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RESUMEN

Estudios previos han demostrado que la planta Jacquinia macrocarpa es capaz de
inhibir el desarrollo 6ptimo de Fusarium verticillioides, hongo patdégeno que afecta la
productividad del maiz y causa dafios a la salud humana y animal. Los resultados
obtenidos hasta ahora no impiden que se pierda de vista la capacidad de adaptacion
a los cambios ambientales que los hongos poseen y, por consiguiente, el posible
desarrollo de resistencia adquirida a los antifungicos. Es necesario estudiar con mayor
profundidad los mecanismos de resistencia a los antifungicos para el desarrollo de
estrategias eficaces para su combate, por lo que el objetivo de este trabajo es
determinar la capacidad del hongo F. verticillioides para recuperar sus caracteristicas
estructurales y fisioldgicas modificadas por la presencia de una fraccion antifungica de
J. macrocarpa, durante su exposicion constante a esta fraccién. Por lo cual, se
determind el crecimiento radial, germinacion y el tamafio de las esporas, dimensiones
de hifas apicales y el efecto sobre la actividad 3-1,3-glucanasa, durante el desarrollo
de los diferentes cultivos del hongo. Los resultados obtenidos mostraron una
disminucién en la actividad inhibitoria en el crecimiento radial, germinacion de esporas
y en la actividad de la enzima B-1,3-glucanasa del hongo a través de las generaciones
obtenidas, por lo cual, se concluye que F. verticillioides recupera, en cierta medida, la
capacidad de desarrollarse cuando es expuesto constantemente a la fraccion

antifingica de J. macrocarpa, sin embargo, su recuperacion no es total.
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INTRODUCCION

El uso de fungicidas sintéticos es una practica comun para el combate de
enfermedades y plagas en los cultivos, sin embargo, es bien conocido que sus efectos
colaterales provocan grandes dafos al ambiente y en consecuencia a los organismos
dentro de esos habitats, incluyendo a los seres humanos (UNEP, 2004), puesto que
es téxico para los usuarios (Whalen et al., 2003). Ademas, ocasionan que las
exportaciones sean retenidas por la deteccion de residuos en productos de consumo
(Ramirez-Legarreta y Jacobo-Cuéllar, 2002), asi como afectacion de organismos
benéficos (Anderson et al., 2003) y resistencia de los microorganismos fitopatégenos
a los compuestos activos de algunos fungicidas sintéticos (Cooke et al., 2003; Leroux,
2003).

Una alternativa al uso de antifiingicos sintéticos son los compuestos de origen natural,
los cuales también pueden inhibir el desarrollo de los hongos. Este tipo de compuestos
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).

Actualmente, un grupo de investigadores del Departamento de Investigacion y
Posgrado en Alimentos ha logrado purificar y caracterizar parcialmente fracciones con
capacidad antifangica contra los hongos micotoxigénicos y fitopatégenos del maiz
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Fusarium verticillioides, asi como contra
los fitopatdgenos Botrytis cinerea y Alternaria alternata, a partir de extractos
metanodlicos de plantas (Rosas-Burgos et al., 2009; Valenzuela-Cota et al., 2014).
Entre las plantas evaluadas se encuentra Jacquinia macrocarpa, especie nativa del
estado de Sonora que ha sido utilizada en la medicina tradicional. Se ha encontrado
gue la fraccion antifungica actla sobre la pared celular y que tiene la capacidad de
hidrolizar la quitina presente en la pared celular de los hongos, asi como de inhibir
competitivamente la actividad de enzimas (3-1,3-glucanasa de los hongos A. flavus y
F. verticillioides (Buitimea-Cantua et al., 2013), enzima indispensable para la correcta

formacion de la pared celular. En otro estudio realizado por ese grupo de
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investigadores, se encontré que la fraccion antifiungica de J. macrocarpa es capaz de
promover la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno en F.
verticillioides, asi como de inhibir la actividad de las enzimas catalasa y superdxido
dismutasa (Valenzuela-Cota et al., 2016).

Los prometedores resultados obtenidos hasta ahora no impiden que se pierda de vista
la gran capacidad de adaptacion a los cambios ambientales que los hongos poseeny,
por consiguiente, el posible desarrollo de resistencia adquirida a los antifingicos. El
conocimiento de los mecanismos de resistencia a los antifingicos es esencial para el
desarrollo de estrategias eficaces para su combate (Ponton y Quindés, 2006).

En el presente trabajo de investigacion se pretende determinar la capacidad del hongo
F. verticillioides expuesto a la fraccion antifingica de J. macrocarpa para desarrollar
mecanismos para contrarrestar el efecto fungicida y conocer los cambios que ocurren

durante su exposicion.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Maiz

El maiz (Zea mays), perteneciente a la familia de las gramineas (ILSI Argentina, 2006),
es el cereal mas ampliamente distribuido a nivel mundial, el cual ocupa la tercera
posicion en produccion, seguido por el trigo y el arroz (SIACON, 2007).
El consumo mundial de maiz contindia creciendo ya que constituye una parte
sustancial de la dieta humana debido a su alto valor energético y nutricional.

El grano de maiz tradicional esta compuesto por un 70 a 75 % de almidén, 8 a 10 %
de proteinay 4 a 5 % de aceite, contenidos en tres estructuras: el germen (embrién),
el endospermo y el pericarpio. EI germen contiene el 83% de los lipidos y el 26% de la
proteina del grano. El endospermo contiene el 98 % del almidon y el 74 % de las
proteinas del grano. El pericarpio incluye todos los tejidos de cobertura exterior, con
un 100 % de fibras vegetales (ILSI Argentina, 2006).

Maiz en México

Debido a su cultivo en casi todas las partes del mundo, es posible encontrar plantas
de este cereal con algunas caracteristicas diferentes. En México se han reconocido 25
razas, las cuales incluyen gran niumero de formas que se caracterizan por el color,
tamafio, volumen, etc. (INEGI, 1997). México es el sexto productor de maiz en el
mundo, pero también es un importante consumidor del mismo, se produce un promedio
anual de 17.5 millones de toneladas de maiz en una superficie de 7 millones de
hectareas. Durante el afio agricola 2015, diez estados mexicanos concentraron
aproximadamente el 80 % de la produccién nacional de grano de maiz. El estado de
Sinaloa se ubica como el principal productor de este grano en el pais, con una
participacion de 21.8 %, en segundo lugar, se encuentra Jalisco con 13.5 % de
participacion y el tercer lugar lo ocupa el Estado de México con una participacién de 8.

% del total y un volumen de 2 millones de toneladas (FIRA, 2016).

La produccién de maiz en México se distribuye en todos los meses del afio: en Sinaloa

se cosecha el 95.8 % de su produccién entre mayo y julio; en Jalisco, el 91.8 % entre
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noviembre y febrero; y en el Estado de México, el 94 % de su produccidn se cosecha
entre noviembre y enero. La produccién de Sinaloa proviene basicamente del ciclo
otofio-invierno. El precio medio rural de maiz grano ponderado en México, para el ciclo

agricola fue de 3,423 pesos por tonelada (FIRA, 2016).

El maiz es sin duda el grano forrajero por excelencia a nivel mundial. La utilizacién de
maiz en la alimentacion de rumiantes ofrece ciertas caracteristicas distintivas a la
carne, diferentes a las obtenidas con los sistemas puramente pastoriles, atribuye
mejores caracteristicas organolépticas (color, terneza) debido al mayor engrasamiento
y mayor crecimiento de los animales (ILSI Argentina, 2006). Las diferencias en las
caracteristicas organolépticas a veces pueden ser pequefias 0 no existir, ya que
dependen del nivel de participacion del grano en la dieta, como asi también al manejo

post mortem de la carne.

Las proteinas del grano de maiz pueden constituir entre el 20 al 50 % del consumo
proteico en las diferentes etapas de produccién de cerdos, con lo cual su calidad
nutritiva representa un gran objetivo para los especialistas en produccion porcina. En
valores absolutos, el grano de maiz puede aportar el 27 o 46% del tenor de proteina
de la dieta para cerdos de 40 o 90 kg de peso vivo, respectivamente (ILSI Argentina,
2006).

Enfermedades y Plagas del Maiz
El maiz es un cereal considerado muy completo, con muchos aportes nutritivos, tanto
para el ser humano, como para los animales. Sin embargo, es susceptible a varias
enfermedades y plagas, que en alguna forma afectan el desarrollo normal de las
plantas. El gusano cogollero, barrenador del tallo, frailecillo, manchas foliares o tizon,
roya comun, pudriciéon de la raiz, pudriciones del tallo y pudricién rosada son las mas
comunes que se presentan en el cultivo de maiz (CESAVEG, 2011) causando pérdidas
significativas a los agricultores y amenazando la seguridad alimentaria. Los principales

factores que influyen en la aparicion de enfermedades y plagas durante el desarrollo



de los cultivos son las condiciones ambientales, insectos, roedores, hongos y
bacterias, entre otros. Es importante el control de estos factores para evitar dafos a

futuro.

Condiciones Ambientales

El clima himedo y calido es sin duda favorable al crecimiento y a la difusién de los
patébgenos causantes de las enfermedades. Sin embargo, el maiz se cultiva en una
gran diversidad de ambientes en las zonas tropicales. Para la siembra del maiz es
necesaria una temperatura media del suelo de 10°C, y que ella vaya en aumento. Para
gue la floracién se desarrolle normalmente conviene que la temperatura sea de 18° C
como minimo. En la fase de crecimiento, la temperatura ideal se encuentra
comprendida entre 24 y 30 ° C. El maiz crece o se cultiva en diferentes suelos,
preferentemente con pH comprendido entre 6y 7, pero se adapta a condiciones de pH
mas bajo y mas elevado, e incluso se da en terrenos calizos, siempre que el exceso

de cal no implique el bloqueo de microelementos (Varon-Agudelo y Sarria-Villa, 2007).

Las fuertes necesidades de agua del maiz condicionan también el area del cultivo,
altas temperatura y alta humedad favorecen el crecimiento de bacterias y hongos. La
humedad relativa del ambiente es importante, este factor extrinseco afecta el
crecimiento microbiano y puede ser influenciado por la temperatura (Food quality,
2010). Cada especie de microorganismo tiene un intervalo minimo y Optimo de
temperatura y humedad relativa para su crecimiento, en el caso de hongos, estos
pueden germinar y desarrollarse desde el 75 % de humedad relativa (CNSP, 2008).

La humedad relativa influye directamente en la actividad de agua (Aw) del alimento. Si
un alimento con baja actividad de agua se guarda en una atmosfera con humedad
relativa alta, la actividad de agua de este alimento aumentara permitiendo el deterioro

debido a los microorganismos (Meruane y Garreaud, 2015).

Los hongos filamentosos pueden invadir los granos desde el campo debido a que
pueden desarrollarse a una humedad mas alta, desde 0.8 de actividad de agua (Gock

et al., 2003). Para control postcosecha, el maiz en grano entero, listo para ser utilizado
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como alimento humano, debe tener un contenido de humedad maximo de 15.5 %
(FAO, 2013).

Insectos y Roedores
En los cultivos y huertas siempre hay todo tipo de insectos y organismos, con mas
beneficio o dafio para la plantacion, segun los casos. El problema surge cuando hay
desequilibrios y desajustes en el ecosistema, y estos agentes se reproducen de una
forma descontrolada.

Los agentes vectores, en este caso, insectos y roedores; son capaces de adquirir algun
virus de plantas enfermas, retenerlo y transmitirlo a plantas sanas. Son varias las
especies que transmiten los virus que afectan el maiz, solo necesitan segundos para
adquirir y transmitir el virus. Una plaga comun es el insecto Rhopalosiphum maidis, el
cual puede establecerse en muchas especies de plantas gramineas transmitiendo
virus a la planta hospedera. Tan pronto germina el maiz, los &fidos alados buscan
alimento y sitio para establecer sus colonias. En la busqueda de alimento ellos prueban
varias plantas antes de detenerse en una especifica, transmitiendo y diseminando de

esta manera la enfermedad (Varon-Agudelo y Sarria-Villa, 2007).

Los roedores son plagas que muchas veces pasan inadvertidas, sin darle la debida
importancia. Las ratas y los ratones representan un problema muy grave en el proceso
de manejo y conservacion de granos y productos alimenticios. Los roedores
representan un peligro muy serio para la salud del hombre y de los animales
domésticos, pues ademdas de alimentarse de los granos almacenados, son
transmisores de enfermedades como la leptopirosis. Desde el punto de vista del
manejo, del almacenamiento y de la conservacién de granos y alimentos, la rata
noruega (Rattus norvegicus) es uno de los roedores de gran importancia econémica,
busca el grano de los campos de cultivo en forma muy activa y hace edificaciones

donde se tiene el grano almacenado (Deras-Flores, 2010).



Hongos y Bacterias
Las principales enfermedades que afectan el cultivo del maiz son causadas por hongos
y bacterias, su aparicion esta sujeta a las condiciones ambientales que favorezcan la

infeccién y multiplicacion del patogeno.

Pudricion bacteriana del tallo

Es una enfermedad causada por bacterias (Erwinia carotovora), muy comun en climas
con altas temperaturas y alta humedad. Se propaga rapidamente en la planta
hospedante y la destruye. Las plantas infectadas adquieren un color oscuro, tienen
aspecto acuoso en la base del tallo y mueren poco después de la floraciéon. La
descomposicion bacteriana produce un olor caracteristico desagradable (Varon-
Agudelo y Sarria-Villa, 2007).

Pudricion de la raiz

Es una enfermedad causa por hongos (Pythium aphanidermatum, Diplodia maydis,
Fusarium spp). La infeccion ocurre desde la fase de semilla, durante la germinacion y
el desarrollo del cultivo. La pudricion postemergente se caracteriza por contener el
in6culo en la raiz de la plantula, presentando un color amarillento, falta de vigor y
estrangulamiento a nivel de la base del tallo, ocasionando la muerte prematura de la
misma. Las condiciones que favorecen la presencia de estos hongos son suelos
pobremente drenados, con excesiva compactacion y una temperatura base de 10 a 13
°C (CESAVEG, 2011).

Pudriciones del tallo

Es una enfermedad causada por hongos (Macrophomina phaseolina, Fusarium spp,
Diplodia maydis, Pythium aphanidermatum). Después de la polinizacién y al
aproximarse la madurez de las plantas, el micelio del hongo se activa e invade sus
nudos bajos. Condiciones secas al inicio de la estacion y temperaturas de 28-30 °C,
seguidas de tiempo humedo, 2-3 semanas después del llenado de grano, favorece la
pudricion. Condiciones como alto contenido de nitrégeno y bajo de potasio, ademas

de una densidad excesiva de plantas, son favorables al hongo. Al mismo tiempo, el
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dafio por insectos puede facilitar su penetracién. Con el uso cada vez mas extenso de
siembra de semillas hibridas en nuestro pais se ha incrementado este problema
(CESAVEG, 2011).

En un estudio realizado por Vega-Ortiz, en el 2012, se identifico la presencia de hongos
potencialmente micotoxigenicos en muestras de maiz provenientes de 14 puntos
geograficos de la republica mexicana (Figura 1), donde se obtuvo mayor incidencia de
Fusarium en un 76.99 % y menor incidencia de A. niger con un 0.38 % (Vega-Ortiz,
2012).
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Figura 1. Incidencia de hongos con potencial micotoxigénico presentes en muestras
de 14 puntos geograficos de la Republica Mexicana.
Fuente: Vega-Ortiz (2012).



Hongos
El ser humano, a lo largo del tiempo, se ha visto beneficiado por la utilizacion de
hongos ya sea en la industria alimentaria (quesos, fermentadores de vinos y otras
bebidas, setas comestibles, etc.), en el reciclaje (los hongos son capaces de
descomponer la materia organica para posteriormente reciclar los nutrientes en los
ecosistemas), establecer relaciones simbidticas con organismos hospedantes
(beneficiando los cultivos) y en el area de farmacéutica como produccién de
antibioticos (Penicillium). Pero, asi como el hombre se ha visto beneficiado también ha

sufrido las consecuencias por hongos infecciosos (Maestre, et al., 2001).

Caracteristicas TaxonGmicas

La taxonomia en hongos mantiene categorias, niveles o jerarquias, las cuales agrupan
a los especimenes desde grupos que comparten caracteristicas desde muy generales
a nivel de Reino, hasta aquellos que comparten caracteristicas muy especificas, las
cuales suben hasta el nivel de género, especie, variedad, etc.

En este reino se incluyen individuos como son las levaduras, los mohos y las setas.
Todos los individuos de este grupo se caracterizan por estar formados por células
eucariotas, que son aquellas que tienen el nucleo diferenciado. Todos estos seres
tienen nutricion heterétrofa, es decir que forman materia organica a partir de otra
materia organica. No pueden realizar la fotosintesis (Ruiz-Herrera, 2001).
Dependiendo de dénde adquieran la materia organica, se habla de hongos parasitos,
si el alimento lo extraen de un ser vivo al que causan un perjuicio, o saprofitos, si es
materia organica que no pertenece a un ser vivo. Los hongos se dividen en cuatro
clases, una de ellas son los ascomicetos los cuales son de gran utilidad en la industria
y la medicina. Los ascomicetos se encuentran repartidos en diversos medios: en el
agua, en el suelo, en vegetales y animales en descomposicion, en sustancias
azucaradas, en los que llevan una vida parasitaria causando serias enfermedades a

plantas cultivadas (Herrera y Ulloa, 2013).
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Caracteristicas Estructurales

Los hongos estan constituidos por tubos filamentosos llamados hifas. En muchas
especies las paredes perforadas, o septos, dividen las hifas en células que contienen
uno o dos nucleos (Figura 2). Los flujos protoplasmaticos a través de las aberturas de
los septos proporcionan nutrientes a las células, que se almacenan en las paredes de
las hifas en forma de glucdgeno. Las hifas crecen por alargamiento de las puntas. La

masa completa de hifas se llama micelio (Herrera y Ulloa, 2013).

Caracteristicas Fisioldgicas

En la mayor parte de los hongos las paredes de las hifas estan compuestas
principalmente por quitina, glucanos y glicoproteinas. La celulosa, que esta presente
s6lo en unos pocos grupos de hongos, es caracteristica de los oomicetos. La
proporcion de agua de los hongos mucilaginosos generalmente es de mas del 90 %.
Las esporas pueden tener menos del 50 % de agua; otras estructuras de resistencia,
tales como los esclerocios, contienen aun menos (Méndez, 2015). Los hongos crecen
mejor cuando hay una fuente rica de materia organica. La mayoria de los hongos
crecen en un pH acido de aproximadamente 5.0, aunque algunas especies crecen a
niveles de pH mas bajos o mas altos. El crecimiento puede verse profundamente
afectado por una serie de factores fisicos como la temperatura, la luz y la aireacion
(Anjisha, et al., 2012).
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Figura 2. Estructura de las hifas.
Fuente: Carrillo (2003).
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Fusarium verticillioides
Existen hongos que se desarrollan de forma parasita, causando enfermedades
infecciosas. Las infecciones causadas por hongos se les denominan micosis. Uno de
los hongos que actualmente ha causado problemas es Fusarium verticillioides
ocasionando enfermedades en seres humanos, animales y en cultivos agricolas
importantes como en los cereales. Este hongo es potencialmente productor de
fumonisinas B1, B2 y B3, de las cuales las B1 son reconocidas posibles carcin6genos

humanos.

Si la actividad del agua lo permite, F. verticillioides crecerd en los productos
almacenados causando alteraciones y a veces produciendo toxinas. Estos hongos
crecen en ambientes templados, en un rango de 2 °C a 37 °C y una actividad del agua
minima de 0.87; requieren una humedad relativa de 65 a 90 % y un alto contenido de
humedad en el grano (24-25 %). Puede crecer en pH de 3 a 9.5 y utiliza como sustrato
el maiz. No compiten bien con las especies de Aspergillus y Penicillium (Lacey, 1989;
Backhouse, 2001).

F. verticillioides es un ascomiceto perteneciente a la subdivision Deuteromycota, que
agrupa a aquellos hongos en los que no hay descrita una fase sexual o, bien, ésta es
muy poco frecuente. F. verticillioides entra en esta subdivision, porque presenta una
fase sexual llamada teleomorfo, o forma perfecta, muy dificil de encontrar en la
naturaleza y se requieren condiciones especiales para observarla in vitro. La forma
teleomérfica recibe otro nombre de género y especie: para F. verticillioides es
Gibberella moniliformis, cuya reproduccién sexual es heterotalica, ya que el
apareamiento ocurre entre colonias de distintos grupos. En el estado anamorfo, o de
reproduccion asexual, hay abundante produccién de microconidias; éstas son células
ovaladas con la base aplanada y agrupadas en cadenas. Algunas cepas también
generan macroconidias con apariencia larga y delgada, y con cinco o seis septos.
Muestran dos células: una apical, que es curva, y otra basal, en forma de pie. Este tipo

de conidias se producen con estructuras que aparentan racimos denominados
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esporodoquios. La especie no produce clamidoconidias, pero con frecuencia las
células contenidas en una hifa engrosada son confundidas como tales. Las
caracteristicas y la morfologia de la colonia de esta especie varian de acuerdo con el
medio de cultivo. Por ejemplo, en agar papa-dextrosa el micelio es blanco, al inicio, y
forma pigmentos que van desde gris hasta violeta. En cambio, en algunos cultivos ya
envejecidos, la hifa del hongo produce melanina para conformar estructuras llamadas

esclerocios (Torre-Hernandez et al., 2014).

Identificacion

La taxonomia de Fusarium es sumamente compleja. De ahi que haya sido tema de
debate durante muchos afos, porque el concepto de especies ha cambiado dentro de
un género, dependiendo de los grupos de investigadores. La caracteristica mas
importante para distinguir entre especies es la forma de los macroconidios, la Unica
diferencia entre F. verticillioides y Fusarium proliferatum es que en esta dltima las
cadenas de microconidios son mas cortas que en la primera (Torre-Hernandez et al.,
2014).

Dafios a Maiz
F. verticillioides tiene un amplio rango de hospedantes, entre ellos muchos cereales
(trigo, cebada, avena, maiz, etc.) y otras gramineas. Entre las especies cultivadas
destaca la especial sensibilidad de los trigos duros (Ministerio de Agricultura de
Espafa, 2015).

Este hongo es capaz de invadir y producir infecciones en el campo e incluso
mantenerse durante el periodo de almacenamiento. Se manifiesta primero en granos
o semillas muertas o con poca vitalidad, o bien en granos o semillas vivas que tengan
rota la cubierta. Produce enzimas que descomponen a los carbohidratos, grasas y
proteinas del grano o semilla y deterioran su calidad. La acidez de los granos en estas
condiciones se incrementa y la capacidad germinativa decrece lenta o rapidamente

hasta desaparecer (Deras-Flores, 2010).
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F. verticillioides afecta principalmente la productividad del maiz, con alta frecuencia es
aislado practicamente de cualquier érgano de la planta ya que penetra por distintas
rutas e infecta raices, tallo y mazorca. Produce varias toxinas en el tejido y en los
granos del maiz, lo que disminuye su calidad nutritiva y comercial ocasionando
pérdidas cuantiosas que varian afilo con afio. Se le conoce como un patdégeno
necrotrofo por la capacidad que tiene de causar la muerte del tejido hospedero v,
posteriormente, sobrevivir como saprofito en el rastrojo. Sin embargo, durante los
periodos tempranos de la infeccién, el hongo adquiere una fase biotrofa (sin producir
muerte del tejido), al grado de que puede sobrevivir como endofito en la semilla y en
el tallo de las plantas sin causar dafos visibles. Tal circunstancia resulta de la compleja
interaccién entre varios factores como son la virulencia de la cepa, el genotipo y la
etapa del desarrollo del maiz, asi como las condiciones ambientales (Torre-Hernandez
et al., 2014).

La pudricion de mazorca causada por F. verticillioides se manifiesta principalmente en
granos individuales o en ciertas areas de la mazorca (Figura 3). Los granos infectados
desarrollan un moho algodonoso o rayas blancas en el pericarpio y germinan estando
aun en el olote. Por lo general, las mazorcas invadidas por barrenadores del tallo son
infectadas por F. verticillioides. ElI hongo produce micotoxinas conocidas como
fumonisinas, que son toxicas para algunas especies animales y para todos los seres
humanos (CIMMYT, 2004).

La pudricion de tallo causada por F. verticillioides se manifiesta apareciendo lesiones
pequefias de color café oscuro en los entrenudos inferiores. Al partir la planta
verticalmente, se observa que el floema de los tallos infectados es café oscuro y que
hay un oscurecimiento de los tejidos. En las etapas finales de la infeccion, la médula

es destruida y los tejidos adyacentes pierden su color (CIMMYT, 2004).
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Figura 3. (A) Pudricion de la mazorca causada por Fusarium verticillioides en granos
individuales. (B) Pudricién de la mazorca causada por Fusarium verticillioides en

ciertas areas de la mazorca.
Fuente: CIMMYT (2004).
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Enfermedades Causadas por F. verticillioides

Las infecciones por el género Fusarium se atribuye a su capacidad para crecer en gran
namero de substratos y a su eficaz mecanismo de dispersion; el viento y la lluvia
juegan un importante papel en su diseminacion. Se han descrito muchos casos de
infecciones, especialmente en pacientes con alteraciones de la respuesta inmune,
diabéticos, quemados, con heridas abiertas y contaminadas con tierra, con trastornos
inmunoldgicos o con tratamiento inmunosupresor. Es probable que la infeccién se
produzca por inhalacién de las esporas, que se encuentran de forma habitual en el
aire, se ha demostrado que el aire puede llevar las esporas hasta 400 km de distancia
(Monzon y Rodriguez-Tudela, 2000).

Las fumonisinas son una familia de micotoxinas que contaminan al maiz y estan
catalogadas por la Agencia Internacional de Investigacién en Cancer (IARC por sus
siglas en inglés) como posibles carcinbgenos humanos. Son producidas
principalmente por los hongos F. verticillioides y F. proliferatum durante el cultivo y
almacenamiento del grano. Existen 15 tipos de fumonisinas, agrupadas en cuatro
categorias; las mas conocidas son la FB1, FB2 y FB3, de las cuales la FB1 es la mas
toxica y representa aproximadamente 70 % de la fumonisina total (Torres-Sanchez y
Lépez-Carrillo, 2010).

En un estudio con cepas aisladas de distintas regiones geograficas, se estimé un rango
de produccion de fumonisinas de 10-5810 mg/g en semillas de maiz originarias de
México (Torre-Hernandez et al., 2014). El Nivel maximo permisible en maiz
(destinados a elaboracién posterior) es de 2,000 ug/kg (Codex alimentarius, 2015).

Se debe definir que en las zonas donde el maiz es un alimento basico importante, el
consumo diario puede exceder de 100 g/dia, mientras que la ingestién ocasional de
maiz y productos de maiz suele dar lugar a una tasa diaria de consumo de 10 g/dia

(Codex alimentarius, 2000).

Estudios realizados principalmente en Sudafrica y China, en los que compararon la
concentracion de fumonisinas presente en el maiz entre zonas de alta y baja incidencia
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de cancer esofagico e higado, sugieren que estos podrian ser uno de los dafios a la
salud relacionados con la exposicion constante a las fumonisinas (Torres-Sanchez y
Lépez-Carrillo, 2010). De forma aguda, al estar en constante contacto con estas
micotoxinas, provoca vomitos, diarrea, dolor abdominal y malestar general (ELIKA,
2013).

En animales, dependiendo de la especie, la exposicion a las fumonisinas se asocia
con diversos dafios. Por ejemplo, en caballos, la exposicion a las fumonisinas produce
leucoencefalomalacia, una enfermedad caracterizada por necrosis y licuefaccion de la
materia blanca del cerebro. Otros dafios observados principalmente en roedores son
la toxicidad hepéatica y renal. En ratas hembras, el dafio hepéatico es mucho mas
evidente que en los machos y se caracteriza por necrosis del hepatocito y disminucion
del peso del higado. En cerdos alimentados con maiz contaminado con fumonisinas
FB1 la manifestacion es un cuadro de edema pulmonar atribuido a la accion toxica de
la fumonisina sobre la célula pulmonar (Torres-Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010)

causando una notable pérdida de peso en cerdos.

Control de Enfermedades y Plagas

En la agricultura, se han ido desarrollando y aplicando diferentes controles para
enfrentar las plagas y las enfermedades que atacan a los cultivos, tratando de reducir
el dafio econdmico causado por ellas. Es fundamental comenzar con la prevencion,
es decir, analizar el suelo, riego, estacion del afo, etc. Ademas, se requiere
observacion diaria para saber el estado del cultivo y cuando la planta ha sido infectada,

se necesita intervenir.

Existen métodos de controles fisicos y mecanicos. Método de control fisico es el que
busca destruir la plaga usando medios como el calor y el agua. Un ejemplo es el riego
de machaco utilizado para ahogar larvas o pupas en el suelo. Método de control
mecanico consiste en retirar insectos en estado de huevo, larvas o adultos. Asimismo,

en retirar del campo de cultivo a las plantas enfermas o las partes de algunas de ellas
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gue estén afectadas por la plaga o enfermedad. Por ejemplo, en el caso del algodon
se busca retirar las masas de huevos del arrebiatado, Dysdercus peruvianus. Sin
embargo, siguen existiendo perdidas econdémicas. Los productos quimicos tienen
efecto inmediato y pueden tratar enfermedades o eliminar insectos plagas con
seguridad y sin mucha mano de obra (Yutaka, 2007). Por ejemplo, controlar la
pudricion de la raiz del maiz se efectda con fungicidas sintéticos protegiendo la planta
20 dias después de la aplicacién (CESAVEG, 2011).

Antifungicos Sintéticos

Las plantas que se afectan con enfermedades nunca se recuperan, por el contrario, el
caracter sistémico de la enfermedad le confiere la capacidad de mantenerse durante
todo el desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas y, a medida que crecen, los

sintomas son mas evidentes y severos (Varon-Agudelo y Sarria-Villa, 2007).

Para combatir este problema, se ha usado y abusado de los fungicidas sintéticos, los
cuales provocan dafios al ambiente y a los seres humanos (UNEP, 2004) puesto que
son toxicos para los usuarios (Whalen et al., 2003). Ademas, ocasionan que las
exportaciones sean retenidas por la deteccion de residuos en productos de consumo
(Ramirez-Legarreta y Jacobo-Cuéllar, 2002), asi como afectacion de organismos
benéficos (Anderson et al., 2003) y resistencia de los microorganismos fitopatégenos
a los compuestos activos de algunos fungicidas sintéticos (Cooke et al., 2003; Leroux,
2003).

Los fungicidas comuUnmente utilizados en el maiz: Azoxistrobina, ciproconazol,
propiconazol, tebuconazol y trifloxistrobina (SENASA, 2007); son contaminantes que
no se remueven facilmente y pueden permanecer en el medioambiente durante un
tiempo prolongado. Pueden contener metales pesados y quimicos irritantes como
plomo, cromo y cloruro de bencilo (cancerigeno) que pueden ser toxicos para los
usuarios (Ferrer, 2003). En los paises altamente industrializados, las tasas de

envenenamiento agudo con fungicidas en trabajadores agricolas pueden ser
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superiores a 18 casos por afio por cada 100,000 trabajadores de tiempo completo
(Weinberg, 2006).

La intensificacion de la produccion de alimentos conduce a menudo a un abuso de
fungicidas, causando que las exportaciones sean retenidas por la deteccion de
residuos en productos de consumo. En la tabla 1 se muestra el limite permisible de los

fungicidas utilizados en maiz para el punto de entrada en un pais.

El incremento en el uso de fungicidas causé también que las enfermedades objetivo
comenzaron a desarrollar resistencia. Esto condujo a que, con frecuencia, los
agricultores usaran dosis aun mas altas para controlarlas. A menudo los fungicidas
mataban no sélo al objetivo, sino también especies benéficas. Se produjo asi un nuevo
fendbmeno llamado brote secundario: comenzaron a aparecer, en cantidades
epidémicas, insectos o0 acaros que antes habian estado controlados por especies
benéficas y que con frecuencia pasaban inadvertidos. Se introdujeron entonces
nuevos fungicidas para controlar el brote secundarias, con lo que la cantidad total de

fungicidas en uso siguié aumentando (Weinberg, 2006).

El manejo de la resistencia a fungicidas es de importancia critica para ampliar el
periodo de tiempo en que un fungicida en riesgo es efectivo. El objetivo del manejo de
la resistencia a fungicidas es minimizar el uso de los fungicidas en riesgo sin tener que
sacrificar el control de la enfermedad. Lo anterior se alcanza con medidas de control

gue no involucren quimicos (Santamaria y Ureta, 2004).
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Tabla 1. Limites maximos permisibles de residuos de fungicidas.

Fungicida Limites maximos de residuos (mg/Kg)
Azoxistrobin 0.02
Propiconazol 0.05
Ciproconazol 0.01
Trifloxistrobin 0.02
Tebuconazol 0.06

Fuente: (FAO, 2018)
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Antifungicos Naturales

Una alternativa al uso de antifungicos sintéticos son los compuestos de origen natural,
los cuales también pueden inhibir el desarrollo de los hongos. Existen antifingicos
naturales obtenidos a partir de microorganismos, organismos marinos y plantas
medicinales, entre otros, con menores efectos secundarios y menor costo que los

antifingicos sintéticos.

Los microorganismos pueden ser benéficos para los cultivos: los protegen de
enfermedades causadas por hongos, incluso contribuyen a que se adapten mejor a su
ambiente. Apoyan a las plantas en ciertas funciones que no pueden hacer por si solas,
como la toma de nitrégeno de la atmésfera. Para control de pudriciones del tallo de
maiz, la inoculacién en la semilla y el suelo con hongos Trichoderma spp y bacterias
Bacillus spp, funciona como un manejo preventivo para que no se exprese la
enfermedad de manera drastica durante el ciclo de cultivo (CESAVEG, 2011).
También, en los ultimos afios se ha incrementado el interés por la busqueda de
compuestos bioactivos en organismos marinos. Se ha demostrado que esponjas del
género Oceanapia cuentan con actividad antifiangica contra Candida glabrata (Mesa-
Arango et al., 2004). Asimismo, especies de algas marinas (Acanthophora sp.,
Bryothamnion triquetrum, Caulerpa mexicana) mostraron actividad antibacteriana
inhibiendo especies como Staphylococus aureus y Escherichia coli, sin embargo, no
presentaron actividad antimicotica (Rios et al., 2009).

Antifungicos de Extractos de Plantas

Las plantas medicinales han sido fuente de una amplia variedad de compuestos
biolégicamente activos por muchos siglos y se han utilizado como material crudo
(extractos, infusiones, tinturas, entre otras) o como compuestos puros para el

tratamiento de enfermedades (Arif et al., 2009; Domingo y Lépez-Brea, 2003).

La actividad antifungica de extractos de plantas usadas en medicina popular contra
diversos hongos, los cuales causan infecciones frecuentes en humanos, ha sido
ampliamente estudiada. Numerosos investigadores han encaminado sus trabajos
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hacia la busqueda y aplicacion de nuevos compuestos biolégicamente activos que
exhiban efectos secundarios minimos, debido a diferentes factores: a los efectos
adversos de algunos antifungicos utilizados actualmente, a que son poco efectivos e
inducen frecuentemente resistencia, y a los elevados costos de los tratamientos

antimicéticos (Davicino et al., 2007).

A través de los afios se han investigado diversas plantas tradicionales y conocidas
utilizadas por los nativos del noroeste de México (Moreno-Salazar et al., 2008) como
Baccharis glutinosa y Ambrosia confertiflora, las cuales se ha demostrado que
producen un efecto fungicida contra hongos como Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y F. verticillioides o retraso en la tasa de germinacion de las esporas de los
hongos mencionados anteriormente, por lo cual existe un potencial de aplicacién
practica en el tratamiento de los hongos cominmente asociado con el maiz y otros

granos de cereales (Rosas-Burgos et al., 2009).

También se han utilizado fracciones extraidas de la planta Jacquinia macrocarpa para
evaluar su efecto antifungico contra los hongos A. flavus, A. parasiticus y F.
verticillioides. Demostrandose que el extracto de J. macrocarpa muestra inhibicién del
crecimiento radial en contra de los tres hongos. Esto quiere decir que esta planta
también contiene componentes antifingicos que se puede utilizar para controlar
fitopatbgenos en cereales, especialmente F. verticilliodes (Valenzuela-Cota et al.,
2014).

J. macrocarpa es una especie que pertenece a la familia Primulaceae, en Sonora y
Sinaloa se le conoce como San Juanico (CONABIO, 2018). Es utilizada en la medicina
tradicional por los nativos de México y puede ser recolectada en comunidades rurales

de Sonora, México (Buitimea-Cantla et al., 2013).
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Mecanismos de Accion de Antifungicos
Las plantas, para protegerse de plagas y enfermedades, recurren a la produccién de
diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad
antifingica. Entre los compuestos mas conocidos se encuentran: flavonoides, fenoles,

glicésidos de fenoles, saponinas, etc. (Davicino et al., 2007).

El mecanismo de accion es variable, por ejemplo, la toxicidad de los fenoles en
microorganismos se atribuye a inhibicién enzimética por oxidacion de compuestos. El
modo de accion de los terpenos y aceites esenciales se postula que pueden causar
rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides
se ha postulado que se intercalan con el DNA, y de las lectinas y polipéptidos se
conoce que pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana o causar la
inhibicion competitiva por adhesion de proteinas microbianas a los polisacaridos

receptores del hospedero (Andrade-Bustamante et al., 2016).

La membrana plasmatica desempefia una importante funcién en la division celular y el
metabolismo. Las particulas lipidicas Illamadas esteroles constituyen
aproximadamente el 25 % de la membrana celular pero el contenido difiere entre la
célula fungica y la de los mamiferos. En las células fungicas predomina el ergosterol.
Polienos, azoles y alilaminas inhiben la sintesis de ergosterol o se fijan al mismo

modificando la permeabilidad de la membrana plasmaética (Allevato et al., 2007).

Polienos

Los antifungicos poliénicos comprenden la amfotericina B y la nistatina. Su mecanismo
de accién implica la union al ergosterol, el esterol principal de la membrana fangica, y
la alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica (Ponton et al., 2006). La
alteracion de la permeabilidad de la membrana permite la pérdida de proteinas,
glicidos y cationes monovalentes y divalentes, causas de la muerte celular. Puede

comportarse como fungicida dependiendo de la sensibilidad del hongo y de la
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concentracion en el lugar de la infeccion. Ultimamente, se han reportado algunos casos

de desarrollo de resistencia en algunas cepas de Fusarium (Allevato et al., 2007).

Azoles

Los azoles tienen un anillo con atomos de nitrégeno libres unidos mediante enlace
carbono-nitrégeno a otros anillos aromaticos. La naturaleza de estos anillos modifica
las propiedades fisicoquimicas, efecto terapéutico, toxicidad etc. Tienen actividad
fungistatica por inhibicion de la dimetilacion del lanosterol de la membrana
citoplasmatica fungica al unirse a una de las enzimas del citocromo P-450, ello lleva a
la acumulacion de metilesteroles y a la reduccion de la concentracion de ergosterol. In
vitro, se ha demostrado que voriconazol presenta actividad contra Fusarium spp
(Allevato et al., 2007).

Alilaminas

Las 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 plasméatica, se altera la organizacion celular y

disminuye el crecimiento del hongo (Allevato et al., 2007).

Equinocandinas

La pared fungica esta constituida por diferentes sustancias destacando glucanos,
quitina y manoproteinas. Los glucanos son polimeros de carbohidratos constituidos
por unidades de glucosa ligados por uniones B-1,3 (linear) y $-1,6 (ramificadas). La B-
(1,3)-glucano sintetasa es una enzima esencial para la integridad de la pared celular
del hongo. Toda mutacion que impide la sintesis de B-(1,3)-glucano es letal. Se han
estudiado tres familias de compuestos inhibidores de la sintesis de glucanos: las
papulacandinas, las equinocandinas y los triterpenos glicosilados (Thompson, 2002).
Las equinocandinas son lipopéptidos que inicialmente recibieron el nombre de
neumocandinas, por su actividad frente a Pneumocystis carinii y Candida. Su
mecanismo de accién radica en la inhibicion de la B-1,3 glucanosintetasa. La inhibicion
de esta enzima, presente en la mayoria de los hongos y ausente en las células de
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origen humano, lleva consigo una disminucién de la sintesis del glucano, permitiendo
gue la célula fungica entre en fase de inestabilidad osmatica y posterior muerte (Borrel-
Sole, 2002).

Algunos azoles como el fluconazol, el itraconazol y equinocandinas como

caspofungina, carecen de efecto fungicida frente a Fusarium (Allevato et al., 2007).

Mecanismos de Adaptacion a los Antifangicos

El desarrollo de resistencias a los antifungicos es un hecho inevitable, dada la gran
capacidad de adaptacion a los cambios ambientales que presentan los hongos. El
conocimiento de la resistencia a los antifungicos es esencial para el desarrollo de
estrategias eficaces que eviten los problemas que estan apareciendo en la actualidad
con las micosis por hongos resistentes. En la resistencia del hongo al antifungico
desempeiian un papel muy importante factores del hongo como: La resistencia innata
o primaria (presente antes de la exposicion al antifungico) y la adquirida (desarrollada
tras el contacto con el antifungico), la especie fangica, el tamafio de la poblacion
fungica, el cambio fenotipico y la capacidad para formar biopeliculas (Ponton et al.,
2006).

Los fungicidas que son activos contra patdbgenos que ya han infectado a la planta,
tienden a presentar un mayor riesgo a que los patégenos desarrollen resistencia a este
tipo de fungicidas. Un patdgeno resistente es menos sensible a la accion del fungicida,
haciendo que éste sea menos efectivo o mas aun, inefectivo. Estos fungicidas son
capaces de penetrar la planta y eliminar selectivamente los hongos invasores, ellos
estan disefiados para identificar proteinas o enzimas especificas producidas por estos
hongos. Ya que el modo de accion de estos fungicidas es tan especifico, cualquier
pequefio cambio en la genética de los hongos, pueden superar la eficacia de estos
fungicidas y las poblaciones del patégeno pueden tornarse resistentes en aplicaciones
futuras. Las estrategias de manejo de enfermedades que se basen primordialmente

en aplicaciones curativas de fungicidas, conduciran a mas problemas de resistencia
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debido a que el tamafio de la poblacion de la cual individuos resistentes son
seleccionados es mas grande, es dificil erradicar a todos los hongos dentro de una
planta y frecuentemente algunos patdégenos escapan a la accion del fungicida (Tuttle
McGrath, 2004).

Algunos productos de desarrollo reciente son Unicos ya que no afectan directamente
al patégeno. Muchos de ellos obtienen una respuesta de la planta huésped conocida
como “resistencia sistémica adquirida”. Estos inductores de resistencia sistémica
adquirida, basicamente imitan sefiales quimicas en las plantas que activan los
mecanismos de defensa de la planta como lo son la produccion de paredes celulares
mMAas gruesas Yy proteinas antifungosas. Sin embargo, la utilidad de los inductores ha
sido limitada debido a que muchos patégenos son capaces de vencer dichas defensas
(Tuttle McGrath, 2004).

La resistencia a fungicidas es un caracter heredable y estable que da como resultado
una reduccion en la sensibilidad al fungicida por parte de un hongo en particular. Esta
capacidad se obtiene a través de un proceso evolutivo. Los fungicidas con un solo sitio
de accion presentan un alto riesgo para el desarrollo de resistencia si se les compara
con los fungicidas de multiples sitios de accion. La mayoria de los fungicidas que se
desarrollan hoy en dia tienen un solo modo de accién porque este tipo de accion se
asocia con un potencial bajo de impacto negativo al ambiente, incluido aquellos

organismos para los cuales no esta dirigido la accién del fungicida.

Cuando la resistencia al fungicida es el resultado de la modificaciéon de un gen
dominante, las subpoblaciones del patdogeno son muy sensibles o altamente
resistentes al pesticida. La resistencia, en este caso, se entiende como una pérdida
completa del control de la enfermedad que no puede ser superada, aun si se utilizan
dosis mas altas o aplicaciones de fungicidas mas frecuentes. Este tipo de resistencia

es referida comunmente como “resistencia cualitativa”.
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Cuando la resistencia al fungicida es el resultado de la modificacién de varios genes
gue interactian, los aislamientos del patégeno muestran un rango de sensibilidad al
fungicida, que depende de la cantidad de cambios que ocurren en los genes. La
variacion en la sensibilidad dentro de la poblacion es continua. La resistencia en este
caso se interpreta como el deterioro del control de la enfermedad que puede ser
superada utilizando dosis mas altas y aplicaciones de fungicidas mas frecuentes. La
seleccion a largo plazo por resistencia en el patégeno mediante la aplicacion repetida
del fungicida, puede eventualmente dar como resultado la utilizacion de las dosis méas
altas indicadas en las etiquetas y/o la reduccion de los intervalos de aplicacion, los
cuales no controlaran adecuadamente la enfermedad. Este tipo de resistencia al

fungicida se le denomina comunmente como “resistencia cuantitativa”.

Los aislamientos de hongos que son resistentes a un fungicida a menudo son también
resistentes a otros fungicidas relacionados, aun cuando no han sido expuestos a estos
fungicidas, ya que todos ellos poseen el mismo modo de accion. A esto se le llama
resistencia cruzada. Ocasionalmente ocurre una resistencia cruzada negativa entre
fungicidas no relacionados debido a que el cambio genético que le confiere resistencia
a un fungicida hace que el aislamiento resistente sea mas sensible a otro fungicida
(Tuttle McGrath, 2004).

Resistencia a Polienos

La resistencia a los polienos ha aumentado las enfermedades fungicas causadas por
hongos emergentes como Trichosporon asahii, Candida lusitaniae, Candida
guillermondii, Aspergillus terreus, Fusarium, Scopulariopsis y Scedosporium. Muchos
de estos hongos presentan una resistencia primaria a la amfotericina B y pueden

causar infecciones (Ponton et al., 2006).
La emergencia de hongos resistentes a los polienos se debe a la produccién de

cambios cualitativos y cuantitativos en los esteroles de la membrana_(Ponton et al.,

2006), es decir, el hongo es capaz de disminuir y sustituir el ergosterol por otros
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esteroles. También se ha descrito un aumento en la actividad catalasa que produce

una disminucion de la sensibilidad al dafio oxidativo.

Resistencia a Azoles

Laresistencia a los azoles puede ocurrir por una variedad de mecanismos que incluyen
mutaciones que modifican la diana, sobreexpresion del gen ERG11, sobreexpresion
de bombas de eflujo de la membrana que sacan el antifungico del interior de la célula
fungica, interferencia con la accion sobre la 14-alfa-demetilasa, alteraciones en otras
enzimas de la biosintesis del ergosterol y la disminucién de la permeabilidad de la
membrana plasmatica al farmaco. La resistencia suele ir apareciendo gradualmente
debido a la presion continua que el antifungico ejerce sobre el hongo (Ponton et al.,
2006).

Resistencia a Alilaminas

La resistencia a la terbinafina, una alilamina, no es muy frecuente y se ha relacionado
recientemente con una mutacion en el gen ERG1 (escualeno epoxidasa, diana) y
sobreexpresion de CDR1 y CDR2 (genes que codifican las bombas de eflujo) (Ponton
et al., 2006).

Resistencica a Equinocandinas
Se produce por mutaciones en el gen FSK131 (B-1,3 glucano sintasa, diana). No se

han observado resistencias cruzadas con polienos y azoles (Ponton et al., 2006).

Como se mencion0 anteriormente, se han realizado estudios sobre la actividad
antifingica de la planta J. macrocarpa, en donde se ha logrado purificar y caracterizar
parcialmente una fraccibn con capacidad antifingica contra los hongos
micotoxigénicos Y fitopatégenos del maiz Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y
Fusarium verticillioides (Valenzuela-Cota et al., 2016; Medina-Lopez et al., 2016), asi
como contra los fitopatdgenos Botrytis cinerea y Alternaria alternata. También se ha
encontrado que esta fraccion actla sobre la pared celular y que tienen la capacidad

de hidrolizar la quitina presente en la pared celular de los hongos, asi como de inhibir
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competitivamente la actividad de enzimas 3-1,3-glucanasa de los hongos A. flavus y
F. verticillioides (Buitimea-Cantua et al., 2013), enzima indispensable para la correcta
formacion de la pared celular. En otro estudio realizado se encontrd que la fraccion
antifingica de J. macrocarpa es capaz de promover la produccion intracelular de
especies reactivas de oxigeno en F. verticillioides, asi como de inhibir la actividad de
las enzimas catalasa y superoxido dismutasa (Valenzuela-Cota et al., 2016). Sin
embargo, aun se desconoce si la aplicacion de esa fraccion antifingica puede afectar
de la misma forma a F. verticillioides cuando se le expone por tiempo prolongado.

Con la presente investigacion se pretende determinar los cambios estructurales y
fisiolégicos que ocurren en F. verticillioides cuando es sometido a la exposicion
constante de la fraccion antifingica de J. macrocarpa que eventualmente le permitan

al hongo recuperar su capacidad de desarrollarse.
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HIPOTESIS

Cuando el hongo F. verticillioides se encuentra en constante exposicion a la fraccion
antifingica de J. macrocarpa, este activa mecanismos de accion que lo hace resistente
a ella, manifestandose en la recuperacion de las estructuras y funciones celulares

alteradas.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la capacidad del hongo F. verticillioides para recuperar sus caracteristicas
estructurales y fisiolégicas modificadas por la presencia de una fraccion antifungica de

J. macrocarpa, durante su exposicion constante a esta fraccion.

Objetivos Particulares
e Determinar el efecto de la exposicidn constante a la fraccion antifungicas de J.
macrocarpa sobre la germinacion y el tamafio de las esporas, asi como del de
hifas apicales, durante el desarrollo de los diferentes cultivos del hongo en
estudio.
e Determinar el efecto de la exposicidén constante de la fraccion antifangica sobre
la actividad B-1,3-glucanasa, durante el desarrollo de los diferentes cultivos del

hongo.
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MATERIALES Y METODOS

Fraccion Antifungica
La fraccion antifungica utilizada en este estudio se obtuvo de la planta Jacquinia
macrocarpa (San Juanico), mediante el siguiente procedimiento: Las partes aéreas de
la planta seca se molieron a un tamafo de particula homogéneo y se utilizaron para
obtener un extracto crudo agregando al 6 % (p/v) a una solucién de metanol:agua
(70:30), la cual se agité a una velocidad constante durante una hora y después se
mantuvo en almacenamiento durante 72 h a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente se filtrd con papel filtro Whatman No. 1 y después mediante un filtro de
fibra de vidrio. Para eliminar el solvente del extracto se utilizd un rotaevaporador de la
marca Yamato (RE300A, Yamato, USA) a 40 °C, obteniendo de esta forma los solidos

del extracto crudo.

A partir del extracto crudo se obtuvieron las fracciones diferenciales, los solidos del
extracto crudo se mezclaron con agua y posteriormente se particionaron
secuencialmente en diferentes solventes inmiscibles en agua, con diferentes
polaridades los cuales fueron hexano, acetato de etilo y n-butanol. Las mezclas se
agitaron durante 6 h y después se dejaron separar en un embudo de separacién para
obtener las distintas fracciones diferenciales. A las fracciones diferenciales se les
elimind el solvente mediante un rotaevaporador a 40 °C para obtener el sélido. Las
fracciones deferenciales fueron seleccionadas de acuerdo con la actividad antifangica
que fue reportada en estudios previos (Buitimea-Cantlua et al., 2013) y corroborada en
la presente investigacion. Este sdlido fue utilizado para incorporarse en las diferentes

determinaciones, como se menciona mas adelante.
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Elaboracién de Suspensidon de Esporas Fungicas
El hongo filamentoso, fitopatbgeno del maiz, Fusarium moniliforme (sin6bnimo
Fusarium verticillioides) ATCC® 52539™, fue el utilizado en el presente estudio. Se
cultivd en agar Czapek (Difco Laboratories; Ditroit, MI, USA) durante 7 dias a una
temperatura de 25 °C. Después del crecimiento colonial, se prepard una suspension
de esporas en una solucion de tween 80 al 0.1% (v/v) de acuerdo con el procedimiento
descrito por Davet y Roxuel (2000) y se calcul6 su concentracién mediante el método
de la cAmara de neubauer. Esta suspension fue utilizada para iniciar los cultivos del

hongo para obtener la primera semana.

Obtencion de Cultivos Fungicos de Diferentes “Generaciones”

De la suspension de esporas obtenida se tom6 un volumen necesario para obtener
una concentraciéon de esporas de 1 X 10° esporas/mL que fueron inoculados en 3
placas Petriy en un matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo agar Czapek y la CMlso
de la fraccion antifungica. Todas las placas Petri se incubaron durante 7 dias y se
utilizaron para llevar a cabo las determinaciones de inhibicion de crecimiento radial y
de dimensiones de hifas como se describe mas adelante. Los resultados de las
determinaciones realizadas a estos cultivos fueron considerados como los resultados
para la semana 1 (denominada “generacion 1”). Por otro lado, el matraz inoculado fue
también incubado durante 7 dias a la temperatura Optima de crecimiento. Con el
micelio desarrollado en el matraz se realizé una suspension de esporas en solucién
tween 80 al 0.1 % (como fue descrito anteriormente) y esta suspension correspondié
a las esporas de la generacion “1”, las cuales se utilizaron para, por una parte, inocular
otras 3 placas de Petri y un matraz conteniendo agar Czapek y la CMIso de la fraccion
antifungica. Con estas placas se llevaron a cabo las determinaciones de inhibicion de
crecimiento radial y de dimensiones de hifas, cuyos resultados correspondieron a la
generacion “2” y el matraz se incubd para obtener una suspensién de esporas que
correspondiente a la generacion “2”. Por otra parte, las esporas de la generacion “1”

fueron también utilizadas para realizar las determinaciones de germinacion y de

34



dimensiones de esporas de la generacién “1” (metodologia descrita mas adelante).

Este mismo procedimiento se repitié durante 7 semanas (Figura 4).

El andlisis de crecimiento radial se determiné a todas las generaciones obtenidas. En
tanto que solo a las generaciones 1, 3y 7 se les determing, ademas, germinacion y
dimensiones de esporas, dimensiones de hifas apicales, asi como actividad 3-1,3

glucanasa.
Para determinar el efecto de la exposicion constante de F. verticillioides a la fraccion

antifingica, sobre diversas expresiones fenotipicas, los siguientes analisis se llevaron

a cabo en esporas o micelio obtenidos de las semanas de exposicién 1, 3y 7.
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Suspensidn de esporas sin
tratamiento antifiingico

Inoculacion
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=¥ e Czapek con Antifungico,
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Figura 4. Diagrama de flujo del procedimiento general seguido para llevar a cabo los
analisis de CR (crecimiento radial), DH (dimensiones de hifas), GE (germinacion de

esporas), DE (dimensiones de esporas) y AG (actividad [3-1,3 glucanasa) a F.

verticillioides tratado con la fraccion antifingica de J. macrocarpa y un control (sin

antifungico).



Determinacion de la Cinética de Crecimiento Radial

Este analisis fue utilizado para determinar la actividad inhibitoria de la fraccion
antifingica a cada una de las generaciones (semanas) del hongo. Se prepararon
placas Petri conteniendo medio de cultivo agar Czapek y adicionadas con la
concentracion minima que inhibe el 50 % del crecimiento radial del hongo (CMiIso),
previamente determinados, esto es 5 mg/mL de la fraccion antifungica de J.
macrocarpa. Posteriormente se inocularon con una suspensién de 1 x 10° esporas/mL
de F. verticillioides, al centro de la placa en un pozo de 0.5 mm de diametro, realizado
en el medio de cultivo. Se utilizé un control conteniendo sélo medio agar Czapek. Las
placas Petri inoculadas se incubaron en la oscuridad a 25 °C. Cada 24 h el diametro
de las colonias fue medido (Rosas-Burgos et al., 2011).

Para determinar la velocidad de crecimiento radial (un) del hongo F. verticillioides
expuestas a la fraccion antifingica de J. macrocarpa de los diferentes cultivos, los
datos de crecimiento radial fueron analizados por el programa Statistica version 9
(TIBCO® Software, Inc.) mediante el procedimiento de modelos no lineales. Los datos

fueron ajustados a la ecuaciéon de Gompertz modificada:

y=4- exp{—exp['umA- © A1—-1t)+1]}

Donde:

Y es el tiempo, A es el crecimiento méximo del hongo, A es la fase lag del hongo (la

duracion de la fase de adaptacion) y um es la velocidad méaxima de crecimiento.
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Determinacion de la Cinética de Germinacion de Esporas
Este analisis se llevd a cabo a esporas obtenidas del hongo de las generaciones 1, 3
y 7 expuestas a la fraccién antifungica. En placas de 12 pocillos de fondo plano de 1.9
cm? de area (Corning, NY, USA), conteniendo caldo Czapek (Difco Laboratories;
Ditroit, MI, USA) y la CMIso de la fraccion antifingica, asi como el control antes
mencionados, se deposité una suspension con 1x108 esporas/mL y se incubé a 25 °C.
Los pocillos de estas placas contenian laminas de vidrio en el fondo con la finalidad de
gue en ellos se depositen las esporas para poderlas retirar y de esa forma observar en
un microscopio optico. Los vidrios conteniendo las esporas se retiraron de su
incubacion cada 3 h durante 24 h. En cada tiempo de muestreo se tomaron fotografias
de diferentes campos hasta contar con la imagen de aproximadamente 100 esporas
para determinar el nimero de esporas germinadas. Las imagenes obtenidas fueron
utilizadas para observar el nimero de esporas germinadas utilizando el programa para
procesamiento de imagenes Image-Pro Plus version 6.3 (Media Cybernetics, Inc.).
Una espora se consideré germinada cuando la longitud del tibulo germinal era igual o
mayor al diametro total de la espora. Posteriormente se calcul6 el porcentaje de

inhibicion de la germinacion mediante la ecuacion:

%I = [(%Sc — %St)/(%Sc)]100
Donde:
% Sc es el porcentaje de esporas germinadas en el control y % St es el porcentaje de

esporas germinadas en el tratamiento.

Para determinar la velocidad de germinacién (k) de las esporas de F. verticillioides
expuestas a la fraccion antifungica de J. macrocarpa de los diferentes cultivos, los
datos de porcentaje de germinacion fueron analizados por el programa Statistica
versiéon 9 (TIBCO® Software, Inc.) mediante el procedimiento de modelos no lineales.
Las curvas de germinacién de esporas fueron obtenidas utilizando la ecuacion

logistica:
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S = Smax/1 + [(Smax — So)/So]e™*

Donde:

S es el porcentaje de esporas germinadas después del tiempo t, So es el porcentaje
inicial de germinacién, Smax es el porcentaje de germinacion mas alto (t—»x), y k es

la velocidad de germinacion de las esporas.

Determinacion de Dimensiones de Esporas
Esta determinacion se llevd a cabo a esporas obtenidas de los hongos de las
generaciones 1, 3 y 7. Para llevar a cabo este andlisis se utilizaron las mismas
imagenes obtenidas durante el analisis de germinacién de esporas. Las fotografias
obtenidas se utilizaron para realizar mediciones del diametro de 100 esporas utilizando
el programa para procesamiento de imagenes Image-Pro Plus versién 6.3. Las
mediciones de las esporas se realizaron a lo largo y a lo ancho de la espora, cada 3 h

de incubacion, hasta la germinacion de la espora.

Determinacion de las Dimensiones de Hifas Apicales
Las dimensiones fueron tomadas a las hifas apicales del hongo expuesto a la fraccion
antifingica de cada una de las generaciones desarrolladas. Después de un periodo de
7 dias de incubacion de los hongos en placas Petri conteniendo medio czapek y la
CMilso de la fraccion antifingica para el hongo, se les realizaron 100 mediciones de
longitud y diametro a las hifas del micelio apical como lo propuso Larralde et al. (1997).
Las mediciones se llevaron a cabo en fotografias tomadas a las observaciones
realizadas en un microscopio de luz y empleando el programa para procesamiento de
imagenes Image—Pro Plus version 6.3 (Media Cybernetics, Inc.). También se
realizaron 100 mediciones del micelio desarrollado en placas con cada uno de los

controles.
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Inhibiciéon de Actividad B-1,3-glucanasa
Para evaluar la susceptibilidad de la enzima B-1,3-glucanasa del hongo a que su
actividad sea inhibida por las fracciones antifingicas, se utilizaron glucanasas
comerciales (Sigma-Aldrich, 49101) y extracto con actividad -1,3-glucanasa obtenido

de F. verticillioides, haciendo uso de la metodologia que a continuacion se describe.

Obtencién de extractos con actividad B-1,3-glucanasa
Para la obtencién del extracto proteico se empleé F. verticillioides pertenecientes a las
determinadas generaciones, cultivados en Caldo czapek por 96 h a 25 °C. El hongo
se separo del caldo de cultivo por centrifugacién a 2,500 x g durante 15 mina 4 °C. Al
sobrenadante se le adiciono 10 mL del buffer de extraccion Tris/HCI 20 mM (pH 7.5) y
alicuotas de 1 mL se transfirieron a tubos Eppendorf para someterse a sonicacion
(Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Model 500) a 40 Hz por 3 min y 4 °C, seguido
de 2 min de incubacion en hielo. La solucion obtenida se centrifugo a 1,650 g por 15
min a 4 °C. El sobrenadante final se colecto y utiliz6 como extracto con actividad -

1,3-glucanasa.

Determinacion de Proteina

A los extractos con actividad B-1,3-glucanasa se les determiné el contenido de proteina
utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific, 2018) (Anexo A).

Deteccion de la actividad B-1,3-glucanasa
El ensayo se inici6 agregando 125 pL de sustrato (laminarina de Laminaria digitata
Sigma; nimero de catalogo L9634; St. Louis, MO), 12 uL (3 pmol de glucosa mint) de
enzima comercial $-1,3-glucanasa (Sigma-Aldrich; nimero de catalogo 49101; St. Luis
MO) o extracto con actividad (-1,3-glucanasa obtenido del hongo, 362 pL del buffer
acetato de sodio 100 mM (pH 5). Este ensayo se realizo en presencia y ausencia de
12 uL de la fraccion antifingica a una concentracion de 5 mg mLl. La mezcla se
incubo a 37 °C durante 25 min y los azUcares reductores liberados en la reaccion de

hidrolisis se determiné mediante el método de Somogy y Nelson (anexo B) (Li et al.,
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2003). Los resultados se compararon con un estandar de glucosa, donde una unidad
(U) de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza la liberacién de
azucares reductores a partir de equivalentes de laminarina para producir 1 pmol de
glucosa min, bajo las condiciones del ensayo (Vargas-Arispuro et al., 2009).

Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de datos mediante un ANDEVA usando un disefio
completamente al azar en donde la fuente de variacion corresponde al nimero de
“generaciones” (semanas de exposicion). Las variables respuesta fueron: inhibicion de
crecimiento radial (%), germinacion de esporas (%), dimensiones de esporas (um),
dimensiones de hifas (um) e inhibicién de actividad B-1,3-glucanasa (%). La diferencia
significativa entre subconjuntos homogéneos se determind mediante la prueba de
Tukey (P<0.05). Se empleé el paquete estadistico Statistical Analysis System (SAS,
2005). Todos los analisis fueron realizados por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El hongo F. verticillioides fue expuesto a la fraccion antifangica de J. macrocarpa
durante 7 semanas consecutivas. En los resultados que se muestran a continuacion,
se le denomind a cada semana de incubacion como la correspondiente “generacion’,
es decir, a la semana 1 se le denominé “generacion 1, a la semana 2, “generacién 2”

y asi sucesivamente.

Crecimiento Radial

Como se puede observar en la Tabla 2, la fraccion antifingica de J. macrocarpa mostré
la capacidad de inhibir hasta un 85.8 % el crecimiento radial de F. verticillioides, hasta
el final de cada periodo de incubacion (168 h). Este valor se obtuvo con la primera
generacion de esporas expuestas al antifungico. Estos valores de inhibicion son
similares a los porcentajes reportados previamente (Valenzuela-Cota et al., 2014).
También se observa que, a partir de la tercera generacion, el hongo es menos inhibido
gue durante las primeras generaciones, es decir, recupera un 38.7 % de su crecimiento
radial. La recuperacion obtenida por el hongo fluctia entre el 3.3 y 44.5 % en las
siguientes generaciones y, de acuerdo con el analisis estadistico, los porcentajes de
recuperacion de la tercera a la séptima generacion no muestran diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05). Estos resultados sugieren que, F.
verticillioides tiene la capacidad de recuperar su desarrollo hasta un determinado punto
(44.5 £ 5.3 %), cuando es expuesto constantemente a la fraccién antifungica de J.
macrocarpa, sin embargo, el crecimiento del hongo continda siendo inhibido

considerablemente.

En la figura 5 se muestran las cinéticas de crecimiento radial de F. verticillioides en un
medio control y expuesto a la fraccion antifingica de J. macrocarpa en las diferentes
generaciones. El crecimiento de los hongos en los tratamientos con J. macrocarpa, de
las generaciones 4 a la 7, tienen comportamiento similar, es decir, de manera general,

el crecimiento inicia antes de las 24 h de incubacion siguiendo un crecimiento lineal
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicidén y de recuperacion del crecimiento radial a las 168 h

de incubacién de F. verticillioides expuesto a una fraccion antifingica de J. macrocarpa

en diferentes generaciones.

Generacion (dias)

Inhibicion (%)

Recuperacion (%)

Control

7

85.8 +1.42

82.5+6.62

47.1+3.9°

54.3+11.4°

53.1+5.8°

41.3+5.3b

42.9+0.0P

3.3+6.6°

38.7 £3.92

31.5+11.42

32.7+£5.82

445 +5.32

42.9+£0.02

Los valores con letras en superindice iguales en cada columna indican que

presentan diferencias significativas (P < 0.05).

43

no



he
wn

4 Control
—g 3.5
L e Generacion 1
o 3
S e Generacion 2
5 2.5
o e Generacion 3
£ 2
g Generacion 4
-.g 15 e Generacion 5
©
e o1 e GENEFACIoN 6
0.5 == Generacion 7
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo de incubacién (dias)
4
3.5 J. macrocarpa
3

== Generacion 1

N~
"

e Generacion 2

e GeNeracion 3

Generacion 4

Radio de la colonia (cm)
N

1.5
e Generacion 5
1 === (Generacion 6
== Generacion 7

0.5

0

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo de incubacidn (dias)
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incubado durante 7 dias.
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hasta un punto de inflexion entre los dias 3 a 5 y posteriormente la curva se torna con
menor pendiente. En tanto que la generacion 1, 2 y 3 inician su crecimiento despueés
de la 24 h de incubacion. En el caso de la generacion 3, el comportamiento posterior
es similar al de las generaciones posteriores, sin embargo, la generacién 1 tiene un
desarrollo lineal durante todo el experimento y muestra los radios menores en todos
los puntos de la cinética, comparado con el resto de las generaciones. Al comparar las
cinéticas de crecimiento de los hongos tratados con la fraccion de J. macrocarpa y el
control, es evidente que las pendientes de todas las generaciones en los controles son
mucho mas pronunciadas que en los hongos con tratamiento antifingico y los valores
de radio de la colonia de los controles son mayores a los de los hongos con tratamiento

antifiingico, durante todo el periodo de incubacion, asi como al final del experimento.

En la tabla 3 se puede observar que el crecimiento radial de F. verticillioides sin
tratamiento antifungico (control) de la generacion 1 (semana 1) obtuvo una pum de 0.3,
es decir, se observa una velocidad de 0.3 cm/dia. Sin embargo, el extracto antifingico
de J. macrocarpa afectdé considerablemente en la velocidad de crecimiento radial
obteniendo una um de 0.007, existiendo una diferencia entre ambas velocidades de
0.023. En la generacién 2, la um en el control y la del tratamiento son menores que las
obtenidas en la generacion 1 (0.02 y 0.005, respectivamente), sin embargo, la
diferencia es menor (0.015). En la generacién 3 (semana 3) la diferencia entre la pm
del control y la del tratamiento es 0. Es decir, el extracto antifingico no afectd, en esta
generacion, la velocidad del crecimiento radial. En las generaciones 4, 5y 6 las
diferencias obtenidas entre el control y el tratamiento fluctian entre 0.02 y 0.01,
mayores que la obtenida en la generacion 3. Sin embargo, durante la generacion 7, la
diferencia fue de 0. Es decir, el valor um de las generaciones 3y 7 no fue afectada por

J. macrocarpa.
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Tabla 3. Constante de velocidad (um) del crecimiento radial de F. verticillioides
incubado en agar czapek (control) y en agar czapek adicionado con la fraccion

antifangica de Jacquinia macrocarpa en diferentes generaciones.

Tratamiento pHm HMc — HMim R

Generaciéon 1

Control 0.03 0.99
0.023
J. macrocarpa 0.007 0.95
Generacion 2
Control 0.02 0.99
0.015
J. macrocarpa 0.005 0.88
Generacion 3
Control 0.02 0 0.96
J. macrocarpa 0.02 0.96
Generacion 4
Control 0.03 0.99
0.02
J. macrocarpa 0.01 0.82
Generacion 5
Control 0.03 0.98
0.02
J. macrocarpa 0.01 0.98
Generacion 6
Control 0.03 0.99
0.01
J. macrocarpa 0.02 0.97
Generaciéon 7
Control 0.02 0 0.97
J. macrocarpa 0.02 0.94

pmce = Constante de velocidad del crecimiento radial en medio control.
pumam = Constante de velocidad del crecimiento radial en medio tratadas con la fraccion

antifungica de J. macrocarpa.
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Germinacion de Esporas

Como se puede observar en la figura 6, las esporas de F. verticillioides de la
generacion 1, inoculadas en el medio control alcanzaron el 100 % de germinacion a
las 24 h de incubacién, tiempo en el que Unicamente el 27 % de las esporas expuestas
a la fraccion antifungica pudieron germinar. Después de un periodo de incubaciéon de
42 h, estas ultimas esporas alcanzaron el 100 % de la germinacion. Es decir, se aprecia
un efecto de retraso en la germinacién de las esporas expuestas a J. macrocarpa.
Valenzuela-Cota et al. (2014), reportaron un 11.8 % de inhibicion de la germinacion de
esporas de F. verticillioides expuesta a la fraccion antifangica de J. macrocarpa
después de en un periodo de incubacion de 48 h, sin embargo, durante las primeras
24 h de incubacion sdélo germinaron aproximadamente el 50 % de las esporas.

En la figura 6 se puede observar que en las generaciones 3y 7, aunque existe un leve
retraso en el inicio de la germinacion en comparacion con sus respectivos controles (3
horas posteriores al control para generacién 7), ese retraso no es tan evidente como
el sucedido con la generacion 1 (9 h posteriores al control). Se observa también que
mientras las esporas de la generacidon 1 alcanzan el 100 % de su germinacion hasta
las 42 h (18 h posteriores al control), las generaciones 3y 7 lo hacen desde las 27 h

(3 h posteriores a los controles).

Estos resultados coinciden con los obtenidos de crecimiento radial, es decir, la
generacion 1 tratada con la fraccion de J. macrocarpa es la generacion con mayor
inhibicién del crecimiento radial y la que presenta un mayor retraso en la germinacion
de sus esporas. En tanto que en las generaciones 3 y 7 la inhibicién del crecimiento

radial es menor, asi como menor es el retraso en la germinacion de las esporas.
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Figura 6. Porcentaje de germinacion de esporas de F. verticillioides incubado en caldo
czapek (control) y en caldo czapek adicionado con la fraccion antifingica de J.
macrocarpa a diferentes tiempos de incubacion.
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A los datos obtenidos de porcentaje de germinacion de las esporas de F. verticillioides
se les realizé un analisis aplicando un modelo logistico para estimar la velocidad de
germinacion de las esporas de las diferentes generaciones y sus respectivos controles
(Tabla 4). El proceso de crecimiento puede expresarse por la constante de velocidad
de crecimiento (k). Equivale al nimero de generaciones por unidad de tiempo,

expresado a menudo como generaciones por hora (Prescott et al., 2002).

En la tabla 4 se puede observar que las esporas de F. verticillioides sin tratamiento
antifangico (control) de la generacion 1 (semana 1) obtuvo una k de 0.23, es decir,
germinaron el 0.23 % de esporas por hora. Sin embargo, el extracto antifingico de J.
macrocarpa afectd considerablemente en la velocidad de germinacion las esporas
obteniendo una k de 0.15, existiendo una diferencia entre ambas velocidades de 0.08.
En la generacion 3 (semana 3) la diferencia entre la k del control y la del tratamiento
(0.33 y 0.29, respectivamente) es menor, 0.04. Es decir, hubo una menor afectacion
del tratamiento con la fraccion antifingica en esta generacién comparado con el efecto
causado durante la generacion 1, lo cual concuerda con los resultados de los analisis
de crecimiento radial, en donde se observa una recuperacion del crecimiento radial
durante la generacion 3. Sin embargo, durante la generacion 7, en donde se esperaria
una diferencia del valor k, entre el control y el tratamiento con la fraccion antifungica,
igual o menor a la generacién 3, la diferencia fue de 0.11, mayor que en las
generaciones 1 y 3. Es decir, el valor k de esta generacién de esporas fue mas

afectada por J. macrocarpa que las generaciones anteriores.

Otros autores han evaluado el efecto de diferentes tipos de compuestos bioactivos
sobre el valor k para la germinacion de esporas fungicas y algunos de esos
compuestos han mostrado un efecto de retraso en la taza de germinacion de las

esporas (Lépez-Meneses et al., 2015, Rosas-Burgos et al., 2011).
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Tabla 4. Constante de velocidad (k) de la germinacion de esporas de F. verticillioides
incubado en caldo czapek (control) y en caldo czapek adicionado con la fraccion

antifangica de Jacquinia macrocarpa en diferentes generaciones.

Tratamiento k ke — Kim R

Generacién 1

Control 0.23047 0.9795
0.0793
J. macrocarpa 0.15117 0.9898
Generacion 3
Control 0.33836 0.9925
0.04519
J. macrocarpa 0.29317 0.9966
Generacion 7
Control 0.48304 0.9980
0.11681
J. macrocarpa 0.36623 0.9967

ke = Constante de velocidad de la germinacion de esporas en medio control.
ksm = Constante de velocidad de la germinacién de esporas tratadas con la fraccion

antifangica de J. macrocarpa.
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Dimensiones de Esporas
En la figura 7 se puede observar las dimensiones del largo y ancho de esporas de las
distintas generaciones de F. verticillioides sin tratamiento antifungico y tratado con la
fraccion antifangica de J. macrocarpa, a diferentes tiempos de incubacion. De acuerdo
con el analisis estadistico de los datos llevado a cabo, no se observan diferencias
significativas (P < 0.05) entre el promedio de todos los valores del control y el
tratamiento con J. macrocarpa, tanto para lo largo como para lo ancho, de las esporas
de las diferentes generaciones (Tabla 5). Valenzuela-Cota et al. (2014) reportaron que
tanto el largo como el ancho las esporas de F. verticillides no se vio afectado al ser
expuestas a J. macrocarpa. Estos autores también estudiaron el mismo efecto sobre
esporas de los hongos A. flavus y A. parasiticus en donde el antifiingico causé una
reduccion del tamafio. En general, Los valores del tamafio de esporas del hongo
expuesto a la fraccion antifingica observadas en el presente estudio fueron mas altos
gue el informado por el estudio mencionado anteriormente. Durante las observaciones

microscépicas se pudieron apreciar algunas esporas hinchadas y deformes (Figura 8).

Dimensiones de Hifas

En latabla 6 se pueden observar las dimensiones de largo y ancho de las hifas apicales
de varias generaciones de F. verticillioides desarrolladas después de 7 dias de
incubacion en medio Czapek conteniendo la CMlso de la fraccion antifungica de J.
macrocarpa. Las hifas apicales mostraron una reduccion en longitud en la primera,
tercera y séptima generacion del 10 %, 51 % y 27 %, respectivamente, asi como una
reduccion del ancho del 2.4 %, 31.3 % y 20.1 %, respectivamente. La longitud y el
ancho de las hifas apicales del hongo tratados con J. macrocarpa no mostraron
diferencias significativas al comparar la generacion 1 con la generacion 3, sin embargo,
tanto la longitud como el ancho de las hifas se observaron de mayor tamafio en la
generacion 7. Los resultados de este andlisis sugieren un incremento del efecto sobre
la longitud de las hifas apicales de la generacién 1 a la 3, pero una recuperacion del

crecimiento en la generacion 7.
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Figura 7. Dimensiones del largo y ancho de esporas de F. verticillioides incubado en
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macrocarpa, de las distintas “generaciones”. Los colores de las barras indican el

tiempo de incubacion (horas).
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Tabla 5. Dimensiones (um) promedio de largo y ancho de esporas de F. verticillioides

incubado en caldo czapek (control) y en caldo czapek adicionado con la fraccion

antifingica de J. macrocarpa a diferentes tiempos de incubacion.

Tratamiento Ancho (um) Largo (um)
Generacion 1
Control 3.87+0.222 12.14+£2.702
J. macrocarpa 3.78+0.312 12.26+0.912
Generacion 3
Control 3.64+0.432 8.34+0.952
J. macrocarpa 3.53+0.242 7.77+0.462
Generacion 7
Control 3.50+0.312 8.60+0.622
J. macrocarpa 3.68+0.212 8.51+0.302

Los valores con letras en superindice iguales, entre una misma generacion y en cada

columna, indican que los valores no presentan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 8. Esporas de F. verticillioides incubado en caldo czapek a las 21 horas, A:

control, B-D: adicionado con la fraccién antifungica de J. macrocarpa.
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Tabla 6. Dimensiones de hifas apicales de F. verticillioides determinadas a las 168 h

de incubacion expuesto a una fraccion antifingica de J. macrocarpa en diferentes

generaciones.

Dimensiones (um)

Control J. macrocarpa

Reduccion (%)

Generacion Longitud Ancho Longitud Ancho

Longitud Ancho

1 11.7+1.2° 16+0.1° 105+25° 1.6+0.3°
3 241+76° 23+0.8% 11.6+1.7° 1.6+0.1°
7 253+8.3 26+04* 185+1.3* 2.1+0.02

10.4 2.3
51.9 31.3
27.2 20.2

Los valores con letras en superindice iguales en cada columna indican que no

presentan diferencias significativas (P < 0.05).
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Es posible que la reduccion de la longitud de las hifas y las claras deformaciones en
las esporas del hongo utilizado en este estudio hayan sido debidas a la pérdida de
integridad de la pared celular. Por consiguiente, la permeabilidad de la membrana
plasmatica podria verse afectada, lo que podria explicar los cambios en la morfologia

y el tamafio de las esporas e hifas.

Actividad B-1,3-glucanasa
En la tabla 7 se puede observar el contenido proteico y la actividad glucanasa
especifica de los extractos proteicos obtenidos de F. verticillioides tratados con la
fraccion antifungica de J. macrocarpa de las distintas generaciones. De acuerdo al
analisis estadistico, los valores de actividad glucanasa especifica de las generaciones
1 y 3 son iguales, mientras que los valores de la generaciébn 7 son mayores. La
inhibicion de la actividad glucanasa (%) se calculé comparando la actividad glucanasa
de un extracto proteico de F. verticillioides sin tratamiento antifiingico con la actividad
glucanasa de los extractos proteicos obtenidos de los hongos de las diferentes

generaciones expuestos a la fraccion antifangica de J. macrocarpa.

Como se puede observar, durante la primera generacion de hongos, la actividad
glucanasa es mas inhibida (P < 0.05), mientras que en las generaciones posteriores la
fraccion antifungica produce una menor inhibicién de la actividad glucanasa, siendo
durante la ultima generacion en donde se observa el menor efecto inhibitorio, es decir,
la mayor actividad glucanasa. Es también evidente que la fraccion antifingica posee

la capacidad de inhibir la actividad de un enzima comercial 3-1,3-glucanasa (Figura 9).

Buitimea-Cantla et al. (2013) reportaron una reduccion del 17.6 % de la actividad
glucanasa de extractos proteicos de F. verticillioides tratados con una fraccion
antifingica de J. macrocarpa. Estos investigadores también evaluaron el efecto sobre
la actividad glucanasa de F. verticillioides tratados con una fraccion antifingica de
Baccharis glutinosa, obteniendo una inhibicién del 23.4 %. Por otra parte, Vargas-

Arispuro et al. (2009) reportaron alta inhibicion de la actividad glucanasa fungica con
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Tabla 7. Contenido proteico y actividad glucanasa especifica de extracto proteico de
Fusarium verticillioides de distintas generaciones expuestas a una fraccion antifingica

de J. macrocarpa.

Generacion  Contenido proteico  Actividad glucanasa Inhibicion de la

(mg/mL) (U/mg proteina) actividad
glucanasa (%)

1 1.3120.10° 0.07+0.00° 36.4

3 1.34+0.20° 0.08+0.01° 20.0

7 1.42+0.19 0.11+0.022 3.5

B-1.3- 0.07+0.01b 34.6
glucanasa
comercial*

Los valores son medias de tres experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado, donde valores con diferente letra indican diferencia estadistica significativa
(p< 0.05) + desviacion estandar.

*B-1,3-glucanasa comercial tratada con la fraccién antifingica de J. macrocarpa.
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extractos antifungicos de las plantas Larrea tridentata, Chenopodium ambrosiodes,

Ambrosia ambrosiodes, Melia azederach y Encelia farinosa.

Estos resultados coinciden con los obtenidos tanto en la determinacion de la inhibicion
del crecimiento radial como en la inhibicién de la germinacion de esporas, es decir, la
generacion 1 tratada con la fraccion de J. macrocarpa es la generacion con mayor
inhibicién del crecimiento radial, la que presenta un mayor retraso en la germinacién
de sus esporas y también la que su actividad glucanasa fue més inhibida. En tanto que
en las generaciones 3y 7 la inhibicion del crecimiento radial es menor, asi como menor

es el retraso en la germinacion de las esporas y la inhibicidn de la actividad glucanasa.

Los resultados obtenidos sugieren que el efecto que la fraccion antifungica ocasiona
en el hongo, lo cual inhibe su crecimiento, se ve disminuido a través del tiempo cuando
el hongo es expuesto constantemente a dicha fraccién, sin embargo, aunque en menor
media, los efectos permanecen. Aparentemente, el hongo implementa algin
mecanismo por el cual recupera, en cierta media, su capacidad de desarrollarse en

presencia del antifngico evaluado.
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CONCLUSIONES

Algunas caracteristicas de desarrollo y estructurales de F. verticillioides (crecimiento
radial y germinacion de esporas, asi como el tamafio de hifas apicales) decrecieron
cuando el hongo fue expuesto a una fraccion antifungica de la planta J. macrocarpa.
Sin embargo, cuando la exposicion a la fraccion antifingica fue constante, el hongo
mostro la capacidad de recuperar esas caracteristicas en determinado grado. No

obstante, el crecimiento del hongo continué siendo inhibido considerablemente.

De igual forma, una caracteristica fisiologica del hongo como es la actividad de la
enzima B-1,3-glucanasa, la cual fue afectada en presencia de la fraccion antifingica J.
macrocarpa, se recuperdé en cierta medida cuando la exposicion del hongo al
antifangico se prolong6 durante varios periodos. Dado que la actividad de la enzima 3-
1,3-glucanasa es indispensable para la correcta formacion de la pared celular de los
hongos, al ser inhibida pudo ocasionar la formacién de una pared celular débil,
causando la inhibicion del micelio del hongo. No obstante, es posible que la pared
celular de F. verticllioides, afectada, se haya recuperado hasta un determinado punto
y, en consecuencia, se haya desarrollado de nuevo el hongo.

Es posible que F. verticillioides active mecanismos de resistencia en el cual los

metabolitos producidos por el extracto antifingico de J. macrocarpa, sean suprimidos
o evadidos, facilitando, de nuevo, el desarrollo del hongo.
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RECOMENDACIONES

Confirmando estudios anteriores, el extracto de J. macrocarpa constituye un método
viable para el control de F. verticilioides, lo cual representa una alternativa natural al
empleo de agentes quimicos sintéticos. A pesar de ello, los resultados de este estudio
sugieren su uso potencial hasta cierto punto, ya que el hongo podria adquirir

resistencia al estar en constante contacto con el extracto.

Es importante determinar que otros sitios de la pared celular, asi como que otros
componentes de la célula (membrana y nucleo) de F. verticillioides estan siendo
afectados por las fracciones antifungicas de J. macrocarpa, para evidenciar los
mecanismos de resistencia de los hongos a los compuestos antifungicos obtenidos de

plantas.
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ANEXO A

Determinacién de proteina mediante el kit BCA de Thermo Scientific™ Pierce™

El ensayo de proteinas BCA de Thermo Scientific ™ Pierce ™ es una formulacion a
base de acido bicincininico (BCA) para la deteccion colorimétrica y cuantificacion de
proteinas totales. Este método combina la conocida reduccién de Cu*? a Cu*?! por la
proteina en un medio alcalino (la reaccién de biuret) con la deteccidén colorimétrica
altamente sensible y selectiva del catiéon cuproso (Cu*!) que utiliza un reactivo Gnico
gue contiene acido bicinconinico. El producto de reaccion de color parpura de este
ensayo es formado por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso.
Este complejo soluble en agua exhibe una absorbancia a 562 nm que es casi lineal
con concentraciones crecientes de proteinas en un amplio rango de trabajo (20-2000

Mg / mL).
Preparacién de reactivo de trabajo

1. Preparar el reactivo de trabajo mezclando 50 partes de BCA Reactivo A con 1 parte
de B

2. Pipetear 25 pL de cada muestra en un pocillo de microplaca

3. Agregar 200 uL de reactivo de trabajo a cada pocillo y mezclar bien la placa en un
agitador de placas durante 30 segundos.

4. Cubrir la placa e incubar a 37 ° C durante 30 minutos.

5. Enfriar la placa a temperatura ambiente.

6. Medir la absorbancia en o cerca de 562nm en un lector de placas.

7. Comparar con curva estandar
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Figura 1. Curva estandar realizada de albumina de suero bovino
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ANEXO B

Determinacion de Azucares Reductores por el Reactivo de Somogyi y Nelson

En un tubo de ensayo aforado colocar 0.5 mL de reactivo de Somogyi y 0.5 mL de la
solucion estudiar (solucion de glucosa entre 20 y 180ug/mL). Incubar esta mezcla
durante 40 minutos en un bafio de agua en ebullicion. Enfriar la solucion y afiadir 0.5
mL de reactivo del Nelson agitando suavemente y completar con agua hasta 5 mL.
Medir la absorbancia en una celda de 1 cm de ancho a la longitud de onda de 610 nm

usando agua destilada como blanco (Gonzalez y Castellanos, 2003).

Preparacién de reactivos

Reactivo de Somogyi

Preparacion reciente, colocar 4 mL de la solucion B en un matraz aforado de 100 mL,
y completar con la solucion A y mezclar. Solucién A: Disolver 50 g de carbonato de
sodio anhidro (Na2COs anh.), 50 g de sal Rochelle, 40 g de bicarbonato de sodio y 400
g de sulfato de sodio anhidro en 1600 mL de agua destilada, y diluir a 2000 mL. Mezclar
y filtrar la solucion si no queda clara. Almacenar a temperatura ambiente. Y si se
forman sedimentos a los pocos dias, filtrar nuevamente. Solucién B: Disolver 150 g de
sulfato de cobre penta-hidratado (CuS0a4.5H20) en agua destilada y diluir a 1000 mL.
Adicionar 0.5 mL de &cido sulfurico concentrado y mezclar.

Reactivo de Nelson

Mezclar 25 g de molibdato de amonio ((NH4)sM07024) en 450 mL de agua destilada,
21 mL de &cido sulfarico concentrado (H2SO4) y 0.6 g de arsenato monoéacido de sodio
(H24NasAsOz16) en 25 mL de agua destilada. Llevar a volumen de 500 mL e incubar a

37°C por 24-48 horas. Almacenar en recipiente ambar.

Es esencial el correcto manejo de las sustancias quimicas que se manipulan para
evitar accidentes ya que el contacto continuo puede irritar la piel, ser nocivos en caso

de ingestion y algunas sustancias pueden ser altamente inflamables y téxicos.
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Figura 2. Curva estandar realizada de glucosa
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