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Cercospora beticola Sacc.
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RESUMEN: Se muestra la evaluacion de la actividad antifingica de un extracto rico en saponinas que proviene
de quinoa (Chenopodium quinoa Willd), obtenido de residuos del proceso industrial de beneficiado de los
granos de quinoa y controlado quimicamente por HPLC. La actividad se evalu6 contra el hongo Cercospora
beticola Sacc., plaga que afecta los cultivos de acelga. El extracto se evalu6 a concentraciones de 250 mg/
ml, 50 mg/ml, 5 mg/ml; 0,5 mg/ml y 0,05 mg/ml mediante dos métodos: envenenamiento del medio y evaluacién
(in situ) de control de C. beticola en hojas de acelga. En ambos casos, se encontrd una buena actividad del
extracto sobre el hongo desde una concentraciéon de 5 mg/ml. El resultado sugiere que el uso de saponinas de
quinua podria ser promisorio para combatir este fitopatdgeno en cultivos de acelga y otros cultivos donde se
observe incidencia del hongo.
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Effect of saponins of Chenopodium quinoa Willd agains the phytopatogenic fungus Cercospora
beticola Sacc.

ABSTRACT: In this paper, the evaluation of the antifungal activity of an extract rich in quinoa saponins
(Chenopodium quinoa Willd) is presented. The extract was obtained from waste of the industrial process to
benefit the quinoa grains and controlled chemically by HPLC. The activity was evaluated against the fungus
Cercospora beticola Sacc. which affects the chard crop. Extract concentrations of 250 mg/ml, 50 mg/ml, 5
mg/ml, 0.5 mg/ml and 0.05 mg/ml were tested using two methods: poisoning of the culture medium and evaluation
(in situ) of the control of C. beticola on chard leaves. From a concentration of 5 mg/ml, the extract showed
good activity in both cases. Thus, the use of quinoa saponins is promising to control this phytopathogenic fungus
in the chard crop, and other crops where the incidence of this fungus is observed.
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INTRODUCCION un alimento funcional de gran valia (1,2). En los ulti-

mos afios su cultivo aumentd considerablemente en

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd) es, desde  Bolivia hasta convertirse en el principal exportador a
tiempos incaicos, el alimento tradicional de la region nivel mundial.

andina. Se considerada como el grano andino de cua-

lidades nutricionales excepcionales, debido a su con-

tenido de proteinas y carbohidratos de alta calidad,

micronutrientes y otras particularidades que la hacen

Se aislaron mas de 20 saponinas de diferentes par-
tes de la quinoa (flores, frutos y granos) y se identifica-
ron sus agliconas y respectivos azucares; sin embar-
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go, la mayor cantidad de saponinas se encuentra en el
epispermo del grano, por lo que son abundantes en los
residuos (mojuelo) que se desechan en el proceso de
beneficiado, a través del cual se separa la cascarilla
del grano por friccidn (escarificado), actividad que se
realiza a la quinua para consumo y exportacion (3).

Las saponinas se consideran como antinutricionales
en los alimentos; sin embargo, estudios recientes mos-
traron diversas actividades bioldgicas favorables para
la salud, entre las que se encuentran las antibacteriana,
antifungica, disminucién del colesterol vy
anticancerigena, entre otras (4,5). Particularmente, en
las saponinas de quinua se informé la actividad
antifungica contra Botrytis cinerea
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana) (6), toxicidad frente
a camarones y actividad molusquicida contra el cara-
col que afecta cultivos de arroz, Pomacea canaliculata
Lamarck (7).

Desde 1961, se sabe que el excesivo uso de
plaguicidas quimicos ocasiona serios problemas para
el ser humano y la naturaleza; en este sentido, se
propuso el uso de las saponinas en la agricultura, visto
como un bioplaguicida seguro por la Agencia de Pro-
teccion Medioambiental de Estados Unidos (EPA), que
tiene registrado un bioplaguicida sobre la base de
saponinas de quinoa con el nombre de Heads Up y se
destina, basicamente, al control de hongos y enferme-
dades virales, debido a las actividades que presenta
como antifungico, antiviral y molusquicida (9). Por los
resultados encontrados y sus antecedentes, las
saponinas de quinua representan un potencial
biofungicida natural, por lo que deben continuar los
estudios de optimizacion de su extraccion y de activi-
dad frente a otros hongos que merman la produccion
agricola, del mismo modo que se realizan otras inves-
tigaciones que buscan nuevos controladores naturales
(8,9,10,11).

Por este motivo, nuestro grupo de investigaciéon
empezo el estudio de saponinas de quinua determi-
nando métodos para su extraccion y control quimico
(12); se evalud el contenido de saponinas en residuos
de escarificado de quinua (18-22%) y en los extractos
obtenidos con EtOH:H,O (50:50) que contienen entre
47 y 56%. Adicionalmente, se establecio una colabo-
racion con la Unidad Académica Campesina de Car-
men Pampa, ubicada en la provincia Nor Yungas de La
Paz, Bolivia (13), donde existe gran interés en el uso
de biopesticidas, ya que la agricultura es una impor-
tante fuente de ingresos en el lugar y las enfermeda-
des producidas por organismos fitopatégenos, tales
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como bacterias, nematodos y hongos, generan gran-
des pérdidas en la produccion agricola (14).

Asi por ejemplo, la produccién de acelga (Beta
vulgaris L.) en comunidades cercanas a Coroico (Nor
Yungas) es significativa, pues constituye un cultivo de
importancia econdmica para los agricultores.
Cercospora beticola Sacc. es quien mas afecta el cul-
tivo. Este fitopatdgeno es el principal causante de pér-
didas considerables de cultivos de remolacha de azu-
cary fue muy estudiado por su resistencia a fungicidas
quimicos (15).

Sobre la base de estos antecedentes, en el pre-
sente estudio se evalud el efecto fungicida de un ex-
tracto de quinua rico en saponinas, obtenido de los
residuos del beneficiado de quinua, contra C. beticola
in vitro e in situ en cultivos de acelga.

MATERIALESY METODOS

Obtencién del extracto de saponinas

Las cascaras de quinoa real (mojuelo) se obtu-
vieron en la empresa Irupana Andean Organic Food.
La extraccion de saponinas se realizé con la mez-
cla de solventes EtOH:H,O (1:1) por maceracion
durante 72 h, con una relacién de masa de mojuelo/
volumen de solvente de 1/9. Después de la maceracion
se filtrd, se extrajo el etanol por rotaevaporacion en un
equipo Buchiy, finalmente, se secaron las saponinas
en spry dryer de laboratorio BILON. El extracto obteni-
do se estandarizo y control6 por HPLC (12).

Aislamiento e identificacion del fitopatdégeno

El aislamiento del hongo C. beticola se realizé a
partir de hojas de acelga infectadas, provenientes del
huerto de la Unidad Académica de Carmen Pampa, y
se utilizé una camara humeda. Luego, las hojas se
colocaron en cajas Petri, herméticamente selladas y
con luz fluorescente, hasta que aparecieron los prime-
ros conidios que, posteriormente, se sembraron en agar
V-8 y se incubaron a 25°C.

Se identificé el hongo fitopatdgeno C. beticola por los
sintomas caracteristicos: aparicion de numerosas man-
chas pequenas (3-5 mm de diametro en la madurez),
redondeadas, marrones claras, a veces rodeadas de un
halo marrén oscuro o rojizo sobre el limbo de las hojas
maduras. En placa Petri, el crecimiento micelial es tabi-
cado velloso blanco; mientras que sus caracteristicas
microscopicas fueron macroconidias con mas de dos
septos y las microconidias fueron pequenas de 1 a 2
septos, con clamidosporas ovales terminales (16, 17).



Preparacion de lasuspensiéon de esporas

Al raspado del cultivo in vitro, que estaba en las
cajas Petri, se le afiadieron 40 ml de agua destilada en
condiciones estériles; luego, la suspensién se
homogenizo, se filtr6 con una gasa y se colocé en
viales estériles. Finalmente, se llevo la suspensién a
la cAmara de Neubauer para el conteo.

Efecto de saponinas sobre el crecimiento micelial
del fitopatégeno in vitro

El efecto de las saponinas sobre C. beticola se
evalu6é mediante el método del envenenamiento del
medio agar V-8 con el extracto de saponina a la con-
centracion de 500 mg/ml; posteriormente, se diluye-
ron paraobtener las concentraciones correspondien-
tes a 250 mg/ml, 50 mg/ml, 5 mg/ml; 0,5 mg/mly 0,05
mg/ml, utilizando el agar como diluyente alin en esta-
do liquido a 50°C. Cada medio (10 ml) se verti6 en
placas Petri estériles de 12 cm de didmetro, de acuer-
do ala metodologia descrita por Cruz-Triana et al. (18).

La inoculacién del fitopatdégeno se realizé en el
centro de cada placa, donde se inocularon 100ul de la
suspension conidial (107/ml por superficie) en un ra-
diode 5 mmy seincub6 a 25°C. El testigo solo con-
tenia agar V-8 y se realizaron cinco réplicas por trata-
miento.

Para calcular el porcentaje de inhibicion del desa-
rrollo de C. beticola se utilizo la siguiente formula (19):

dc—dt

Inhibicién micelial % x100

Donde:
« dc = diametro del micelio del control en mm
« dt = diametro del micelio del tratamiento en mm

La evaluacion se realiz6 cada 24 horas y durante
144 horas, midiendo en ocho orientaciones porque este
patdgeno se desarrolla radialmente.

Paralavelocidad de crecimiento micelial se utilizé
la siguiente formula:

. mm) diametrofinal —diametroinicial
V decrecimiento| —— |= . -
dia tiempo transcurrido

Evaluacion de control de la Cercospora beticola
con saponinain situ

Se colectaron hojas de acelga sanas, paralo cual
se trasladaron al laboratorio y se hicieron cortes de
5x5 cm, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
5% durante 1 minuto, seguido de un lavado en agua
esterilizada para eliminar los restos de hipoclorito de
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sodio; posteriormente, se dejaron las hojas de acelga
desinfestadas sobre papel filtro estéril; luego, se colo-
caron dentro de las cajas Petri sobre papel de filtro
humedo.

Se aplicaron, homogéneamente, las diferentes con-
centraciones de saponinas (250 mg/ml; 50mg/ml;
5mg/ml; 0,5 mg/ml y 0,05 mg/ml) en la superficie de
las hojas. La inoculacion se realizé con la suspension
de conidios. En cada tratamiento se aplic6 una dosis
de 100 pl de suspension con una concentracion de
107conidios x ml** en la parte central del haz de la hoja
de acelga; finalmente, se sellaron las placas Petriy se
incubaron a 25°C. En los testigos negativos no se ino-
culé el hongo y para los testigos positivos no se colo-
caron las saponinas. Se realizaron cinco réplicas de
cada prueba.

La incidencia de la C. beticola se evalu6 cada 24
horas por seis dias; para ello se utilizé la escala de
valores en porcentaje de area afectada seguin Goidanich
1959, citado por Malaguti (20).

Analisis estadistico

Para la interpretacion de los datos se utilizaron el
analisis de varianza simple para comparar las variacio-
nes existentes entre los tratamientos y la prueba
Duncan (p<0,05) para determinar las diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos; para ello se utilizo el
programa SAS (Sistema de analisis estadistico).

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto de saponinas sobre el crecimiento micelial
del fitopatégeno in vitro

A partir de las 72 horas se produjo, en todos los
tratamientos, reduccion del crecimiento micelial del
patégeno con respecto al control, donde las concen-
traciones de saponinas entre 5 mgxml* hasta 250
mgxml? fueron altamente efectivas y cuya inhibicion
estéa cerca del 95%, sin diferencias significativas. La
concentracion de 0,5 mgxml? produjo una inhibicion
de 62,5% a 76,6 % entre las 72 y 144 horas, incluso
la menor concentracion (0,05 mgxml?) produjo alrede-
dor del 50% de inhibicién (Tabla 1, Figura 1).

La dinAmica de crecimiento de C. beticola, en pre-
sencia de saponinas de quinoa a diferentes concentra-
ciones, evidencio la existencia de diferencias signifi-
cativas con relacion al testigo (Fig. 1).

El fitopatégeno C. beticola, sin intervencion del
extracto (testigo), tuvo mayor crecimiento en relacion
con los demés tratamientos a partir de 96 horas, pues
alcanzé 30 mm a las 144 horas. El patdgeno, en la
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TABLA 1. Inhibicién del crecimiento micelial de Cercospora beticola por efecto de saponinas procedentes de quinoa./

Inhibition of the mycelial growth of Cercospora beticola by the effect of saponins

Tratamiento 72 Hrs 96 Hrs 120 Hrs 144 Hrs
Control 0,0 0,0a 0,0a 0,0a
250 mg/ml 94,1 94,2d 91,25d 94,16 d
50 mg/ml 87,50 90,8d 93,5d 95,00d
5 mg/ml 87,50 90,00d 92,5d 95,00d
0,5 mg/mi 62,50 65,4 c 72,5¢ 76,6 C
0,05 mg/ml 12,50 42,3b 55,00 b 53,3b

F cal 25,45** 27,06** 40,41**
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV (%) 8,73 9,53 5,66
Transformacion * LOG (X+5) RAIZ (X+5) LOG (X+10)

*=0.05, **=0.01. Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) Transformacion

sobre la base de la Prueba Levene.

35
a
30
25 —o— 250 mg/ml
a
20 4 —&—50 mg/ml
—A— 5 mg/ml
15 1 a b —@—0,5 mg/ml
10 s b 0,05 mg/ml
Testigo
5
0 n

24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs

96 Hrs

120 Hrs 144 Hrs

ns: no significativo; *No se analizé: no puede normalizar los datos;
letras indican diferencias significativas (p<0,05)

FIGURA 1. Desarrollo de Cercospora beticola (mm) in vitro en presencia de saponinas./ Effect of saponins on Cercospora

beticola growth (mm) in vitro.

concentracion 0,05 mgxml', tuvo mayor crecimiento
que en las concentraciones mayores; sin embargo,
resulté interesante el hecho de que, a esta concentra-
cion, el efecto inhibitorio es aun considerable (53,3%).
En las concentraciones de 5 mgxml, 50 mgxml'y de
250 mgxml' que alcanzaron entre 1,5y 1,75 mm de
desarrollo, practicamente no existen diferencias, por
lo que se puede indicar que la concentracion efectiva
in vitro, para el control del desarrollo de C.beticola, es
de 5 mgxml.
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Efecto de saponinas sobre el crecimiento micelial
de Cercospora beticola en hojas de acelga

Los tratamientos de saponina de cascaras de quinoa
sobre hojas de acelga tuvieron efecto sobre el creci-
miento de C. beticola, evidenciado en la existencia de
diferencias significativas a partir de las 96 horas.

El fitopatégeno sin aplicacion del extracto de
saponina (testigo) presenté mayor crecimiento, en com-
paracion con los demas tratamientos, lo que mostrd



diferencias significativas con relacion a los tratamien-
tos con la aplicacion de saponinas hasta las 144 ho-
ras, llegando al 20% de desarrollo. En el tratamiento
con 0,05 mgxml el fitopatégeno tuvo mayor crecimien-
to, pues alcanzo al 11,25% en comparacion con las de
mayor concentracion. Es de notar que la aplicacion de
5 mgxml' de saponina ejercié un efecto considerable
en el desarrollo de C. beticola, que llega al 5,25%. Los
tratamientos con concentraciones mayores (50 mgxml-
y 250 mgxml-') mostraron un efecto similar en el desa-
rrollo del fitopatdgeno con el 2,5% y 2,25% en compa-
racion con el control (Tabla 2).

De acuerdo a los resultados, los extractos de
saponinas obtenidos a partir de cascarilla de quinoa
(mojuelo), son una buena alternativa para controlar el
hongo C. beticola. La concentracién recomendada es
de 5 mgxml* porque evidenci6 una alta inhibicion, cer-
ca del 75% con relacion al testigo. Sin embargo, es
importante hacer notar que estos resultados corres-
ponden a extractos con una concentracion de 55% de
saponinas de quinua (12), por lo que seria recomenda-
ble hacer pruebas con extractos con mayor contenido
de saponinas. Adicionalmente, estudios previos mos-
traron que hay dos tipos de saponinas de quinua: las
saponinas monodesmosidicas y las bidesmosidicas.
Normalmente tienen mayor actividad fungicida las
monodesmosidicas (6), por lo que también seria reco-
mendable realizar pruebas con extractos con mayor
proporcién de saponinas monodesmosidicas.

Los resultados complementan los estudios previos
y ofrecen mayor soporte para la utilizacion de los resi-
duos del escarificado de quinua en la obtencién de un
producto antifingico, lo cual proporcionaria una alter-
nativa que apoyaria ala cadena de la quinua en Bolivia
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y a los agricultores de zonas hiumedas interesados en
cultivos organicos de legumbres.

El fitopatdgeno C. beticola no solo afecta a cultivos
de acelga, también tiene una gran incidencia en la re-
molacha azucarera (Beta vulgaris L.); causa la man-
cha foliar que produce grandes pérdidas econémicas a
la industria azucarera que, adicionalmente, aumento
considerablemente laresistencia de C. beticola a pes-
ticidas convencionales en los ultimos afos (21). Esto
motivé que se busquen nuevas alternativas para su
control, como el uso de variedades de remolacha azu-
carera de mayor tolerancia y el estudio de aspectos
genéticos de C. beticola (22, 23). En este sentido, la
utilizacion de saponinas para su control es una alter-
nativa natural y promisoria.

Las saponinas poseen cualidades bioldgicas de gran
interés, por lo que fueron objeto de diversos estudios.
Se destaca su efecto piscida, insecticida,
antiprotozoos, antiinflamatorio, leishmanicida,
antitrichomonas, antiagregante plaquetario, broncaolitico,
hipocolesterolémico (5, 6, 24) y anticancerigeno (25).
Existen referencias alentadoras acerca del efecto de
saponinas sobre hongos fitopatégenos, como la acti-
vidad de saponinas de quinoa (5 mgxml') que se tra-
tan con alcalis y se aplican sobre Botrytis cinerea y
eliminan la germinacion del 100% de los conidios (7),
lo que sustenta la posible optimizacién de extractos
de saponinas, modificados quimicamente para mejo-
rar la actividad antifingica. La capacidad de formar
complejos con esteroles, proteinas y fosfolipidos de
membranas, representa el principal mecanismo de
actividad antifingica de las saponinas (6,26), el cual
debe aprovecharse para continuar estudios de
optimizacién del extracto de saponinas, con la finali-

TABLA 2. Efecto de saponinas sobre el crecimiento de Cercospora beticola in situ./ Effect of saponins on the growth

of Cercospora beticola in situ

Tratamiento 72 Hrs 96 Hrs 120 Hrs 144 Hrs
Control 1,75¢ 2,715¢ 575a 20,0a
250 mg/ml 0,75a 125a 20¢c 2,50d
50 mg/ml 0,5 ab 0,75 ab 1,25¢ 2,25¢

5 mg/ml 1 abc 2,5ab 35¢ 5,25 bc
0,5 mg/mi 1,5 bc 3,0 bc 4,5 abc 9,25 b
0,05 mg/ml 10c 1,75¢ 3ab 11,25b
F cal 2,77* 3,58* 4,48** 10,65 **
Pr>F 0,0484 0,02 0,0079 <0.0001
CV (%) 2,507 3,19 4,44 7,36
Transformacion RAIZ (X+10) LOG(X+10) LOG(X+10) LOG(X+10)

*=0,05; **= 0,01, Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05);

Transformaciones en base a la prueba de Levene
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dad de mejorar la actividad antifungica frente a
fitopatdgenos que merman la produccién agricola.
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