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RESUMEN

Se ha reportado que a partir de extractos de plantas obtenidos de diferentes
partes del mundo, en especial las endémicas de un lugar determinado presentan
actividad antifangica o fungistatica sobre diferentes especies de hongos, esto
representa una alternativa ante el uso de productos fungicidas quimicos para
controlar su crecimiento y por ende evitar sus micotoxinas. Sin embargo, para
garantizar su uso seguro es necesario realizar pruebas que determinen su
potencial toxico para poder ser aplicado como una alternativa segura o inocua. El
objetivo del presente trabajo fue determinar el potencial toxico de extractos
metandlicos de plantas con actividad antifingica que han sido reportados con
actividad para controlar el crecimiento de Fusarium verticillioides ATCC 52539.
Para ello se obtuvieron extractos metanolicos de las plantas Jacquinia
macrocarpa, Baccharis glutinosa y de Krameria erecta. Posteriormente se
fraccioné cada uno de ellos mediante separacién secuencial con hexano, acetato

de etilo y n-butanol.

Se evalud y verificd el efecto de las fracciones en butanol de J. macrocarpa y
acetato de etilo de B. glutinosa y Krameria erecta de los extractos metanolicos en
el crecimiento radial y germinacion de esporas de F. verticillioides. Se observo
qgue el extracto de J. macrocarpa fue el que presenté el mayor porcentaje de
inhibicion radial con 95 %, seguido por el extracto de B. glutinosa que causo6 72 %
de inhibicion. Asi mismo, con el extracto de K. erecta se observdé que su
capacidad para inhibir el crecimiento radial del hongo fue de 85 %. Por otra parte,

en la germinacion de esporas de F. verticillioides se observé que el extracto



fraccion acetato de etilo de B. glutinosa (FAe Bg) inhibio en 100 %, seguido del
extracto fraccion acetato de etilo de K. erecta (FAe Ke) con el 95 % y por altimo el

extracto fraccién n-butanol de J. macrocarpa (FB Jm) con 19 %.

Se evalud en el crustaceo Artemia salina la toxicidad aguda de las fracciones
obtenidas a partir de los extractos metanolicos. Se observo que los tres extractos
son toxicos para Artemia salina, ya que la sobrevivencia de los nauplios control fue
del 83 % al culminar el estudio. Estos resultados sugieren que la mortalidad de
los nauplios podria deberse a la presencia de compuestos activos en cada uno de
los extractos metandlicos fraccionados, sin embargo mayores estudios son

necesarios para determinarlo.

Se evaluo el potencial mutagénico de las fracciones de cada uno de los extractos
y ninguno presentd efecto mutagénico con y sin activacion metabdlica en

presencia de Salmonella typhimurium TA 98 y TA 100.

Lo anterior indica que los extractos metandlicos fraccionados de plantas en
estudio, a la concentracion de 5 mg mL™?, contienen compuestos activos que
afectan el crecimiento y desarrollo del hongo. Los cuales son toxicos para Artemia

salina pero no mutageénicos para Salmonella typhimurium TA98 y TA100.



INTRODUCCION

Los alimentos son la principal fuente de biomoléculas para el hombre y los animales,
dentro de estos; los cereales son considerados como la principal fuente de nutrientes
a nivel mundial y uno de los principales problemas en la produccién y su
conservacion han sido los hongos, ya que estan bien adaptados para utilizar una

gran variedad de sustratos (Davicino y col., 2007).

Los hongos que frecuentemente colonizan a los cereales son principalmente:
Fusarium sp., Alternaria sp., Helminthosporium sp., Aspergillus sp, Penicillium sp.,

entre otros (Del Rio y col., 2007).

El maiz (Zea mays L.) es un cereal de gran importancia para México y otros paises,
debido a que constituye la base alimenticia como grano y como los productos que se
obtienen a partir de él. Su produccion se ve afectada por factores adversos de
naturaleza biética (enfermedades, plagas, malezas, entre otras) y abiéticas (sequias,
salinidad y alta temperatura), convirtiéndose en sustrato ideal para el crecimiento de
hongos fitopatégenos que principalmente invaden el grano desde que se encuentra
en el campo o durante sus fases de desarrollo. Donde destacan comunmente los
géneros: Aspergillus, Fusarium y Penicillium, organismos que causan efectos nocivos
en el cultivo y en los consumidores de granos y sus productos (Hernandez-Delgado y
col., 2007). Fusarium es un habitante comun del suelo y el mas diverso, ya que tiene

mas de 30 especies (Montiel-Gonzalez y col., 2005), siendo unos de los principales



impedimentos para la siembra continua de los campos, limitando la siembra de

cultivos de importancia alimenticia y econdémica como lo son los cereales.

Las especies del género Fusarium de mayor interés en el grano de maiz (Zea mays
L.) son F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans (Gallardo-Reyes y col.,
2006). Siendo F. verticilloides el principal agente patdégeno causante de la
podredumbre de la mazorca de maiz. Asi mismo se caracteriza por producir diversos
tipos de micotoxinas, particularmente las fumonisinas que tienen efectos toxicos
cuando son consumidas por humanos y animales (Peiretti-Uzal y col., 2007). La
produccién de fumonisinas en maiz, se ve afectada por diversos factores
ambientales, como la humedad, temperatura, los periodos de sequia, la cantidad de
precipitacion durante sus estadios en campo y la cosecha (Gallardo-Reyes y col.,
2006). Se han descrito mas de 15 diferentes tipos de fumonisinas, sin embargo; la
fumonisina B1 y fumonisina B2 han sido reportadas en niveles significativos de

ocurrencia natural en maiz y productos a partir de maiz.

En los Ultimos afos la presencia de hongos toxicogénicos ha sido comunmente
reportada en productos alimenticios y uno de los mas frecuentes son los
pertenecientes al género Fusarium, por ello es necesario que los alimentos utilizados
y consumidos por el hombre y animales sean inocuos. Para lograr esto se han
establecido una serie de métodos de control que pudiesen minimizar el desarrollo de
estos organismos, en especial los que producen algun tipo de micotoxinas que afecte
a la salud de quienes los consumen. La aplicacion de fungicidas sintéticos como

fuente de control, es un método ampliamente utilizado para reducir el crecimiento de
4



hongos fitopatégenos y a través de ello minimizar la incidencia de dafios causados
por su presencia y a la vez disminuir la contaminacion de granos por las micotoxinas
que producen (Ramirez-Chavez y col., 2000). Sin embargo, los organismos han
desarrollado resistencia a los compuestos quimicos utilizados comunmente para su
prevencion o control, por lo que se ha aumentado la contaminacion al ambiente,
debido a que los compuestos no se degradan en periodos cortos y por consecuencia
causan severos dafios a la salud (Tequida-Meneses y col., 2002), ademas de que su
control es dificil de lograr, presenta un costo elevado. Esta situacion ha llevado a la
busqueda de fungicidas de menor impacto ambiental y menor costo, pero que tengan
una efectividad mejor o igual, ya que esto lograria una eficiente produccién agricola
sin deteriorar el ambiente y la seguridad de que el alimento seria inocuo para su

consumo (Lopez-Benitez y col., 2005).



ANTECEDENTES

Importancia del género Fusarium

Los hongos fitopatdgenos se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente y
ocasionan problemas serios, debido a que muchas especies, ademas de causar
pérdidas econdémicas, producen diversos tipos de micotoxinas de gran importancia

en salud publica pués causan enfermedades en humanos y animales.

El género Fusarium es un habitante comun del suelo y el mas diverso, ya que cuenta
con mas de 30 especies (Montiel-Gonzalez y col., 2005), y es uno de los principales
impedimentos para la siembra continua de los campos, limitando la siembra de
cultivos de importancia alimenticia y econdmica. Dentro de este género las especies
de mayor interés en el cultivo de maiz (Zea mays L.) son F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans (Gallardo-Reyes y col., 2006), siendo F. verticilloides el
principal agente patdgeno causante de la podredumbre de la mazorca. Asi mismo,
se caracteriza por producir diversos tipos de micotoxinas, particularmente las
fumonisinas, que tienen efectos toxicos cuando son consumidas por humanos y los
animales (Peiretti-Uzal y col., 2007). Este hongo se encuentra dentro de las
especies que pertenecen al complejo Gibberella fujikuroi perteneciente a la seccion
Liseola y Elegans (Lépez y col., 2004), es endémica del maiz y en la planta causa
pudricion del tallo, raiz y mazorca (Gallardo-Reyes y col., 2006). Ademas tiene la
capacidad de penetrar entrando sistémicamente en la semilla a través de heridas o

infecciones en la planta (Leslie y Summerell, 2006).



Caracteristicas morfolégicas de Fusarium verticillioides

F. verticillioides presenta la capacidad de infectar los tejidos vegetativos y
reproductivos sin desarrollar los sintomas, donde la presencia de insectos y el estrés
fisiologico al que puede estar expuesto el grano facilitan el desarrollo de la
enfermedad. Sus macronidias varian desde forma de hoz a casi recto con el lado
dorsal y ventral casi paralelo, con paredes delgadas y célula basal con forma de pie.
Presenta de 3 a 5 septos, con micronidios abundantes, unicelulares o de forma oval
a claviforme con una base aplanada. Se forman apicalmente en cadenas largas
sobre monofialides, y no presenta clamidiosporas (Desjardins y col., 2006) (Figura 1).
Se ha sugerido que los conidios son criticos en el proceso de infeccion de este
hongo y pueden ser necesarios para la colonizacion sistémica de la planta de maiz.
Las cadenas de conidios son distribuidas facilmente por el viento, la lluvia y otros
vectores de dispersion como los insectos, facilitando asi una eficiente dispersion de

sus micronidias en los campos de cultivo de maiz (Glenn y col., 2004).



Figura 1. Caracteristicas microscopicas de Fusarium verticillioides.

A — B: Macroconidia; C — D: Microconidia; E — F: Microconidia in situ sobre agar hoja de clavel (CLA).
A - D, barra de la escala = 25 ym; E — F, barra de la escala = 50 ym.

Fuente: Leslie y Summerell (2006).



Factores ambientales para el crecimiento de Fusarium verticillioides

Este hongo se encuentra como contaminante natural en maiz y estd ampliamente
distribuido a nivel mundial (Marasas y col., 1984). Para su desarrollo necesita alto
contenido de humedad, actividad de agua (A,) minima de 0.87 y temperatura 6ptima
de 25°C (Tabla 1), mientras que la minima es de 5°C y la maxima de 42°C. La
germinacion de esporas se puede dar en un amplio rango de temperatura que va de
los 25 a 37°C, requiriéndose una A, entre 0.96 - 0.98 (Reyneri, 2006). F.
verticillioides ataca todos los estadios de crecimiento de la planta de maiz y a
diferentes partes de la misma, induciendo enfermedades de pre- y post-cosecha que
causan reduccion de rendimiento y afectan la calidad de la semilla (Peiretti-Uzal y
col., 2007). EIl hongo aparece presentando color salmon palido en el pedicelo de la
punta de los granos, seguido de un crecimiento de moho polvoso de color rosa en los
granos infectados, el cual estd compuesto por numerosas esporas (Mendoza-Elos y
col., 2006). Cuando el hongo es cultivado en agar papa dextrosa (PDA), los cultivos
inicialmente presentan micelio blanco, pero con el tiempo pueden desarrollar un color
violeta, sin embargo, el color que puede presentar en agar varia desde la falta de
pigmentacién o naranja grisiceo a gris violeta o violeta oscuro (Desjardins y col.,

2006).



Tabla 1. Temperatura y actividad de agua (A,) minima, maxima y 6ptima para el

crecimiento de hongos toxicogénicos.

Temperatura Ay

Especie Minima (°C) Maxima (°C) Optima (°C) Minima  Optima
Aspergillus flavus 46 36-38 0.78 0.95
Aspergillus parasiticus 46 36-38 0.78
Aspergillus ochraceus 12 37 36-38 0.77
Penicillium verrucosum -2 36 23 0.81
Fusarium culmorum 37 25 0.78 0.99
Fusarium graminearum 2 40 24 - 26 0.89 0.98-0.99
Fusarium sporotrichioides -2 35 12-15 0.89
Fusarium moniliforme 42 25 0.87
Fusarium proliferatum 42 25

Fuente modificada: Reyneri (2006).
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Micotoxinas producidas por especies de Fusarium

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de los hongos y tienen estructuras
quimicas muy diversas, todas son compuestos organicos de masa molecular
relativamente baja (Peraica y col., 1999). Se ha reportado que el género Fusarium
produce varios tipos de micotoxinas y metabolitos biolégicamente activos, incluyendo
el &cido fusérico, fusarinas, naftoquinonas (Desjardins y col., 2006) y particularmente
las fumonisinas, siendo estas de gran importancia, ya que cuando son consumidas
producen efectos toxicos (Peiretti-Uzal y col., 2007). La produccion de fumonisinas
en maiz se ve afectada por diversos factores ambientales como la humedad,
temperatura, los periodos de sequia, la cantidad de precipitacion (Gallardo-Reyes y

col., 2006).

Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas producidas por Fusarium que fueron
caracterizadas por Gelderblom y col. (1988), y que han demostrado estar presentes
en maiz (cuando esta en la planta hay putrefaccion del tallo, raiz y mazorca) y sus
derivados, causando una serie de enfermedades en equinos y cerdos vy, se les ha
relacionado con el cancer esofagico en humanos (Rheeder y col., 1992; Marasas,
1995). Son producidas principalmente por las especies Fusarium proliferatum,

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg antes Fusarium moniliforme Sheldon),

11



siendo las especies que mas comunmente son aisladas del maiz y otros cereales

(Del Rio y col., 2007).

Las fumonisinas son metabolitos secundarios y comprenden un grupo de moléculas
estructuralmente relacionadas entre si. Se caracterizan por tener dos cadenas
laterales de acido tricarbalilico esterificadas a una cadena aminopentol con uno o

mas grupos hidroxilos (Gelderblom y col., 1988) (Figura 2).

Se han descrito mas de 15 diferentes tipos de fumonisinas, sin embargo; la
fumonisina B; (FB1) y la fumonisina B, (FB;) se reportan en niveles significativos en

maiz y productos a base de él.

Gelderblom y col. (1988), describen a las fumonisinas como solidos amorfos. No
absorben en la luz, ni en el intervalo ultravioleta, ni en el visible y ademas no
fluorescen (Scott, 1993). La FB1 presenta un punto de fusion de 103 a 105°C, su
espectro infrarrojo incluye absorciones a 3450, 2934, 1729 y 1632 cm™ (Vesonder y
col., 1992). Son compuestos altamente polares, solubles en agua y en mezclas de

acetonitrilo: agua y metanol, pero nada solubles en solventes apolares.

12



o Ra
R4
o R NHo
HOOC
COOH ©
Fumonisina R, R: R3 Peso molecular
FB, CH; OH OH T21
FB: CH: OH H T05
FB; CH; H OH T05

Figura 2. Estructura quimica y peso molecular de las fumonisinas B, B, y Bs,

Fuente: Sewram y col. (2005).
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Presencia de las fumonisinas en alimentos

La distribucién de F. verticilloides se ha reportado a nivel mundial, por lo tanto, la
presencia de fumonisinas en maiz es de magnitud parecida y pueden ser
encontradas en casi cualquier producto de origen vegetal y sus derivados. No han
sido detectadas en productos de origen animal, excepto en la leche en polvo donde

se han reportado bajos niveles (Gelderblom y col., 1993).

Sydenham y col., (1990) reportaron la presencia de fumonisina B1 en maiz mohoso
(44-83 ug g*') de manera natural, que provenia de una cosecha utilizada para
autoconsumo en Africa del Sur. A partir de esa fecha, se inici6 la busqueda de la
presencia de fumonisinas en maiz, productos a base de el asi como en otros

alimentos en el mundo (Marasas, 1996).

En México se han realizado estudios que confirman que las especies de hongos
predominantes en maiz cosechado son de Fusarium, al igual que su capacidad
productora de fumonisinas. EIl primer reporte de la presencia de fumonisinas en
grano de maiz cosechado en Sonora se realiz6 en el 2003 por Cortez-Rocha y col.,
siendo la FB; la que estuvo presente en niveles superiores a los considerados
seguros para usarse en alimento para caballos de acuerdo con las recomendaciones
de la FDA. Gallardo-Reyes y col. (2006), realizaron un estudio de la capacidad de
produccion de fumonisinas por cepas de F. verticillioides aisladas de grano de maiz
cosechado en Sonora, reportando la produccion minima de fumonisina como

superior a los 500 pg g*, siendo las cepas de muestras provenientes del Valle del
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Mayo las que presentaron el nivel mas alto, seguida de las cepas de muestras
aisladas de maiz de la region del Rio Sonora, representando un riesgo potencial por
ser el maiz un producto de importancia en la alimentacion de humanos y animales.
Este estudio concordd con los resultados reportados por Sanchez-Rangel y col.
(2005), en cuanto a la capacidad de produccion de fumonisinas, ya que ellos también
encontraron que las cepas aisladas de Sonora son altamente productoras de esta

micotoxina en comparacion con las de otras regiones del pais.

Toxicidad de las fumonisinas

Las fumonisinas han sido relacionadas con una serie de trastornos en el sistema
nervioso de equinos causando leucoencefalomalacia equina (ELEM), también como
agentes mutageénicos y teratogénicos en ratas, cerdos, conejos, monos, entre otros
(Garcia y Heredia, 2006). En humanos se han correlacionado con una alta
incidencia de cancer esofagico en los habitantes del area de Transkei en Africa del

Sur y en Linxian, una provincia China (Cortez-Rocha y col., 2012).

El mecanismo de accién téxico esta involucrado con la inhibicion de la enzima
ceramida sintetasa, ocasionando un acumulamiento de bases esfingoides y una
disminucién de los esfingolipidos complejos, (Duarte y Villamil, 2006); lo cual es
atribuida la similitud entre las estructuras de las fumonisinas y las bases de cadena

larga como esfinganina y esfingosina (Figura 3) (Merril y col., 1993).
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D-eritro-esfingosina (2S, 3R)

o OH

Wﬂ\w

MH 4

Esfinganina

HOOC a
HOOC

CH3

o

H:u:u:/\l/\rr'

HOOGC a

Estructura de fumonisinas serie B

Figura 3. Estructura quimica de la esfingosina, esfinganina y fumonisinas serie B,

Fuente: Cortez-Rocha y col. (2012).
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Debido a la similitud estructural, se presenta una inhibicion de la biosintesis de
esfingolipidos al interferir la fumonisina con la enzima esfinganina N-aciltransferasa,
la cual tiene una funcion clave en la sintesis de novo de los esfingolipidos. La N-
acetiltransferasa cataliza a conversion de esfinganina a dihidroceramida, y enseguida
es convertida a ceramida, la cual se encarga de producir complejos con
esfingolipidos como glicoesfingolipidos y esfingomielina. Por otra parte, la
esfingosina es producida por la conversion de ceramida y otros esfingolipidos
complejos (Landeros y col., 2005; Marasas y col., 2000; Merrill y col., 1996), por lo
que si hay acumulacion de esfinganina, como consecuencia se lleva a cabo el

bloqueo de la sintesis de ceramidas y esfingolipidos complejos.

Wang y col. (1991), propusieron que lo comentado anteriormente puede ser una de
las causas de la toxicidad de las fumonisinas (particularmente la FB1, ya que puede
tener una presencia natural del 70 % en maiz), ya que los esfingolipidos regulan el

crecimiento, la diferenciacién y la transformacién de las células.

Estudios in vivo han demostrado que el consumo de alimento contaminado con
fumonisinas causa una serie de desoérdenes en el sistema nervioso de equinos,
edema pulmonar en porcinos y cancer de higado en ratas. El consumo de maiz
contaminado con fumonisinas y los efectos en salud humana aun son confusos, sin
embargo; se ha asociado con la incidencia de cancer de eséfago y otras
enfermedades. Ademas, se ha sugerido que son posiblemente un factor de riesgo
para los defectos de nacimiento ocasionando defectos en el tubo nervioso neural

(NTD), (Voss y col., 2006).
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Se han establecido limites para consumir alimentos contaminados por fumonisinas,
donde en productos de maiz molido el limite es de 2 pug g* y para maiz consumido

por caballos es de 5 pg g™ (Bush y col., 2004; Figueroa-Gémez y col., 2007).

Control de Fusarium verticillioides

Es menester que los alimentos a base de maiz utilizados y consumidos por el
hombre y animales sean inocuos. Para ello, se han establecido una serie de
meétodos de control que tendientes a minimizar el desarrollo de estos organismos, en
especial los que producen algun tipo de micotoxinas que afecte a la salud de los

consumidores.

El control de organismos fitopatdgenos, es dificil de lograr y representa un costo
elevado (L6pez-Benitez y col., 2005), ya que los hongos han desarrollado resistencia
a los compuestos quimicos utilizados cominmente para su control. Asi mismo, el
uso de estos compuestos ha incrementado la contaminacién del ambiente, ya que
algunos de ellos no se degradan en corto tiempo, y por consecuencia causan
severos dafios a la salud tanto de las personas encargadas de aplicar los productos

como de los consumidores (Tequida-Meneses y col., 2002).

Debido a la necesidad de desarrollar nuevos fungicidas se han explorado diversos

recursos naturales, tanto de origen vegetal, como de origen animal.
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Dentro de los compuestos de origen animal se encuentra el quitosano, que se
obtiene de la quitina extraida de desechos de productos marinos como son el
camaron, jaiba y la pluma de calamar. Se ha demostrado que presenta accion
protectora y antifingica en las plantas, induciendo un mecanismo de defensa contra
la infeccion y ataque de parasitos, incluso a concentraciones muy bajas (Srinivasa y
Tharanathan, 2007). Entre los diversos estudios realizados con quitosano para
controlar la presencia de hongos del género Fusarium, se ha reportado que aun
cuando se utilizan concentraciones menores a 1 g L™ hay inhibicién de crecimiento
(Benhamou y col., 1994). Quintana-Obreg6n y col., (2010) realizaron un estudio in
vitro de la inhibicion del crecimiento radial de F. verticillioides cultivado en agar papa
dextrosa (PDA) a diferentes concentraciones de quitosano de baja, media y alta
viscosidad. Sus resultados mostraron que el quitosano de baja viscosidad presento
la mayor inhibicion del crecimiento radial. Esto ha sido atribuido a que cuando se
utilizan altas concentraciones de quitosano, se inducen cambios morfol6gicos en el
hongo, los cuales producen enzimas de defensa reduciendo la capacidad de inhibir y
se le atribuye Unicamente cierta propiedad fungistatica al hongo (El Ghaouth y col.,
1992). De igual manera, las variaciones observadas en el crecimiento radial con
respecto a la concentracion y tipo de quitosano, pueden ser atribuidas a la etapa de
adaptaciéon del hongo (Romanazzi y col., 2006). Una de las alternativas de control
mas prometedoras es el uso de moléculas biolégicamente activas provenientes de
las plantas (Bernal-Alcocer y col., 2005). Estas poseen compuestos con diferentes

estructuras y mecanismos de accion (Thobunluepop y col.,, 2007), dentro de los
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cuales se encuentran los flavonoides, fenoles, glicésidos de fenoles, saponinas, entre
otros (Davicino y col., 2007). La diversidad de plantas a nivel mundial es amplia, por
lo tanto, la diversidad de los compuestos antifungicos tiene una magnitud similar y
solo se empieza a conocer una pequefia parte de ellos. La formulacion de productos
vegetales utilizados y evaluados ha sido en forma de extractos acuosos, alcohdlicos

y hexanicos, como polvos y en aceites.

La actividad antifingica de los aceites esenciales se ha estudiado desde hace afios y
se ha propuesto que los compuestos oxigenados que contienen son sustancias que
presentan mayor oportunidad de interactuar con las células. Lépez y col. (2004),
caracterizaron la actividad antifingica in vitro de aceites esenciales procedentes de
plantas aromaticas para controlar la produccién de FB1 de una cepa toxicogénica de
F. verticillioides en grano de maiz. Ellos observaron que los compuestos presentes
en el aceite esencial de Origanum vulgare disminuyeron el nivel de produccion de
fumonisinas, mientras que el aceite esencial de A. triphylla estimulé la produccion de
fumonisinas con respecto a los controles (maices inoculados con F. verticillioides sin

aceites esenciales).

Existen diversos estudios donde se reporta que los extractos de plantas tienen
efectos sobre el desarrollo y crecimiento de hongos fitopatégenos. Para el control de
Fusarium verticillioides se ha reportado que el extracto de Tagetes lucida obtenido
con cloroformo/metanol causé 89.0 % de inhibicion del crecimiento radial, siendo

comparado con el antifingico sintético cetoconazol (Céspedes y col., 2006).
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En relacion a esta problemética se han realizado estudios para evaluar la eficacia de
plantas de algunas regiones de Sonora, donde se ha encontrado que Larrea
tridentata, Baccharis glutinosa, Krameria erecta y Jacquinia macrocarpa entre otras,
presentan actividad antifangica sobre F. verticillioides y otras especies de hongos
fitopatégenos (A. flavus, A. niger, P. chrysogenum, P. expansum) (Tequida-Meneses
y col., 2002; Vargas-Arispuro y col., 2005; Suarez-Jiménez y col., 2007; Rosas-
Burgos y col., 2009; 2010). Sin embargo, a la fecha no se han realizado estudios
gue evallen el potencial toxico de las mismas, y por lo tanto la inocuidad de dichos
compuestos para ser utilizados en el control de hongos filamentosos de importancia

en alimentos.

Se han reportado estudios de plantas con propiedades curativas utilizadas en la
medicina tradicional de algunos pueblos indigenas, mediante pruebas de laboratorio
eficaces y poco costosas (Garcia-Mateos y col., 2000; Remigio-Montero y col., 2001;
Piloto-Ferrer y col., 2009), utilizando organismos comunes y faciles de manejar.
Dichos estudios son concluyentes en cuanto a la necesidad de realizar evaluaciones
genotdxicas, que no se han hecho, siendo requisito de caracter obligatorio, y no
existen criterios coincidentes para clasificarlos como genotoxicos 0 como no

genotoxicos (Remigio y col., 2001).

Los estudios en microorganismos y animales son el eslabon méas importante en la
cadena de evaluaciones toxicolégicas de cualquier compuesto quimico nuevo, antes
de ser administrado o utilizado como alimento, farmaco, agroquimico, entre otros

(Martinez y col., 2010). Ademas, las pruebas con animales constituyen el principal
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recurso para conocer experimentalmente la toxicidad de los compuestos quimicos

(Gutiérrez y col., 2007).

Los laboratorios han desarrollado un gran numero de ensayos de toxicidad
relacionados con el estudio de productos naturales en los ultimos afios, en los que la
respuesta ha sido medida en invertebrados. Estas pruebas tienen las ventajas de
ser econdmicas, reproducibles, faciles de realizar y no tienen gran impacto en el
ambiente. En este contexto, un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos
mas utilizado lo ocupa el ensayo de Artemia salina, que ha sido utilizado en la
mayoria de las pruebas requeridas por las instancias reguladoras para evaluar
riesgos ambientales de plaguicidas, productos quimicos y contaminantes (Pino y col.,
2010). Por otra parte, las pruebas del potencial mutagénico se consideran un paso
esencial en la evaluacién de la inocuidad de los productos quimicos. En el contexto
de los alimentos, este enfoque ha demostrado ser adecuado para mantener la
seguridad de los productos quimicos desarrollados recientemente tales como,

aditivos y plaguicidas, entre otros (Mazzatorta y col., 2007).

El estudio de mutagénesis, carcinogénesis y la busqueda de compuestos quimicos
con propiedades genotoxicas esta bien establecido y una de las pruebas mas
utilizadas es la recomendada por Maron y Ames (1983). El ensayo de Ames es
utilizado para estudiar una gran variedad de sustancias ambientales y es
ampliamente aceptado para identificar sustancias que pueden producir dafio genético
gue conduce a mutaciones del gen (Mustafayeva y col., 2010). EIl principio de esta

prueba es exponer bacterias auxoétrofas que necesitan de ciertos aminoacidos para
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crecer, los cuales son proporcionados en el medio de cultivo junto con el compuesto
a evaluar; si el compuesto ocasiona una mutacion, las bacterias pasan a ser
protétrofas (que pueden sintetizar sus propios aminoacidos). Esto es observado
durante el crecimiento de las colonias bacterianas en un medio que contiene la
minima cantidad de los aminoacidos necesarios para el desarrollo de dichas

bacterias, las que han sido modificadas genéticamente.

Ante la necesidad actual de controlar la presencia de hongos toxicogénicos como F.
verticillioides y la produccién de fumonisinas en granos de importancia alimenticia
como lo es el maiz, principalmente en México y algunos otros paises y conociendo
de los problemas que ha ocasionado el uso excesivo de fungicidas sintéticos como el
incremento de la contaminacién ambiental, desarrollo de resistencia por medio de los
organismos a controlar, presencia de residuos en los alimentos y graves dafios en la
salud humana, se conduce a la busqueda de alternativas naturales para su control.
El uso de extractos de plantas endémicas del estado de Sonora a nivel laboratorio,
ha demostrado que los extractos metandlicos y sus fracciones tienen la capacidad de
inhibir el crecimiento del hongo. Sin embargo, la obtencion de compuestos
provenientes de las plantas representa un reto de grandes proporciones ya que para
poder ser aplicado en el maiz como una alternativa segura o inocua se requiere de
estudios que demuestren dicha inocuidad. Por lo anterior surge la necesidad de
garantizar el uso seguro de cada uno de los extractos metandlicos particionados

mediante pruebas que determinen su potencial toxico.
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OBJETIVOS

General

Determinar el potencial toxico de extractos metandlicos provenientes de las plantas
Jacquinia macrocarpa, Baccharis glutinosa y Krameria erecta con actividad

antifingica sobre el desarrollo de Fusarium verticillioides.

Especificos

1. Evaluar y verificar el efecto de las fracciones en butanol de J. macrocarpa y
acetato de etilo de B. glutinosa y K. erecta en el crecimiento radial y germinacion de

esporas de Fusarium verticillioides.

2. Evaluar la toxicidad aguda de las fracciones obtenidas por particién en n-butanol y

acetato de etilo a partir de los extractos metandlicos en el modelo Artemia salina.

3. Evaluar el potencial mutagénico de las fracciones obtenidas por particion en n-
butanol y acetato de etilo a partir de los extractos metandlicos de plantas utilizando

como modelo Salmonella typhimurium.
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HIPOTESIS

La utilizacion de los extractos metandlicos de las plantas Jacquinia macrocarpa,
Baccharis glutinosa y Krameria erecta, obtenidos por particion en butanol y acetato

de etilo no son toxicos para Artemia salina ni mutagénicos para Salmonella

typhimurium TA 98 y TA 100.
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MATERIALES Y METODOS

Las plantas utilizadas en este estudio fueron Jacquinia macrocarpa, Baccharis
glutinosa y Krameria erecta, cuya actividad antifiungica sobre F. verticillioides ha sido
reportada previamente (Tequida-Meneses y col., 2002; Suarez-Jiménez y col., 2007;

Rosas-Burgos y col., 2009 y 2010).

Recoleccion de las muestras

La colecta de las plantas K. erecta y J. macrocarpa se llevé a cabo en la region de
Los Arrieros, Sonora, ubicada en las coordenadas N 28° 20.538° W 111° 08.911’
altitud 280 pies y N 28° 19.526" W 111° 08.828’ altitud 227 pies durante el mes de
agosto de 2010. B. glutinosa fue colectada en el mes de octubre de 2010 en la
region Este del Arroyo de Tecoripa, Sonora, en direccion al poblado de San Javier,

Sonora.

Una vez colectadas, las plantas fueron trasladadas al Departamento de Investigacion
y Posgrado en Alimentos (DIPA). Un espécimen de cada una fue llevado para su
identificacion y registro en el herbario del Departamento de Investigaciones

Cientificas y Tecnolégicas de la Universidad de Sonora (DICTUS-UNISON).
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Obtencién de los extractos con actividad antifungica

Para la preparacion de los extractos se utilizaron solamente las partes aéreas (tallos,
hojas y flores), las cuales se secaron a temperatura ambiente y a la sombra por dos
semanas. Una vez secas, se molieron en una maquina quebradora, donde se redujo
su tamafio y después se moli6 en un molino (Pulvex 200) hasta obtener un tamafio
de particula de 0.5-1.0 mm. Posteriormente se prepararon los extractos de cada
planta mezclando 60 g de polvo con 940 ml de metanol al 70 % (p/v), con agitacion
constante por una hora. Transcurrido ese tiempo se dejo a temperatura ambiente
por 72 h en oscuridad, agitando periédicamente. Después, los extractos se filtraron
con papel filtro Whatman No. 1 para eliminar los sélidos (Tequida-Meneses vy col.,
2002), se evaporaron a 45°C y 95 rpm usando un rotavapor (Yamato RE300) y los
sOlidos obtenidos fueron re-suspendidos en 1 L de agua destilada. Para la
fraccionacion secuencial se utilizaron los siguientes solventes: hexano, acetato de

etilo y n-butanol, hasta obtener la fraccion deseada de cada una de las plantas.

Una vez obtenidas las fracciones, se destilaron en el rotavapor como se indico
antes para posteriormente evaluar y verificar la actividad antifingica de cada una de

ellas sobre F. verticillioides (ATCC 52539).

Preparaciéon del in6culo

El hongo utilizado se obtuvo de una cepa comercial de F. verticillioides ATCC 52539.

La especie fue cultivada en tubos de ensayo con agar papa dextrosa (PDA, Difco,
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Laboratories, Detroit, MI), incubando a 25°C + 2°C durante 10 dias. A partir de los
cultivos se obtuvo el inoculo, el cual consisti6 en una suspension de esporas del
hongo en matraces Erlenmeyer con agar PDA, bajo las condiciones mencionadas
anteriormente. La suspension de esporas se obtuvo agregando a cada matraz con
las colonias, un volumen aproximado de 50 mL de solucién Tween 80 al 0.1 % (v/v),
agitando durante 5 minutos con una barra magnética estéril. Finalmente se determiné
la concentracion de esporas mediante conteo de esporas en una camara de

Neubabuer (Suarez-Jiménez y col., 2007).

Evaluacion y verificacidon de la actividad antifUngica de los extractos

fraccionados de plantas
Crecimiento radial (Técnica de inoculacion por pozo)

Se prepararon medios de cultivo de PDA adicionado con 5 mg mL™ de cada una de
las fracciones de los extractos de plantas re-disueltos en metanol Baccharis glutinosa
(FAe Bg) y Krameria erecta (FAe Ke) en acetato de etilo y Jacquinia macrocarpa (FB
Jm) en n-butanol, ademas de tratamientos control con PDA (cPDA) y PDA con la
cantidad equivalente a la que se re-disolvieron los extractos en metanol (1ml)
(cPDAMeOH). Con una pipeta Pasteur estéril se hizo un pozo de 0.6 cm en el centro
de la placa Petri en el cual se deposité el in6culo del hongo a una concentracion de

1X10° esporas mL™ y se incubé a 25°C. El didmetro de la colonia se midi6 cada 24 h
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hasta que el control alcanzé el borde de la placa (Rosas-Burgos y col., 2009). Cada

tratamiento (extractos fraccionados) fue realizado por triplicado.

El porcentaje de inhibicion fue calculado a partir de los datos experimentales de
crecimiento radial con respecto al control, el cual se consider6 como el 100 % de

crecimiento radial 6 cero porciento de inhibicibn mediante la siguiente ecuacion:

Inhibicion (%) :l%lx 100
C

Donde:
Rc = Es el radio de la colonia en el medio control PDA (cm).

R;= Es el radio de la colonia del medio con el extracto de planta corregido tomando

en consideracion el efecto del solvente (Suérez-Jiménez y col., 2007).

Germinacion de esporas (Técnicainoculacion por siembra en placa)

Este ensayo se realizo utilizando placas Petri con medio PDA adicionado con 5 mg
mL™ de cada una de las fracciones de los extractos (FAe Bg, FAe Ke y FB Jm),
ademas de los tratamientos control (solo PDA y PDA con MeOH). Se inocularon
esporas de F. verticillioides dispersando 3 pl de suspension una concentracion de 1 x
10* esporas mL™ sobre la superficie del agar. Enseguida se incubaron a 25°C con
ciclo de 12 h luz/oscuridad. ElI nimero de esporas germinadas por placa se
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determind contando 200 esporas al azar (germinadas y no germinadas) cada 4 h
utilizando un microscopio optico (Leica DME XL). Se consider6 una espora
germinada cuando la longitud del tabulo germinal crecié al didmetro total de la espora
(Plascencia-Jatomea y col., 2003). Cada tratamiento (extractos fraccionados y los
controles) fue realizado por duplicado. El porcentaje de inhibicién de la germinacion
fue calculado con respecto al control utilizando la siguiente ecuacion:

0 -0
Inhibicién (%) = 25~ %St

%S.

Donde:
%Sc= es el porcentaje de esporas germinadas en el control.

%St= es el porcentaje de esporas germinadas en los diferentes tratamientos
corregido tomando en consideracion el efecto del solvente (Plascencia-Jatomea y

col., 2003).

Estudio de toxicidad

El ensayo de toxicidad aguda se realiz6 utilizando la técnica descrita por Jiménez y

col. (1997), con algunas modificaciones, que se describen a continuacion:
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Se colocaron 0.1 g de huevecillos de Artemia salina suspendidos en 1 L de agua de
mar estéril, con aireacion e iluminacion constante por 24 h para permitir su eclosion.
El ensayo se llevo a cabo utilizando nauplios de A. salina vivos con 24 h de edad, los
cuales fueron expuestos a las concentraciones de 5.0, 0.5, 0.005 y 0.0005 mg mL™
de cada una de las fracciones de extractos durante 24, 48 y 72 h. Los extractos de
plantas fraccionados (FAe Bg, FAe Ke y FB Jm) fueron re-disueltos en dimetil
sulfoxido (DMSO Fermont). Al final de cada periodo de exposicion se contabilizo el
namero de nauplios (estadio en el cual A. salina se encuentra como larva) vivos para
obtener el porcentaje de mortalidad. Este ensayo se realiz6 por quintuplicado con

dos repeticiones.

Ensayo de Ames

En el presente estudio se utilizaron cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100,

dependientes de histidina adquiridas del laboratorio Molecular Toxicology, Inc., USA.

Primeramente cada una de las cepas se coloc6é en caldo nutritivo (Difco Nutrient
Broth) para su reproduccién, incubandose por 12 h a 37°C en bafio (Precision 368A)
con agitacién constante a 120 rpm en la obscuridad. EIl experimento se llevo a cabo

una vez que la densidad del cultivo fue de aproximadamente 1.2x10 células mL™.

Se utilizaron diferentes concentraciones de las fracciones de extractos (FAe Bg, FAe
Ke y FB Jm), siendo éstas de 5, 0.5, 0.005, 0.0005, 0.00005 y 0.00005 mg mL™ de

cada una.
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Se afiadieron 2000 uL de agar bacterioldgico (Sigma Chemical Co.) adicionado con
histidina y biotina a tubos de ensaye mantenidos a 45°C. A dichos tubos se
agregaron 100 pL de cultivo fresco de S. typhimurium TA 100y TA 98, 100 pL de las
fracciones de los extractos con (500 pL) y sin la adicion de extracto metabdlico S9.
Como control positivo de mutagenicidad se utilizé azida de sodio (sin S9) y aflatoxina
B:1 (con S9). Los tubos se agitaron y la mezcla fue vertida sobre placas con agar
minimamente glucosado. Las placas se incubaron (incubadora Precision GCA
Corporation) a 37°C por 48 h, contabilizando el nimero de bacterias revertantes por
placa (Figura 4). Como control (revertantes espontaneas) utilizaron 100 pL de caldo
con la bacteria en los 2000 uL de agar superior (con y sin la presencia de S9), el cual
también se vacidé sobre placas conteniendo agar minimamente glucosado. Los
resultados fueron expresados cuantitativamente a través del nimero de revertantes

por placa (Maron y Ames, 1983).
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100 pL S. typhimurium TA 98 y TA 100:
*Caldo nutritivo  *12 incubacién

*37°C en bafio maria *Agitacion constante 120 rpm

! .

100 pL de muestra: 100 puL de muestra + 500 pL
Tubos de ensayo con agar mezcla enzimética S9:
-FBJm -FAe Ke Eﬂ> superior (2000 pL) con mezcla
; ) D-biotina/L-histidina -FBJm -FAe Ke
-FAe Bg -Azida de sodio
-FAe Bg -Aflatoxina B1
i k J

Placas de agar minimamente
glucosado

!

Incubacién de placas

*37°C *48 horas

Figura 4. Diagrama del procedimiento de Ames empleado con los extractos de las
plantas Jacquinia macrocarpa (FB Jm), Krameria erecta (FAe Kr) y Baccharis

glutinosa (FAe Bg).
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Analisis de datos

Cada experimento se realizd por lo menos dos veces, con tres réplicas por condicion

experimental como minimo.

Se llevoé a cabo una comparacion de medias de cada experimento y la desviacion

estandar, utilizando el paquete estadistico JMP 5.0.1
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo
experimental, desde la evaluacion y verificacion del efecto de cada uno de los
extractos metandlicos fraccionados en la cinética de crecimiento de F. verticillioides,
hasta la evaluacion de toxicidad aguda con Artemia salina y de mutagenicidad en

Salmonella typhimurium mediante la técnica de Ames.

Crecimiento radial de Fusarium verticillioides

Para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se utilizaron los
controles PDA con y sin metanol, donde se considero el efecto que presento el
metanol sobre el crecimiento radial del hongo.

Se observé que el extracto de Jacquinia macrocarpa presenté un mayor efecto
antifangico sobre el crecimiento radial del hongo, encontrando un porcentaje de
inhibicion de 100 % hasta las 144 h (Figura 5). A las 168 h se observo un incremento
en el didmetro, encontrando una inhibicion de 95 %. Esto concuerda con lo
encontrado por Buitimea y col. (2010), quienes reportaron un efecto de 94-100 % en
F. verticillioides. Por otra parte, el extracto de B. glutinosa inhibié en un 72 % el
crecimiento radial a las 168 h, lo que sugiere que los compuestos activos presentan
un efecto fungistatico sobre el hongo. El efecto inhibitorio de Baccharis glutinosa ya
ha sido reportado anteriormente por Rosas-Burgos y col. (2009), con una inhibicion

radial de 67 % (336 h de incubacion).

35



3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

Radio de la colonia {cm)

0.5

B
L

0 24 48 72 96 120 144 168
Tiempo (h)

0.0

—— P DA —— P DA NMeOH —ie— B Jm — F A e Ke —— FAe Bg

Figura 5. Crecimiento radial de Fusarium verticillioides en medios adicionados con
extractos fraccionados de Jacquinia macrocarpa (FB Jm), Krameria erecta (FAe Ke)

y Baccharis glutinosa (FAe Bg) a una concentracién de 5 mg mL™.

cPDA= Control PDA, cPDAMeOH= Control PDA con metanol.
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Por ultimo, en el extracto de Krameria erecta se observé que hasta las 48 h se
retrasa por completo el crecimiento del radio de la colonia (100 %), mientras que a
las 72 h se observé un incremento del diametro, encontrando una capacidad para
inhibir el crecimiento radial de 85 %. Es importante mencionar que los mecanismos
de accion de los compuestos presentes en los extractos provenientes de las plantas
son variables y pueden ser atribuidos a la inhibicibn enzimatica por oxidacion de
compuestos, a la formacién de canales i6nicos en la membrana microbiana o bien
causar la inhibicion competitiva por adhesion de proteinas microbianas a los
polisacaridos receptores del hospedero. Asi mismo, existen compuestos que se
intercalan con el ADN y en algunos otros el mecanismo de accion no ha sido
dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la

membrana a través de los compuestos lipofilicos (Hernandez-Delgado y col., 2007).

En la tabla 2 se presenta la velocidad de crecimiento de F. verticillioides en cada uno
de los extractos de plantas con sus respectivos controles. La velocidad de
crecimiento en los tres extractos fue mas lenta en relacion a los controles, donde la
variacion entre estos no fue superada por los tratamientos en ningin caso. Fue mas
lenta en el extracto de FB Jm, seguido del extracto FAe Ke y por ultimo FAe Bg. Esto
corresponde con los resultados obtenidos en la inhibicion del crecimiento radial,
indicando que la presencia de los compuestos en la FB Jm y FAe Bg retardan la fase
de adaptacion del hongo, y con ello, su velocidad de crecimiento, asimismo que en la
fase estacionaria FAe Ke tiene efecto constante, ya que se pudo observar que se

mantuvo estable a partir de las 72 h.
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Tabla 2. Velocidad de crecimiento radial de Fusarium verticillioides en

medio PDA adicionado con los extractos fraccionados (5 mg mL™)

Velocidad especifica

Tratamiento . ]
de crecimiento (cm h™)

cPDA 0.0185
cPDAMeOH 0.0129
FB Jm 0.0003
FAe Ke 0.0125
FAe Bg 0.0113

cPDA= Control PDA, cPDAMeOH= Control con metanol, FB Jm= Fraccién butandlica de
Jacquinia macrocarpa, FAe Ke= Fraccién acetato de etilo de Krameria erecta, FAe Bg=

Fraccion acetato de etilo de Baccharis glutinosa.
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Germinacion de esporas de Fusarium verticillioides

El extracto de B. glutinosa de la fraccion acetato de etilo (FAe Bg) inhibié en 100 % la
germinacion de esporas de F. verticillioides (Figura 6). Lo anterior fue reportado por
Rosas-Burgos y col. (2010), quienes encontraron que este mismo extracto inhibe en
87 % la germinacion de esporas de F. verticillioides aisladas de maiz contaminado de
forma natural, el cual tenia 99 % de semejanza en la secuencia de ADN de la cepa
de Fusarium spp. FJ210580.1. Asimismo, con el extracto de K. erecta de la fraccion
acetato de etilo (FAe Ke) se inhibi6 en 95 % la germinacion de esporas y con el
extracto de J. macrocarpa de la fraccién butandlica (FB Jm) solamente 19 %, lo cual
difiere al 41 % de inhibicion para el mismo hongo reportado por Fimbres-Lopez y col.
(2010). Esta diferencia se puede atribuir a la concentracién evaluada por estos
autores, que fue de 1.883 mg mL™, la cual es baja comparada a la utilizada en este
estudio (5 mg mL™). Probablemente el hongo al recibir una sustancia extrafia en el
medio habitual, activa sus mecanismos de supervivencia, y por ello la germinacién de
esporas es mayor, dando como resultado la disminucién en la capacidad de
inhibicion por el extracto. Las esporas expuestas al extracto de J. macrocarpa de la
fraccion butandlica (FB Jm) presentaron un alto porcentaje de germinacion (1.438 %)
en comparacién con los otros dos extractos (Tabla 3). Esto es diferente a los
resultados obtenidos en la cinética de crecimiento radial, donde el extracto de J.
macrocarpa de la fraccion butandlica (FB Jm) presenté la mayor capacidad para
inhibir el crecimiento del radio de la colonia. También se observa que los tres

extractos tienen la capacidad de retardar este proceso en comparacion con los
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controles. Vargas y col. (2010), sugieren que los compuestos presentes en el
extracto no necesariamente deben ser los mismos que actlan sobre las esporas
inhibiendo su germinacién. Con base a los resultados obtenidos en el presente
estudio, se puede sugerir que el extracto de J. macrocarpa de la fraccién butandlica

(FB Jm) se utilice para el control del crecimiento radial de F. verticillioides.
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Figura 6. Germinacion de esporas de Fusarium verticillioides en medio con extractos
fraccionados de Jacquinia macrocarpa (FB Jm), Krameria erecta (FAe Ke) y
Baccharis glutinosa (FAe Bg) a una concentracién de 5 mg mL™.

cPDA= Control PDA, cPDAMeOH= Control PDA con metanol.
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Tabla 3. Velocidad de germinacién de esporas de Fusarium verticillioides

en los medios adicionados con extractos fraccionados (5 mg mL™).

. Velocidad de germinacién
Tratamiento

(% EG h™)
FAe Bg 0.000
FAe Ke 0.354
FB Jm 1.438
cPDAMeOH 11.406
cPDA 11.750

FAe Bg = Fraccion acetato de etilo de Baccharis glutinosa, FAe Ke = Fraccién acetato de
etilo de Krameria erecta, FB Jm = Fraccidon butandlica de Jacquinia macrocarpa,

cPDAMeOH = Control con metanol, cPDA = Control PDA. EG h™ = esporas germinadas h.
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El mecanismo de accién que inhibe el crecimiento de los hongos, varia en funcién del
lugar sobre el que actlien, ya sea la pared, la membrana o el nucleo celular, lo cual
esta relacionado con la estructura quimica del compuesto antifungico (Arenas, 2005).
Debido a que la pared celular de los hongos, por su localizacidon en el exterior de la
célula, es el primer lugar de interaccion con cualquier compuesto u objeto del medio
exterior, resulta ser una estructura esencial y su eliminacion o los defectos en su
formacion tienen profundos efectos en el crecimiento y la morfologia de la célula
fungica. La pared celular estd compuesta basicamente de polisacaridos (destacando
la quitina, glucano y manano o galactomanano) y proteinas que se unen a estos

carbohidratos dando lugar a glicoproteinas (Pontén, 2008).

Con base a lo anterior, el posible modo de accion de los extractos fraccionados de
las plantas en estudio pueden estar relacionados con la interaccion de los extractos
con el polisacarido estructural mas importante de la pared celular, el R-1,3-D-
glucano. Este representa el 50-60 % del peso seco de la pared celular y esta unido
covalentemente con otros componentes de esta estructura (otros glucanos, quitina o
manoproteinas) que le proporcionan resistencia mecanica esencial para mantener la
integridad de la célula. Es probable que al estar en contacto la pared celular del
hongo con los compuestos activos de los extractos vegetales, estos se unen a la 3-
1,3-D-glucano sintetasa, afectando la sintesis del el 3-1,3-D-glucano (Ponton, 2008).
Dentro de los estudios que se han llevado a cabo para dilucidar los mecanismos de

accion de algunos compuestos obtenidos de extractos de plantas con actividad
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antifingica, se ha evidenciado la inhibicion de la sintesis y ensamble de glucano de

la pared celular (Zacchino y col., 1998), asi como de quitina (Urbina y col., 2000).

Ensayo de toxicidad aguda

En la evaluacion de toxicidad aguda de los extractos primeramente se muestra la
figura 7, en ella se presenta el control negativo donde A. salina se mantuvo
suspendida en agua de mar. En la figura 8 presenta la mortalidad de nauplios en
presencia del control positivo de toxicidad aguda de azida de sodio, y en ella se
observa una mortalidad del 100 % al exponer los nauplios a las concentraciones de 5

y 0.5 mg mL™ por 24 h.

En la figura 9 se presenta la mortalidad de nauplios en presencia del extracto de J.
macrocarpa de la fraccién butandlica (FB Jm). En donde se puede observar que las
concentraciones de 5y 0.5 mg mL™ ocasionaron la muerte de los nauplios desde las

24 h de exposicion.

En las figuras 10 y 11 se muestra la mortalidad de nauplios en presencia de los
extractos de la fraccion acetato de etilo de K. erecta y B. glutinosa. Se observé 100
% de mortalidad al exponer los nauplios a una concentracién de 5 mg mL™ de cada

extracto a las 24 h.
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Figura 7. Mortalidad de Artemia salina en agua de mar estéril (control negativo de

toxicidad aguda).
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Figura 8. Mortalidad de Artemia salina expuesta a diferentes concentraciones de

azida de sodio (control positivo de toxicidad aguda).

45



% MORTALIDAD

120 -

100 -

60 -

20 -

0.005 0.05 0.5 5
CONCENTRACION (mgmL-)

m 24 HORAS B48 HORAS O72HORAS

Figura 9. Mortalidad de Artemia salina expuesta a diferentes concentraciones de

extracto metandlico de Jacquinia macrocarpa FB.
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Figura 10. Mortalidad de Artemia salina expuesta a diferentes concentraciones de

extracto metandlico de Krameria erecta FAe.
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Figura 11. Mortalidad de Artemia salina expuesta a diferentes concentraciones de

extracto metandlico de Baccharis glutinosa FAe.
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Se observd que el extracto de J. macrocarpa de la fracciébn butandlica mostré una
toxicidad similar a la producida por la azida de sodio a las concentraciones de 5y 0.5
mg mL™?, que ocasionaron la muerte total de los organismos en estudio a las 24 h.
Este mismo extracto presentd menor toxicidad en el periodo de estudio, ya que a
concentraciones menores de 0.5 mg mL™” se obtuvo menor mortalidad de nauplios
(92 %), seguido por el extracto de K. erecta de la fraccion acetato de etilo (97 %) y

por ultimo el extracto de B. glutinosa de la fraccion acetato de etilo (99 %).

Estos resultados sugieren que la mortalidad de los nauplios se puede atribuir a la
presencia de compuestos activos en cada uno de los extractos metandlicos
fraccionados. Bouzada y col., (2009), indican que el ensayo de toxicidad aguda en
A. salina puede dar una amplia idea de que existen a menudo componentes
fisiolégicamente activos que son toxicos. Si bien hasta el momento no se han
caracterizado los compuestos activos presentes en los extractos de plantas, se ha
reportado que los organismos en estudio a las 24 h presentan una cuticula delgada,
lo que los hace especialmente sensibles a sustancias que pudiesen ser toxicas,
haciendo més facil su penetracion a través de la barrera fisiologica absorbiéndose
rapidamente y provocando diferentes alteraciones que pueden ser efectos subletales
sobre la movilidad y la reproduccion hasta la muerte de la larva (Sanabria y
col.,1997; Gonzalez y Aportela, 2001; Gonzélez y col., 2007). Al realizar la revision
bibliografica no se encontraron sobre la toxicidad aguda de los tres extractos
empleados, sin embargo; existen investigaciones de extractos provenientes de

plantas donde uno de los principales organismos en estudio es A. salina. Brugués y
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Reguero-Reza (2007), realizaron una evaluacion preliminar de la toxicidad de
extractos y fracciones de Sida rhombifolia L., donde uno de los organismos de
prueba fue A. salina poniendo de manifiesto que los mayores valores de toxicidad se
encuentran en las fracciones y, dentro de este grupo la que presentdé mayor toxicidad

fue la fraccion acetato de etilo. Lo anterior es similar a lo ocurrido en este estudio.

Ensayo de mutagenicidad

En este estudio se evalud la mutagenicidad sobre S. typhimurium TA 98 y TA 100 a
través del numero de bacterias revertidas por placa al estar en contacto con cada
uno de los tres extractos vegetales propuestos para el control de F. verticillioides (FB
Jm, Bg FAe y Ke FAe). Asi mismo, se utilizé azida de sodio y aflatoxina B1 (AFB;)

como controles positivos de mutagenicidad.

En la figura 12 se muestra la mutagenicidad inducida por azida de sodio en las cepas
TA 98 y TA 100, misma que se debe a una sustitucion en los pares de bases de S.
typhimurium por la interacciéon del metabolito organico identificado quimicamente
como L-azidoalanina (Prieto y col., 2005). EIl otro agente mutagénico utilizado fue la
aflatoxina B, con activacion metabdlica mediante la adicion de un grupo de enzimas
del complejo S9. Los resultados mostraron que en las dos cepas utilizadas (TA 98 y
TA 100) a la concentracion de 500 ng se logré la mayor razén de mutagenicidad

(Figura 13).

49



Los resultados indican que los extractos de J. macrocarpa de la fraccion butandlica,
B. glutinosa y K. erecta de la fraccion acetato de etilo no inducen dafio en el ADN en
las células procariotas de S. typhimurium TA 98 y TA 100 (Figuras 14-19). Ninguno
de los tres extractos presentd efecto mutagénico, y de acuerdo con Maron y Ames
(1983), para que una sustancia sea considerada mutagénica, es este caso los
extractos, se necesita que ocasione la multiplicacion al doble de las colonias en

relacion a las colonias revertantes espontaneas (incluidas en las figuras 14-19).
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Figura 12. Revertantes inducidas por placa de Salmonella typhimurium TA 98 y TA

100 con azida de sodio.

3500

3000

2500

2000

1500

1000

REVERTANTES/PLACA (UFC)

500

‘ T T T
5 50 500 5000
CONCENTRACION (ng)
=—&—Rev. Inducidas TA98 ——Rev. Inducidas TA 100

Figura 13. Revertantes inducidas por placa de Salmonella typhimurium TA 98 y TA

100 con aflatoxina Bj.

51



60

T 50
=
S a0 |
=
-
‘9:— -
&30 { I L ) .
'_ 4
= -
< 20 -
(v
=
w10 4
e
0 T T T T T 1
0 0.00005  0.0005 0.005 0.05 0.5 5

CONCENTRACION (mg mL™)

—e—Bg TA 98 C/S9 Bg TA 98 5/S9

Figura 14. Revertantes por placa de Salmonella typhimurium TA 98 expuestas al

extracto de Bg FAe con y sin enzima S9.
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Figura 15. Revertantes por placa de Salmonella typhimurium TA 100 expuestas al

extracto de Bg FAe con y sin enzima S9.
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Figura 16. Revertantes por placa de Salmonella typhimurium TA 98 expuestas al

extracto de Jm FB con y sin enzima S9.
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Figura 17. Revertantes por placa de Salmonella typhimurium TA 100 expuestas al

extracto de Jm FB con y sin enzima S9.
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Figura 19. Revertantes por placa de Salmonella typhimurium TA 100 expuestas al

extracto de Ke FAe con y sin enzima S9.
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Hasta el momento no se han reportado estudios acerca del potencial mutagénico de
los extractos de las tres plantas utilizadas en este estudio. Sin embargo, el estudio de
plantas y sus compuestos activos se ha venido realizando desde afios atras.
Recientemente, Nogueira y col. (2011) evaluaron in vitro e in vivo los efectos
toxicolégicos de extractos y fracciones de Baccharis trimera, ademas mediante el
ensayo de Ames estudiaron la mutagenicidad de los mismos, encontrando que son
no mutagénicos, similar a lo encontrado en nuestro estudio. Por su parte Berzain y
Rodrigo (2006), evaluaron la actividad genotoxica de la planta Baccharis incarum
sobre Drosophila melanogaster mediante una prueba de mutacion y recombinacion
somatica a partir del extracto etéreo en concentraciones de 0.625 hasta 10 mg mL™,
sin observar actividad genotoéxica. De igual forma Cotelle y col. (2012), evaluaron con
la prueba de Ames el potencial de toxicidad de un formicida obtenido a partir de una
mezcla de cafeina, acidos grasos y pulpa de citricos teniendo como modelo a S.
typhimurium cepas TA 97, TA 98, TA 100, TA 102 y TA 1535, con y sin activacion
metabdlica de la fraccion S9. Ellos reportan que el formicida no indujo un aumento
significativo en el nimero de revertantes en comparacién con los controles positivos
y negativos, sugiriendo que el formicida podia ser clasificado como producto de bajo
impacto ambiental en comparacion con los formicidas comerciales comunmente

aplicados.
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CONCLUSIONES

Las fracciones en butanol de J. macrocarpa, acetato de etilo de B. glutinosa y K.
erecta en concentracién de 5 mg mL™ afectaron el crecimiento radial de Fusarium
verticillioides (95, 85y 72 %, respectivamente) asi como la germinacion de esporas

(19, 95 y 100 %, respectivamente).

Los extractos de las fracciones obtenidas por particion ocasionaron toxicidad aguda
en Artemia salina a las concentraciones de 0.005, 0.05, 0.5y 5 mg mL™ (Jm FB 92
%, Ke FAe 97% y Bg FAe 99 %).

No se observé efecto mutagénico en Salmonella typhimurium cepas TA 98 y TA 100
por las fracciones en butanol de J. macrocarpa, acetato de etilo de B. glutinosa y K.
erecta en las concentraciones de 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5y 5 mg mL™.
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RECOMENDACIONES

Una vez obtenidos resultados favorables en el estudio, se proponen las siguientes

recomendaciones y sugerencias para futuras investigaciones:

Se necesita conocer cual es el compuesto activo presente en cada uno de los
extractos evaluados para su utilizacion masiva y segura en el control del crecimiento

de F. verticillioides.

Evaluar el efecto de los extractos a partir de combinaciones entre ellos, ya que se
pudo observar que no actdan en las mismas etapas de crecimiento del hongo y tal
vez haciendo una mezcla de estos, se logre un mejor control de la cinética de

crecimiento del hongo.

Estudiar el efecto de los extractos en el uso practico dentro de un sistema de control

integral de plagas in situ y enfermedades para maiz.

Se recomienda ademas, estudiar los mecanismos de accion de estos compuestos

con actividad antifungica.

Por dltimo utilizar otros ensayos que determinen su potencial téxico en organismos
mas complejos o que se asemejen mas al organismo que sera finalmente el

consumidor del maiz y productos a base de este.
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