
= Algodén
=  Fibra de vidrio

Acido Sulfarico
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e Materiales, Instrumentos y equipos:

= Columnas cromatografias de diferentes diametros

= Viales 20 [mL]

=  Matraces Erlenmeyer

= Vasos Precipitados

= Recristalizador

= Pesa Analitica BEL engineering

= (Cromatofolios (CCF)

= Rotavapor, Biichi R-100.

=  Bomba de vacio, Biichi V-800.

= Estufa, Memmert UF 110.

= Macerador de acero inoxidable.

= Macerador de vidrio.

= Destiladores

= Equipo de espectroscopia de RMN, Bruker Avance 400 MHz.

= Equipo de espectroscopia de IR, ubicado en el Laboratorio del Dr. Guillermo Diaz,
Universidad de Playa Ancha.

= Lampara UV 254/365 Spectroline

= Placa Calefactora

4.1.1.2. Parte bioldgica.

e Lineas celulares:

= Botrytis cinerea B05.10, las cuales seran facilitadas por el laboratorio de la Dr.
Evelyn Silva, de la Universidad Auténoma de Chile.
= Phytophthora cinnamomi, cepas facilitadas por el SAG de Valparaiso, a cargo de la

Dr. Katy Diaz, de la Universidad Técnica Federico Santa Maria.

e Solventes:

= Diclorometano
= Etanol

= Agua destilada
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e Materiales:

= Placas Petri de 5 [cm] para cultivo

= Botella Pyrex de 500 [mL]

= Medio de cultivo Agar patata dextrosa (APD) DIFCOTM

=  Micropipeta 1000 [uL]

= Micropipeta 200 [pL]

= Sacabocado

= Pinzas

= Puntas para Micropipeta

= Control positivo (P. cinnamomi) Fungicida quimico Metalaxil

= Control positivo (B. cinerea) Fungicida de origen natural BC1000®

e Instrumentosy Equipos:

= Equipo de autoclave

= Vortex Dragon lab.

= (Campana de Bioseguridad NUARE
= (Camara fotografica

= Balanza Analitica BEL engineering

= Estufa MEMMERT 23°C

4.1.2.Métodos Quimicos.

4.1.2.1. Extraccion

Para la extraccion se utilizé corteza de D. winteri proveniente de Valdivia y Chiloé, y tres
solventes de extraccion (Hexano, Acetato de etilo y Etanol). Para el procedimiento en primer lugar,
se peso el material vegetal, con el fin de determinar el rendimiento de extraccién, posteriormente
este fue introducido a un macerador de acero inoxidable. Una vez que el material vegetal fue
colocado en el macerador se adicion6 el primer solvente, el cual fue seleccionado considerando su
polaridad, ya que la maceracion se realizo utilizando solventes con polaridad creciente, es decir,

siguiendo el orden Hexano, Acetato de etilo y Etanol, (Diagrama 4).
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Cada extraccion, se realiz6 a temperatura ambiente y por un periodo de 48 horas. Después de
transcurrido el tiempo (t), se obtuvo el licor del macerado, el cual se concentr6 a presion reducida
(Equipo de Rotavapor conectado a bomba de vacio), (ver Figura 8). Los solventes utilizados en la

extraccion fueron recuperados y posteriormente destilados.

MATERIAL VEGETAL
Corteza de D. winteri

PRIMERA SEGUNDA TERCERA DESECHO
EXTRACCION Sggf??gZZE EXTRACCION 2 ggﬁ?ngE EXTRACCION VEGETAL,
Hexano Acetato de Etilo Etanol Corteza
MACERADO MACERADO MACERADO
CONCENTRACION a CONCENTRACION a CONCENTRACION «
Presion reducida Presion reducida Presion reducida

EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
Hexano Acetato de etilo Etanol
Hexano para Acetato de etilo Etanolpara
reciclar para reciclar reciclar

Diagrama 4, Método de extraccion
Fuente: Elaboracion Propia.
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t=0 dias t=2 dias

| 1

Macerador
de Acero

Material Vegetal %

|

Figura 8, Diagrama de maceracion.
Fuente: Elaboracién Propia.

— | — P Macerado

4.1.2.2. Separacion, Purificacion y caracterizacion.

e Separacion en Columna Cromatografica

Una vez obtenidos los extractos, estos fueron evaluados biolégicamente frente a los
fitopatdgenos B. cinerea y P. cinnamomi. El extracto mas activo, fue separado utilizando columnas
cromatograficas. Las condiciones de separaciéon se determinaron utilizando placas de
cromatografia en capa fina (CCF) mediante el andlisis de la relacién entre las distancias recorridas
por los compuestos por el recorrido del eluyente (Rf), (ver Figura 9). El Rf se utiliza para determinar

ala polaridad y el orden de eluciéon (retencion) de los compuestos que componen la mezcla.

B " Xy " _ Xp
Y G Xs fa = Yy fs = Y
A
¢ Xa Rfy < Rfg

Figura 9, Calculo de Rf.

42



Que Rf; < Rfp significa que el compuesto A es mas polar que B y que por ende su retencion
es mayor en estas condiciones. Para determinar los eluyentes en las separaciones en columnas se
consideran eluyentes que generen un Rf entre 0,3 y 0,5. Este estudio se realiza posterior al revelado
de las placas el cual se realizara mediante lampara UV para identificar compuestos cromoforos y
posteriormente utilizando una solucién acuosa de acido Sulfurico (H,S0,) al 20%v, solucién en la

cual se sumerge la placa de CCF para luego ser secada a altas temperaturas.

Una vez que las condiciones de separacién han sido determinadas, se lleva a cabo la
separacion, dependiendo de la cantidad de masa se selecciona el didmetro de la columna a separar
(mientras mayor masa mayor es el didmetro). La columna estd compuesta por una serie de capas,

(ver Figura 10), entre las que se encuentra:

e Soporte de silica: en el mercado existen soportes granulares que impiden que la silica
salga de la columna mientras se realiza la separacion. No obstante, esta puede como
no puede ser utilizada, por lo general antes de agregar la silica se pone una pequeia
mota de algodén o de lana de vidrio, estos también permiten que el soporte
permanezca estatico.

e Fase estacionaria: para las separaciones se utilizaron principalmente silica gel final,
silica gel gruesa y silica gel fina impregnada con nitrato de plata (para ello se ocupé
el método descrito en el Anexo 3)

e Siembra: para incorporar la mezcla de metabolitos a la columna se utilizaron dos
métodos, el primero consiste en la generacion de una papilla conformada por la
mezcla de compuestos y silica; el segundo método consisti6 en incorporar los
metabolitos mediante una elucién en este caso la mezcla se siembra principalmente

en arena.

Las fracciones obtenidas, durante la separacion, fueron estudiadas mediante cromatografia

en capa fina (CCF), con el fin de determinar la presencia de metabolitos mayoritarios.
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— Fase Movil
— Algodon

Siembra +—— Silica

— Fase Estacionaria

— Soporte de Silica
— Algodon o Lana de Vidrio

Figura 10, Esquema Basico de Columna Cromatografica

e Fraccionamiento Liquido-Liquido.

El fraccionamiento liquido-liquido consiste en diluir el extracto con diferentes solventes, o
mezclas de estos, de manera de ir aumentando la polaridad de estos. Con el fin de facilitar la

purificacién de metabolitos.

El procedimiento consiste en: tomar una cantidad de extracto a fraccionar en un matraz
Erlenmeyer tarado, de manera de determinar la masa inicial del extracto, agregar un volumen
determinado del primer solvente (hexano) cubrir la boquilla del matraz y dejar en agitacién durante
un tiempo t. Transcurrido el periodo se debe extraer el sobrenadante (macerado), este es
concentrado a presién reducida, mientras que a la parte insoluble del extracto se le agrega el
segundo solvente (mezcla diclorometano-hexano (1:4)) y se coloca nuevamente en agitacion
durante un tiempo t, pasado el tiempo se retira el sobrenadante y se concentra a presién reducida.
Al igual que en el caso anterior, la fraccién de extracto insoluble se seguira macerando hasta que ya
no queden compuestos insolubles. En total se realizaron 5 maceraciones utilizando hexano,
diclorometano-hexano (1:4), hexano-diclorometano (1:1), diclorometano y finalmente acetato de

etilo, (Diagrama 5).
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( EXTRACTO )
I

[

MACERADO 1 PRIMERA EXTRACCION
(Sobrenadante) Hexano y agitacion (t=4 dias)

Extracto
Insoluble

SEGUNDA EXTRACCION
1:4 diclorometano:hexanoy
agitacion (t=2 dias)

MACERADO 2
(Sobrenadante)

J

Extracto
Insoluble

(

TERCERA EXTRACCION
1:1 diclorometano:hexano y
agitacion (t=1 dia)

MACERADO 3
(Sobrenadante)

Extracto
Insoluble

CUARTA EXTRACCION
100% diclorometano y agitacion
(t=3 horas)

MACERADO 4
(Sobrenadante)

)

Extracto
Insoluble

(

QUINTA EXTRACCION
Lavado con 100% Acetato de
etilo

MACERADO 5
(Sobrenadante)

Diagrama 5, Proceso se fraccionamiento liquido-liquido.
Fuente: Elaboracion Propia.
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e Purificacion y Caracterizacion.

Una vez fraccionados los extractos, se realizaron pruebas de polaridad, con el fin de
determinar las condiciones (fase estacionaria y mdvil) para el aislamiento de compuestos mediante

cromatografia en columna (dependiendo de las caracteristicas de las fracciones), (Diagrama 6).

ESTUDIO DE
Mediante CCF, POLARIDAD
para determinar
el gradiente de
solventes parala
iy A 4
separacion (fase
movil) SEPARACION DEL
EXTRACTO
Columna
Cromatogrdfica/
Fraccionamiento
liquido-liquido OBTENCION DE
FRACCIONES

Identificacién
—> de fracciones
mediante CCF

PURIFICACION

Mediante columna
cromatogrdfica

Recristalizacion — <+—

Diagrama 6, Proceso general de obtencién de compuestos.
Fuente: Elaboracién Propia.

La purificacion de compuestos mediante recristalizacion. Esta técnica consiste en la
eliminacion de impurezas utilizando un disolvente a altas temperaturas, idealmente el compuesto
deseado debe separarse en forma cristalina y todas las impurezas deben quedar disueltas. Si no se
llega al resultado esperado, el proceso se repetira. Para poder recristalizar, el solvente debe ser
capaz de disolver la sustancia a purificar a elevadas temperaturas, generar buenos cristales del

producto que se va a purificar, no debe reaccionar con el compuesto y debe ser facil de eliminar.
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Una vez realizada la aislacién y purificacién de metabolitos, la cual sera previamente
determinada por CCF, y confirmada con espectro de HRMN de rutina, se llevara a cabo la
caracterizacion, para ello se utilizardn las herramientas espectroscépicas de RMN, IR y

espectrometria de Masa (en caso de ser necesario).

4.1.3.Métodos Biologicos.

4.1.3.1. Pruebas Biologicas contra B. cinerea.

La evaluacion biolédgica, tanto de extractos como de metabolitos frente a B. cinerea seran

realizados en el Laboratorio de la Dr. Evelyn Silva de la Universidad Auténoma de Chile, Santiago.

* Microorganismo y medio de cultivos

Para el crecimiento del microorganismo se utilizé6 100uL del stock de conidios de B05.10,
almacenadas en glicerol, los cuales fueron inoculados en placas Petri con medio de cultivo Malta-
Levadura (ML) e incubados a 20°C, en oscuridad al menos por 72 horas. Posteriormente, con ayuda
de un sacabocado, se obtuvieron discos de 5mm de diametro, estos fueron transferidos a otra placa

con medio de cultivo con el fin de obtener el stock de micelio fresco para los ensayos.

= Medicion de la actividad antifungica

Para los ensayos se utilizaron placas de cultivo de 50[mm] de didmetro, a las cuales se les
agreg6 7mL de medio de cultivo. Tanto los extractos como los metabolitos se adicionaron al medio
de cultivo de manera de evaluar concentraciones de 20, 40, 80 y 160 ppm, una vez preparadas las
placas se inocularon con un disco de 5mm de didmetro de micelio. El crecimiento del hongo fue
monitoreado a las 24, 48 y 72 horas después de la incubacién. La actividad antifingica del

compuesto se expreso porcentaje de inhibicion del compuesto.

4.1.3.2. Pruebas Bioldgicas contra Phytophthora cinnamomi.

Las pruebas bioldgicas, frente a P. cinnamomi fueron realizadas con la Dr. Katy Diaz en el
Laboratorio de Fitopatogenos del Departamento de Quimica, de la Universidad Técnica Federico

Santa Maria, Valparaiso.
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= Solucion Stock.

La solucién stock de cada extracto y metabolitos secundarios fue preparada con 20-40 mg
de cada uno de ellos, disueltos en 500 pL de Etanol en el caso de P. cinnamomi y Diclorometano en
las pruebas contra B. cinerea. Posteriormente, la solucion stock fue diluida en 5mL de agua para
obtener una solucion stock de 5.000 ppm. De esta ultima se tomaron alicuotas para alcanzar

concentraciones de 40, 80 y 160 ppm, en cada placa petri con medio de cultivo APD

= (Cultivo del Fitopatogeno

El cultivo de P. cinnamomi se realizé6 en medio de agar en placas Petri estériles, a una

temperatura de incubacién de 23°C bajo régimen de oscuridad por un periodo de entre 6-7 dias.

= Testde Crecimiento Micelial in vitro

Para determinar la inhibicién del crecimiento micelial de B. cinerea y P. cinnamomi, se utilizé
el test de envenenamiento radial en medio de cultivo APD. Los compuestos fueron adicionados en
el APD a distintas concentraciones (40, 80 y 160 ppm) a una temperatura de 50°C. Una vez
solidificado el APD fueron sembrados los micelios del patégeno en el centro de la placa, con disco
de 4 mm de didmetro. El experimento consta de un control negativo, el cual consiste en inocular el
fitopatdgeno en una placa Petri que sélo posee medio de cultivo APD y Etanol 1%. Ademas, se
incluye un control positivo, el que consiste en el inoculo del fitopatégeno en medio de cultivo APD
en presencia de fungicida, Metalaxil en el de P. cinnamomi, el fungicida debera estar a las
concentraciones evaluadas en extractos y metabolitos secundarios. Cada tratamiento sera realizado
por triplicado. El cultivo de los fitopatégenos se mantendra a 23°C bajo un fotoperiodo de 16 horas

luz/8 horas

Los célculos de porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM) se realizaran 168
horas después de la inoculacién de P. cinnamomi. Evaluando la medicién del diametro de
crecimiento del hongo alrededor del disco para calcular el area de inhibicion del crecimiento

micelial del patégeno en comparacion con los controles correspondientes.

= (Calculo PICM

El calculo se realiz6 con la siguiente férmula para el porcentaje de inhibicién de crecimiento

micelial:
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AIC — AIT
—) * 100

PICM por replica = ( 1IC

Donde:

= AIC: es el area de inhibicion del control
= AIT: es el area de inhibicién del tratamiento.
= PICM promedio por tratamiento: Promedio de las tres réplicas de Area de Inhibicién

por tratamiento.

4.1.3.3. Analisis de Resultados.

Los resultados obtenidos para cada extracto fueron analizados mediante el método ANOVA,
y las comparaciones entre extractos se realizo utilizando la prueba estadistica t-student. Para

ambos casos se consideré un porcentaje de confiabilidad del 98%.

4.2. Resultados y Discusion.

4.2.1.Extraccion.

Las extracciones se realizaron utilizando el procedimiento descrito en el Diagrama 4. En
primer lugar, se obtuvieron los tres extractos de 5 kg de corteza valdiviana, de estos el que presentd
el mayor rendimiento (10,49%) es el extracto de acetato de etilo, Tabla 4. Posteriormente se realiz6
la extraccion de 1,2 kg de material vegetal proveniente de Chiloé, siendo el extracto etandlico el que
presenta el mayor rendimiento (4,95%). Las masas y rendimientos (1) obtenidos se encuentran en

la Tabla 4.
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Tabla 4, Masas y rendimientos de extracciéon

Fuente: Elaboraciéon propia.

D. winteri Valdivia

D. winteri Chiloé

Extractos |Masa[g] n[%] |Masa[g] n[%]
Hexano 99,2 1,78 12,8 1,07
Acetato de Etilo 531,8 10,49 42,8 3,6
Etanol 270,0 5,24 59,5 4,95

En investigaciones anteriores se ha comprobado que el rendimiento cuantitativo y cualitativo
de la extraccion depende en gran medida de la polaridad de los solventes utilizados, ademas este
puede variar por factores como la agitacion, la temperatura, la presion, entre otros (Soto and
Rosales 2016). Por lo que, la variacion en los rendimientos puede ser producto de una mayor

cantidad de metabolitos afines a la polaridad del solvente.

4.2.2.Pruebas biolégicas de extractos.

Para la seleccién del extracto a separar, se probd el efecto inhibidor del crecimiento micelial

de estos frente a hongos fitopatdgenos, con el fin de determinar cual presentaba la mayor actividad.

4.2.2.1. Pruebas contra B. cinerea.

En la Figura 11 se presentan los resultados de inhibicién de crecimiento micelial para los
extractos provenientes de Valdivia contra el fitopatégeno B. cinerea. En ellos se puede observar que
en todos los casos aumenta la actividad del extracto al aumentar la concentracién. Por otra parte,
de los tres extractos el que presentd la menor actividad fue el etanélico, con un 29,66% + 3,14% a
una concentracién de 160 ppm, mientras que los extractos de hexano y acetato de etilo presentaron

porcentajes de inhibicion de 55,33% + 3,32% y 55,11% + 9,54%, respectivamente.
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Figura 11, Resultados de actividad de extractos de D. winteri Valdivia contra B. cinérea

Al comparar los resultados obtenidos entre los extractos de acetato de etilo y hexano, a una

concentracion de 80 ppm, existe aproximadamente un 40% de probabilidades de coincidir en

resultados y al realizar la misma comparaciéon a una concentracién de 160 ppm no existen

diferencias significativas (p<0,96). Cabe destacar que esta informacién es en base a la cantidad de

datos disponibles

Por otra parte, en la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos con los extractos de

Chiloé, desde ella se puede observar que en todos los casos al aumentar la concentracion del

extracto aumenta la inhibicién del crecimiento micelial de B. cinerea. a una concentracion de 160

ppm el extracto etandlico es el que presenta la menor actividad (24,50% + 1,29%), seguida por el

extracto de hexano (26,50% + 1,00%) y finalmente acetato de etilo (69,56% + 5,34%). En este caso

las actividades obtenidas entre el extracto de hexano y etanol son similares, y al realizar la

comparacion se obtuvo que a 160 ppm la diferencia entre estos extractos es significativa (p<0,05).
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Figura 12, Resultados de actividad de extractos de D. winteri Chiloé contra B. cinérea

Al comparar los seis extractos obtenidos se puede observar que el extracto de Acetato de etilo

de D. winteri Chiloé es el que presenta mayor actividad.
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4.2.2.2. Pruebas contra P. cinnamomi.

Enla Figura 13 se observan los resultados de los extractos obtenidos desde D. winteri Valdivia

frente al fitopatégeno, en ellos se aprecia que el extracto de hexano no muestra aumento del

porcentaje de inhibicién al incrementar la concentracién del extracto, por lo que no existen

diferencias significativas entre el efecto inhibicién/concentraciéon (p>0,81). Con respecto a los

resultados obtenidos tanto para el extracto de acetato de etilo, como el extracto de etanol, a

concentracion de 160 ppm se obtuvieron porcentajes de inhibicién de 34,65% + 6,28%y 30,19% +

6,34%, respectivamente. A simple vista no se observan diferencias entre los ellos, la cual fue

confirmada al comparar a una concentracién de 160 ppm, demostrando que no existen

diferencias significativas (p>0,31) entre la inhibiciéon generada por el extracto de acetato y

el provocado por el extracto etandlico.
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Figura 13, Resultados de actividad de extractos de D. winteri Valdivia contra P. cinnamomi

Por otra parte, los resultados obtenidos para los extractos de Chiloé presentan una mayor

inhibicién del crecimiento de P. cinnamomi que los extractos de Valdivia, Figura 14. Ademas, se

puede observar que al aumentar la concentraciéon de cualquiera de los extractos disminuye el

crecimiento de P. cinnamomi.
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Figura 14, Resultados de actividad de extractos de D. winteri Chiloé contra P. cinnamomi

La inhibicién generada por los extractos hexano, el de acetato de etilo y el etandlico, a una
concentracion de 160 [ppm], fueron de un 49,74% + 2,65%, 57,39% + 4,93% y 57,36% + 2,96%,
respectivamente. Al comparar los resultados obtenidos entre los extractos, se determin6 que el
extracto de hexano y acetato de etilo presentan diferencias significativas (p<0,02), el mismo
resultado se obtuvo entre el extracto de hexano y etanol (p<0,02). Sin embargo, al comparar el

extracto de acetato de etilo y el de etanol no se presentan diferencias significativas entre los efectos

provocados (p>0,98).

4.2.3.Separacion, Purificacion y Caracterizacion.

Al momento de realizar las pruebas biologicas sélo se contaba con los extractos de corteza de
D. winteri proveniente de Valdivia, y el fitopatégeno B. cinerea. Por lo que, la separacion se comenz6

tomando en consideracion que el extracto de acetato de etilo era el que poseia una mayor actividad.

4.2.3.1. Columna Cromatografica.

Las separaciones se realizaron siguiendo la metodologia descrita en el Diagrama 11 del Anexo
4.La primera separacion del extracto (C1), se realizo con el fin de fraccionar 53g, para ello, se utiliz6
como soporte silica gel gruesa, y la fase movil consistié en una mezcla hexano-acetato de etilo, la
cual se agregd en volimenes de 400mL en gradientes de polaridad creciente partiendo de 0% de
acetato de etilo 100% hexano, hasta llegar a un 100% de acetato de etilo y 0% de hexano. En total

se obtuvieron 5 fracciones, Tabla 5.
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Tabla 5, Rendimientos de Reaccion de Separaciéon C1
Fuente: Elaboracion propia a partir de los datos experimentales

Fraccién Codigo Masa [g] Rend[ig/:)l]iento GZ‘;:Z‘:ZZ:‘?
F1 F1’-C1 17,1839 32,42 0-51%
F2 F4-C1 5,4487 10,28 52-58%
F3 F5-C1 10,2662 19,37 59-75%
F4 F6'-C1 8,6912 16,39 76-91%
F5 F10-C1 9,9973 18,86 92-100%

e Fraccion F4-C1

Una vez fraccionado el extracto inicial, se llevo a cabo la separacion de la fraccion F4-C1,
separacién C2, (Diagrama 7). para ello se utilizd silica gel fina y una elucién (fase mévil) de Hexano-
Acetato de etilo en un gradiente de polaridad que comenzd con 0% acetato de etilo hasta llegar a
16% (subiendo de 1% a la vez) al llegar a este punto, se continud con gradiente isocratico. En total
se obtuvieron 10 fracciones, con un rendimiento global de 69,17%. Se deduce que la diminucién del

rendimiento puede ser producto de la retenciéon de compuestos en la columna.

De las fracciones obtenidas se observé que F5-C2 presentaba cristales, los cuales se aislaron
utilizando la técnica de recristalizacion, obteniendo 500,1 [mg] de un cristal blanco e insoluble en
hexano, el cual mediante CCF coincide con el RF del patréon de drimenol (49). El resultado

observado en la placa de CCF fue corroborado por espectroscopia de RMN.

A continuacién, se llevé a cabo la separacion C3, la cual corresponde a la separacion de la
fraccion F8-C2, para ello se utiliz6 silica gel fina y una eluciéon de Hexano-Acetato de etilo en un
gradiente de polaridad que comenz6 con 0% acetato de etilo hasta llegar a 12% (subiendo de 1% a
la vez) al llegar a este punto, se continud con gradiente isocratico. En total se obtuvieron 8

fracciones de las cuales la fraccion F3-C3 y F5-C3 contenian un compuesto aceitoso, el cual por
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placa de CCF presentaba el mismo RF que el patréon de poligodial. Los compuestos fueron analizados
por 1H RMN, con los espectros se confirmé que el compuesto era poligodial (51) y que ademas este

no se encontraba puro.

Para la siguiente separacion (C4) se utilizo la fraccién F7-C2. El soporte utilizado fue silica
gel fina y la elucién estaba conformada por una mezcla de hexano-diclorometano agregada
inicialmente en gradientes de polaridad creciente hasta llegar a un 60% de diclorometano en donde
se mantuvo isocratico hasta el final de la separacidn. El rendimiento global fue de un 47,38%, cabe
destacar que la mayoria de las fracciones presentaban un metabolito con un RF similar al patrén de
poligodial, no obstante, este se encontraba acompafiado por otros compuestos, las fracciones F10-
C4 y F11-C4 presentaban la menor contaminacioén. El estudio de 'H RMN demuestra que las

fracciones contienen poligodial (51) mas algunas impurezas.

F5-C2 Recristalizaciéon

Separaciéon C4

F2:F4-C1

F8-C2
Separacion C3 F3-C3

Poligodial

Diagrama 7, Separacion de F4-C1
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e Fraccion F5-C1

Con en el fin de obtener muestras puras de poligodial, se estudi6 la separacion de la fraccion
F5-C1, fraccién que presentaba por placa de CCF un metabolito mayoritario con Rf igual al patron
de poligodial. Para realizar esta separacién (C5) se utiliz6 silica gel fina impregnada con nitrato de
plata y una elucién de hexano-acetato de etilo, ya que esta mezcla de solventes presentaba un mejor

resultado por CCF a la hora de separar poligodial de las impurezas.

Al realizar el estudio de las fracciones por CCF, era posible apreciar s6lo un compuesto
(poligodial); no obstante, al hacer el estudio por espectroscopia de RMN se presentaba un segundo
compuesto el cual presentaba sefiales de aldehidos e insaturaciones similares a las de poligodial.
Cabe destacar, que el espectro H RMN realizado a la fraccion F5-C1 mostraba sdlo la presencia de
poligodial y algunas impurezas minimas. Debido a ello se sospecha que la presencia del segundo
aldehido quedaba minimizada por la concentracién en la que se encuentra con respecto a poligodial,

lo que impide que este sea observado en los espectros iniciales.

Con los desplazamientos quimicos de tH RMN y 13C RMN, mas la ayuda de simulaciones se
determiné que la estructura del segundo compuesto podria corresponder a 9-deshidroximuzigadial
(65). Adicionalmente, se complement6 la informacién con publicaciones previas en las cuales se

evidenciaban desplazamientos similares a los obtenidos.

%
4
1

A continuacidn, se realiz6 la separacién (€6) de la fracciéon F3-C5 compuesta principalmente
por poligodial. Para realizar la separacion se utilizé la misma técnica aplicada en C4. Obteniendo un
rendimiento global de 32,95% y sin lograr aislar los compuestos. Al repetir esta técnica se observo

que la retenciéon de los compuestos aumentaba al trabajar bajo estas condiciones.

En paralelo a C6 se llevo a cabo C7, en esta separacion se buscaba aislar el compuesto 66, por

lo que se utiliz6 la fraccion F5-C5 la cual poseia una mayor concentracion del compuesto. Se
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utilizaron las mismas condiciones de separacion que en C6. En este caso se obtuvo un rendimiento

global de 30,93%, y al igual que en C6 no fue posible aislar el compuesto objetivo.

De las fracciones obtenidas F3-C7 era la que presentaba la mayor cantidad del compuesto
desconocido, por lo que se decidi6 intentar aislarlo (C7’) utilizando silica gel fina y la elucién
hexano-acetato de etilo, ya que esta presenta mejores resultados. En este caso no fue posible aislar
los compuestos, y las cantidades resultantes no eran suficientes para seguir intentando, (Diagrama

8).
F3: F5-C1 Separacién C5 F3-C5 Separacién C6
F5-C5

Esperado

Separacion C7' ‘
F3-C7 | 9-Deshidroximuzigadial

Separacion C7

Diagrama 8, Separacién de F5-C1

e Fraccion F10’-C1

Al finalizar la separacién C1, se encontrd un compuesto sélido de color blanco que cristalizé
en los ultimos viales, el cual fue caracterizado llegando a la conclusion de que se trataba de un

dimero (66).
(o] [0]
[0) H (¢} H
0] 0 (0] 0
H H
0
OH OH

El compuesto presenta un esqueleto molecular jamas reportado, por lo que se estudi6 la
posibilidad de extraer una mayor masa desde la fraccién mas polar del extracto, F10’-C1, el estudio
por CCF de la fracciéon no mostro la presencia del compuesto, debido a lo cual se decidi6 fraccionar
la mezcla (C8). Para ello se utiliz6 silica gel gruesa y una elucién de Hexano-acetato de etilo en un

gradiente de polaridad creciente. En total se obteniendo 10 fracciones, con un rendimiento global

de 82,22%
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La fracciéon F6-C8 presentaba cristales, los cuales se aislaron utilizando la técnica de
recristalizacidn, obteniendo 30,7 [mg] de un cristal blanco e insoluble en hexano. Mediante tHRMN
se determiné que el compuesto no presentaba impureza. La molécula fue caracterizada a través de

técnicas de RMN e IR llegando a la estructura del compuesto (67).

Las fracciones F7-C8 y F8-C8 presentaban cristales, estos fueron aislados mediante
recristalizacién utilizando éter dietilico, obteniendo 177,3 [mg] y 42,3 [mg], respectivamente. El
sélido encontrado en ambas fracciones correspondia al mismo compuesto, segin Rf y color de
revelado en CCF, esta informaciéon fue confirmada por tHRMN. El espectro de protén demostré que
el cristal se descomponia. En base a lo observado, se podia inferir que la molécula correspondia a
un glucdsido, es decir, estaba compuesta por un glicido y una parte no glicido, debido a ello se
decidi6 acetilar la molécula con el fin de disminuir su polaridad y aumentar su estabilidad. Para la
acetilacion se utiliz6 DMAP, anhidrido acético y diclorometano, como resultado se obtuvo una
mezcla de compuestos, los cuales fueron separados utilizando silica gel fina y una elucién hexano-

acetato de etilo. El compuesto mayoritario fue enviado a tH RMN, no obstante, el compuesto seguia

descomponiéndose.
F6-CS Recristalizacién F6C10RE
; Separacion C8 Recristalizacién
F5: F10'-C1 F7-C8 F7C10RE Mezcla de compuestos
que se degradaban con
F8C10RE el tiempo

Diagrama 9, Separacién de F10'-C1

Durante esta separacion no fue posible identificar la presencia del compuesto 66.
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e Fraccion F6’-C1

En la bisqueda de metabolitos, se decidié separar la fraccion F6’-C1 (C9), para ello se utiliz6

silica gel fina y una elucién hexano-acetato de etilo en un gradiente de polaridad creciente hasta

llegar a un 8% de acetato de etilo. Entre las fracciones obtenidas F20-C9 presentaba cristales, por

lo que se realiz6 una recristalizacion, de ella se obtuvieron 44,6 [mg] de un s6lido blanco, el cual

por pruebas de RMN se determiné que correspondia al compuesto 67 (Diagrama 10), el mismo

que fue obtenido desde la fraccién F6-C8.

Por otra parte, la fracciéon F9-C9 presentaba un compuesto de apariencia oleosa y puro por

CCF, por lo cual se realizaron pruebas de HRMN, determinando a priori que se trataba de

epipoligodial (52), (Diagrama 10), la informacién no pudo ser corroborada ya que su masa era

insuficiente para realizar mas pruebas.

Tabla 6, Diferencias espectroscépicas entre epipoligodial y poligodial.

5 [ppm] Asignacidn teérica
PP (Rodriguez et al. 2005)

9,83 H-11 (epipoligodial)
9,51 H-11 (poligodial)
9,38 H-12 (epipoligodial)
9,44 H-12 (poligodial)
3,23 H-9 (epipoligodial)
2,81 H-9 (poligodial)
F20-C9 Recristalizacién F6C10RE
F4: F6'-C1 Separacion C9 |_ 3
F9-C9 Separacion €10 Epipoligodial

Diagrama 10, Separacién de F6'-C1
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e Fraccion F1’-C1

Es la fraccion mas apolar del extracto y uno de las que poseia la mayor cantidad de
metabolitos, seglin el estudio de CCF. Durante la investigacién no se trabajé con ella por lo que se
encuentra almacenada, al igual que todas las fracciones que no fueron utilizadas durante la

investigacién.

4.2.3.2. Separacion por Fraccionamiento liquido-liquido.

EL fraccionamiento se realiz6 siguiendo el Diagrama 5. Inicialmente se utilizaron 100[g] de
extracto, cada solvente o mezcla de estos se agregaron en un volumen de 500[mL] a excepcion de
acetato de etilo del cual sélo se utilizaron 300[mL]. En total se obtuvieron 5 fracciones (B1, B2, B3,

B4y B5).
e Fraccion B4

La fraccién B4 fue separada por columna cromatografica debido a que presentaba la menor
cantidad de metabolitos por placa de CCF. La separacion (C10) se llevo acabo utilizando silica gel
fina y una elucién hexano-acetato de etilo. Al realizar el analisis de placa de CCF para obtener las
fracciones, se determiné la presencia compuestos aparentemente puros por lo que se procedio6 a
realizar tH RMN de los viales obtenidos. En ellos se encontré Drimenol (49) (vial 25), una mezcla
de poligodial y otro metabolito (vial 34) (la mezcla es idéntica a la encontrada en C5, pero con una

mayor concentracion del metabolito desconocido) y un compuesto nuevo (vial 94).

» Mezcla de Poligodial y metabolito desconocido.
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=  Compuesto Nuevo

4.2.3.3. Metabolitos encontrados

e Fraccion F4-C1

Drimenol

1H RMN (CDCls, 400 MHz): & 5,54 (1H, s, H-7); 3,85 (1H, dd, J = 2,34 y 10,8 Hz, H-11); 3,73
(2H, dd, J = 14,72 y 11,24 Hz, H-11); 1,99 (2H, m, H-6); 1,86 (3H, m, H-9 Y H-6); 1.58 (3H, s,
CHs-13); 1,39-1,47 (3H, m, H-2); 1,16-1,25 (1H, m, H-5 Y H-3); 1,06 (1H, m, H-1); 0,88 (3H, s,
CHs-12); 0,86 (3H, s, CH3-14); 0,85 (3H, s, CH3-15). 13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 132,9 (C, C-
8); 124,1 (CH, C-7); 60,9 (CHa, C-11); 57,2 (CH, C-9); 49,8 (CH, C-5); 42,1 (CHz, C-3); 39,9 (CHa,
C-1); 36,0 (C, C-10); 33,3 (CHs, C-12); 32,9 (C, C-4); 23,6 (CHa, C-6); 22,0 (CHs, C-13); 21,9
(CHs, C-14); 18,7 (CH3, C-2); 14,9 (CH3, C-15).

Poligodial (51)
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1H RMN (CDCls, 400 MHz): & 9,52 (1H, d, ] = 4,32 Hz, H-11); 9,45 (1H, S, H-12); 7,12 (1H, m,
H-7); 2,82 (1H, s, H-9); 2,50 (1H, m, H-6); 2,33 (1H, m, H-6); 1,83 (1H, d, H-1); 1,53 (3H, m, H-
2 YH-3); 1,48 (1H, m, H-2); 1,38 (2H, td, H-1); 0,95 (3H, s, CH3-15); 0,94 (3H, s, ] = 6,3 Hz, CHs-
14);0,91 (3H, s, CH3.13). 13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 201,9 (C, C-12); 193,2 (CH, C-11); 154,2
(CH, C-7); 138,3 (C, C-8); 60,3 (CH, C-9); 48,9 (CH, C-5); 41,7 (CHa, C-3); 39,6 (CHa, C-1); 36,8
(C, C-10); 33,1 (CHs, C.15); 25,2 (CHa, C-6); 21,9 (CHs, C-13); 17,9 (CHa, C-2); 15,2 (CHs, C-14)

En la Figura 15 se observan las interacciones espaciales de los hidrégenos de la molécula, las
cuales fueron determinadas utilizando el experimento de excitacién selectiva de 1H 1D NOESY. Los
resultados del experimento, demuestran que Hi y Hs se encuentran en la misma orientaciéon que Ho
(beta con respecto al plano), con ello se puede afirmar que el compuesto es poligodial y no epi-

poligodial.

Figura 15, Interacciones NOESY

e Fraccion F5-C1

Mezcla de dialdehidos

La mezcla presentaba sefiales caracteristicas, las cuales se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 7, Senales caracteristicas de la mezcla de dialdehidos
Fuente: (Al-said et al. 1990a).

4 [ppm] | multiplicidad Asignacion
9,52 d H-11
9,45 S Aldehido de carbono 8
7,14-7,12 H-7
491 S Sefial de insaturacién en
4,72 S carbono terminal
3,00 S H-9
2,81 S H-9

A partir de los datos evidenciados en el espectro de la mezcla, se intentd determinar la
estructura del dialdehido que se encontraba con poligodial a través de una simulacion,
considerando una insaturacién en carbono terminal, posteriormente se buscé bibliograficamente
la estructura, con el fin de comparar las sefiales que era posible determinar a simple vista. Siendo

en todos los casos el hidrogeno del carbono 9 la guia utilizada en estos casos.

A continuacion, se presentan las estructuras reportadas con sus respectivas asignaciones de

THRMN.

Figura 16, Estructura reportada
Fuente: (Ying et al. 1995b,a)

1H RMN (CDCls, 400 MHz): § 9,91 (1H, d, ] = 2,7 Hz, H-11); 9,44 (1H, s, H-12); 7,14 (1H, d, ]
= 2,7 y 4,1 Hz, H-7); 4,89 (1H, s, H-13a); 4,73 (1H, s, H-13b); 3,45 (1H, d, H-9); 2,48 (2H, m,
H-6); 2,38 (1H, m, H-5); 1,95 (1H, m, H-3); 1,82 (1H, m, H-1b); 1,70 (1H, m, H-2b); 1,61 (1H,
m, H-1a); 1,29 (1H, ddd, ] = 4,1 y 2,4 Hz, H-2a); 1,08 (3H, d, CHs-14); 0,77 (3H, s, CH3-15);

Figura 17, Estructura reportada
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Fuente: (Al-said et al. 1990a)
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): 6 9,51 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-11); 9,49 (1H, s, H-12); 7,1 (1H, m, H-
7); 4,91 (1H,dd,J=1,5y 1,5 Hz, H-13a); 4,72 (1H, dd,J = 1,5y 1,5 Hz, H-13b); 3,0 (1H, m, H-
9); 2,44 (2H, m, H-6); 2,1 (1H, m, H-5); 2,0 (1H, m, H-3); 1,90-1,62 (2H, m, H-1); 1,70-1,15
(2H, m, H-2); 1,07 (3H, d, / = 6,3 Hz, CH3-14); CH3-15);

Con esta informacidon se determind que la estructura correspondia al compuesto 65. En
investigaciones anteriores, este compuesto, ha sido encontrado en la especie Canella winterana

perteneciente a la familia de las Winteraceas (Ying et al. 1995a; Al-said et al. 1990b).

e Fraccion F10’-C1

Dimero

0
0 H
0 0 ‘
H @
72
0 87
OH

1H RMN (CDCls, 400 MHz): 89,73 (2H, d, ] = 3,7 Hz, H-11); 9,33 (2H, s, H-12); 7,54 (2H, d, ] =
15,9 Hz, H-3"); 7,45 (4H, d,] = 8,56 Hz, H-6' Y H-8'); 7,04 (2H, t, ] = 2,68 Hz, H-7); 6,79 (4H, d, ] = 8,64
Hz, H-5'Y H-9"); 6,23 (2H, d, ] = 15,9 Hz, H-2"); 5,28 (2H, dd, ] = 4,7; 11,54 Hz, H-1); 3,71 (2H, s, H-
9); 2,89 (2H, dt, ] = 2,8; 20,5 Hz, H-6); 2,47 (2H, ddd, ] = 1,6; 5,4; 20,5 Hz, H-6); 2,00 (3H, m, H-2);
1,77 (5H, m, H-3); 1,26 (5H, m, H-2 Y H-3); 1,24 (6H, s, CHs-C15); 1,20 (6H, s, CHs-C14); 1,04 (6H, s,
CHs-C13); 13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 204,4 (CH, C-11); 194,6 (CH, C-12); 168,9 (C, C-1); 161,4
(C, C-7"); 152,5 (CH, C-7); 146,8 (CH, C-3'); 141,4 (C, C-8); 131,3 (CH, C-5' Y C-9"); 127,1 (C, C-4");
116,8 (CH, C-6'Y C-8"); 116,5 (CH, C-2'); 78,9 (C, C-5); 78,4 (CH, C-1); 56,9 (CH, C-9); 54,5 (C, C-10);
39,3 (C, C-4); 35,6 (CH2, C-2); 32,9 (CH2, C-6); 27,8 (CH3, C-13); 25,7 (CH3, C-14); 25,5 (CH2, C-3);
13,8 (CH3, C-15);
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Lactona

1H RMN (CDCls, 400 MHz): § 4,86 (2H, s, H-12); 4,57 (1H, dd, ] = 4,4 - 11,5 Hz, H-3); 2,70
(1H, ddd, ] = 3,4 - 3,3 -15,5 Hz, H-1); 2,63 (1H, d, ] = 3,4 Hz, H-6); 2,56 (1H, dd, ] = 13,7 -
13,2 Hz, H-6); 2,07 (3H, s, CHs-C0); 1,93 (1H, d, ] = 3,24 Hz, H-5); 1,89 (1H, ¢, ] = 4,4 Hz,
H-2); 1,71 - 1,81 (1H, m, H-2); 1,31 (3H, s, CHs-C15); 1,01 (3H, s, CH-C13); 0,93 (3H, s,
CH3-C14). 13C RMN (CDCls, 100 MHz): § 195,4 (C, C-7); 170,6 (C, C-11); 170,5 (C, CO);
151,6 (C, C-9); 149,1 (C, C-8); 78,9 (CH, C-3); 67,4 (CHz, C-12); 50,9 (CH, C-5); 37,7 (C,
C-4); 36,1 (C, C-10); 35,6 (CH,, C-6); 31,36 (CHz, C-1); 27,6 (CHs, C-14); 23,2 (CHz, C-2);
21,1 (CHs, C CH3-CO); 18,1 (CHs, C-15); 16,2 (CHs, C-13). IR V,ps, (KBr) 2963; 1767;
1730; 1720; 1686 cm-.

La mayoria de las sefiales observadas en el espectro de 1H RMN y el 13C RMN concuerdan con
un esqueleto del tipo sesquiterpeno drimano. No obstante, estas caracteristicas no coinciden con

los espectros de moléculas ya reportadas para D. winteri.

De los diversos espectros obtenidos se puede deducir que la molécula presenta tres grupos
carbonilos, estos fueron observados en el espectro de IR como tres picks intensos entre 1720 y
1770 cm-! sefiales caracteristicas de este grupo carbonilo. Estos pick concuerdan con lo observado
en el espectro de 13C RMN, ya que presenta una sefial a § = 195,4 ppm (C7)caracteristica de una
cetona y dos sefales caracteristicas de esteres, § =170,6 (Ci1) ppm y & =170,5 ppm
respectivamente. Adicionalmente, con ayuda del espectro de tH RMN se determind que un metilo
se encuentra unido a uno de los carbonilos (6§ = 2,07 ppm, 3H), ya que presenta un desplazamiento
quimico caracteristico, es decir uno de los esteres corresponde a un grupo acetilo. Para determinar
cual de los carbonilos pertenece al grupo acetilo se utilizd el espectro bidimensional de correlacion
heteronuclear del tipo 'H-13C HMBC (ver Figura 16), con el cual es posible establecer que los

protones del grupo acetilo se correlacionan a 3/u.c con el carbonilo con sefial en § = 170,5 ppm.
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Adicionalmente, la banda de IR con pick en 1686 cm-! en conjunto con dos sefiales de 13C RMN
con § = 151,6 ppm (Co) y § = 149,1 ppm (Cs) respectivamente, son indicios de que la molécula
presenta un insaturacion del tipo doble enlace. Con el espectro de HMBC es posible determinar que
Co se correlaciona a 3Jy.c con His (6 = 1,31 ppm, CH3) y Cs se correlaciona a 3/y.ccon Hi2 (§ = 4,86

ppm, -0-CH2).

Otras correlaciones (3/u.c) observadas son las de Hiz3 y His con C3 (6 = 78,9 ppm, 0O-CH),
carbono en que se ubica el hidrégeno Hz (§ = 4,57 ppm, O-CH) y las de Hscon C1o (6 = 36,1 ppm, C)
yCs (8 = 50,9 ppm, CH).

Figura 18, Interacciones HMBC mas importantes

Ademas, se determind la orientacidn espacial de los hidrégenos de la molécula, utilizando el
experimento de excitacion selectiva de tH 1D NOESY (ver Figura 17). Para ello se consider6 que los
sesquiterpeno drimanos reportados para la especie poseen fusion de anillo trans con el metilo del
C10 en posicidon axial hacia arriba. Esto se quedo demostrado al no existir interaccion etre Hisy Hs,
es decir, His se posicion axial hacia arriba (beta) y Hs posicion axial hacia abajo (alfa). A partir de
ello se puede determinar que Hiz se encuentran en la misma orientaciéon (beta) que His y Hs

encuentran en orientacion alfa al igual que Hs.

Figura 19, Interacciones NOESY
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El compuesto 66 no ha sido reportado como producto natural. No obstante, en una
investigacion asociada a la obtencidn mediante sintesis de sesquiterpeno drimano se reporté el

compuesto sin acetilar 67 (Swarts et al. 1994).

Figura 20, Estructura reportada como producto de sintesis.
Fuente: (Swarts et al. 1994)

e Fraccion B4

=  Mezcla de dialdehidos

Anteriormente se habia obtenido una mezcla similar, pero con una mayor concentraciéon de
poligodial. No obstante, igual se contaba con los espectros de tH RMN y 13C RMN de la mezcla, por
lo que fue sencillo comparar con el vial 34 de C10. En todos los casos se contaba con una
superposicién de algunas de las sefiales. No obstante, era posible determinar algunas partes de la

molécula.

Fue posible determinar que la molécula presentaba un dialdehido estructuralmente similar a
poligodial (sesquiterpeno drimano). Adicionalmente, fue posible observar una insaturacion
adicional a la presentada en poligodial. Por lo que era complicado determinar la estructura de la
nueva molécula, debido a ello, se decidio realizar experimentos 1D TOCSY con variacién del tiempo

de mezcla (d9). Confirmando la estructura del compuesto (65).
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Figura 21, TOCSY H- 9, con D9 = 0,08 [s] Figura 22, TOCSY H- 9, con D9 = 0,24 [s]

Los experimentos se realizaron tomando en consideraciéon sélo las sefiales que no
pertenecian a poligodial, es decir las del compuesto 66, en primer lugar, se irradi6 selectivamente
9H con un tiempo de mezcla de 0,08 segundos, observando que la magnetizacién era transmitida
hasta 6H, confirmando que estos formaban parte de un subsistema similar al de poligodial, con una
insaturacion con las mismas caracteristicas entre los C7 y Cg. Al aumentar d9 la magnetizacion fue
transmitida hasta 2H, lo cual entrego un espectro casi completo de la molécula, confirmando la

estructura de esta.

~ ~
Figura 23, TOCSY H - 13, con D9 = 0,08 [s] Figura 24, TOCSY H - 13, con D9 = 0,24 [s]

Posteriormente, se irradié uno de los 13H, con este fue posible confirmar la presencia de un
grupo metilo en el C3. Al aumentar d9 hasta 0,24 segundos la magnetizacion fue transmitida hasta

los 15H, confirmando la presencia del metilo del Cjo.
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\ \

Figura 25, TOCSY H - 14, con D9 = 0,08 [s] Figura 26, TOCSY H - 14, con D9 = 0,24 [s]

Finalmente, se irradié el metilo del C3 con d9 0,08 y 0,24 segundos, el resultado fue la unién
de los dos espectros obtenidos anteriormente. Con esta informaciéon se confirmé que la molécula

correspondia a un dialdehido con estructura de sesquiterpeno drimano (65).

*  Vial 94.

13

B Olnng

aw
W
R\

1H RMN (CDsCOCD3, 400 MHz): § 9,77 (1H, d, ] = 3,28 Hz, H-11); 9,34 (1H, s, H-12); 9,00 (1H, s, OH);
7,56 (1H, d, ] = 16,0 Hz, H-3"); 7,54 (2H, d, ] = 8,56 Hz, H-5', H-9'); 7,00 - 7,03 (1H, m, H-7); 6,88 (2H,
d,] = 8,6 Hz, H-6', H-8); 6,26 (1H, d, ] = 16,0 Hz, H-2"); 5,33 (1H, dd, ] = 4,7 - 11,6 Hz, H-1); 3,78 (1H,
s, OH); 3,72 (1H, s, H-9); 2,91 (1H, dt, ] = 2,8 - 20,3 Hz, H-6); 2,51 (1H, ddd, /= 1,8 - 5,3 - 20,5 Hz, H-
6); 2,08 (1H, s, H-2); 1,77 - 1,85 (1H, m, H-3); 1,67 - 1,74 (1H, m, H-3); 1,24 - 1,27 (2H, m, H-2); 1,21
(3H, s, H-14); 1,15 (3H, s, H-15); 1,04 (3H, s, H-13). 13C RMN (CDsCOCD3, 100 MHz): 8 201,3 (CH, C-
11); 193,2 (CH, C-12); 166,5 (C, C-1'); 160,6 (C, C-7'); 150,6 (CH, C-5); 145,5 (CH, C-6'); 141,3 (C, C-
8); 130,9 (CH, C-5',C-9"); 126,9 (C, C-4); 116,6 (CH, C-6', C-8"); 115,8 (CH, C-2); 78,1 (C, C-5); 77,5
(CH, C-1); 56,3 (CH, C-9); 47,4 (C, C-10); 38,8 (C, C-4); 35,0 (CH5, C-2); 32,6 (CHz, C-6); 27,71 (CHs,
C-13); 25,5 (CHs, C-14); 25,0 (CH, C-3); 13,7 (CHs, C-15). IR ¥, (Lamina) 3489; 3446; 3343; 2984;
2887; 2863; 2799; 2735; 1756; 1743; 1713; 1683; 1601 cm-L.
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R= Cumarato

Figura 28, Interacciones NOESY.

El compuesto ha sido reportado como drimanal, el compuesto encontrado no se encuentra

metoxilado. (Della Monica et al. 2007)

4.2.4.Pruebas Bioldgicas de Metabolitos.

4.2.4.1. Pruebas en P. cinnamomi

En la Figura 27, se presentan los resultados obtenidos para los metabolitos drimenol y
poligodial. En ella, es posible apreciar que existen diferencias significativas en el efecto ocasionado
por poligodial versus la actividad presentada por drimenol. Drimenol presento un porcentaje de
inhibicion del 38,04% + 4,27% a una concentraciéon de 160 ppm. Por otra parte, poligodial alcanzo

un 85,97% + 1,29% de inhibicion del fitopatégeno a una concentraciéon de 160 ppm.
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Figura 29, Resultados de actividad de Drimenol y Poligodial
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Capitulo 5. Conclusiones y Recomendaciones.

Desde los resultados obtenidos:

1. Se puede afirmar que los extractos de D. winteri si presentan actividad inhibidora del
crecimiento micelial y que este efecto varia segin la procedencia del material vegetal.
Este resultado puede ser generado por las diferencias existentes en concentracién y
variedad de metabolitos en cada extracto.

2. Elextracto de acetato de etilo de Chiloé presento6 los mejores resultados de inhibicion
frente al fitopatdgeno B. cinerea.

3. Por otra parte, tanto el extracto etanélico como el de acetato de etilo, proveniente de
Chiloé, presentaron buenos resultados en la inhibicién de crecimiento micelial de P.
cinnamomi. Al comparar el efecto de los extractos, no se encontraron diferencias
significativas.

4. Poligodial presenta buenos resultados en la inhibicién del crecimiento micelial de P.
cinnamomi.

5. El efecto de los extractos puede estar relacionado con la presencia de poligodial. No
obstante, existe la posibilidad que metabolitos con grupos funcionales similares
(dialdehido) provoquen un aumento en la inhibicion del crecimiento de los

patogenos.
A partir de la serie de pruebas que se realizaron se recomienda:

1. Realizar el fraccionamiento liquido-liquido del extracto, con el fin de minimiza el
tiempo separacion y purificacion.

2. Evaluar la actividad biolégica de las fracciones con el fin de separar y purificar la que
presente la mayor actividad.

3. Realizar Pruebas con mezcla de dialdehidos y comparar con resultados de poligodial,

para determinar si hay un aumento o disminucién de la actividad.
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Anexos

1. Abreviaturas y Glosario.

= uL: Microlitro.

= ABA: Acido Abscisico.

= ADN: Acido Desoxirribonucleico.

= (CCF: Cromatografia en Capa Fina.

= Cambium: meristemo lateral, paralelo al eje longitudinal de las raices y tallos, que da
origen al crecimiento secundario de tallos y raices de plantas lefiosas (Audesirk et al.
2003).

= (Clamidospora: Estructuras que pueden ser formadas por muchos hongos y se
caracterizan por poseer pared celular gruesa. Son las esporas mas resistentes de los
hongos (Garcia 2005).

= (Conidios: Mitospora asexuales, externos que se forman a partir de una célula
conidiégena o hifa fértil (Biasoli 2013).

= Cromoéforo: En quimica un croméforo es cualquier molécula o parte de una molécula
responsable por el color del material. Cuando la luz alcanza un cromoéforo, la
excitacion de un electrén hace con que sean emitidos fotones de un color especifico.

= epi: Epimero.

= Epimero: Diasteroisdmeros que difieren en la configuracién de un solo carbono
quiral.

= Esporagio: Estructura donde se producen esporas (Audesirk et al. 2003).

= Esporas: Célula reproductora haploide que puede desarrollarse para convertirse en
un adulto sin fusionarse con otra célula (Audesirk et al. 2003).

= ET: Etileno.

=  FAO: Food and Agriculture Organization (Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacidn).

= Floema: tejido conductor de las plantas vasculares que transporta verticalmente una
solucién concentrada de azucares en la plata (Audesirk et al. 2003).

= Germinacién: es un tipo de reproduccion vegetativa en el que el nuevo individuo

surge en forma de excrecencia o yema sobre un animal adulto adquiriendo mas tarde
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la forma y tamafio de éste. Los nuevos individuos se desprenden para hacer vida libre
o bien quedan unidos al progenitor para formar una colonia, como ocurre en esponjas,
conidarios, briozoos y tunicados. A veces este tipo de reproduccién no es sino una
forma de resistencia ante condiciones desfavorables.

Haploide: Dicese de las células que tienen un solo miembro de cada par de
cromosomas homélogos (Audesirk et al. 2003).

Hifa: Estructura parecida a un hilo que se compone de células alargadas, por lo
general con muchos nucleos haploides; muchas hifas constituyen el cuerpo flingico
(Audesirk et al. 2003).

Hojas perennes: cuando las hojas de un arbol permanecen por mas de dos afios
[FOAM: International Feceration of Organic Agriculture Movements

INIA: Institutos de Investigaciones Agropecuarias.

JA: Acido Jasmoénico.

Meristemo lateral: tejido meristematico que forma cilindros paralelos al eje
longitudinal situado ente el xilema primario y el floema primario y justo afuera del
floema, también llamado Cambium (Audesirk et al. 2003).

Micelio: El cuerpo de un hongo, que consiste en una masa de hifas (Audesirk et al.
2003).

mL: Mililitro.

ODEPA: Oficina de Estudios y Politicas Agrarias.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

Oomiceto: 0 moho acuatico, forman una pequefia division de protistas filamentosos
que incluyen tanto especies inofensivas que viven en agua y en suelo, como especies
patdgenas de gran importancia econémica (Audesirk et al. 2003).

Peciolo: Rabillo que conecta una hoja con el tallo (Audesirk et al. 2003).

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno.

RSA: Resistencia Sistémica Adquirida.

SA: Acido Salicilico.

Saponinas: Son, generalmente, substancias terciarias, de elevado peso molecular,
neutras o ligeramente acidas. Ademas, tienen con frecuencia acciéon hemolitica.

spp: Especies.

Winteranaceas: del género winterana=Canella.
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= Zoospora:célula reproductora no sexual que nada con flagelo; la forman miembros de

la divisién Oomycota de los protista (Audesirk et al. 2003).

2. Mercurio Organico

El mercurio organico incluye compuestos com metilmercurio, etilmercurio y fenilmercurio,
todos los cuales fueron producidos como biocidas y pesticidas. El mas conocido es el metilmercurio,
ya que es el compuesto que se encuentra en el ambiente, se deposita en el agua y se acumula en

organismos, especialmente en el medio acuatico (Raimann et al. 2014).

3. Preparacion de Silica con Nitrato de Plata.

Se pesan 10 gramos de nitrato de plata (AgNO3) y se pulveriza en un mortero, los que luego
son trasvasijados a un balén de 500 [mL], al cual se adicionan 250 [mL] de etanol. La mezcla se
calienta a bafio maria hasta disolver el AgNOs. Una vez disuelto, se agregan 100 [g] de Silica gel y se
mezcla hasta que quede homogénea. Posteriormente, se debe concentrar la mezcla a presion
reducida (rotavapor), de manera de retirar el etanol. Finalmente, la mezcla se trasvasija a un

cristalizador y se deja secar en la estufa a 110°C, hasta que quede exento de etanol.
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4. Diagrama de Extraccion y Separacion Completo
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Fuente: Elaboracion Propia.
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5. Tablas Pruebas Bioldgicas

Tabla 8, Resultados de actividad bioldgica de extractos de d. winteri Valdivia

Botrytis Hexano Acetato Etanol
Concentraciéon | Promedio SD Promedio SD Promedio SD
20 ppm 15,83 1,32 14,57 6,47 7,50 1,00
40 ppm 25,83 0,41 31,75 10,32 11,83 2,78
80 ppm 44,00 3,46 46,5 6,37 20,67 3,50
160 ppm 55,33 3,32 55,11 9,54 29,67 3,14

Tabla 9, Resultados de actividad bioldgica de extractos de d. winteri Chiloé

Botrytis Hexano Acetato Etanol
Concentracion | Promedio SD Promedio SD Promedio SD
20 ppm 10,00 1,41 1243 2,76 3,50 1,00
40 ppm 12,25 1,50 31,14 5,39 9,75 1,26
80 ppm 22,25 2,06 4844 3,75 18,00 3,56
160 ppm 26,50 1,00 69,56 5,34 24,50 1,29
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6. Espectros
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Figura 31, HSQC y HMBC Poligodial
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5.3. Mezcla Poligodial y 9desoximuzigadial

— N o= S or~unmndN
o~ o OO0 OO™
=+ o™ N

OOOOOO

9.52
9.51
9.45
7.14
7.13
7.12




Dimero
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Lactona

5.5.

NANNNNNNNNNNNNNAAAA A A A A A A A A A A A A A A A A

= o\

ppm

—

=89°0
—8€°1

o€~
€9°

S6
Le

80"
19°

oL"

ve”

‘06—
L9 —

9L
HEV
.?\

67T ——
TI6T —

OLT —

S6T —

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

200

TT°
S0°
0T
LT

89"

6C"

89"

4N

e

16"

9T —
8T —

11—
€ —

L —

e —

G —

08 —

L9 ——

8L ——

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

95

99



ppm

10+
204 e Y
304 ° ©

404
50 -
60

704

904
1004

1104

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
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Drimanal
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Figura 34, HSQC y HMBC Drimanl

103



JL Mﬂ ..l

| l

T T T T T T T T T T T T T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
T T T T T T L T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
T T T T T T T T T T 1
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0  ppm

wuh

9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
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