UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Efecto de Fracciones Antifungicas de las Plantas Baccharis
glutinosa y Jacquinia macrocarpa sobre la Viabilidad y

Morfometria de los Hongos Aspergillus flavus y

Fusarium verticillioides

TESIS PROFESIONAL

Que para obtener el Titulo de

QUIMICO BIOLOGO CLINICO

Presenta:

Daniel Fernando Valenzuela Cota

Hermosillo, Son., Diciembre de 2012



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

<
Q

—

TODO - LO - ILUMINAN

KA P
NP |

-

{

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMA DE APROBACION



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi familia y a Dios por estar conmigo en la culminacion de una etapa de mi vida.
A mis abuelos, tios y primos, que siempre estuvieron apoyandome incondicionalmente y por los

momentos gque pasamos juntos. Muchas gracias.

Agradezco también a mis amigos y amigas de la Universidad, Aaron, Neto, Yeyel, Pablo, Martin,
Juan, Otero, Gerson, Jaime, Nancy, Esme, Daniela, Lezlie, Karenth, Paty y los que faltan.

Gracias porque siempre me brindaron su amistad desde el primer dia que los conoci.

A mi mejor amiga Kiria, que siempre estuvo pendiente de mi en todo momento, por escucharme

y ser una de las personas que han marcado mi vida para bien.

A mi novia Marlene, por el carifio y comprension que me has brindado. Porque ademas de ser

mi novia, eres una mejor amiga. Muchas gracias por todo preciosa. Te quiero mucho!

A Génesis y John, que siempre estuvieron pendientes de mi en el laboratorio, ayudandome y

soportando las muchas preguntas que hacia dia con dia.

Agradezco a mi Asesora de tesis, la Dra. Carina Rosas, por el apoyo brindado durante todo este

tiempo, pero sobre todo por su paciencia y comprension.

Al Programa de Mejoramiento del Profesorado (PROMEP) por el financiamiento otorgado para

la realizaciéon del proyecto PROMEP/103.5/11/4463 y por la beca otorgada.

A todos ellos y a los que me faltaron les agradezco por ser parte de mi vida.
MUCHAS GRACIAS!



DEDICATORIA

A mis padres Mary y Fernando, por todo su esfuerzo, apoyo, confianza y sobre todo el amor
gue me han brindado a lo largo de mi vida.

A mis hermanos, Alejandro, Arturo y Lupita que al igual que mis padres, siempre me motivan
para salir adelante y que a pesar de tiempos dificiles siempre lograban sacarme una sonrisa. No
tengo las palabras para agradecerles todo el amor que he recibido de ustedes. Los amo familia,

sin duda, son lo mejor que puedo tener en esta vida, espero que se sientan orgullosos de mi.
Muchas gracias!



CONTENIDO

Pagina

CONTENIDO . ...ttt ettt e e e 5
LISTA DE TABLAS . ...t 7
LISTA DE FIGURAS . ...t ettt et eeenes 8
L@ 1 Y@ 1 9
L= T - | 9

e T[T o = 9
RESUMEN . . ..ottt e e ettt et et ettt e e e 10
INTRODUCCION. ... .ot e e e 11
ANTECEDENTES . ... ittt e ettt et e e et e e e nenes 13
Caracteristicas del GEnero ASpergillus...........oooevrieiiiiii e, 13
Caracteristicas del GENEro FUSANIUM....... ..o 16
PrinCipales MICOTOXINAS. ... ...ttt eeene 18

N = 0 (1= T 18

L] 100 TS = U 20

ANtIfUNGICOS SINTELICOS. ... ettt 22

ClasifiCACION. ... 23

MeCaniSMOS A& ACCION. ... ...t 23

Antifungicos que actdan sobre la membrana celular del hongo............. 23

Antifungicos que actlan sobre la pared celular del hongo.................... 24

Antifingicos que actian sobre el nicleo de la célula fungica............... 24

B S TUCTUNA. ... 25

Anfotericina B complejo lipidico (ABLC).....c.ooviiiiiiiiiiciceee e, 25

FIUCONAZOL. .. ... 25

VOFICONAZOL. .. .ot e 26

KetOCONAZOL. .. ... 27

Alternativas al Uso de AntifngiCoS SINtELICOS. ... .vieieieiiiiiiiie e 27
Baccharis glutinosa ..o 29

N F=Tolo (11 g = g = Tod doTox= 4 o - NN 30
MATERIALES Y METODOS .. .o, 32



Fracciones ANtifUNQICAS. ... . ... e 32

Elaboracion de Suspensiones de ESPOras. .........cuvuiuiuieiiiiii i 32
Cinética de Crecimiento Radial..............oiuiriiiii e, 32
Germinacion A ESPOIAS. ......uuueiiiet et et eenes 33
EfeCtO SODIe EStrUCIUIAS. .. .o e e 33
Numero de Septos de las Hifas.........ooooiiiiiii 33

NUmMero de DiviSIONeS MItOtICAS. ......uuue ettt 34

DIAMELIO A€ ESPOIaS. .. it 34

Longitud y Didmetro de Hifas........c.ooooiiiiiii e, 34

Andlisis de Viabilidad de ESPOras. .......cceiriiiiiiii e 34
Disefio Experimental y Analisis de DatoS...........ciiiiiiiiii e 35
RESULTADOS Y DISCUSION. ... .ottt e, 36
Cinética de Crecimiento Radial.............coiiiiii e 36
GErmMiNACION A& ESPOIaS. .. . ui ittt e et e e e aeaaas 39

EfeCto SODIe ESIIUCIUIAS. ... ... e 41
Numero de Septos de las Hifas.........ocooieiiiiii e 41

NUmMero de Divisiones MitOtiCaS. ........ovvuiririiiii e 42

DIiAMELro A€ ESPOTAS. ... uuu et ittt et 43

Longitud y Didmetro de Hifas..........cooiniii 45

Andlisis de Viabilidad de ESPOras. .........ccuiuiiiiiiii e 46
CONCLUSIONES. .. ..t e e e et 48
RECOMENDACIONES. ... e e e e 49
BIBLIOGRAFIA. ..., 50



Tabla

LISTA DE TABLAS

Numero de células de Aspergillus flavus que contuvieron el nimero
de ndcleos indicado a las 21 horas de incubacion........................
Numero de células de Fusarium verticillioides que contuvieron el
namero de nucleos indicado a las 30 horas de incubacion. ............
Porcentaje de reducciéon del diametro y longitud de hifas apicales
de A. flavus y F. verticillioides a las 72 h de desarrollo en PDA
conteniendo fracciones antifingicas. . ..........ccccccciii .
Porcentajes de viabilidad de esporas de A. flavus a diferentes
tiempos de incubacién en los controles PDA, metanol, B. glutinosa
VA I 0 = U] 0 Tox> U o -
Porcentajes de viabilidad de esporas de F. verticillioides a
diferentes tiempos de incubacion en los controles PDA, metanol, B.

glutinOSa Yy J. MACIOCAIPA. ... .ueneeeie et

Pagina

42

42

46

47

47



Figura

© ® N o g~ D

[ERN
©

11.

12.

13.

14.

15.

16

LISTA DE FIGURAS

Formas diferentes de conidiéforos del género Aspergillus..............
Estructuras microscopicas caracteristicas del género Fusarium......
Estructura molecular de los diferentes tipos de aflatoxinas.............
Estructura de la anfotericina B............cocooiiiiiiiiiiie e,
Estructura del fluconazol. ...
Estructura del voriconazol. ..o
Estructura del ketoconazol...............coooiiiiiiiiiii
Hojas y flores de Baccharis glutinosa................cccoovvvviieiinnnn..
Arbol, flores y hojas de Jacquinia macrocarpa...........................
Crecimiento radial de A. flavus en medio PDA con fracciones
antifungicas de J. macrocarpa y B. glutinosa, control metanol y
CONTIOL P A . L e
Crecimiento radial de F. verticillioides en medios con fracciones
antifingicas de J. macrocarpa y B. glutinosa, control metanol y
CONTIOL P A . L e
Porcentaje de esporas germinadas de A. flavus en medio PDA con
fracciones antifungicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control PDA
Y CONrol MEtaNOl.........oui e
Porcentaje de esporas germinadas de F. verticillioides en medio
PDA con fracciones antifingicas de J. macrocarpa, B. glutinosa,
control PDA y control metanol...........ccoooiiiiiiiiiiiiii,
Diametro de esporas de A. flavus en medio PDA con fracciones
antifungicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control metanol y
CONTIOl P A . .
Didmetro de esporas de F. verticillioides en medio PDA con
fracciones antifungicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control
metanol y control PDA. . ... oo
Longitud de esporas de F. verticillioides en medio PDA con
fracciones antifungicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control

metanoly CONrol PDA. .. ...

Pagina
14
17
19
25
26
26
27
29
31

37

37

40

41

44

44

45



OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de las fracciones antifingica de Jacquinia macrocarpa y Baccharis
glutinosa sobre parametros morfométricos y viabilidad de los hongos Aspergillus flavus vy

Fusarium verticillioides.

Particulares

e Corroborar la actividad de las fracciones antifingicas de J. macrocarpa y B. glutinosa
sobre el crecimiento radial de los hongos.

e Determinar el efecto de las fracciones antifingicas sobre la germinacion de las esporas
fungicas.

e Determinar el efecto de las fracciones antifiingicas sobre las estructuras celulares de los
hongos.

o Determinar la viabilidad de esporas de los hongos tratados con las fracciones

antiflngicas.



RESUMEN

La produccién de maiz sufre cuantiosas pérdidas a causa de diferentes factores entre los
gue sobresalen los hongos. Es bien conocido que los hongos fitopatogenos vy
micotoxigénicos son causantes de grandes pérdidas econdémicas y de dafios a la salud de
animales y humanos. Tradicionalmente, el combate a estos organismos ha sido mediante el
empleo de fungicidas sintéticos los cuales son efectivos, sin embargo, pueden causar serios
problemas de contaminacion ambiental, dafiando a organismos benéficos e incluso a
humanos. Son causantes también de la proliferacién de hongos fitopatégenos resistentes a
los compuestos activos. En blusqueda de alternativas menos perjudiciales, se han estudiado
fuentes naturales de antifingicos como son las plantas. Jacquinia macrocarpa y Baccharis
glutinosa son plantas nativa del noroeste del pais que ha demostrado capacidad para inhibir
el crecimiento radial de Aspergillus flavus y Fusarium verticillioides, por lo que el objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de fraccion antifingica obtenidas de estas plantas sobre
algunos parametros morfométricos y la viabilidad de esporas de los hongos fitopatégenos y
micotoxigénicos A. flavus y F. verticillioides. Las fracciones antifingicas obtenidas por
técnicas cromatograficas fueron utilizadas para evaluar el efecto sobre el crecimiento radial,
germinacion de esporas, diametro de esporas, diametro y longitud de hifas, nimero de
divisiones mitéticas, asi como sobre la viabilidad de las esporas de los dos hongos en
estudio. Los resultados obtenidos mostraron un efecto de inhibicion significativo en los
parametros evaluados sobre cada hongo, evidenciando un mayor efecto de la fraccion
antifingica de J. macrocarpa sobre A. flavus y de B. glutinosa sobre F. verticillioides.
Aparentemente, la distinta composicion quimica de las fracciones antifingicas y las
diferencias entre los hongos estudiados, ocasionan que éstos presenten distinta

susceptibilidad a ser inhibidos.
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INTRODUCION

Los problemas que causan los hongos a los cereales han causado pérdidas importantes en las
cosechas desde que los seres humanos comenzaron a practicar la agricultura (Cota y col.,
2007). Estos hongos afectan grandes cantidades de cereales en el mundo, principalmente en el
maiz causando grandes pérdidas; esta situacién es preocupante, debido a que los derivados
gque se obtienen de estos granos, constituyen la base de alimentaciéon de muchas personas del
todo el mundo incluyendo a México.

Segun estimaciones de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO), la agricultura mundial pierde al afio 12% de su produccién por dafios
causados por hongos fitopatdgenos, mas que cualquier otro agente (Agrios, 2005). Los cereales
estan propensos a contaminarse en la etapa de precosecha y poscosecha, por una variedad de
hongos toxigénicos capaces de producir sustancias toxicas naturales llamadas micotoxinas
ocasionando pérdidas econdmicas y problemas de salud animal y humana. Entre los principales
hongos responsables de dicha contaminacién podemos mencionar a los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium siendo los géneros Aspergillus y Fusarium los que predominan en las
cosechas de maiz en el estado de Sonora (Cortez-Rocha y col., 2003).

Estos hongos pueden producir toxinas como resultado de su metabolismo secundario,
las que luego son secretadas al exterior, contaminando el ambiente. La contaminacién por
micotoxinas puede ocurrir en cualquier punto en la cadena de produccion, almacenamiento o
industrializacion (Bucio-Villalobos y col., 2005).

Las especies mas importantes de los géneros mencionados son: Fusarium verticillioides,
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, debido a su capacidad potencial de producir
fumonisinas y aflatoxinas, respectivamente (Gelderblom y col., 1988; Goldblatt, 1969). Ademas
existen otros tipos de micotoxinas que estan presentes principalmente en los cereales para
consumo humano como ocratoxina A, patulina, zearalenona y algunos tricotecenos,
particularmente el deoxinivalenol. Algunas de estas micotoxinas son mutagénicas Yy
cancerigenas, otras ocasionan lesiones renales, inmunosupresion y anorexia, entre otros
(Lamplugh y col., 1988).

El control de hongos fitopatdgenos se ha realizado mediante la aplicacion de dosis
crecientes de productos sintéticos, pero éstos han presentado inconvenientes como

contaminacion tanto a los seres vivos como al medio ambiente, asi como también ha habido un
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aumento de poblaciones de patdgenos resistentes y la presencia y acumulacion de residuos
qguimicos en los alimentos, lo que conlleva a problemas en la salud humana y animal.

Con base a lo anterior, actualmente se buscan métodos alternos de conservacion y una
alternativa es el uso de plantas asi como también algunos aceites esenciales y productos
organicos como el quitosano (Sanchez-Dominguez y col., 2007),

En el estado de Sonora existen algunas especies de plantas a las cuales se les ha
encontrado actividad antifiingica contra hongos fitopatégenos del maiz. Baccharis glutinosa y
Jacquinia macrocarpa son dos especies de plantas endémicas del noroeste de México, de
cuyos extractos metanodlicos se ha logrado obtener fracciones con actividad inhibitoria del
crecimiento de los hongos A. flavus, A. parasiticus y F. verticillioides (Rosas-Burgos y col.,
2009; Buitimea-Cantuia y col., 2010). Sin embargo aln se desconocen los mecanismos por los
cuales estas fracciones actlan, por lo que, para coadyuvar en su esclarecimiento, el presente
estudio tiene como objetivo determinar el efecto de las fracciones antifingicas de estas plantas
sobre parametros morfométricos y viabilidad de los hongos Aspergillus flavus y Fusarium

verticillioides.
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ANTECEDENTES

Entre los principales géneros de hongos que frecuentemente se encuentran contaminando a
granos de cereales y en particular al maiz se encuentran Aspergillus y Fusarium. Sus
caracteristicas morfolégicas tanto macroscopicas como microscépicas han sido perfectamente

estudiadas (Torres-Chavez y col., 2008).

Caracteristicas del Género Aspergillus

Los hongos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios. Los
productos metabdlicos de la invasion fungica suelen ser muy toxicos, tanto para el hombre
como para animales. También producen la inhibicién de la germinacién junto con cambios de
color, calentamiento, amohosado, apelmazado y finalmente podredumbre de las semillas
(Kozakiewicz, 1989).

Estos hongos son ubicuos, encontrandose ampliamente distribuidos en la naturaleza,
pudiéndose aislar de una gran variedad de sustratos. Debido a la facilidad de suspension de
sus conidios y a su pequefio tamafio, éstos pueden permanecer en el ambiente por largo
tiempo, por lo que son un vector importante de contaminacion de alimentos y de enfermedades
al hombre (Kozakiewicz, 1989). Se encuentran presentes generalmente en el suelo, aire, agua,
plantas y materia organica en descomposicion (Razzagh-Abyaneh y col., 2006) y el medio ideal
para su desarrollo son ambientes oscuros, humedos y cerrados; dichas caracteristicas han
llevado a clasificarlos como hongos de almacén; sin embargo, también pueden contaminar
productos desde el campo (Kozakiewicz, 1989).

En cuanto a la morfologia, el color es la principal caracteristica macroscopica para la
identificacion de las especies de Aspergillus. Poseen tonos de verde, pardo, amarillo, blanco,
gris 0 negro. Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas basicas:
globosa, radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas grandes suelen parecer
diminutos alfileres sobre el substrato (Kozakiewicz, 1989).

En el género Aspergillus, los conidios constituyen cadenas que se originan en la célula
conidiégena o fidlide. En algunas especies de Aspergillus hay células adyacentes a las fidlides

denominadas métulas o células soporte. Algunas especies poseen una o dos series de células
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sobre la vesicula, o bien presenta simultineamente cabeza de ambos tipos (Figura 1)
(Kozakiewicz, 1989).

cabeza
hemisférica

cabezay
vesicula
globosas

\
LY
)
cadenas
de esporas
en columna cabeza y
vesicula
claviforme

Conidioforos de
7 !.u}";':’{‘gfr':-"}r.l'

Figura 1. Formas diferentes de conidiéforos del género Aspergillus.
Fuente: Carrillo (2007).

Las caracteristicas macro y micromorfologicas, tales como el color de los conidios, la
forma de la cabeza, la superficie y dimensiones del conidiéforo, la forma y textura de las
esporas, han permitido agrupar a las especies en secciones 0 en grupos. Algunas especies
pueden formas células de Hulle, que son células sencillas o en cadenas, gruesas y de paredes
suaves o esclerotia, es decir, masa de hifas firme o aglobada (Samson y col., 1995).

Las especies de Aspergillus son contaminantes comunes de varios tipos de sustratos
organicos, normalmente en regiones tropicales y subtropicales. El interés en el estudio de
Aspergillus, se debe a que ciertas especies son patégenas y tienen la habilidad de producir

metabolismos téxicos, mientras que otras especies son importantes en la fermentacion de
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productos alimenticios, o a nivel industrial, en la produccion de acidos organicos o enzimas
(Samson y col., 1995).

La mayoria de las especies crecen o se desarrollan sobre medio de cultivo Czapek-20 %
sacarosa. La temperatura de incubacion corriente es de 25°C. La ornamentacién de los conidios
cambia con la edad y en unas dos semanas las esporas estan totalmente maduras
(Kozakiewicz 1989).

Las colonias de Aspergillus flavus suelen formar una densa capa de color amarillo
verdoso con un diametro de 3-5 centimetros al incubarse a 25 °C en agar Czapek. Las cabezas
de las colonias tipicamente son radiales, y después se dividen en varias columnas que van
desde amarillo verdoso claro a obscuro. Los conidi6foros son asperos y pueden crecer de 1 a
2.5 mm de longitud. Las vesiculas tienen un diametro de 25-45 um, las fialides crecen en las
vesiculas o en la métulas y miden de 6 a 10 um por 4 a 6 um. Las métulas miden de 6 a 10 ym
por 3.5 um, ademas las conidias miden 3.6 um de diametro y son de color verde pélido. La
esclerotia se produce separada, de forma y dimensiones variables, de color café a negro
(Samson y col., 1995).

A. flavus generalmente crece en nueces, especies, semillas, cereales y ocasionalmente
en frutos secos. Dentro de los metabolitos toxicos de este hongo se encuentran los siguientes:
acido 3-nitropropionico, acido ciclipiazonico y aflatoxinas B (Samson y col., 1995).

Biol6gicamente las aflatoxinas B, son la forma mas activa de las aflatoxinas. Muchos
animales incluyendo los seres humanos, son susceptibles a los efectos de esta micotoxina. El
organo mas afectado por las aflatoxinas es el higado y la toxicidad provoca necrosis hepatica,
coagulopatia, hemorragias y hasta la muerte. Ademas, la Agencia Internacional para la
Investigacién sobre el Cancer (IARC) ha clasificado a las aflatoxinas B como sustancias
cancerigenas en humanos (IARC, 1987), a las cuales se les ha atribuido actividades
teratogénicas y mutagénicas (Hayes, 1981).

Debido a la carcinogenicidad de las aflatoxinas en humanos, la FDA ha desarrollado un
sistema de vigilancia de los niveles de accién para estas toxinas en varias condiciones. Se debe
tener cuidado de la presencia de aflatoxinas, asi como controlar sus niveles en los alimentos
para evitar los efectos de la aflatoxicosis, como el cancer y posteriormente la muerte (Pier y
Richard, 1992).
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Caracteristicas del Género Fusarium

Fusarium es un género de hongos distribuido a nivel mundial, que se encuentran caracterizados
por ser hongos hialinos, filamentosos, usualmente saprofitos de suelo, asociados a materia
organica en descomposicion e insectos (Giani, 1997; Tosti y col., 2000; Summerell y col., 2001).

Las caracteristicas morfolégicas que permiten la identificacion del género Fusarium se
determinan macroscépica y microscépicamente. Estas son agrupadas en caracteristicas
primarias y secundarias que son utilizadas para separar las especies en los 7 grupos
taxondmicos existentes. Entre las caracteristicas primarias se incluyen la forma de los
macroconidios, origen y forma de los microconidios, tipo de conidiéforo y por ultimo la presencia
0 ausencia de clamidosporas: mientras que en las caracteristicas secundarias se encuentran la
presencia o0 ausencia de esporodoquio, y la morfologia y pigmentacion de la colonia (Nelson y
col., 1994: Pardo y Duran, 1999).

Los conidios (Figura 2) son esporas asexuales producidas por células conidibgenas
formadas por la diferenciacion del extremo de la hifa. La diferenciacion de estas estructuras han
permitido la utilizacion de esta caracteristica para la clasificacion de los hongos (Moore, 1996).

Los macroconidios de Fusarium son curvados, hialinos, con una célula apical mas o
menos puntiaguda y una célula basal en forma de pie que constituye la base para la
identificacion. Son esporas tipicas de Fusarium, estan constituidas por 3 6 5 células que se
adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos.

Los microconidios son producidos en el micelio aéreo, solo o en cadenas, comunmente
unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes o subglobosos, similares al ancho de los
macroconidios, con una base redondeada o truncada, por la general formando cabezuelas
mucosas o cadenas biseptadas. Tiene de una a dos células y son esporas que el hongo
produce con mayor frecuencia y abundancia en todas las condiciones. Estas esporas son las
gue forma el hongo con mas frecuencia en el interior de los vasos de las plantas infectadas o en
el torrente sanguineo en caso de animales y humanos (Diaz de Castro y col., 2007). No siempre
se producen los dos tipos de esporas (Moore, 1996; Alexopoulos y col., 1996; Agrios, 2005).

Las colonias del género Fusarium presentan diversos colores: blanco, rosado pélido,
rojo, anaranjado, purpura, celeste, verde aceituna, pardo o no presentan pigmento, aunque al
reverso de la colonia puede presentar colores pardo, oscuro o negro. (Summerell y col., 2001,
Catrrillo, 2007).

Fusarium crece en agar papa dextrosa a 25 °C, produciendo un micelio algodonoso e

incoloro al principio, pero conforme madura, adquiere un color crema o amarillo palido, y bajo
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ciertas condiciones adquiere una tonalidad rosa palido, rojo o purpura (Diaz de Castro y col.,

2007).
i polifialides
figlides

q@ﬂ 4 7

o0t §id,

rnl(‘.mmnldms

macroconidios

Figura 2. Estructuras microscopicas caracteristicas del género Fusarium.
Fuente: Carrillo (2007).

El género Fusarium afecta gran variedad de cultivos que afectan econdmicamente
grandes extensiones de cultivo en el mundo (Ortoneda y col., 2004). Aungue su actividad como
patégeno de plantas ha sido bien estudiada, Fusarium es conocido actualmente como un
patdgeno emergente en animales y seres humanos; haciendo de esta forma en el caso de los

humanos, que se incremente el nimero de casos reportados (Bushelman y col., 1995).
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Principales Micotoxinas

Aflatoxinas

Los hongos del género Aspergillus se desarrollan en los granos alimenticios principalmente
durante su almacenamiento, sin embargo se han encontrado también presentes en los granos
de maiz recién cosechado en el estado de Sonora (Cortez-Rocha y col., 2003). Ademas se les
puede encontrar también en frutos secos en condiciones de humedad y a temperaturas
elevadas, y constituyen un riesgo para la salud humana (Peraica y col., 1999). Las principales
micotoxinas producidas por este género son las aflatoxinas, que son compuestos naturales
sintetizados por la via poliquétida y que desde su descubrimiento han sido objeto de numerosos
estudios debido a los efectos téxicos agudos y crénicos que presentan en animales y humanos.
El cancer en el higado es la principal enfermedad que estd asociada a la exposicion con
aflatoxinas en humanos (Gonzalez, 1995; Larondelle, 2000; Carrillo, 2003).

La historia de las aflatoxinas inicia a principios del afio 1960 en Inglaterra, cuando mas
de 100,000 pavos murieron después de comer harina de mani importada de Africa y América
del Sur, lo que se llamé enfermedad X de los pavos, debido al desconocimiento de su causa.
Dicha enfermedad se caracterizé por necrosis hepatica aguda con hiperplasia del conducto
biliar, letargo, pérdida del apetito y muerte. A partir de este suceso, se inicio una ardua
investigacion para conocer las causas de dichas muertes y afios méas tarde, Philip Calvert
Spensley, descubridé que las causantes eran compuestos producidos por el hongo Aspergillus
flavus, a las que llamé aflatoxinas (toxinas de Aspergillus flavus) (Santacroce y col., 2008).

Las aflatoxinas son compuestos poliacéticos producidos por varios hogos del género
Aspergillus seccion flavi, principalmente por las cepas de A. flavus y A. parasiticus, aunque
también se han encontrado en presencia de A. nomius, A. bombycis, A. ochhraceoroseus entre
otros hongos, siendo éstos de menor importancia, ya que no son predominantes en la
naturaleza (Razzaghi-Abyaneh y col., 2006).

La contaminacién por aflatoxinas se presenta principalmente en productos agricolas
como el maiz, cacahuate, algoddn, frutos secos, arroz, higo, tabaco y especies, entre otros. La
FAO ha estimado que al menos 25% de granos de cereales del mundo estéan infectados por
aflatoxinas (Prieto-Simon y Campas, 2009).

Las consecuencias econdémicas y para la salud por la presencia de aflatoxinas han
llevado a algunos paises a establecer limites sobre los niveles permitidos en los alimentos y

piensos. El limite maximo de aflatoxinas permitido en los granos varia segun la legislacién de
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cada pais, el rango oscila de 1.0 a 20 ng/g en 27 paises del mundo. La FAO y la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO), establecieron limites de aflatoxinas totales de 15ng/g, por otra
parte de FDA recomienda limites de 10-20 ng/g para aflatoxinas totales y de 2-5 ng/g para
aflatoxina B1.

En EUA, el limite permitido para aflatoxinas es de 20 ng/g, siendo esta misma
reglamentacion la mas usada en México. La comunidad europea impuso un nivel mas estricto,
de 4 ng/g; debido a estas restricciones, las pérdidas de ingresos a partir de maiz debido a la
contaminacién por aflatoxinas, son aproximadamente 270 millones de ddélares en EUA (Bennett
y Klich., 2003).

Las aflatoxinas son producidas principalmente por Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nomius que causan aflatoxicosis en animales domésticos y humanos
en todo el mundo. Se conocen alrededor de 18 tipos de aflatoxinas, donde las principales
aflatoxinas son B1, B2, G1 y G2 (Figura 3) y la mas importante y de mayor interés es la Bi,
debido a sus efectos téxicos ya que se ha demostrado que es mutagénica, teratogénica y

cancerigena, ademas de ser el hepatocancerigeno mas potente que se conoce.

H,CO . HyCO 0

aflatoxina B, aflatoxina B,

H,CO 0

aflatoxina M, aflatoxina M,

Figura 3. Estructura molecular de los diferentes tipos de aflatoxinas.
Fuente: Detroy y col. (1971).
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Las letras B y G se refieren al color de la fluorescencia (azul y verde) observada bajo luz
UV mientras que los subindices 1 y 2 indican componente mayor y menor respectivamente
(Detroy y col., 1971). En condiciones Optimas A. flavus produce, al cabo de 15 dias, unos 300
ng de aflatoxinas por mL de medio agar extracto de levadura sacarosa (15% de sacarosa y 2%
de extracto de levadura), a 30 °C (Ggaleni y col., 1997). No se ha encontrado aflatoxinas B2, G1
o G2, en ausencia de B1 (JECFA, 1998). El nitrato reprime la sintesis de algunos
intermediarios de aflatoxinas en A. parasiticus (Feng y Leonard, 1998) pero favorece la
producciéon de esclerocios de A. flavus. A pH 4 é menor la formacion de esclerocios se reduce
un 50 % mientras la produccion de aflatoxinas es maxima (Calvo y col., 2002).

Las aflatoxinas se consideran cancerigenos hepaticos en humanos. La mas potente es
la toxina B1 y mientras que la M1 tiene una potencia diez veces menor (JECFA, 1998). Las
aflatoxinas tienen accién sinérgica con el virus de la hepatitis B, por lo que la reduccién de la
ingesta de estas toxinas disminuye la tasa de cancer de higado en individuos portadores del
virus (Herrman y Walker 2000).

Se han desarrollado numerosos métodos de andlisis para la deteccién de aflatoxinas,
utilizando préacticamente todas las herramientas comunes de la quimica analitica como la
cromatografia de capa fina, cromatografia liquida de alta presion, cromatografia de gases,
espectrofotometria de masas, inmunoensayos, electroforesis capilar y biosensores (Bennett y
Klich., 2003).

Fumonisinas

Otro grupo de toxinas fungicas, que tienen el potencial de toxicidad para los seres humanos y
animales domésticos son las fumonisinas, que son producidas por cepas de Fusarium
verticillioides, F. proliferatum y otras especies de Fusarium (Desjardins, 1995). Estas pueden
encontrarse como contaminantes naturales en los cereales (de preferencia en el maiz y sus
subproductos). Las fumonisinas resisten temperaturas de hasta 150 °C, en funcién del tiempo
de permanencia a esas temperaturas y del pH del sustrato. Ademas, son muy polares y
solubles en agua y acetonitrilo.

El mecanismo de accion téxica de las fumonisinas se atribuye a la interferencia con el
metabolismo de la esfingosina y la esfinganina, lo que perturba el metabolismo de los
esfingolipidos. Los esfingolipidos tienen una gran importancia en la regulacion de las células y
en el control de proteinas de membrana celular, son mediadores del crecimiento celular y de la

diferenciacién y muerte de las células. La esfinganina N-aciltransferasa y la esfingosina N-
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aciltransferasa son enzimas fundamentales en el metabolismo de la biosintesis de los
esfingolipidos (Lino y col., 2004).

En los mamiferos, la concentracion de esfingosina es, por lo general, de 3 a 5 veces
mas elevada que la de esfinganina. Las fumonisinas pueden alterar la concentracion y la
proporcion entre la esfinganina y la esfingosina de forma que se disminuye la biosintesis de la
esfingosina y se acumula esfinganina. Estas micotoxinas pueden, en células eucaridticas, blo-
quear la biosintesis de los esfingolipidos complejos, que son la base de formacion de
mensajeros secundarios que controlan los diferentes procesos entre células, tales como la
activacion y desactivacién de proteinas especificas y la expresion genética (Lino y col., 2004).

Las fumonisinas han sido asociadas con toxicidad cronica severa incluyendo
carcinogénesis y efectos cardiovasculares en algunas especies de animales (Constable y col.,
2000; Marasas y col., 1984), ademas estan asociadas también con el cancer esofagico humano
y la leucoencefalomalacia equina y el edema pulmonar porcino (Desjardins y Proctor 2001).

Actualmente se conocen al menos veintiocho analogos de fumonisinas en las series A,
B, C y P. La serie B es la mas importante y las mas abundantes son la B1 y la B2, donde la B1
predomina en un 70 a 80 % del total de las fumonisinas (Rheeder y col., 2002; Nelson y col.,
1992). La fumonisina B1 interactta con la aflatoxina B1 acelerando el proceso de generacion de
cancer hepatico en animales de experimentacion. Se han encontrado como responsables de
diversas afecciones en animales, tales como la leucoencefalomalacia equina, la cual es una
enfermedad del cerebro que suele ser fatal en caballos. Tipicamente la enfermedad resulta en
la muerte dentro de pocas horas a una semana. Se ha establecido a F. verticilloides como el
agente causante de esta enfermedad (Munkvold y Desjardins, 1997; Wilson y Maronport, 1971).
Las fumonisinas también son causantes de edema pulmonar porcino. Este sindrome inicia en el
pulmédn, el cual es su principal 6rgano blanco seguido por el higado.

En relaciéon a la ingestas de la fumonisima B1, los estudios estadisticos efectuados
revelaron que los valores medios de ingesta de fumonisina B1 a nivel internacional fueron:
Europa, 0.2 ug/Kg por dia; América Latina, 1.0 pg/Kg por dia; Africa, 2.4 ug/Kg por dia; Oriente
Medio, 1.1 pg/Kg por dia; Extremo Oriente, 07 pug/Kg por dia; Canada, 0.02 ug y USA, 0.08
Hg/Kg por dia. Destaca que en el Reino Unido y Suiza la ingesta media fue de 0.03 pg/Kg por
dia y en Holanda fue de 0.06 y 1 pug/Kg por dia, para el total de la poblacion y para los
consumidores regulares de maiz, respectivamente, a pesar de que hubo ingestas que llegaron a
los 7.1 pg/Kg por dia. En Argentina fue de 0.2 ug/Kg por dia y en Africa del Sur hubo un rango
de ingesta que llego a ser entre 14 y 440 pg/Kg por dia (WHO, 2002; Gimeno y Martins, 2006).
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Aunque el papel de las fumonisinas presentes en el maiz contaminado esta bien
establecido en enfermedades del ganado, su papel en enfermedades humanas vy
particularmente, su potencial carcinogénico es dificil de determinar. En la busqueda de causas
del alto nivel de cancer de es6fago en Transkei, Sudafrica y en China, se descubrieron altos
niveles de fumonisina en maiz que fue usado para consumo humano. Sin embargo, el nimero
de muestras analizadas en estos estudios, no fue suficiente para un analisis epidemiolégico
(Rheeder y col., 2002; Shephard y col., 1996).

En Sonora, desde 1999 se ha llevado a cabo un monitoreo anual de los hongos que se
desarrollan en el maiz en las principales zonas agricolas (Cortez-Rocha y col., 2003; Gallardo-
Reyes y col., 2006; Rosas-Burgos y col., 2006). Estos estudios han evidenciado la presencia del
género Fusarium en grano de maiz recién cosechado, asi como de ser el hongo de mayor
incidencia. Ademas, se presentan diversas especies capaces de producir fumonisina. Como
parte de los estudios mencionados, se determiné la presencia de fumonisina B1 en grano y en
harinas de maiz nixtamalizado (Cortez-Rocha y col., 2005). En ambos productos se detect6 la
presencia de esta toxina y en algunas de las muestras en concentraciones mayores a las
recomendadas para una porcion de alimento en la dieta para caballos, esto es 5 ug/g de
fumonisina B1 (Diario Oficial de la Unién Europea, 2006).

Antifangicos Sintéticos

Evitar la proliferacion de enfermedades flungicas sigue siendo una ardua tarea para el siglo XXI,
es por ello que continda el desarrollo de nuevos antifungicos cada vez mas potentes. En la
sintesis de estos farmacos es muy importante tener en cuenta la relacion de su estructura-
funcién, pues sobre la base de ellos se garantiza la muerte del hongo sin provocar graves
dafios al organismo hospedero (Gregori, 2005).

El concepto de agente antifingico o antimicético engloba cualquier sustancia capaz de
producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fingica que consiga inhibir su
desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente,
lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped.

La sintesis de estos farmacos comenzo en el siglo XX y desde entonces no ha cesado el
disefio de nuevas moléculas para combatir a las infecciones fungicas invasoras, las cuales han
aumentado sustancialmente en las Ultimas 2 décadas en relacion con la aparicion de la
epidemia del SIDA, uso de farmacos anti-rechazo en pacientes receptores de trasplante y la

mayor utilizacién de dispositivos intravasculares (Diomedi, 2004).
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Clasificacion

Los antimicoticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras
quimicas y mecanismos de accién. La clasificacion se realiza segun criterios convencionales
gue atienden a su estructura en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros (Tablal); de acuerdo
con su origen en sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica;
de acuerdo con su espectro de accion en: amplio o restringido y de acuerdo con el sitio de
accion (Diomedi, 2004; Arenas, 2005).

Mecanismos de Accién

La gran similitud entre las células mamiferas y fangicas resulta un problema a la hora de
disefiar la molécula antifiingica, pues esta debe ser selectiva de la célula patégena y no de la
célula humana sana. El mecanismo de accién de los medicamentos que inhiben el crecimiento
de hongos, depende del lugar en el que actien, lo cual esta relacionado con la estructura

quimica del antifingico (Morrison, 1970; Avefianos, 1993).

Antifungicos que actuan sobre la membrana celular del hongo. La membrana celular
de la célula humana asi como la de los hongos, desempefia una importante funciéon en la
divisién celular y en el metabolismo. Las complejas particulas lipidicas llamadas esterolatos,
constituyen aproximadamente el 25 % de la membrana celular. Sin embargo, el contenido de
esterol de la célula fungica y mamifera es diferente. En las células de los mamiferos el
colesterol es el esterol que predomina y en las células fungicas el primario es el ergosterol. La
diferencia del contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de accién en los
medicamentos antifiingicos. Dentro de ellos se tiene a los polienos, azoles y alilaminas
(Garnacho-Montero y col., 1998).

e Polieno. Los medicamentos que se encuentran en este grupo, se unen al ergosterol
presente en la membrana celular fungica, donde se forman poros que alteran la
permeabilidad de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glucidos y
cationes monovalentes y divalentes, causas de la muerte celular.

e Azoles. Estos inhiben a la citocromo P-450-3-A de la célula fungica, a través de la
inactivacion de la enzima C-14-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis del

ergosterol en la membrana celular. Debido a la falta de conversion a ergosterol se
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comienzan a acumular esteroles téxicos intermedios, aumenta la permeabilidad de la
membrana y se interrumpe el crecimiento del hongo (Hiemenz y Walsh, 1996).

¢ Alilaminas. Inhiben a la enzima escualeno epoxidasa y disminuyen la concentracion de
ergosterol, aumentando los niveles de escualeno. Como consecuencia, aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmética, se altera la organizacion celular y disminuye

el crecimiento del hongo.

Antifangicos que actlan sobre la pared celular del hongo. La pared celular del hongo
es fundamental en su viabilidad y patogenicidad. Esta sirve como cubierta protectora, le provee
morfologia celular, facilita intercambio de iones, la filtracién de proteinas y participa en
metabolismo, en especial el catabolismo de nutrientes complejos. La ausencia de pared celular
es otro de los blancos de accidn en la terapia antifingica.

Desde el punto de vista estructural, la pared celular de los hongos esta compuesta de un
complejo proteico polisacarido cuya composicion varia en dependencia de la especie de hongo.
La distribucion de estas proteinas y carbohidratos en la matriz esta en relacion con la funcion de
la pared celular y los procesos de 6smosis vy lisis. Los antifungicos que actian sobre ella lo
hacen inhibiendo la sintesis de los glucanos a través de la inactivacién de la enzima 1,3-beta-
glucano sintetasa. La falta de glucanos en la pared celular la vuelve débil e incapaz de soportar

el estrés osmotico, por lo que muere.

Antifangicos que actlian sobre el ntcleo de la célula fungica. Este sitio indispensable
para la sobrevivencia de los hongos, también puede ser utilizado por los antifungicos.

¢ Antimetabolitos. Un clasico antimetabolito es la fluocitosina o 5-fluorocitosina. Este
farmaco es transportado por la citosina permeasa en el citoplasma de la célula flngica,
donde se convierte en 5-fluorouracil (5-FU) por la citosina diaminasa. El 5-FU es
fosforilado e incorporado dentro del RNA convirtiéndose en el dexosinucleétido, el cual
inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la sintesis de proteinas de la
célula. También inhibe la sintesis de las proteinas fangicas, remplazando el uracil con 5-
FU en el ARN fangico (Arenas, 2005).

e Agentes miscelaneos. En esta clase se encuentra el griseofulvin, el cual inhibe la
mitosis, al destruir el huso mitético, necesario para efectuar la division celular (Arenas,
2005)
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Estructura

Anfotericina B complejo lipidico (ABLC). Es una lactona macrociclica con estructura
poliénica (Figura 4). Como con las otras formulaciones de lipidos, la meta mayor de desarrollar
ABLC ha sido lograr un compuesto con la méas baja toxicidad y con una eficacia similar

comparada con la del compuesto anfotericina B de formulacion convencional.
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Figura 4. Estructura de la anfotericina B.
Fuente: Gregori (2005).

La anfotericina B forma complejos con los ergosteroles de la membrana gracias a la
conformacion de cinta que presenta, quedando el ergosterol atrapado en ella. La anfotericina B
rodea al ergosterol y puede asociarse con éste a través de asociaciones intermoleculares del
tipo Van der Waals tipo London entre la parte lipofilica del farmaco y del ergosterol. También

pueden formarse puentes de hidrégeno entre las regiones hidrofilicas del farmaco.

Las marcas de anfotericina B liposomal son menos téxicas que anfotericina B estandar.
Sin embargo, anfotericina B estandar actla mas rapidamente que cualquiera de los
medicamentos liposomales y generalmente es el medicamento elegido cuando la candidiasis u
otra infeccién por hongos son graves y ponen en riesgo la vida (Garnacho-Montero y col., 1998;
Olseny col., 1991).

Fluconazol. Agente antifingico ampliamente usado. Como otros triazoles, tiene 2
anillos que contienen 3 a&tomos de nitrogeno. El anillo bencénico presenta 2 moléculas de fluor
(Figura 5). Su peso molecular es relativamente bajo, 306,3 Da (Wasan y col., 1998). Es una
molécula polar y simétrica lo que favorece su hidrosolubilidad. Su aspecto es de polvo blanco y

cristalino, es una base extraordinariamente débil (pKa 3.7) y no ionizable a pH fisiolégico. Su

25


http://bvs.sld.cu/revistas/far/vol39_2_05/f0212205.jpg

buena solubilidad en agua le hace apto para administracion endovenosa, penetrando muy bien
en fluidos corporales.

oH F

Figura 5. Estructura del fluconazol
Fuente: Gregori (2005).

Este farmaco pudiera asociase con sitios activos de la enzima a través de puente de
hidrogeno entre el grupo C=0 de la enzima y el grupo OH del farmaco, interacciéon que tiene

una fuerza de unas 5 kcal/mol (Wong-Beringer y col., 1998; Debruyne y Ryckelynck, 1993).

Voriconazol. Es un triazol (Figura 6) de segunda generacién de amplio espectro,
derivado sintético del fluconazol.
Interaccidn con el sitio activo: este farmaco se asocia con sitios activos de la enzima a través de
puente de hidrégeno que se forma entre el grupo C=0 electronegativo de la enzima y el
hidroxilo del farmaco, asi como también por posibles asociaciones Van der Walls CHsdel
farmaco y CHs de la enzima (Denning 2002; McGinnis y col., 1998).

Figura 6. Estructura del voriconazol.
Fuente: Gregori (2005).
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Ketoconazol. Agente antifingico de imidazol (Fig. 7). Como otros imidazoles, tiene 5
estructuras del anillo que contienen 2 atomos de nitrégeno. La formulacion oral esta disponible
en EE.UU. desde 1981. El ketoconazol es el tnico miembro de la clase del imidazol que se usa
actualmente para el tratamiento de infecciones sistémicas. Este antifingico es un compuesto
lipofilico, propiedad que le permite encontrarse en concentraciones altas en los tejidos grasos
aunque sus concentraciones en el fluido cerebroespinal es pobre en presencia de inflamacion.
Su absorcién oral y solubilidad es éptima a pH &cido gastrico (McGinnis y col., 1998; Hobany
col., 1999).

Se usé muy ampliamente antes del desarrollo de nuevos, menos téxicos, y mas eficaces
compuestos del triazol como fluconazol e itraconazol, pero su utilizacién en estos momentos ha
estado limitada.

Interaccién con el sitio activo: el ketokonazol pudiera asociarse con sitios activos de la

enzima a través asociaciones Van der Walls CH; del farmaco y CHs de la enzima.
El ketoconazol es una droga de segunda linea. La afinidad de éste con las membranas
celulares fungicas es menor comparada con la del fluconazol e itraconazol. El ketoconazol tiene
mas potencial ante las membranas celulares de mamifero y por ello induce a la toxicidad
(Kauffman, 1996).

HiC . ks

Figura 7. Estructura del ketoconazol
Fuente: Gregori (2005).

Alternativas al Uso de Antifungicos Sintéticos

La presencia tanto de aflatoxinas como de fumonisinas en los alimentos representa serios
problemas mundiales tanto en la salud publica como econémicamente. A lo largo de varios afios
se ha tratado de controlar tanto el desarrollo del hongo como la produccion de las micotoxinas,
ya sea inhibiendo el hongo productor o por degradacién de la misma toxina, donde los
productos quimicos han sido una alternativa durante muchos afios. Sin embargo, el uso

excesivo de estos tratamientos quimicos ha presentado inconvenientes como contaminacion
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tanto a los seres vivos como al medio ambiente, asi como también ha habido un aumento de
poblaciones de patdgenos resistentes y la presencia y acumulacion de residuos quimicos en los
alimentos, lo que conlleva a problemas en la salud humana y animal.

Debido a la presencia de cepas resistentes a los fungicidas de hongos patégenos en los
cereales y al conocimiento de que fungicidas sintéticos representan un riesgo para la salud
humana, hay un mayor interés en el estudio y la utilizacion de compuestos antifungicos
obtenidos de fuentes naturales para remplazar fungicidas sintéticos (Wedge y Smith 2006).

Como producto de estos intereses se han desarrollado estudios en los que se ha
encontrado que existen diferentes compuestos de origen natural que son un potencial para el
control de los hongos. Tal es el caso del quitosano, el cual puede ser obtenido a partir de
desechos de crustaceos. Se ha reportado que el quitosano tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos de importancia como lo son Aspergillus niger (Plascencia-Jatomea y
col., 2003) y Fusarium verticillioides (Suarez-Jiménez, 2007), entre otros, debido a su caracter
cationico responsable de su actividad antimicrobiana, siendo probablemente una alternativa
viable para inhibir el crecimiento de hongos y la produccién de micotoxinas.

También, muchos aceites esenciales de plantas han demostrado ser eficaces contra la
contaminacién de hongos (Paranagama y col., 2003). El aceite esencial de Clamintha nepeta
tiene actividad contra Aspergillus niger (Kitic y col., 2002), al igual que el aceite esencial de
Nepeta catania (Bourrel y col., 1993); en ambos, uno de los principales componentes es la
piperitona.

Chrysactinia mexicana (Astereaceae), comunmente conocido como hierba de San
Nicolas, es un pequefio arbusto distribuido por todo el centro y el norte de México (Rzdowski y
Rzdowski, 2001). Esta planta es utilizada en la medicina popular para el tratamiento de
enfermedades respiratorias e infecciones de la piel (Martinez, 1968). Estudios previos sobre
esta planta informaron la presencia de flavonoides, tiofenos y terpenos como parte de sus
componentes quimicos (Harbone y col., 1991; Dominguez y col.,, 1985, Dominguez y
Pierantozzi, 1972) ademas se encontrd que el extracto de hexano de la planta en mencion,
tiene actividad antifangica contra Aspergillus flavus (Cardenas y col., 2003).

Otra alternativa al uso de antifingicos sintéticos son los compuestos que pueden ser
extraidos de plantas. Se asume que, en general, los extractos de plantas son mas aceptables y
menos peligrosos que los compuestos sintéticos por lo que constituyen una alternativa potencial
en el establecimiento de metodologias para el control de hongos fitopatégenos (Jobling, 2000).

Existen numerosos estudios en los que se ha comprobado que los compuestos extraidos

con solventes de distinta naturaleza, de muy diversas especies de plantas, son capaces de
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inhibir el crecimiento de diversos tipos de organismos entre los que se encuentran los hongos
(Vargas-Arispuro y col., 2005; Céspedes y col., 2006; Koketsu y col., 1996; Cardenas-Ortega y
col., 2005; Miiller-Riebau y col., 1995).

Entre las diferentes especies de plantas estudiadas, nativas del estado de Sonora, se
encuentran Baccharis glutinosa y Jacquinia macrocarpa, cuyos extractos metanélicos han sido
capaces de inhibir el crecimiento de los hongos fitopatégenos del maiz A. flavus, A. parasiticus
y F. verticillioides (Rosas-Burgos y col, 2009: Buitimea-Cantuia y col., 2010).

Baccharis glutinosa

Arbusto de 80 cm a 2 m de altura y follaje pegajoso. Las hojas son alargadas y angostas en los
extremos (Figura 8). Tiene cabezuelas globulares y laxas, unas con flores masculinas y otras
con flores femeninas, ambas blanquecinas. Los frutos son muy pequefios y cafés. Habita en
climas semicdlido y templado. Su principal uso medicinal es contra la infeccién y dolor de
estbmago; como tratamiento se emplea la planta restregada sobre el vientre, o su coccién se
bebe en ayunas. Se recomienda también contra derrames de bilis. En Morelos y Oaxaca, se
utiliza contra algunas enfermedades culturales como mal aire, susto, y eldolor de

cabeza (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2012).

Figura 8. Hojas y flores de Baccharis glutinosa.

Fuente: Pima Community College (2012).

Se le emplea también contra tumores causados por golpes o caidas, en los que puede o
no haber dolor (son bolas pequefias o grandes, que aparecen en alguna parte del cuerpo). Para
curarlos se aplican sobre ellos las hojas maceradas en alcohol. Por otra parte, se usa para

tratar el salpullido (que se desarrolla por permanecer mucho tiempo en el calor o por piquete de
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algun animal), y la varicela. En tal caso se aplican bafios con el cocimiento del tallo y la flor,
mas un pufio de carbonato.

Bacharis glutinosa es una planta medicinal tradicional utilizada por los nativos del
Noroeste de México (Moreno-Salazar y col., 2008). Los extractos acuosos de polvo de hojas
secas de B. glutinosa inhiben el desarrollo de dermatofitos in vitro (DiSalvo, 1974). Se ha
publicado que los extractos metandlicos de esa planta contienen propiedades antifungicas
contra algunos fitopatdgenos y hongos toxigénicos (Suarez-Jiménez y col., 2007; Tequida-
Meneses y col.,, 2002). El modo de acciones de los agentes antifungicos puede ser de
diferentes maneras, como su capacidad de causar retraso del crecimiento de hongos
(Razzaghi-Abyaneh y col., 2006), o la muerte del micelio por ataque a la pared celular (Kamilla'y
col., 2009). Este ultimo modo es sugerido en una investigacion donde se estudio el efecto de
extractos de B. glutinosa sobre Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Fusarium
verticillioides (Rosas-Burgos y col., 2011). Sin embargo no existen estudios detallados sobre el

efecto de B. glutinosa contra el desarrollo de hongos.

Jacquinia macrocarpa

Una alternativa méas al uso de antifingicos sintéticos son especies de las plantas de Jacquinia,
ya que se ha visto que algunas especies han sido capaces de inhibir el crecimiento fungico
como lo son J. ruscifolia (Sharma y col., 2008) y J. flamea (Garcia-Sosa y col., 2011). Buitimea-
Cantua y col. (2010), reportaron un efectos de inhibicion del crecimiento radial sobre los hongos
F. verticillioides, A. flavus y A. parasiticus cuando fueron tratados con extractos de Jcaquinia
macrocarpa. Aunque es importante aclarar que del género Jacquinia existe poca informacién en
relacién a su actividad biolégica.

J. macrocarpa es un arbol de hoja perenne de aproximadamente 20 pies de altura,
corteza lisa color gris y el tronco y tallos gruesos, sin espinas y densamente ramificado.
Ocasionalmente se le observa con mayor frecuencia por separado 0 en pequefios grupos en
viviendas de las dunas costeras. La planta de J. macrocarpa tiene densas y bien redondeadas
coronas, mientras otras tienen formas grotescas, sobre todo cuando se encuentran en
decadencia. Las flores son pequefias, aproximadamente de 1/3 de pulgada de ancho, son
rojizas-anaranjadas y rigidas (Figura 9). Estan flores son atractivas y tienen la apariencia de
flores secas; aparecen en la primavera, generalmente en el mes de Mayo.

El fruto que da esta planta es una vaina redonda, cerca de la mitad de una pulgada de

diametro. Las semillas son muy cotizadas por las aves y los roedores que dejan montones de
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vainas rotas donde se ha recogido para comer las semillas. Los tallos extremos terminales
tienen espinas afiladas; las hojas son estrechas, aproximadamente de 1 a 2 pulgadas de largo
por ¥ de pulgada de ancho, con bordes oscuros, de color verde, gruesa y puntiaguda. Las
mujeres de la tribu Seri hacian collares con las flores de la planta, mientras que los hombres

tallaban iméagenes o sus nombres en su corteza lisa de color gris.

Figura 9. Arbol, flores y hojas de Jacquinia macrocarpa.
Fuente: PaCTeHNR (2010).

Estos compuestos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y mecanismos de acciéon. Se han llevado a cabo diversos estudios para
tratar de dilucidar los mecanismos de accién de algunos compuestos obtenidos de extractos de
plantas con actividad antifingica, en donde se ha evidenciado la inhibiciébn de la sintesis y
ensamble de glucano de la pared celular (Zacchino y col., 1998), asi como de quitina (Urbina y
col., 2000).
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MATERIALES Y METODOS

Fracciones Antifungicas

La plantas seleccionadas para ser evaluadas en este estudio fueron Baccharis glutinosa
(batamote) y Jacquinia macrocarpa (San Juanico), pertenecientes a las familias Compositae y
Theophrastaceae, respectivamente.

Se utilizaron las fracciones de B. glutinosa y J. macrocarpa que fueron obtenidas en
trabajos previos, partiendo de un extracto metandlico elaborado con las partes aéreas de cada
una de las plantas (al 6% en metanol al 70%). A partir de los extractos metandlicos se
separaron por reparticion en solventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y n-
butanol). Las fracciones con actividad antifiingica, la de acetato de etilo para B. glutinosa y la
butandlica para J. macroparpa, fueron sometidas a cromatografia de columna abierta y
cromatografia de capa fina para obtener fracciones activas con mayor pureza (Rosas-Burgos y
col., 2009; Rosas-Burgos y col., 2011).

Elaboracién de Suspensiones de Esporas

Para corroborar que las fracciones de plantas obtenidas poseian actividad antifingica contra los
hongos en estudio, se llevé a cabo la determinacion de crecimiento radial. Se usaron cepas de
Aspergillus flavus (ATCC 200025) y Fusarium verticillioides (Fusarium moniliforme ATCC
52539) las cuales fueron mantenidas en agar papa dextrosa (PDA). Con cada uno de los
hongos se procedi6 de la siguiente forma: Se elabor6 un inéculo por propagacion de esporas en
PDA a 25 °C por 4 dias. Las esporas se re-suspendieron en Tween-80 al 0.1% (v/v) con 5 min
de agitacibn magnética. La concentracién de esporas se determind por conteo en camara de
Neubauer (Davet y Rouxel, 2000).

Cinética de Crecimiento Radial

Placas Petri conteniendo medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y adicionadas con 5 mg
ml! de la fracciones activas de ambas plantas, se inocularon al centro de la placa con una

suspension de 1 x 10* esporas ml de A. flavus o F. verticillioides. Se utilizaron dos tipos de
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controles, uno conteniendo medio PDA y una alicuota de metanol igual a la utilizada para
disolver las fracciones antifingicas, y el otro conteniendo s6lo PDA. Las placas Petri inoculadas
se incubaron en la oscuridad a 27 °C para Aspergillus, o0 a 25 °C para F. verticillioides. Se midié
el diametro de las colonias cada 12 h de acuerdo el procedimiento descrito por Plascencia-
Jatomea y col. (2003).

Germinacién de Esporas

En una placa Petri de vidrio se colocaron cubreobjetos, se esterilizaron y sobre ellos se
vertieron 10 ml de caldo papa dextrosa (PDB) conteniendo 5.0 mg ml?! de fraccién antifingica.
Posteriormente se inocularon con 20 pl de una suspensién de 1 x 10° esporas ml? de A. flavus
o F. verticillioides, y se monitored su desarrollo hasta su germinaciéon. Cada 3 h se tomé un
cubreobjetos contenido en la caja Petri y se contaron 200 esporas al azar, determinando el
namero de esporas germinadas. Una espora se consider6 germinada cuando la longitud del
tubulo germinal fue igual o mayor al diametro total de la espora (Plascencia-Jatomea y col.,

2003). Se utilizaron dos tipos de controles descritos anteriormente.

Efecto sobre Estructuras

El andlisis microscopico de epifluorescencia permitié apreciar el efecto de las fracciones
antifingicas afadidas sobre el proceso de divisiones mitéticas y proceso de formacion de
septos de los hongos en estudio. Se utilizé el procesador de imagenes Image-Pro Plus version
6.3 (Media Cybernetics, Inc.) para analizar datos de longitudes de cada una de las estructuras
de interés observadas y de las densidades en el caso de ndcleos. En todas las pruebas se

emplearon los dos tipos de controles descritos anteriormente.

Numero de Septos de las Hifas

Se determiné mediante tincién con blanco de calcofltor (10 pg ml?), el cual emite fluorescencia
al adherirse a quitina y a glucanos, permitiendo la visualizacion de las paredes celulares y

septos. Se utilizé un filtro azul-violeta a una longitud de onda de excitacion y emisién de 350-
360 y 600-610 nm (Momany y Taylor, 2000).
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NUumero de Divisiones Mitoticas

Se llevo a cabo mediante preparaciones fijas utilizando tincion con 2 gotas de Bisbenzimida H
33258, incubando a 25 °C durante 5 min (Plascencia-Jatomea y col., 2003). El colorante es
especifico para DNA, lo cual permite visualizar el material nuclear de las células fungicas. Se
utilizé un filtro azul-violeta a una longitud de onda de emision y excitacién de 330-380 y >420
nm (Momany y Taylor, 2000).

Diametro de Esporas

El diametro de las esporas fue determinado de acuerdo al procedimiento descrito por Harris
(1999). En una placa Petri se colocaron cubreobjetos y sobre ellos se vertieron 10 ml de caldo
papa dextrosa (PDB) conteniendo 5.0 mg ml?! de fracciéon antifingica. Posteriormente se
inocularon con 20 pl de una suspensién de 1 x 10° esporas ml?t de A. flavus o F. verticillioides, y
se monitore6 su desarrollo hasta su germinacién. Cada 3 h se tomé un cubreobjetos contenido
en la caja Petri y se registraron las medidas de 100 esporas, utilizando un programa para
procesamiento de imagenes Image-Pro Plus version 6.3 (Media Cybernetics, Inc.). En el caso
de F. verticillioides las mediciones se realizaron a lo largo y a lo ancho de la espora.

Longitud y Diametro de Hifas

Después de un periodo de 72 h de incubacion de los hongos en PDA conteniendo 5.0 mg ml*
de fraccion antifungica se realizaron 100 mediciones de la longitud y del diametro de las hifas
del micelio apical. Las mediciones se llevaron a cabo empleando un programa para
procesamiento de imagenes Image-Pro Plus version 6.3 (Media Cybernetics, Inc.) de acuerdo al
método reportado por Larralde y col. (1997) y Cox y col. (1998). También se realizaron 100

mediciones del micelio desarrollado en placas con cada uno de los controles.

Analisis de Viabilidad de Esporas

Se cortaron discos de 2.5 cm de didmetro de papel celofan sin color y se colocaron uno arriba
de otro intercalados con papel filtro, para posteriormente ser esterilizados en autoclave a 121 °C
durante 15 min. En la superficie de placas Petri conteniendo medio PDA solidificado y 5 mg ml-1

de fraccién antifungica, se distribuyeron los discos de celofan, los cuales se inocularon en el
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centro con 50 pl de suspension de esporas de cada uno de los hongos. Se incubaron a 25 °C
en la oscuridad y posteriormente se analizaron desde el tiempo cero (antes de incubar) y a las
12, 18, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion. A cada uno de esos tiempos los discos de celofan
fueron removidos con pinzas del medio de cultivo, colocados en un portaobjetos y bafiados con
una solucion de colorante fluorescente recién preparada de FDA [3,6 diacetil fluoresceina-FDA
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a una concentracion final de 5 mg ml?* de acetona,
diluida 2500 veces en buffer de fosfato salino (PBS), pH 7.4 al momento de uso] y EB [2,7-
diamino-10-etil-9-fenil fenantridina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a una
concentracion de 1 g mlt en PBS y diluida 20 veces en PBS al momento de uso] en volimenes
iguales. Los portaobjetos fueron incubados a 25 °C por 30 min, posteriormente, cubiertos con
un cubreobjetos y examinados bajo un microscopio de fluorescencia. Se contaron 100 células
por cada portaobjetos para observar esporas viables (coloracion verde) y no viables (coloracion

roja) (Granjo y col., 2007; Lépez y col. 2002).

Disefio Experimental y Analisis de Datos

Se realiz6 un disefio de experimentos factorial completo de 2 X 2 considerando como factores
de variacion: el extracto antifungico (de J. macrocarpa y de B. glutinosa) y tipo de hongo (A.
flavus y F. verticillioides). Las variables de respuesta fueron los porcentajes de la inhibicion del
crecimiento radial, de viabilidad de esporas, de germinacién de esporas, asi como namero de
septos, numero de divisiones nucleares, diametro de esporas, didmetro y longitud de hifas. En
todos los casos los ensayos se realizaron por triplicado.

Las diferencias significativa entre grupos se determinaron mediante la prueba de Tukey
(P<0.05). Se utilizé el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de Crecimiento Radial

Los resultados de la evaluacién del crecimiento radial mostraron que tanto la fraccion
antifungica de B. glutinosa como la de J. macrocarpa inhibieron el crecimiento de A. flavus y F.
verticillioides en comparacién con el crecimiento obtenido en el control puro y en el control
metanol.

La cinética del crecimiento radial de A. flavus en el medio PDA con extracto de B.
glutinosa y J. macrocarpa se muestra en la figura 10. En esta figura se puede observar que con
los tratamientos con ambas fracciones antifingicas, el crecimiento radial fue menor en
comparacion con los controles. La fraccién antifingica que caus6é el mayor porcentaje de
inhibiciéon fue la de J. macrocarpa, ya que inhibié el crecimiento del hongo hasta un 54 %, con
un radio de tan solo 8 mm, en periodo total de 96 horas. En cambio, con el tratamiento de B.
glutinosa se logré inhibir el crecimiento del hongo un 50 % (9 mm de radio). Mientras que con el
control puro y el control metanol se tuvo un crecimiento radial de 22 mm y 18 mm,
respectivamente para el hongo en mencion. Estos resultados indican que el extracto de B.
glutinosa y J. macrocarpa presenta un efecto negativo el crecimiento de A. flavus.

Por otra parte, al igual que A. flavus, el crecimiento radial de F. verticillioides también se
ve afectado al estar bajo el tratamiento de ambas fracciones antifingicas ya que el radio de la
colonia es menor que el control PDA y el control metanol. En la figura 11 se observa
notablemente como el crecimiento del hongo en ausencia de antifingico es mucho mayor que al
encontrarse bajo el tratamiento de ambas fracciones antifingicas. La fraccion antifiingica de B.
glutinosa presentd un porcentaje de inhibicion de 69% con un crecimiento de tan solo 3 mm de
radio, siendo el tratamiento de mayor eficacia para este hongo en comparacién con J.
macrocarpa que solo logro inhibir el crecimiento radial un 48%, con un radio de 5 mm. Dichos
datos se obtuvieron después de un periodo de incubacion de 96 horas. Cabe mencionar que
cuando F. verticillioides se encontraba en el medio con las fracciones antifungicas de J.
macrocarpa y B. glutinosa, el crecimiento del hongo inicié entre las 48 a 72 horas de incubacion,

anteriormente no se observé crecimiento o desarrollo del hongo.

36



25 4

20 4

Radio (mm)
&

=
o
1

—e— Control PDA
—O— Control Metanol
—w— B. glutinosa
—&— J. macrocarpa

20

40 60 80 100

Tiempo de incubacién (h)

Figura 10. Crecimiento radial de A. flavus en medio PDA con fracciones antifingicas de J.

macrocarpa y B. glutinosa, control metanol y control PDA.
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Figura 11. Crecimiento radial de F. verticillioides en medios con fracciones antifungicas de J.

macrocarpa y B. glutinosa, control metanol y control PDA.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, A. flavus fue mas sensible a la fraccion
antifungica de J. macrocarpa que a la de B. glutinosa (P < 0.05). Contrariamente, F.
verticillioides fue mas inhibido por la fraccion antifungica de B. glutinosa que por la de J.
macrocarpa (P < 0.05). Estos resultados pueden ser debidos a diferentes factores. Por una
parte, es posible que debido a que los hongos en estudio pertenecen a diferentes especies y
géneros, sus diferencias estructurales los hacen mas o menos sensibles a los compuestos
guimicos presentes en los extractos antifungicos, aun y cuando se trataran de los mismos
compuestos. Por otro lado, debido a que las fracciones antifingicas fueron obtenidas de
diferentes plantas, es muy posible que los compuestos responsables de la inhibicién flngica,
sean distintos y, por lo tanto, éstos actien de distinta forma sobre cada uno de los hongos.

Efectos antimicrobianos de extractos de J. macrocarpa Unicamente han sido reportados
por Buitimea-Cantla y col. (2010), quienes reportaron un efectos de inhibicién del crecimiento
radial sobre los hongos F. verticillioides, A. flavus y A. parasiticus. Estos autores obtuvieron un
mayor efecto inhibitorio sobre F. verticillioides.

Existen muy pocos estudios reportados sobre actividad antimicrobiana con otras
especies del género Jacquinia. Se ha visto que algunas especies han sido capaces de inhibir el
crecimiento fungico como lo es Jacquinia ruscifolia cuyos extractos etandlicos de sus pétalos
mostraron actividad inhibitoria contra 10 de los 12 hongos evaluados (Sharma y col., 2008).
Jacquinia flamea mostr6 moderada actividad antifangica contra dermatofitos y muy fuerte
actividad contra Colletotrichum gloeosporioides (Garcia-Sosa y col., 2011).

Se ha publicado que los extractos metandlicos crudos de B. glutinosa contienen
propiedades antifungicas contra algunos fitopatdgenos y hongos toxigénicos. Suarez-Jiménez y
col. (2007) reportaron un 89.9 % de inhibicién del crecimiento radial contra F. verticillioides al
estudiar el efecto de extractos metandlicos de esta planta. Tequida-Meneses y col. (2002)
encontraron un 37.4 % y 66.6 % de inhibicion del crecimiento radial contra A. flavus y F.
verticillioides, respectivamente al utilizar también un extracto metanélico crudo de B. glutinosa.
Los resultados de este Ultimo estudio y los reportados por Rosas-Burgos y col. (2009) coincide
con los resultados obtenidos en este estudio en relacién a ser F. verticillioides el hongo mas
inhibido comparado con A. flavus.

Existen también otros reportes de extractos de plantas recolectadas en el estado de
Sonora que presentan un efecto inhibitorio contra hongos fitopatdgenos. Ruiz-Bustos y col.
(2009) reportan que el extracto metandlico de Jatropha cuneata (Sangregado) presento
actividad antifangica contra F. verticillioides mostrando un 42% de inhibicién en el crecimiento

radial.
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Germinacion de Esporas

Los resultados obtenidos para A. flavus en esta prueba se pueden aprecian en la figura 12, en
donde se observa que el porcentaje de esporas germinadas en el medio con ambas fracciones
antifingicas fueron menores que los controles, y entre las dos fracciones, la de J. macrocarpa
caus6 la mayor inhibicion. El porcentaje de germinacion de esporas en el medio PDA se
incrementa rapidamente conforme avanza el tiempo hasta llegar al punto del 100 % a las 24 h,
mientras que las esporas que se encuentran bajo el tratamiento de J. macrocarpa tienen un
porcentaje de 2.5 % de germinacion a la misma cantidad de horas y de 25 % para B. glutinosa,
que comparado con el porcentaje del control PDA, la diferencia es significativa (P < 0.05).
También se aprecia que a partir de las 24 h, la germinacién de esporas tratadas con J.
macrocarpa muestra un mayor aumento, mientras que con B. glutinosa esto se observa a partir
de las 14 h. Este comportamiento puede deberse a que los extractos afectan principalmente las
primeras fases de este proceso y posteriormente, es probable que el hongo desarrolle cierta
resistencia o adaptacién al compuesto presente en el medio. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Vargas-Grijalva (2010). Se ha reportado que algunos hongos como A. flavus y F.
verticillioides posiblemente tengan mecanismos enziméaticos que impidan la accién de
metabolitos secundarios producidos por la plantas y en consecuencia pueden resistir una gran
variedad de ellas (Montes-Belmont y col., 2000).

En el caso de F. verticillioides, también es evidente (Figura 13) que el porcentaje de
germinacion en el medio conteniendo ambas fracciones antifingicas durante las primeras
etapas de germinacion (16 h), fue menor que en los controles (P < 0.05). Sin embargo la
fraccion antifingica de J. macrocarpa no logra inhibir la germinacion de las esporas de F.
verticillioides hasta el final del experimento, es decir sélo ocurre un atraso en la germinacion
durante las primeras 16 h, incrementandose abruptamente a partir de ese tiempo. Este
resultado puede ser comparado con otros autores, donde también se puede apreciar una
inhibicién de la germinacion de la espora muy bajo (Vargas-Grijalva y col., 2010).

Por otro lado, cuando las esporas de F. verticillioides fueron expuestas a la fraccion
antifngica de B. glutinosa, se puede observar un inhibicion de la germinacion muy marcada
durante las 48 h de incubacion. Al final del experimento se obtuvo un porcentaje de inhibicion
del 78 % con relacion al control con metanol.

El efecto de los extractos de plantas en el proceso de germinacion de esporas ya ha sido
evaluado previamente. Sin embargo, la inhibicion de la germinacion de esporas varia

ampliamente entre plantas. En un estudio realizado con el extracto primario de Krameria erecta
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Figura 12. Porcentaje de esporas germinadas de A. flavus en medio PDA con fracciones
antifingicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control PDA y control metanol.

mostrd actividad inhibitoria de germinacion sobre F. verticillioides, mientras que los valores
entre dos especies de Aspergillus no mostraron diferencias significativas (Vargas-Grijalva y col.,
2010). Ademas, en un estudio realizado por Suarez-Jiménez y col. (2007), se evaluaron
extractos metandlicos de plantas recolectadas en la region de Hermosillo, Sonora, contra F.
verticillioides en este estudio, se encontré que el extracto de la planta Ambrosia confertiflora
inhibi6 la germinacion de esporas en un rango de 68-88 %, siendo esta inhibicibn mayor a los
resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, los extractos de Bacharis glutinosa y Larrea
tridentata fueron mas efectivos, con un rango de inhibicién de 88-100%. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Abou-Jawdah y col. (2004), en donde se encontré que el efecto
sobre la germinacion vario entre las plantas estudiadas, ya que de 9 plantas evaluadas contra
F. oxysporum, solo cuatro de ellas presentaron altos porcentajes de inhibicion de germinacion
de esporas. Se encontraron resultados similares al estudiar el efecto de 40 plantas sobre la
germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides, reportando que el efecto de los
extractos sobre la germinacién varia segun la planta, incluso hay diferencias de acuerdo al lugar

de recoleccion de las mismas (Hernandez-Albiter y col., 2007). Esto se debe a que no todas las
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plantas contienen los mismos compuestos que afectan el crecimiento de los hongos, ni en las
mismas concentraciones.
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Figura 13. Porcentaje de esporas germinadas de F. verticillioides en medio PDA con fracciones
antifingicas de J. macrocarpa, B. glutinosa, control PDA y control metanol.

Efecto sobre Estructuras

Numero de Septos

Durante el desarrollo de los experimentos para observar el nimero de septos que se
desarrollaron en los hongos tratados con los distintos tratamientos no fue posible hacer una
comparacion de las esporas tratadas con las fracciones antifungicas y los controles. Esta
situacion fue debida a que las esporas tratadas con las fracciones antifingicas tuvieron un
retraso en la germinacién que no permitié la formacion de hifas y, por ende, la formacion de
septos. Cuando la germinacién de estas muestras inicid, ya las muestras con tratamiento
control tenian un avanzado proceso de formacion de micelio que no se podian diferenciar los

septos formados y, por lo tanto, no se pudo obtener un patrén de referencia para comparacion.
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NUumero de Divisiones Mitoticas

Los valores obtenidos en el andlisis de la division mitética de cada hongo nos indican que las
fracciones antifungicas de las plantas B. glutinosa y J. macrocarpa tienen un efecto negativo en
contra de los hongos. Se realiz6 el monitoreo de A. flavus a las 12, 15, 18 y 21 horas (Tabla 1),
mientras que para F. verticillioides se observo a las 21, 24, 27 y 30 horas (Tabla 2).

Tanto J. macrocarpa como B. glutinosa, causaron un efecto negativo en cuanto a la
division mitética de ambos hongos, mismos que no lograron su division en ninguna de las horas
de andlisis que en comparacién con el control PDA y control metanol. Estos Ultimos si
presentaron una divisién por lo menos en dos de las cuatro observaciones realizadas para cada
uno de los hongos.

Es posible que estos resultados sean debidos al retraso que presentan los hongos tanto
en la germinacion como en el desarrollo del micelio, al ser expuestos a las fracciones
antifungicas. Es decir, en el tiempo en que se llevd a cabo este experimento, las fracciones

antifingicas no permitieron llevar a cabo una completa divisién nuclear.

Tabla 1. Numero de células de Aspergillus flavus que contuvieron el nimero de nudcleos
indicado a las 21 horas de incubacion.

Tratamiento 1 nucleo 2 nucleos 3 nucleos 4 nacleos
Control PDA 59 21 14 6
Control metanol 87 13
B. glutinosa 100
J. macrocarpa 100

Por cada tratamiento se observaron 100 células. Valores promedio de 3 repeticiones +
desviacion estandar.

Tabla 2. Nimero de células de Fusarium verticillioides que contuvieron el numero de ndcleos

indicado a las 30 horas de incubacion.

Tratamiento 1 nicleo 2 nucleos 3 nucleos 4 nacleos
Control PDA 71 18 7 4
Control metanol 87 11 2
B. glutinosa 100
J. macrocarpa 100

I+

Por cada tratamiento se observaron 100 células. Valores promedio de 3 repeticiones
desviacion estandar.
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Didmetro de esporas

Las esporas de A. flavus incrementaron su diametro cuando fueron incubadas en ambos tipos
de controles utilizados, sin embargo, cuando éstas fueron incubadas en presencia de la fraccion
antifingica de J. macrocarpa, el diametro se redujo significativamente (P < 0.05) en
comparacion con los controles (Figura 14). Por su parte, las esporas de F. verticillioides
cultivadas en presencia de la fraccion antifangica de J. macrocarpa, no mostraron diferencias
significativas (P < 0.05) con los controles en diametro (Figura 15) y en longitud (Figura 16).

En presencia de la fraccion antifingica de B. glutinosa el comportamiento de las esporas
fue diferente. El didmetro de las esporas de A. flavus tuvo un comportamiento similar al de los
controles, es decir, las esporas fueron incrementando su diametro paulatinamente a través de
tiempo de incubacion (Figura 14), s6lo que el incremento fue menor que en el de los controles
(P < 0.05). Sin embargo, en el caso de F. verticillioides sucedi6é algo distinto, tanto el diametro
(Figura 15) como la longitud de las esporas (Figura 16) fue disminuyendo a través del tiempo,
cuando éstas fueron sometidas al tratamiento con la fraccion antifingica de B. glutinosa,
contrario a lo que sucedi6 con los controles.

El diametro de las esporas de ambos hongos present6 un efecto negativo, observandose
que la fraccion antifangica de J. macrocarpa afectdé mas a las esporas de A. flavus, mientras
que la fraccion antifingica de B. glutinosa lo hizo mayoritariamente sobre las de F.
verticillioides.

Al final del periodo de incubacion (36 h), se obtuvo una mayor reduccién del diametro de
las esporas de A. flavus con la fraccién antifingica de J. macrocarpa con un porcentaje de
36.5%, mientras que la fraccion antifingica de B. glutinosa causé una reduccién del 9%, con
respecto al control con metanol.

Al final del experimento (36 h), la fraccién antifingica de J. macrocarpa no logré una
reducciéon significativa (P < 0.05) del diametro ni de la longitud de las esporas de F.
verticillioides, sin embargo, la fraccion antifiingica de B. glutinosa pudo reducir un 19 % y 25 %
el diametro y longitud, respectivamente, con respecto al control con metanol.

En un estudio realizado por Rosas-Burgos y col. (2011), observaron una disminucién en
el didmetro de esporas de A. flavus al ser tratado por B. glutinosa. Al realizar observaciones en
el microscopio de luz estos autores pudieron apreciar una reduccién del tamafio de las esporas
expuestas con el extracto. Estas deformaciones evidentes en las esporas puede ser producto
de la pérdida de integralidad en la pared celular afectando la permeabilidad de la membrana y

ocasionando los cambios morfoldgicos en A. flavus expuesto a la fraccion antifingica.

43



—&— J. macrocarpa
—O— B.glutinosa
—w— Control metanol
—A— Control PDA

Diametro de esporas ( mm)

O T T T 1
0 10 20 30 40

Tiempo de incubacion (h)
Figura 14. Diametro de esporas de A. flavus en medio PDA con fracciones antifingicas de J.

macrocarpa, B. glutinosa, control metanol y control PDA.
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Figura 16. Longitud de esporas de F. verticillioides en medio PDA con fracciones antifingicas

de J. macrocarpa, B. glutinosa, control metanol y control PDA.

Longitud y Didmetro de Hifas

Ambos hongos en estudio presentaron una reduccion significativa (P < 0.05) en el diametro y
longitud de las hifas cuando se desarrollaron en medio PDA conteniendo ambas fracciones
antifingicas, en comparacion con los controles empleados (Tabla 3). Como se puede observar,
la longitud de las hifas fue més afectada que el diametro al reducirse en mayor proporcion con
la presencia de las dos fracciones antifingicas, en ambos hongos, en comparaciéon con los
controles.

Tanto el diametro como la longitud de las hifas de ambos hongos se vieron reducidas en
mayor medida cuando fueron expuestas a la presencia de la fraccién antifingica de B. glutinosa

en comparacién con J. macrocarpa.
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Tabla 3. Porcentaje de reduccién del diametro y longitud de hifas apicales de A. flavus y F.
verticillioides a las 72 h de desarrollo en PDA conteniendo fracciones antifingicas.

Fraccion antifangica Aspergillus flavus Fusarium verticillioides
Didmetro Longitud Diametro Longitud
Baccharis glutinosa 41.7+1.2 55.6+1.3 31.1+0.8 67.2+1.0
Jacquinia macrocarpa 20.8+1.8 43.8+2.1 18.2+1.6 41.4+2.6

Valores promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar.

Andlisis de Viabilidad de Esporas

La viabilidad de esporas se vio afectada de forma muy similar en los dos hongos por ambas
plantas en comparacion con los controles. El porcentaje de la viabilidad de las esporas, fue
descendiendo con el transcurso del tiempo de incubacién en los controles. Sin embargo, en A.
flavus, se observé una mayor pérdida de viabilidad cuando se encontraba en presencia de las
fracciones antifingicas, y en mayor medida con la fraccion antifangica de J. macrocarpa (Tabla
4). A partir de las 24 horas, se observo un descenso considerable de la viabilidad de la espora
en cada uno de los controles, pero principalmente cuando A. flavus se encontraba con el
extracto de J. macrocarpa. Al compararse éste Ultimo tratamiento con el control PDA vy la
fraccion antifangica de B. glutinosa, la viabilidad de las esporas se redujo aproximadamente un
50 % y 5 %, respectivamente. Ademas, a las 24 horas de haberse inoculado el medio que
contenia la fracciéon antifingica de J. macrocarpa, la viabilidad era del 48% y 6 horas antes, es
decir, la observacion de la viabilidad a las 18 horas, era de 82% y la diferencia de viabilidad
entre estos lapsos de tiempo, también es considerable. La observacion final a las 96 horas dio
como resultado, una viabilidad de las esporas de A. flavus un porcentaje de 36% cuando se
encontraba con el extracto de J. macrocarpa y un porcentaje de 41% cuando se encontraba con
el extracto de B. glutinosa.

Por otro lado, Fusarium verticillioides, también present6 un efecto negativo considerable
en la viabilidad de sus esporas cuando se expuso a las fracciones antifiingicas de B. glutinosa y
J. macrocarpa (Tabla 5), sélo que a diferencia de A. flavus, F. verticillioides se vio afectado mas
por el primer extracto en mencién. Como se puede apreciar en la tabla 4, la viabilidad de las
esporas fue disminuyendo constantemente, sin tener una diferencia significativa entre cada una
de ellas para cada uno de los controles entre cada observacion.

Como se menciond anteriormente, B. glutinosa presenté mayor efecto negativo que J.

macrocarpa con un porcentaje de 29% y 36%, respectivamente, que comparados con el
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porcentaje de viabilidad del control PDA a las 96 horas la diferencia de viabilidad es del 60% y
50% aproximadamente para cada uno los extractos.

Ademas, se puede apreciar que la viabilidad de las esporas de F. verticillioides se
mantiene mas tiempo en comparacion con A. flavus, pero que cuando se encuentra con los
extractos de B. glutinosa y J. macrocarpa la viabilidad desciende aproximadamente dos veces
mas rapido que cuando se encuentra en el control PDA.

Tabla 4. Porcentajes de viabilidad de esporas de A. flavus a diferentes tiempos de incubacion

en los controles PDA, metanol, B. glutinosa y J. macrocarpa.

Horas Control PDA Control Metanol B. glutinosa J. macrocarpa
0 100+£0.0 100+£0.0 100+0.0 100£0.0
12 99+0.8 98+2.3 99+1.3 97+0.9
18 99+1.2 90+0.8 84+0.9 82+1.1
24 86+2.0 70+1.4 53+0.3 48+1.5
48 84+0.9 64+0.9 48+0.7 44+0.6
72 81+1.0 55+1.0 45+0.5 39+0.5
96 76+1.3 54+1.0 41+0.5 36+1.0

Valores promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar.

Tabla 5. Porcentajes de viabilidad de esporas de F. verticillioides a diferentes tiempos de

incubacion en los controles PDA, metanol, B. glutinosa y J. macrocarpa.

Horas Control PDA Control metanol B. glutinosa J. macrocarpa
0 100+£0.0 100+£0.0 100+0.0 100+0.0
12 98+0.9 96+0.5 97+0.8 97+0.4
18 94+0.7 90+1.0 83+0.8 86+0.9
24 89+0.5 78+1.5 63+1.2 69+1.2
48 87+1.0 73+0.8 43+0.5 51+1.0
72 83+0.5 70+1.4 37+1.0 43+0.5
96 80+0.8 67+0.9 29+0.5 36+0.8

Valores promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar.
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CONCLUSIONES

Las fracciones antifungicas obtenidas de las plantas B. glutinosa y J. macrocarpa mostraron
una alta capacidad para inhibir el crecimiento radial de los hongos filamentosos A. flavus y
F. verticillioides. Sin embargo, la sensibilidad de los hongos a las diferentes fracciones
antifungicas fue distinta. El crecimiento radial de F. verticillioides fue mas inhibido por la
fraccion antifungica de B. glutinosa, mientras que A. flavus fue mas inhibido por la fraccién
antifingica de J. macrocarpa.

Coincidentemente, la germinacion, las dimensiones y viabilidad de las esporas, asi como
las dimensiones de las hifas de ambos hongos fueron afectadas por las fracciones
antifingicas de las dos plantas, pero en diferentes grados. La fraccién antifingica de B.
glutinosa ocasion6 un mayor efecto inhibitorio sobre F. verticillioides, en tanto que la
fraccidon antifungica de J. macrocarpa caus6 un mayor porcentaje de inhibicion sobre A.
flavus.

Aparentemente, la distinta composicion quimica de las fracciones antifungicas y las
diferencias entre los hongos estudiados, ocasionan que éstos presenten distinta
susceptibilidad a ser inhibidos.

Las fracciones antifiingicas mostraron afectacion desde que los hongos se encontraban
como esporas hasta cuando se formaron sus hifas, lo que ocasiona la reduccion del

crecimiento radial.
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RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de aislamiento e identificacion del o de los compuestos responsables

del efecto antifungico de las fracciones obtenidas de B. glutinosa y J. macrocarpa.

Realizar investigacion sobre los mecanismos de accidn involucrados en el efecto antifingico de

las fracciones en estudio.

Evaluar el efecto antifingico de las fracciones obtenidas sobre otros microorganismos

patdgenos para plantas, asi como para humanos.
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