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ESTUDIO DE UNA FITOALEXINA DE BOROJOA CUATRECASAS
{Rubiaceae)

RESUMEN

Par: F, Echeverri (1)

/. Quifono (2)
F, Murioz v E. Layos (3)

Del fruto de Borojoa patinoi Cuatrecasas {Rubiaceae) se indujo y alsié una
Fitoalexina que demostré propiedades antiftingicas confra el hongo Penicillium

frequentans. Se propone una estructura para dicha Fitoalexina.

INTRODUCCION

Son ingentes los esfuerzos que en este momente se realizan
en diferentes centros de investigacion para detectar v aislar
sustancias que provean proteccidn, tanto a las plantas co-
mestibles como a sus cosechas, contra aquellos factores que
hacen que en este momento casi la mitad de los alimentos
provenientes del suelo se echen a perder. Y no son solamen-
te las plantas comestibles las dnicas afectadas por dichos
factores, pues las productoras de fibras, colorantes vy prin-
cipios bioldgicamente activos, sufren por igual tal conse-
cuencia.

Dentro de los causantes de dafios a las plantas y cosechas se
hallan, entre otros, el suelo y su calidad, climatologia, roe-
dores, hongos y bacterias. Son estos dos d/timos los gque
atraen la atencion en el presente trabajo, puesto que son
los mds importantes v trascendentales, A través de los tiem-
pos el ser humano ha tratado de dominar la influencia de
£st0s  microorganismos, desde los conjuros y promesas,
hasta los sofisticados fungicidas y bactericidas de hoy; la
inmensa mayoria de ellos de crigen sintético o semisinté-
tico. Recientemente se ha aisiado, caracterizado y ensa-
yade biologicamente una serie de compuestos de origen
" vegetal, con buenos v prometedores resultados v carentes

cast completamente de las implicaciones producidas por
los fungicidas utilizados tradicionalmente. Estas sustan-
cias son conocidas como Fitoalexinas.

El significado del térming se ha simplificado, Antes se de-
finfa a las fitcalexinas como compuestos que son formados
o activados dentro de una célula viviente de una planta,
debido a la influencia de un hongo, gue bioldgicamente
tiene una gran actividad contra ellos y que por ello, tienen
la propiedad de prevenir el completo desarrollo de la in-
feccion incipiente. Esta definicion dista muche de Ja mo-
derna, que define una fitoalexina como una sustancia que
es producida en una pianta bajo diferentes circunstancias
extrafias a su ambiente habitual (entre ellas el ataque de
hongos} v gue no necesariamente posee actividad antifin-
gica, '

Diferentes investigadores se han dedicado al estudio de es-
tas sustancias: Ingham {1972), Hare (1966), y Kuc {1972).
Son variados los factores causantes de la produccion de
fitoalexinas; entre estos se encuentran los meramente fi-
sicos {necrosis de tejidos), quimicos (fungicidas, polipép-
tidos, como !a Monicolina A.), bioldgicos {(hongos y bac-
terias) y diversos {luz UV.). Esta influencia es semejante
a la gue sufre el organismo humano cuando se halla en
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un ambiente diferente. al habitual y a menudo hostil a él,
puesto que por variadas vias trata de restaurar su condicion
inicial, Tal es el casc, por ejemplo, de la produccién de
anticuerpos cuando un microorganismo lo ataca, A nivel
investigativo, trata de inducirse la produccion de filoalexi-
nas a partir de influencias bioldgicas, pues son estas mismas
las que se tratan de contrarrestar. A menudo e tipo de es-
tructura de la filoalexina varia segdn la especie atacante y
en general es diferente de especie a especie vegetal. Asi,
tenemos que la familia Leguminosae produce fitoalexinas
del tipo isoflavonoide, tales como derivados Pterocarpanos
y Coumestanos (Hijwegwn, 1973); la familia Solanaceae
praduce sustancias def tipo Sesquiterpénico (Stoessl y Col.
1976); la familia Orquidiaceas las produce del tipo Fe-
nantrénico (Ward y Col. 1975); la Compositae, Poliace-
tilénicas {Hargreaves, ], y Col. 1976},

El mecanismo de accion ha sido bastante discutldo y usual-
mente s¢ hallan teorfas mutuamente contradictorias (Van
Etten y Col. 1971); Partridge {1976) propone una expli-
cacidn genética, mientras que Smith {1978) propone hases
bioguimicas para tal mecanismo de accién, aunque el resul-
tado es el mismo: inhibicién de germinacion de esporas en
los hongos.

Generalmente |as fitoalexinas que son aplicadas para com-
batir un microorganismo son metabolizadas por éste a com-
puestos que para s/ mismo pueden ser inocuos o algo
mis potentes y que, como regla general, son de una acti-
vidad mayor contra otros microorganismos (Stoessl y Col.
1973; Ward y Col. 1977). Por lo tanto, las posibilidades de
conseguir una variada gama de sustancias biol6gicamente
activas son prometedoras,

Después de este breve repaso acerca de las fitoalexinas,
las aplicaciones inmediatas saitan a la vista, si se aplican
como fungicidas quimicos ya que:

a)  Actdan en bajas concentraciones,

bj  La inmensa mavoria de elias es antifiingica o bacte-
ricida,

c)  Presentan estructuras variadas, lo que previene
una posible resistencia,

d) Se hallan en numerosas plantas, es decir, todas

ellas tienen |a facultad potencial de producirias, -

e) Facilmente se pueden sintetizar o transformar qui-
mica o microbianamente en el laboratorio,

Recientemente se han realizado estudios acerca de la in-
cidencia delas Fitoalexinas en la salud humana (Haard
1979; Kuc y Col. 1976). Sin embargo, no es de esperarse
graves consecuencias, porque a través de [os tiempos el
hombre ha consumido muchos alimentos contaminados
o envejecidos, Algunas de las plantas que han demostrado
capacidad para producir fitoalexinason: Berenjena {So-
lanum melongena), Tabaco (Nicotiena tabacum), Soya
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(Glicine max.}, Alubias (Vigna sinensis), Papa (Solenum
tuberosum), Borrachero (Daturg stramanium), Habichue-
la (Phaseclus wulgaris), Garbanzo (Cicer arietinum), Tré-
bol (Trifolium pratense} y Orquidea (Crchis militaris).

OBJETIVO

El presente trabajo tiene por objeto [a induccion, aislamien-
to v bioensayo de una fitoalexina producida por el fruto
del drbol Borojoa patinol Cuatrecasas {Familia Rubiaceae).
Este fruto es de consumo habitual en [a zona occidental de
Colombia y ya ha sido estudiado en sus caracter{sticas nu-

-tricionales (Quijano y Arango, 1982). La induccién se reali-

za con el hongo Penicillium freguentons, que hace parte de
la microflora normal y con el cual tambidn se hacen los
bioensayos parz detectar la sustancia producida y medir su
potencialidad fungicida. Ademds, se trata de crear metodo-
logia y estructura para desarrollar investigaciones mds am-
biciusas en el campo de los alimentos, con estas mismas sus-
tancias, como por ejemplo, en arroz, majz, frijol, cacao, ca-
fé y demis productos bdsicos en nuestra alimentacién. La
bésqueda de este tipo de sustancias, se hace mds imperativa
a medida que el tiempo avanza, dado que se estdn presen-
tanto diariamente reacciones de resistencia a los fungicidas
y bactericidas habituaies, ademas de su baja biodegradabi-
lidad y toxicologia, tanto para humanos como para anima-
les y otras plantas.

METODOLOGIA

El estudio de las fitoalexinas requiere cuatro pasos funda-
mentales, pero que tienen la ventaja de permitir, segiin fas
necesidades y equipo, cambios dentro de cada uno de
ellos. Estas fases o pasos son:

a, Indugcion
b. Extraccion
c. Aislamiento
d.  Bioensavo
a. Induccion

Diferentes organismos se han usado para inducir la
formacidon de fitoalexinas en plantas. Habitualmente se uti-
lizan Monflina fructicola, Phytopthora vignae, Botryiis
cinerea, Fusarium oxysporium, Fhytaphthora infestans,
Phytophtora capsici y Penicillium frequentans. En vista
de que el dltimo hace parte de la microflora normal del
fruto y de que es un importante factor de putrefaccion
de muchos frutes, se eligid éte como inductor. La in-
duccidén ademids puede hacerse en muy diversas partes de
la planta o en la planta entera (Keen, 1975), En este caso
particular la induccién se realizd en el fruto total, previa-
mente Javado con agua esterilizada, con las esporas del
hongo en cuestién, Una vez realizado ésto, se colocod el
fruto (peso 500 g) a incubar a temperatura ambiente, en
un sitio oscuro v himedo por espacio de cinco dias. Este
tiempo de incubacion depende en algunas ocasiones de la
extension del microorganismo en el fruto,
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b. Extraccién

Para realizar la extraccién se utilizé una complemen-
tacion de los métodos de Keen (1978) y Ward (1975), pro-
cediéndose de la siguiente manera: El fruto total inoculado
se liberd del microorganismo con un lavado vigoroso en
agua, hasta que se desprendio totaimente de él y para ga-
rantizar ademds que no se iba a extraer un metabolito del
hongo. Se macerd en una parte de etanol y luego se colocHd
en un agitador automatico a 110 RPM en 4 lits de etanol
al 400/0, dejdndose durante 1 dia, pasado el cual se cen-
trifuga a 1000 G por 30 minutos, con lo gue se remueven
esporas y materia orginica. La fase acuoetandlica se concen-
tra a presion reducida v a 35 C hasta 100 mi, que luego
se extraen tres veces por porciones de 50 ml de acetato de
etilo, las que seguidamente se unen y desecan con sulfato
de sodio vy se evapora el acetato de etilo a presion reducida
dejando un jarabe de olor caracteristico,

¢.  Aislamiento

El extracto de acetato de etilo se pasd por una co-
lumna de 25 x 2 cm empacada con sitica gel (G 60) en
cloroformo y eluyendo con el mismo solvente, De la frac-
cion 100 - 200 ml, se recogieron 30 mg de un sdfido resi-
noso verde de olor agradable, que se sometié a TLC con
silica gel GF 254, 0.5 mm de espesor, sin activar ¥ usan-
do como eluente la mezcla cloroformo: acetato de etilo
{4:1). Se raspd la mancha correspondiente al RF 0,15, de
una intensa fluorescencia verde al U V dejando 20 mg de
otro sdlido resinoso verde, El otro compuesto de RF 0.40
s¢ descompuso ripidamente vy no fue posible aislarlo para
estudio. Se tratd de cristalizar el primero de ellos en dis-
tintos solventes, perc ésto no se logrd (Ver figura 1).

d. Bioensayo

Para corroborar la induccién, presencia, aislamiento
y propiedades de la fitoalexina en cuestién, cada uno de
los siguientes extractos o compuesto purc se examind
con el hongo Peniciliium frequentans en Saboraud e incu-
bade 2 temperatura ambiente, solubilizindose en 0.07ofo
de Tween 80, la cual también se examind:

| Suspensién de esporas en Tween 80 al 0.010fo.
Il.  Extracto bruto etandlico al 400fo, del fruto sano.
1. Extracto bruto etandlico a! 40ofo, del fruto enfermo.

IV, Extracto clorofdrmico del acetato de etifo, fruto sano.

V, Extracto cloroférmico del acetato de etilo, fruto en-
fermo,

V1, Sbdlido resinoso de RF 0.15.

Se cheguearon tres concentraciones relativas de cada una:

0.10/0, 0.010/0 ¥ 0.0010/0.

RESULTADOS

El solido verde di6 las siguientes propiedades espectrales
(IR: Perkin Elmer 137, NMR: Varian T. 60A; UV: Cary 15}:
IR (CCly) €N cm-1; 2950 (f), 1750 (f), 1700 (m), 1610 {m),
1500 (m}, 1240 {f), 730 {ancha) Fig. 2y 3.

NMR (CCly) : TMS ext. Valores en ppm y s: singlete, d: do-
blete, m: multiplete. 9, 8,5,3;7,4,d,3;6,9,5,3;6.75, d,
3,595 m 9;,3.9,5 9,23, d,24;19, s, 18; 1.5, m, 12;
1.2,d,18,09,d,12,

UV max ((CCl3}: 263,321 nm,
Los resultados de los bicensayos fueron:

1 Crecimiento normal,
Il. Crecimiento normal.
{ll, - Inhibicién total del crecimiento.
1V. Crecimientd normal,
V. Inhibicién total del crecimiento,
V1. Inhibicién total del crecimiento.

Estos resultados indican que efectivamente se indujo la
produccién de una fitoalexina en este fruto y que ella
pudo aislarse. Para corrobarar ésto, se sometid a cromato-
grafia un extracto clorofdrmico (que se supone debid
solubilizar a |2 sustancia de RF 0.15 en el caso de que exis-
tiera alli} del fruto sano, en el sistema cloroformo: acetato
de etilo (2:1). Se revelé ia placa con HySO4: dcido acético
{1 : 4) y antes se observ( a la luz U V, no presentindose
ninguna mancha a un RF similar o cercano, Por lo tanto,
se excluye la presencia natural de esta sustancia, asi como
la suposicién de gue sea un producto metabdlico del hongo,
puesto que se lavd concienzudamente |a superficie del fruto.

Con los datos espectrales disponibles se propone la siguien-
te estructura para tal fitoalexina, pues Ja cantidad aislada
no permitid tomar un Espectro de Masas para corrobo-
rarla (Fig. 4).
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FRUTO ENTERO

tneculacidn e incubacién

Lavado hongo

EtOH 400f0

Conc. vacio 409, jbe .

Acetato de Etilo

_Acetato de Etilo

Desecar, NapySO4

Conc, vacio 359, sequedad

Silica Gel 60
Cromat. Columna CHCi%
: 50 mi,

Silica Gel ¢;F254

0.5 mm

TLC | CHCl3 — Acetato Etilo 2 : 1

RF0.1$

Fig. 1.

Extraccidn y aislamisnto da la ﬂtoalax[na.
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Espectro de infrarrojo de fa ﬂmilexma.
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Espectro de resonanciz magnética nuclear de la fitoalexina,

298, B74, C£9; D6 €395 K33, G523 HLs, T4 4.2, Koo

" Fig. 4.
La estructura que se halia en & recuadro a lineas se determind por espectroscopia y ss corrobora por blogénesis, va que es una parte comin
on {1z estructura de otras fitoalexinas. La que se halla en el recuadro punteado se determind totaimente por espectroscopfa,
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