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RESUMEN

El objetivo de este proyecto es generar una coleccion de compuestos naturales con
actividad bioldgica procedentes de exudados radiculares de plantas cultivadas in vitro.
Para alcanzar dicho objetivo se han optimizado los protocolos de cultivo in vitro para
Nicotiana tabacum, susceptible de producir una gran variedad de compuestos
bioactivos en sus exudados radiculares. Se evalué la capacidad de diferentes
elicitores quimicos (nitrato de plata (AgNOs), metil-jasmonato y el acido salicilico)
adicionados al medio de cultivo para modificar la produccién de exudados
radiculares, tanto en cantidad como en composicién quimica y se midid, para cada
tratamiento (elicitor y concentraciones ensayadas), la actividad antioxidante, el
perfil metaboldmico y el efecto que tienen sobre el crecimiento de diferentes hongos
fitopatogenos los exudados radiculares. A la vista de los resultados se descarta la
utilizacion del (AgNOs) como elicitor quimico, dejando como elicitores el MeJAy el SA,
ya que éstos inducen la produccién de una gran cantidad de compuestos exudados al
medio y estimulan la acumulacion de compuestos que ya se exudaban de forma basal.
Posteriormente se lleva a cabo un fraccionamiento de los exudados en tres
fracciones diferentes atendiendo a la polaridad de los compuestos que las
constituyen, realizando un analisis espectrométrico para determinar el compuesto
quimico responsable de la actividad bioldgica, la cual se evaluara utilizando distintos
modelos vegetales in vivo e in vitro. El objetivo de este trabajo es determinar las
fracciones donde queda retenida la actividad bioldgica.
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1. Introduccion

Tras haber establecido un protocolo eficiente
para el fraccionamiento quimico de las
diferentes muestras biolégicas en tres
fracciones diferentes, atendiendo a la polaridad
de los compuestos que las constituyen. Los
estudios encaminados a estudiar el efecto de las
diferentes fracciones sobre el crecimiento del
hongo P. citrophtora pusieron de manifiesto que
la actividad antifingica presente en los
exudados radiculares de plantas de N. tabacum
cultivadas in vitro, queda retenida en la fraccién
1. De igual forma, los resultados obtenidos al
estudiar la capacidad antioxidante nos permiten
concluir que dicha actividad esta presente
Unicamente en la fraccién 1, que se corresponde
con los compuestos mas polares.. No se detectd
actividad antifungica ni antioxidante en las
fracciones 2 ni 3.

En este trabajo se ha llevado a cabo un
subfraccionamiento de la fraccién 1 obtenida de

las muestras de exudados radiculares, donde
qguedaba retenida la actividad bioldgica de los
mismos (tanto antifungica como antioxidante).
Se ha llevado a cabo el andlisis espectrométrico
de cada una de las subfracciones para su
caracterizacidn quimica, asi como la evaluacién
de su actividad bioldgica utilizando distintos
modelos vegetales in vitro.

2. Materiales y Métodos

Para conseguir la separacion de los compuestos
presentes en la fraccién 1, el fraccionamiento se
llevo a cabo a pH 8. Se utilizaron columnas de
carbono C18. Estas columnas retienen en su
matriz aquellos compuestos apolares presentes
en la muestra. Estos compuestos son liberados
posteriormente al inyectar (MeOH) en la
columna.

Para conseguir un adecuado fraccionamiento
atendiendo a la hidrofobicidad de los
compuestos a pH 8, de forma que queden
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retenidos en la columna los compuestos
organicos de caracter bdsico presentes en las
muestras, se ha seguido el siguiente protocolo:

Paso 1: Acondicionamiento de la
columna. Se hace pasar a través de la columna 1
ml de H,0 seguido de 1 ml de MeOH.

Paso 2: Se lleva la muestra a pH 8 (100
ml de Fracciéon 1) y se hace pasar todo el
volumen a través de la columna. Se recoge el
volumen que eluye, que corresponde a la
Fraccién 1.1.

Paso 3: A continuacion se hace pasar 5
ml de MeOH al 50% en agua, obteniendo la
Fraccién 1.2, menos polar que la Fraccion 1.1.

Paso 4: Finalmente se pasan 5 ml de
MeOH al 100%, lo que permite recuperar la
Fraccion 1.3, que es la constituida por
compuestos menos polares.
Una vez realizado el fraccionamiento de las
muestras se obtiene, para cada una de ellas, las
fracciones 1.1, 1.2 y 1.3, que constituiran el
material de partida para llevar a cabo los
ensayos de actividad bioldgica pertinentes.

2.1 Anadlisis cromatografico

En el estudio se utilizaron tres replicas bioldgicas
de las fracciones de exudados a analizar:
Fraccion 1: eluato de agua a pH=3 (F1); Fraccion
1.1: eluato de agua a pH=8 (F1.1); Fraccion 1.2:
eluato de metanol:agua 50:50 (F1.2), y Fraccion
1.3: eluato de metanol (F1.3).

Tras el analisis cromatogréfico y el tratamiento
estadistico de la informacidn (captura de picos,
alineamiento...) se llevd a cabo el andlisis de
componentes principales con el software
“ginkgo”, fig.1.

3. Resultados y Discusion

El analisis de componentes principales agrupa
de forma inequivoca los valores
correspondientes a las muestras
correspondientes a Exudados-Fraccion 1 (EXF1)
y a Exudados-Fraccién 1.1 (EXF11) separadas
entre ellas, y muy diferenciadas del resto de
fracciones y de las muestras sin exudados
(blancos). En el centro de la grafica de loadings
se encuentran agrupados los blancos de las
fases de elucion y las fases de exudados
correspondientes a las Fracciones 1.2 y 1.3
(EX12 y EX13), siendo, dificiles de discriminar
puesto que no existen diferencias relevantes
entre ellos. Los valores correspondientes a las
muestras obtenidas del fraccionamiento de la
Fase 1 de los exudados muestran una
variabilidad importante, lo cual es coherente
con los resultados obtenidos en los ensayos de

actividad biolégica que se describen en los
apartados siguientes.

Con el fin de comprobar si los valores
correspondientes al fraccionamiento de las
muestras de exudados se diferenciaban
correctamente se ha filtrado la variabilidad
correspondiente a los blancos. Como se observa
en la Figura 2, todas las fracciones se distinguen
perfectamente entre ellas, siendo Ia
reproducibilidad entre replicas bioldgicas
bastante alta. La representacion grafica muestra
también que los valores correspondientes a las
fracciones 1 y 1.1 estdn claramente
diferenciados de las 1.2y 1.3.

Se ha ensayado la actividad de las muestras
obtenidas del subfraccionamiento de la fraccién
1 obtenida de exudados radiculares de plantas
de Nicotiana tabacum cultivadas in vitro
después de la elicitacion con 4cido salicilico (SA),
sobre el crecimiento de los hongos
fitopatégenos Phytophthora citrophthora y
Alternaria alternata.

Se han llevado a cabo diferentes ensayos con el
fin de determinar si la actividad responsable de
reprimir el crecimiento fungico reside, de forma
mayoritaria, en alguna de las subfracciones
obtenidas.

Los resultados fueron evidentes desde los 7 dias
de iniciado el cultivo. El ketoconazol mostré un
claro efecto fungicida para ambas cepas
fungicas (Figura 3). La fase 1 obtenida del
fraccionamiento de los exudados radiculares de
plantas de N. tabacum cultivadas in vitro y
elicitadas con 100 puM SA tuvo un efecto
negativo sobre el crecimiento del hongo P.
citrophthora. Dicha accién antifingica se
reparte entre las 3 subfracciones (1.1, 1.2 y 1.3).
Aunque las tres subfracciones tienen una
actividad antifungica menor que la fraccién 1, es
la subfraccién 1.2 la que parece retener un
mayor efecto sobre el desarrollo del hongo
(Figura 4). En el caso del hongo fitopatdgeno A.
alternata los resultados de experimentos
anteriores (ver informe previo) pusieron de
manifiesto que la fraccion 1, obtenida del
fraccionamiento de los exudados radiculares de
plantas de N. tabacum cultivadas in vitro y
elicitadas con 100 puM SA tenia un efecto
antifungico. Al llevar a cabo un nuevo
fraccionamiento de esta fraccién 1, no se
observan diferencias significativas entre la
capacidad antifingica de ésta y de las
subfracciones 1.1, 1.2 y 1.3 (Figura 5).
Posteriormente se ensayd la actividad
antioxidante de diferentes muestras
procedentes del fraccionamiento quimico, en
funcién de su polaridad.
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En la figura 6 se muestran los resultados
obtenidos en un ensayo en el que se midid la
actividad antioxidante en las muestras de
exudados procedentes de plantas cultivadas in
vitro, y sometidos o no a un tratamiento de
elicitacién quimica con SA 100 uM. En relacion a
su capacidad antioxidante, las muestras pueden
agruparse en dos bloques, el primero engloba
las diferentes fracciones de las muestras del
agente elicitor SA, las correspondientes a los
controles (fraccionamiento de H,0) y las
subfraciones F1.2 y F1.3. Todas estas muestras
carecen de actividad antioxidante. En un
segundo bloque se agrupan las muestras
correspondientes a la fraccidn 1, fracciéon 1.1 de
exudados de plantas elicitadas con SA y fraccidon
1.1 procedente de exudados de plantas sin
elicitar, lo que pone de relieve que la actividad
antioxidante presente en la fase 1, al realizar un
nuevo fraccionamiento de ésta queda retenida
en la fase 1.1.

4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en el
estudio de la actividad bioldgica, se llevd a cabo
un nuevo fraccionamiento de esta fase. A
diferencia del primer fraccionamiento, que se
llevd a cabo a pH 3, el subfraccionamiento de la
fase 1 tuvo lugar a pH 8. El andlisis de
componentes principales de los datos obtenidos
en los cromatogramas, una vez procesados
matematicamente, muestra que estan mucho
mas proximas las fracciones 1y la 1.1, y que
éstas se separan de la 1.2 y 1.3. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en el andlisis de la
actividad antioxidante. La capacidad
antioxidante que, después del primer
fraccionamiento quedaba restringida a la fase 1
(mas polar a pH 3), se manifiesta, tras el segundo
fraccionamiento a pH 8, Unicamente en la
subfraccion 1.1, no detectandose actividad
antioxidante en las fracciones 1.2 ni 1.3.

Los resultados obtenidos al estudiar el efecto de
las diferentes subfracciones sobre el
crecimiento de dos cepas de hongos
fitopatdgenos fueron muy diferentes. En el caso
de Phytophthora citrophthora la adicién de la
fraccion 1.1 al medio PDA permitié un desarrollo
del hongo muy similar al observado en los
controles, no observandose el efecto
antifungico de la fraccion 1. Por el contrario, en
el caso del hongo Alternaria alternata no se
observaron diferencias significativas entre la
capacidad antifuingica de las fracciones 1y 1.1.

Puesto que la subfraccién 1.1 mantiene la
capacidad antioxidante de la fraccién 1 y su
efecto sobre el crecimiento de diferentes cepas

de hongos depende de la especie flungica, sera
de gran interés conocer cuadl es el efecto de esta
fraccion sobre el desarrollo de hongos
beneficiosos para el desarrollo de las plantas.
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Figura 1. Representacion de los picos
cromatogrdficos tras el andlisis de componentes
principales.
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Figura 2. Representacion de los picos
cromatogrdficos tras el andlisis de componentes
principales una vez filtrados los valores
correspondientes a los blancos.
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Figura 3. Efecto del fungicida ketoconazol sobre
el crecimiento de Phytophthora citrophthora
(a,b) y y Alternaria alternata (c,d) después de 7
dias en cultivo. a,c: diagmetro del halo de
crecimiento, b,d: imagen del cultivo.
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Figura 4. Efecto de las diferentes fracciones
obtenidas de exudados rediculares de plantas de
N. tabacum elicitados con 100 uM SA sobre el
crecimiento del hongo P. citrophtora.
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Figura 5. Efecto de las diferentes fracciones
obtenidas de exudados rediculares de plantas de
N. tabacum elicitados con 100 uM SA sobre el
crecimiento del hongo A. alternata.

Actividad antioxidante
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Figura 6. Actividad antioxidante (determinada
como el porcentaje de descenso de la
absorbancia a 1 y 3 minutos con respecto de la
medida a tiempo 0). Las muestras denominadas
FX H20 corresponden a agua milli-Q
fraccionada. Las muestras denominadas FX
SA100 corresponden a agua milli-Q con SA
100uM, sin planta, fraccionada. Las muestras
denominadas FX EX corresponden a exudados
sin elicitar  fraccionados. Las muestras
denominadas FX EX SA 100 son exudados
elicitados con SA 100uM fraccionados (FX
corresponde a las fracciones F1, F2 y F3 del
primer fraccionamiento).
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