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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo la evaluacién de la actividad antifangica de los extractos
de cloruro de metileno de 22 cepas de hongos enddfitos obtenidos de Taxus globosa
Schldt contra tres tipos de hongos fitopatdogenos: Pythium ultimum var. ultimum, Fusarium
spp y Alternaria spp; responsables de grandes pérdidas econémicas en cultivos de

importancia agricola.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad usando algunos de los estandares del CLSI
(Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio) con pequefias modificaciones; adaptando
la metodologia M38-A para hongos filamentosos. En este ensayo REMA (ensayo de
microtitulacibn con Resazurina); los extractos diluidos mas el medio RPMI-1640
conteniendo a las esporas de los fitopatégenos y la Resazurina al 0.002% fueron
adicionadas a los pozos de las microplacas. El cambio de color fue leido después de 18 a
24 h de incubacion. Se usaron las instalaciones del Laboratorio de Control ambiental del
Instituto Tecnoldgico de Oaxaca en colaboracion con el Laboratorio de Biologia Molecular
de la UABJO.

Los extractos que presentaron actividad antifangica importante frente a Fusarium sp,
fueron KG09, KG10, KG21, CT25, KG36, KG44, KG47, KG56, KG61, KG62, KG72, KG73,
KG74 y KG76. Contra Alternaria sp presentaron actividad las cepas: KG47, KG61, KG73,
KG74 y KG76 estas cuatro cepas alcanzaron un color rosa palido transparente. Y contra
Pythium ultimum var. ultimum las cepas KG10, KG12, KG14, KG17, KG21, KG47, KG48,
KG72, KG 73, KG74 y KG76.

Los extractos mas efectivos fueron las provenientes del filtrado-caldo, las concentraciones
minimas inhibitorias al ser menores de 100 ug/ul demostraron que la actividad fungicida
fue buena, y el hongo mas sensible a los extractos fue Fusarium sp, seguido de Pythium

ultimum var. ultimum, y al final Fusarium sp.



INTRODUCCION

Son ampliamente conocidas las restricciones de organismos internacionales que
dictaminan a ciertos fungicidas sintéticos, pues su uso inadecuado tanto en numero de
aplicaciones y dosificacion ha provocado efectos devastadores al acumularse como
contaminantes que afectan al suelo, agua y productos agricolas. Ademas, han dado lugar
a la aparicion de microorganismos altamente resistentes que conducen a enfermedades
fungicas con mayor incidencia que antes. Para reducir este problema, existe la necesidad
de buscar y adoptar estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y no téxicas para

seres humanos y animales.

Partiendo de este conocimiento, se ha hecho hincapié en la obtencion de nuevas formas
para combatir a los microorganismos fitopatdgenos, mediante compuestos obtenidos a
partir de los hongos enddfitos, que son ampliamente distribuidos a lo largo de la gran
diversidad existente entre las especies de plantas y microorganismos que habitan en
conjunto. Los hongos endofitos de plantas son microorganismos fungicos los cuales pasan
toda o parte de su ciclo de vida colonizando inter o intracelularmente tejidos sanos de la

planta hospedera, tipicamente no causan sintomas de enfermedad (Strobel, 2003).

Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos endéfitos para
producir compuestos activos que le confieren proteccidon a su planta hospedera contra el
ataque de patdgenos y herbivoros, constituyendo una nueva via para la obtencién de
diversos precursores 0 moléculas novedosas de utilidad en la agricultura y en la medicina.

(Elvira Sanchez-Fernandez et al., 2013)

Debido a la amplia variedad botanica existente en Oaxaca y en México, existe todavia un
campo amplio que necesita ser estudiado, pues solo el 5 % de las plantas han sido
estudiadas junto con sus respectivos metabolitos (Moreno Perez et al., 2016), este trabajo
se enfoco en el potencial fungicida agricola de la especie Taxus globosa pero
anteriormente se han hecho estudios referentes al campo de la farmacologia con las

mismas 22 cepas.



Los extractos que se han estudiado ampliamente son los llamados aceites esenciales de
plantas; usando los solventes m4s comunes, pero uno de los inconvenientes que existen
al hacer este tipo de extraccion es que se debe de acabar con la vida de la planta pues se
trabaja de manera directa con ésta, en cambio con los extractos fungicos, se esta
trabajando con microorganismos que tienen la capacidad de reproducirse facil y
rapidamente sin que exista la necesidad de esperar a que la planta esté en su etapa de
madurez y tener que sacrificarla. De ahi la gran importancia de trabajar con estos

microorganismos que viven como endofitos en la planta.

El método de microdilucion colorimétrico en microplaca con Resazurina que se eligio para
realizar las pruebas fue el mas conveniente debido a su: rapidez, bajo costo, facilidad de
implementacion y con resultados rapidos, ademas de que se trabajaron con las muestras
de extractos fungicos, las cuales son muy pequeias y dificiles de manipular. El método
incorpor6 un indicador redox en el medio de cultivo con los fitopatdogenos, que cambio de
color cuando no existio crecimiento fungico en el pocillo, el cual facilitd la lectura visual.

Sin necesidad de haber leido espectrofotométricamente.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el potencial antifangico de extractos metilicos obtenidos del Taxus globosa

Schldt en tres hongos fitopatdégenos.
Objetivos especificos:

1. Determinar cual de las dos fuentes de extractos fungicos es mas efectiva a la misma
concentracion: la proveniente de la biomasa o la obtenida del caldo.

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) a partir del caldo y biomasa
de los extractos fungicos, mediante el método de microdilucién con Resazurina.

3. Determinar cudl es el fitopatogeno mas sensible a los extractos flungicos.



Capitulo | MARCO TEORICO

1. Evolucion y coevolucion en las plantas y los hongos

Sin duda el grupo mas numeroso de fitopatégenos lo constituyen los hongos, los que
posiblemente aparecieron antes que las plantas en la tierra y durante su proceso evolutivo
se relacionaron con todos los deméas grupos de seres vivos (Pirozynski y Hawksworth,
1988). En el caso particular de las plantas superiores se establecieron relaciones
dindmicas de simbiosis, comensalismo y parasitismo y su influencia mutua fue enorme.
De acuerdo a Alarcon et al. (2006) en el 85 % de las especies vegetales los hongos
micorrizicos han sido factores determinantes en su evolucion y en cuanto a los hongos
fitopatdgenos practicamente no existe una especie vegetal que no sea parasitada por lo

menos por un hongo y existen algunas que son hospederos de varias decenas de hongos.

Existen antecedentes paleobotanicos de la presencia de hongos fitopatégenos desde
hace alrededor de 400 millones de afios (Swain, 1978) y las micorrizas también datan de
esa época: periodo Silurico-Devonico (Alarcon et al., 2006). De los primeros estudios de
la interaccion genética planta—patogeno surgio la teoria gen a gen en el patosistema lino—
roya en donde después de estudiar la herencia de la resistencia, se llego a la conclusion
de que por cada gen de resistencia en el hospedero existe un gen de virulencia en el
patdgeno y que el equilibrio entre ambos tipos de genes permite la relacion permanente
entre el lino y el hongo causante de la roya (Flor, 1947). Cada especie vegetal al tener
una presion de seleccidn de diferentes patdgenos diversifica sus formas de defensa contra
ellos. (Montes-Belmont, 1995)

1.1 Definicion de Endofito

La palabra “endéfito” etimolégicamente significa “dentro de la planta” (endon: dentro,
phyton: planta). En un principio, el término endoéfito se referia a cualquier organismo que
colonizara el interior de los tejidos de las plantas, pero en 1995 se restringio el término
Unicamente a microorganismos, refiriéendose sélo a bacterias y a hongos que no provocan

dafo aparente a la planta hospedera. Actualmente, este término se refiere a bacterias,
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hongos, algas e insectos, en donde los hongos son los microorganismos que se han

aislado con mayor frecuencia como enddfitos.

Los hongos endofitos se definen como microorganismos que pasan la mayor parte o todo
su ciclo de vida colonizando los tejidos de la planta hospedera, sin causar dafo evidente.
Los hongos enddfitos se han encontrado en todas las plantas (pastos, algas, musgos y
plantas vasculares), desde las que habitan en el artico hasta los tropicos, asi como en los
campos agricolas. De todos los ecosistemas del Planeta Tierra, los bosques templados y
tropicales presentan una gran biodiversidad de plantas y éstas parecen albergar también
una cantidad significativa de hongos enddfitos. Estudios recientes demuestran la enorme
capacidad que tienen los hongos endoéfitos para producir compuestos activos que le
confieren proteccion a su hospedera contra el ataque de patdgenos y herbivoros,
constituyendo una nueva via para la obtencion de diversos precursores o moléculas
novedosas de utilidad en la agricultura y en la medicina.(Elvira Sanchez-Fernandez et al.,
2013).

1.2 Clasificacion de endofitos

Los hongos enddfitos son un grupo muy diverso y polifilético que habitan en diversas
partes de las plantas. La mayoria pertenecen al phylum Ascomycota, aunque también se
han encontrado en los Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota.

Histéricamente los hongos endofitos se han clasificado en Clavicipitaceos y no
Clavicipitaceos, basados en su filogenia e historia de vida, algunos cientificos los clasifican
tomando en cuenta su taxonomia, sus plantas hospederas, su evolucién y sus funciones
ecoldgicas. A continuacion se clasifica de manera mas detallada en la tabla 1. En esta
clasificacion se conservan los grupos Clavicipitdceos y no Clavicipitaceos, y este ultimo

se divide en tres clases;
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Tabla 3: Grupos y clases de hongos enddfitos

CRITERIO Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
(clavicipitaceos) No Clavicipitaceos

Rango de Reducido Extenso Extenso Extenso

hospederos

Tejidos gue Talloyrizomas Tallos, hojas y Tallos, hojas, corteza, Raices

colonizan rizomas flores y frutos

Funcion Incrementan la biomasa Incrementan la Inducen resistencia a Inhiben el

ecologica de la planta, confieren biomasa de la planta, las enfermedades, crecimiento

tolerancia a la sequia y

producen

secundarios téxicos para

los herbivoros.

metabolitos

confieren tolerancia
al estrés biotico y
abidtico y protegen
contra los hongos
patégenos por accion
de los metabolitos

secundarios,

proteccion contra los
herbivoros y
modifican la
sensibilidad al estrés
abidtico mediante la
produccién de los
metabolitos

secundarios

de patdgenos
y  producen
metabolitos
secundarios
téxicos para

los herbivoros

Transmision *

Vertical y horizontal

Vertical y horizontal

Horizontal

Horizontal

Colonizacion

en planta

Extensiva

Extensiva

Limitada

Extensiva

*transmision de hongos endéfitos en las plantas: vertical, a través de las semillas, y horizontal, se

adquieren del medio ambiente.

Fuente:(Juarez-Becerra, Sosa-Morales, & Lopez-Malo, 2010)

Los Clavicipitdceos son los endofitos que colonizan los pastos, mientras que los no

Clavicipitaceos colonizan las plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas.

Existen diversos estudios relativos a los hongos endofitos de las zonas templadas, no

obstante, la informacion sobre los enddfitos de zonas tropicales aun representa un objeto

potencial de estudio, ya que se tiene informacion muy limitada al respecto. Asimismo, se

conoce relativamente poco de la naturaleza de la interaccion entre las plantas lefiosas y

sus endofitos foliares, a pesar de su abundancia y gran diversidad, particularmente en

regiones tropicales, donde se ha planteado que cada hoja representa un mosaico de

diversas especies de hongos endéfitos. Dreyfuss y colaboradores estimaron que debe

haber aproximadamente 1.3 millones de especies de hongos enddfitos por descubrir.
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1.3 Concepto de extracto

El extracto es toda aquella materia proveniente de una planta y que ha pasado por un
proceso de disminucion de particula, maceracion en frio, separacion mediante presion
baja y extraccion usando cualquier solvente polar como: metanol o éter y que al final es
una mezcla de sustancias activas (metabolitos) presentes en la planta que presenta
consistencia hidréfoba. Constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias
inertes que se producen de la totalidad de una planta.

1.3.1 Clasificacion de los extractos

De acuerdo a su consistencia: Blandos, firmes, secos vy fluidos (insolubles), dependiendo

del solvente que se ha utilizado: Alcoholes, cetonas, alcanos, etc.

Los solventes mas ampliamente usados en investigaciones de actividad antimicrobiana
en plantas son el metanol, etanol y agua. Se ha encontrado que los extractos vegetales
con solventes organicos proporcionan mejor actividad antimicrobiana comparada con los
extractos acuosos. Dependiendo de su procedencia: vegetal (procedente de cualquier

parte de la planta) o de microorganismos, como en este ensayo.

1.4 Ejemplos de metabolitos obtenidos a partir de la biodiversidad microbiana.

Los microorganismos son una gran fuente de recursos biotecnolégicos porque tanto
bacterias como hongos poseen una maquinaria enzimaticay una composicién genética
y fisiolégica diversa. Hawksworth y Rossman (1987) estiman , que existe al menos 1,5
millones de hongos en nuestro planeta, con un 25 % de especies identificadas
representado a 250 000, pero en afios recientes el nimero de especies identificadas ha
incrementado, especialmente con el hallazgo de los hongos endoéfitos, con
aproximadamente un millon de especies, reflejando la diversidad de este grupo de
organismos asombrosos y extremadamente versatiles, y con esto se pueden encontrar

nuevos productos naturales y biomoléculas asociadas.
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Extractos de productos naturales, especialmente de microorganismos, constituyen una
fuente valiosa de diversas moléculas en el descubrimiento de muchos farmacos y lideran
al descubrimiento de farmacos importantes. La gran diversidad de microorganismos que
existe contribuye a una fuente infinita de nuevas moléculas. Estudios recientes indican
gue so6lo conocemos el 5% de las especies de hongos y tal vez el 0.1% de las bacterias.
Los compuestos orgénicos obtenidos a partir de microorganismos terrestres o acuaticos
han tenido un amplio uso en el tratamiento de muchas enfermedades. Estos compuestos
obtenidos a partir de bacterias, actinomicetos, hongos y levaduras, proporcionaron
importantes contribuciones al descubrimiento de agentes antibacterianos (penicilinas,
cefalosporinas, aminoglucosidos, tetraciclinas y policétidos), agentes inmunosupresores
(ciclosporinas y rapamicina), agentes reductores del colesterol (lovastatina y mevastatina),
agentes antihelminticos (ivermectina), agente antidiabético (acarbosa) y agentes
anticancerosos (p. €j., pentostatina, peplomicina, y epirrubicina).

Otro de los usos de los microorganismos es como fuente de antibioticos, derivados de
fuentes fungicas, pertenecen a los mas de 3000 metabolitos producidos por esta
microbiota (IBWF, 2005), con diferencias tanto en sus estructuras quimicas y moleculares,
como las funciones que realizan, las cuales no siempre son conocidas. (Calvo et al ,2002)
Los antibidticos de la clase de los beta-lactamicos ya han sido comercializados y son un
ejemplo destacado para la biotecnologia, por su produccion industrial por fermentacion,
desde hace 60 afios y porque actualmente estos antibioticos particularmente penicilinas y
cefalosporinas representan en el mundo productos de importancia biotecnolégica con
ventas mundiales alrededor de 15 billones de dodlares, aproximadamente el 65 % del
mercado total de antibioticos en el mundo. Muchos de estos antibidticos se modifican

mediante un proceso conocido como semisintesis.

1.4.1 Mecanismos de accion de los metabolitos antifingicos.

En cuanto los mecanismos de accion de los metabolitos todavia quedan muchas
interrogantes. Se ha probado que los terpenos son los principales responsables de la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. Su efecto antimicrobiano esta basado
en su habilidad para dafar las biomembranas. En funcidn de sus caracteristicas lipofilicas

interactian con las enzimas de la membrana e interfieren procesos vitales como la
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o0smosis, la sintesis de esteroles y fosfolipidos (Lucini et al., 2006). Se ha demostrado que
los alcoholes fendlicos (timol, carvacrol, eugenol) son los mas fuertes inhibidores de los
procesos enzimaticos. Esto se atribuye a su caracteristica lipofilica y sus grupos OH libres.
Se ha encontrado que los alcoholes no fendlicos (geraniol, linalol) tienen un efecto menor
gue los alcoholes fendlicos y su efecto es reducido por la esterificacion de los grupos OH
(Knoblock et al., 1989; Pepeljnjak et al., 2003). Se conoce que el cineol reduce la division
celular y que el limoneno, el a-pineno y el a—pineno inhiben el consumo de oxigeno
(Pefiuelas et al., 1996); también se sabe que el 1-8 cineol inhibe la respiracion
mitocondrial, la fosforilaciéon oxidativa y la sintesis de ADN (Koitabashi et al., 1996). Los
isotiocianatos reaccionan con las proteinas de los hongos, ocasionando su inactivacion
mediante su unién al grupo amino del aminoécido lisina o con el grupo sulfhidrico de la
cisteina (Tiznado-Hernandez et al., 2006). El principal mecanismo de actividad antifiingica
de las saponinas es debido a su habilidad de formar complejos con los esteroles en las
membranas de los hongos lo cual ocasiona la desintegracion de la membrana (Glauert et
al., 1962; Morrissey y Osbourn, 1999). Los compuestos fendlicos se ha demostrado que
inhiben las enzimas reaccionando con los grupos sulfidrilos de los aminoacidos (Murphy,
1999). Las quinonas, flavonas, flavonoides, taninos y flavonoles forman complejos con los
aminoacidos nucleofilicos de las proteinas lo que conduce a su inactivacion (Murphy,
1999). Dentro de los alcaloides los llamados cuaternarios se les atribuyen la propiedad de
intercalarse en el ADN lo que ocasiona multiples efectos en el microorganismo. Muchos
hongos fitopatdogenos (a excepcidon de los biotréficos) secretan enzimas hidroliticas que
se difunden en las células del hospedero antes del avance de los microorganismos, lo cual
puede ser inhibido por radicales libres de fenoles oxidados que funcionan como
inhibidores no especificos, asi como taninos, cianidina, delfinidina y malvidina (Schlésser,
1980). El acido gélico actia sobre la polifenoloxidasa de algunos hongos saprofitos y
fitopatdgenos ocasionando la acumulacién de productos de oxidacion. Las proteinas y los
polipéptidos antifingicos tienen mecanismos de accidon muy variados, que incluyen la
degradacion de polimeros de la pared celular, de los canales de la membrana, la

degradacion de los ribosomas y la inhibicion de la sintesis de ADN.
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1.4.2. Metabolitos flungicos de fitoproteccion

Ademés de las aplicaciones en la salud humana, de los metabolitos secundarios derivados
de fuentes microbianas, se ha descubierto el potencial, de los hongos filamentosos y de
sus diferentes compuestos de biosintesis, en diferentes campos. Encontradndose que esta
microbiota comprende una coleccion de microorganismos industrialmente muy
importantes, por ser una rica fuente de metabolitos secundarios y de su prospeccion
resultan grandes posibilidades de encontrar nuevos compuestos potencialmente
significativos para el tratamiento de nuevas enfermedades en humanos, plantas y

animales, entre otras implicaciones futuras.

Muchos de los metabolitos utilizados como agentes de biocontrol de microrganismos
Fitopatdégenos , presentan diferentes modos de accién especificos 0 no especificos, y
comprenden tanto agentes liticos, enzimas, compuestos volatiles y otras sustancias
toxicas, siendo considerados como mecanismos de antibiosis. En la tabla 2 se enumeran
algunos de los metabolitos fungicos utilizados como antibiéticos en la Fitoproteccion, que
a la vez se han agrupado dentro de estos fen6menos de antagonismo como: antibiéticos,

sustancias volatiles y enzimas.

Tabla 4: Antibiéticos producidos a partir de microorganismos.

Antibiéticos Microrganismo productor(hongo Endéfito) Fitopat6geno que ataca

Gliotoxina Trichoderma viride Pythium sp.

Quetomina Chaetomium globosum Venturia inequalis

Koningina Ay B Trichoderma koningi Gaeumannomyces graminis

Scytalol D Scytalidium sp Magnaporthe grisea
Caphalosporium caerulens

6-amil-a-pirona Candida albicans

Trichodermina lignorum y T.viride

Autoria: Propia

A) Antibioticos

Desde los afios 50°s existen varios reportes que mencionan la produccion de metabolitos
fungicos para el control de ciertas enfermedades ocasionadas por fitopatdgenos. Como la

gliotoxina producida por Trichoderma viride, para el control de Pythium.

Las estrobilurinas en el presente, estan dentro de los fungicidas mas vendidos alrededor
del mundo, siendo usados como protectores de plantas contra los mas importantes

hongos fitopatbgenos. Por otra parte analogos quimicos como kresoxin-metil,
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azoxystrobina, metominostrobina y trifloxystrobina, tienen un amplio espectro de actividad
ya que, son inhibidores de la respiracion flngica controlando ascomicetes y
basidiomicetes, mildius (polvoso y velloso) y royas presentes en hojas tallos y frutas y
espigas principalmente de cebada, trigo arroz. Ademas de su uso para cultivos de
cereales, estos fungicidas se emplean para otros cultivos para el control de Alternaria sp,
Rhizoctonia solana, Pythium spp, Venturia spp, Botrytis Cinérea y Sclerotinia, entre otras

enfermedades.

Estos fungicidas del tipo estrobilurinas son un ejemplo del éxito en la aplicacion comercial
de un producto a base de hongos o de sus metabolitos, evidenciando que las sustancias
naturales pueden ser una importante fuente de agentes flngicos, que luego pueden ser
desarrolladas como productos o bien como moléculas modelas para la sintesis de nuevos
fungicidas selectivos. Este udltimo autor, ademas menciona su importancia para el
ambiente, porque se asume que los compuestos naturales, siendo parte del ecosistema,

pueden ser biodegradables, compatibles y menos toxicos.

B) Enzimas

Las enzimas son otro tipo de metabolitos fungicos que median el antagonismo ejercido
por agentes de biocontrol, lo que significa su uso potencial sobre poblaciones de
Fitopatdogenos Yy de insectos de plaga. Debido a que, las enzimas pueden degradar las
paredes celulares y otros compuestos estructurales, o bien actuar frente a algunos

eventos relacionados con la patogénesis de organismo.

Fravel 1988 menciona dos investigaciones realizadas en 1982 y 1987, donde encontraron
compuestos gque tenian una accion enzimatica en fitopatdgenos como Sclerotinia y R.
solani, derivados de Talaromyces Flavus, Gliocladium virens y especies de Trichoderma
sp. Cabe resaltar, que la mayoria de enzimas de importancia agroecoldgica, son las que
producen varias especies de este género, como las chitinasas y B-1 ,3-glucanasas

reportadas por Elad y Kapat (1999) para Trichoderma harzianum.
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C) Sustancias volatiles

Trichoderma harzianum es una fuente de antifungicos con diferentes modos de accién,
como los metabolitos volatiles identificados como alquilpironas con accion fungicida y
mayoritariamente fungistatica sobre patégenos como R, solani. Otro microorganismo que
produce sustancias volatiles protectoras, es Boletus varigatus (Catalina & Parra, 2006)

dentro de las que se incluyen alcoholes como etanol e isobutanol y acido isobutirico,

Por lo general los principales compuestos volatiles, pertenecen al grupo de los alcoholes
y de los acidos, como los compuestos reportados para el hongo endéfito Mascador albas,
porque este micelio aislado de un arbol de canela produjo 28 compuestos que inhiben y

destruyen varias especies de hongos, oomycetos y bacterias.

Este tipo de metabolitos principalmente 2-metil-1-butanol y el &cido isobutirico, pueden ser
empleados para controlar algunas de las enfermedades que se presentan postcosecha
durante el almacenamiento de los frutos, ocasionados por Botrytis, Colletotrichum,
Geotrichum, Monilinia, Penicillium y Rhizopus, ya que no se requiere el contacto del hongo
con el fruto o el fitopatdgeno para ver un efecto inhibitorio, fungicida o fungistatico de los

volatiles.

1.5 Enddfitos obtenidos a partir de especies de Taxus sp:

Entre los hongos endéfitos que se destacan a partir de diversos estudios son: Alternaria,
Fusarium, Monochaetia, Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Phythomyces, Taxomyces

andreanae, entre otros (Strobel, 2003).

Ademas Trichothecium sp., Sporormia minima, Fusarium mairei, se han identificado como

endofitos de Taxus sp.

Gliocladium sp., el hongo enddfito Stemphylium sedicola y Nodulisporium. Pestalotiopsis

microspora, Didymostilbe sp, Taxomyces andreanae, Pestalotia heterocornis,

Las concentraciones de metabolitos producidas por los hongos enddfitos varian de

acuerdo con el género y especie fungica asi como con la especie vegetal.
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1.5.1 Metodologias empleadas para la evaluacion de metabolitos con interés en

fitoproteccion.

Los métodos existentes para la evaluacion de susceptibilidad se pueden clasificar de

acuerdo al Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) como se resume en la

tabla 3, los cuales permiten cuantificar la sensibilidad del patégeno respecto a los

compuestos que estan a prueba.

Tabla 5: Métodos sugeridos por la CLSI para ensayos de susceptibilidad microbiana.

METODO

DESCRIPCION

Ventajas

Desventajas

Microdiluciones

Se realiza con medios liquidos (RPMI)
mediante diluciones seriadas en micro
placas de poliestireno, de 20 u L. Se
compara el crecimiento del
microorganismo cuantificado con un
control.

Reduce la cantidad de

metabolito e  inoculo
necesaria
Técnica atil para

determinar la MIC
Aumento de sensibilidad
con respecto a la técnica
de difusion.

Las variables deben de ser muy
precisas ya que un pequefio
error puede arrojar resultados
poco confiables

macrodiluciones

Se utilizan tubos estériles de

11x70 mm y el volumen final en cada
tubo es de

1 ml. El medio de cultivo, la preparacion
del mismo

y de la solucién madre de antifingico es
igual al

Método de microdilucion.

Es dtil en las que se duda
en establecer la CMI por el

método de
microdilucién,debido al
crecimiento en las

concentraciones
superiores a
(trailing growth).

la CMI

El volumen de materia a evaluar
debe ser grande.

Difusion en Disco

se colocan discos de papel filtro(5-
10mm de diametro) con el antibiético y
en el centro de la caja se desarrolla el
fitopatégeno en el agar (PDA, extracto
de malta)

para medir los halos de inhibicion.

Es répida
No es costosa

Limitada por los problemas de
difusién en agar del hongo con
el metabolito.

No se obtiene como tal la MIC,
sino el crecimiento radial en
mm.

La cantidad de muestra a
evaluar debe ser mayor.

Bioautografia

Se usan placas para cromatografia que
se han inoculado previamente con el
antifungico y se coloca después en una
caja con medio de cultivo para observar
el halo de inhibicién

Permite la localizacion de
los compuestos activos en
la muestra.

Se pueden evaluar varios
antifingicos a la vez.

Solventes acidos o demasiado
alcalinos pueden permanecer
en las placas de TLC, después
del secado, inhibiendo el
crecimiento bacteriano.

Colorimétricos

La lectura se facilita por medio de un
cambio de color del indicador de pH
presente en el medio de cultivo liquido.

Poco laborioso y
estandarizado.

Usado tanto para
levaduras como para

hongos filamentosos.

Comparacion con fungicidas
especificos, sin posibilidad de
incorporar nuevos antifingicos.

Autoria : propia

En la tabla 4 se muestran los ensayos que se tomaron como referencia para realizar todas
la pruebas, como se puede observar la mayoria de los microorganismos estudiados son
bacterias y hongos patégenos para el hombre, también se percat6é que la mayoria de las
técnicas que se han utilizado para el andlisis de susceptibilidad microbiana usan la
difusion en agar.
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Tabla 6: Recopilacion de ensayos realizados con extractos flngicos.

SOLVENTE
USADO

Acetato de
etilo

Acetato  de
etilo

Metanol,
cloroformo,
hexano, éter
dietilico y

etanol

Acetato de
etilo y
metanol

Acetato de

etilo

FUENTE
PROVENIENTE
DEL EXTRACTO

chilia elegans A.

Juss

Laguncularia
racemosa (L.)

Gaertn

Flourensia cernua

Bursera simaruba

MICROORGANISMOS PROBADOS EN
CONTRA
Bacterias:Enterococus hirae, Micrococcus luteus

Hongos: M. luteus, E. hirae y Salmonella typhi,

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Alternaria Alternata, Colletotrichum

gloeosporioides y Penicillium digitatum

Alternaria chrysanthemi, Colletotrichum
gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis y las
bacterias Erwinia carotovora y Xanthomonas
campestris

Gram-positive bacteria (Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis y Staphylococcus
epidermidis), tres bacterias Gram-negativas
(Klebsiella pneumoniae,

Escherichia coli y Shigella flexneri) dos hongos
patégenos

(Candida albicans y Candida

tropicalis).

METODO
UTILIZADO PARA
LA EVALUACION

Difusion en agar

Método de difusion

en disco.

Difusion en agar

Bioensayo en

microdilucién.

Bioautografia

ENDOFITOS IDENTIFICADOS

(Cordyceps
(Phomopsis
(Dothideomycete

Aspergillus niger, Curvularia pallescens,
Guignardia bidwelii, Paecilomyces variotii

y Mycelia

Gliomastix murorum

Fusarium sp.
Bionectria ochroleuca.

Fomitopsis meliae.

Fusarium solani

REFERENCIA
(Rhoden,  Garcia,
Bongiorno,
Azevedo, &

Pamphile, 2012)
(Silva, Almeida,
Arruda, & Gusméo,
2011)

(Guerrero-
Rodriguez et al,

2007)

(Moreno Perez et

al., 2016)
(Tayung, Barik,
Jagadev, &

Mohapatra, 2011)

Autoria : propia

El uso de la REMA es preferible sobre el método de difusién en disco en agar pues es mas sensible y preciso. El medio RPMI

es el recomendado por la CLSI para pruebas de susceptibilidad en hongos y bacterias.
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1.6 Importancia del control de los fitopatégenos en la Agricultura

En la agricultura mundial los hongos fitopatégenos son causantes de enfermedades de pre
y postcosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo éstos responsables de
pérdidas econémicas cuantiosas: el dafio que ocasiona no sélo se refiere a las pérdidas de
produccién econémica, sino también a las perdidas en la produccidn bioldgica, es decir, a la
alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por

estos microorganismos (Agrios, 2005).

Los patdgenos mas importantes que causan elevadas pérdidas de frutas y hortalizas son
normalmente las bacterias y los hongos, sin embargo, con mayor frecuencia son especies
de hongos causantes del deterioro patoldgico de frutas, hojas, tallos y productos

subterraneos (raices, tubérculos, cormos, etc.).

Algunas fuentes estiman que dichas pérdidas son del orden de 5-25% en paises

desarrollados y 20-50% en paises en desarrollo (FHIA, 2007).

Como es sabido, diversas especies de hongos Deuteromicetos que se incluyen entre los
Ascomicetos, constituyen graves desequilibrios en plantas de cultivo o espontaneas de
distintos paises. Asi pues, teniendo en cuenta el grado de agresividad y virulencia de los
diferentes agentes causales, destacan los siguientes especies: Alternaria, Botrytis, Dipodia,

Monilinia, Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007).

Las enfermedades de las plantas suelen ser una limitante en la produccion de cualquier
cultivo, por lo que un factor importante a considerar es su control (investigacion y Desarrollo
2010). Existen diferentes métodos que pueden ser usados para el control de fitopatdgenos,
dentro de los que se pueden mencionar la aplicacion de fungicidas quimicos, tratamientos

térmicos, aplicacion de aceites esenciales, entre otros.

Se considera que existen mas de 8 000 especies de hongos que producen enfermedades
en las plantas. La mayoria de las plantas pueden ser atacadas por algun tipo de hongo (por
uno o varios) y también se sabe que un mismo hongo fitopatdgeno puede a uno o mas tipos
de plantas, aunque sean de diferentes familias. La mayor parte de los fitopatdbgenos pasan
la mayoria de su ciclo de vida en la planta que les sirve de huésped (como pardsitos) y otra

parte en el suelo, en los residuos vegetales que se encuentran ahi (como saprofitos), aunque
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algunos solo se desarrollan como parésitos. Generalmente, los cuerpos reproductores del
hongo se forman en la superficie de los tejidos de la planta huésped (o muy cerca de ella),

lo cual causa que las esporas se dispersen rapida y facilmente. (Garcia, 2004).

1.6.1 Morfologia de hongos fitopatdgenos.

La mayoria de los hongos tienen un soma vegetativo que consta de filamentos continuos
mas o menos alargados que pueden tener paredes tabicadas o transversales llamados
septos. Al soma del hongo se le denomina micelio, y a las bifurcaciones individuales o
filamentos del micelio se les denomina hifas. Las hifas de algunos hongos tienen un diametro
variado, existen algunas de 0.5 pmy otras de mas de 100 um, asi como longitudes variadas

gue van desde unas cuantas micras los metros, dependiendo de la especie.

En el micelio se encuentran las células que contienen uno o varios nucleos. En otros el
micelio es cenocitico, es decir contiene muchos nucleos y esta constituido por una célula
multinucleada continua que puede o no ramificarse, o bien puede estar dividida por varios
septos, de ahi que cada septo represente una hifa multinucleada. El crecimiento del micelio

se da en las puntas de las hifas.

1.6.2 Reproduccioén

Los hongos se reproducen mediante esporas, estructuras especializadas que constan de
una o varias células. Estas estructuras pueden formarse asexualmente (mediante la
separacion de pequefios fragmentos del micelio en esporas) o ser el resultado de un proceso

sexual.

En los hongos inferiores, las esporas asexuales se forman en el interior de un saco
denominado esporangio y son diseminadas en el momento en el que se rompe esta
estructura o a través de una estructura que posee. Algunas de esas esporas se mueven
mediante flagelos y se denominan zoosporas. Otros hongos producen esporas asexuales
denominados conidios, que se desprenden de las células terminales o laterales de hifas

especializadas denominadas conidioforos. En algunos hongos las hifas se alargan, entonces
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las células estan rodeadas por una pared densa y se separan para formar clamidiosporas.
En la reproduccion sexual, que se produce en la mayoria de los hongos, se fusionan un par
de células (gametos) que producen un cigoto denominado zigospora. Cuando el tamafio del

par de gametos fusionados es diferente uno del otro, el cigoto se denomina oospora.

1.6.3 Caracteristicas de Fusarium sp.

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas, tienen un
micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos caracteristicos, aunque algunas especies
tienen un talo unicelular. Son considerados principalmente como hongos de campo
(Sumalan et al., 2013), ya que causan un sinnumero de enfermedades en cultivos. Sus dafios
desencadenan en el hospedante una serie de afecciones generalmente de caracter
irreversible, originando pérdidas economicas considerables (Garcia et al., 2007). Desde hace
afios, el control de las enfermedades fungicas ha dependido, en gran medida, de los
tratamientos con agroquimicos. Sin embargo, su uso representa un severo riesgo para la
salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion al medioambiente (Abdel—
Monahim et al., 2011). Ademas, han dado lugar a la aparicidbn de microorganismos altamente

resistentes que conducen a enfermedades fungicas con mayor incidencia que antes.

1.6.3.1 Interaccion Fusarium sp—planta

Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del mundo, es el
agente causal del marchitamiento vascular , una de las tantas enfermedades que provoca
en una amplia variedad de cultivos (ajo , algoddn, banano, brocoli, calabacita, cebolla, chile,
fresa, linaza, meldn, ornamentales-clavel, crisantemos, gladiolas, tulipanes, repollo, tomate,
etc.,), econdmicamente importantes alrededor del mundo y se ha convertido en un problema
serio ya que producen metabolitos téxicos que ponen en peligro la salud de los seres
humanos y de los animales. Ademas, incluye muchos patégenos de plantas de importancia
agricola que en conjunto ocasionan enfermedades caracterizadas por marchitez, tizones,
pudriciones en cultivos ornamentales y forestales en ecosistemas agricolas y naturales

(Ma et al., 2013). Como otros fitopatébgenos, este hongo emplea diversas estrategias de
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infeccion, asi también, la especificidad del hospedero depende de cada especie
de Fusarium. El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio 0 como esporas en
ausencia de sus anfitriones, y si se encuentra cerca una planta hospedera, la infecciéon puede
iniciar en las raices, en partes de la planta por encima del suelo, a través del aire o el agua
(Ma et al., 2013). Para que la infeccidn se logre con éxito, la interaccion entre hongo—planta
responde a un proceso donde se deben movilizar diferentes conjuntos de genes para la
sefalizacion temprana del hospedero, la adhesién a la superficie de este, la descomposicién
enzimatica de barreras fisicas, la defensa contra los compuestos antifingicos del anfitrion, y
la inactivacion y la muerte de las células huésped por micotoxinas segregadas. (Agrios,
2005).

1.6.3.2. Interaccion de Alternaria sp con la planta de tomate.

El hongo ataca los tallos, hojas y frutas del tomate. Este puede ahorcar las plantulas
causando mal del talluelo (damping-off) en el semillero. En las hojas se presentan pequefias
manchas circulares de color café frecuentemente rodeadas de un halo amarillo. Las manchas
tienen la caracteristica de tener anillos concéntricos de color oscuro. Usualmente las
manchas aparecen en las hojas mas viejas y de éstas suben al resto de la planta. A medida
gue la enfermedad progresa, el hongo puede atacar los tallos y las frutas. Las manchas en
las frutas son similares a las de las hojas con color café y anillos concéntricos oscuros. En
los anillos concéntricos se producen esporas polvorientas y oscuras. Las esporas se pueden

observar si a la lesidn se le acerca un objeto de coloracion clara.

1.6.4 Caracteristicas de Pythium sp

El género Pythium consta de mas de 120 especies (Dick, 1990), que se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el mundo. Pythium puede vivir como saprofito sobre restos
de plantas muertas o puede ser patdgeno. En sistemas de produccion tales como
invernaderos, viveros, campos agricolas y bosques ocasiona pudricion de semillas,
ahogamiento de plantulas, pudricion de raices, frutos y otros 6rganos vegetales que se

encuentran en contacto con el suelo (MacDonald et al., 1994; Agrios, 2005). También se
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asocia con una reduccion en el vigor de plantas adultas, ya que dafia la raiz; pero
generalmente no las mata (Martin, 2009). Especies de Pythium como P. aphanidermatum,
P. debaryanum, P. myriotylum and P. ultimum causan ahogamiento, pudricion de la raiz,

tizon de las plantulas y pudricion del tallo de muchas plantas

Algunas especies de Pythium atacan también a los 6rganos carnosos de las plantas, los
cuales pudren durante su almacenamiento. Produce un micelio blanco, filamentoso,
ramificado y de rapido crecimiento. El micelio produce esporangios que pueden ser de forma
esférica o filamentosa. Los esporangios germinan y producen una o varios tubos germinales,
o producen una hifa corta en el extremo de la cual se forma una vesicula. El protoplasma se
difunde desde el esporangio hacia la vesicula y ahi forma mas de cien zoosporas, cuando
estas son liberadas nadan en el agua unos cuantos minutos; por eso aparecen en ambientes
hamedos, entran en reposo y se enquistan al envolverse en una cubierta protectora y
germinan al producir un tubo germinal.

El tipo de germinacion, tanto de los esporangios como de las oosporas esta determinado por
la temperatura del medio; las temperaturas por arriba de 18°C favorecen la germinacion de
tubos germinales, mientras que las temperaturas entre 10-18°C inducen a la germinacién por
medio de zoosporas.

Las especies de Pythium se encuentran ampliamente distribuidas en los suelos y aguas de
todo el mundo. Viven como organismos saprofitos, o bien como parasitos débiles atacando

las raices fibrosas de las plantas.
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Capitulo 1l: DESARROLLO EXPERIMENTAL

2. Generalidades del estudio

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Control Ambiental del Departamento de
Quimica y Bioquimica del Instituto Tecnolégico de Oaxaca y en las instalaciones del
laboratorio de CICIMEBIO-2 de la Facultad de Medicina y Cirugia de la Universidad

Auténoma “Benito Juarez” de Oaxaca

Las cepas de Taxus globosa S. fueron proporcionadas por la Dra. Claudia Lépez Sanchez,
encargada del Laboratorio de Control Ambiental, dichas cepas fueron seleccionadas de
acuerdo a sus efectos en estudios anteriores. En la figura 1 se resume la metodologia que
se llevo a cabo, se incluyeron procesos secundarios que fueron necesarios para llegar al
objetivo, por ejemplo el aislamiento e identificacion de los fitopatdgenos .para la evaluacion

de los extractos fangicos se usaron.

Propagacion en medio

liquido

Separacion de fases Extraccion por
P maceracion
Aislamiento y
purificacion de Produccion de Eliminacion del
los metabolitos solvente
Fitopatdgenos
Evaluacion colorimétrica de
los pozos

Figura 1: Diagrama de la metodologia.
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2.1 Activacion de las cepas endéfitas de Taxus globosa Schlidt

Las 22 cepas de hongos enddfitos de Taxus globosa, que anteriormente se habian elegido
para este estudio; se resembraron en medio sélido (agar PDA) y se incubaron durante 21
dias a una temperatura de 22°C y en completa oscuridad. Se rotularon con la clave KG las

cepas obtenidas de la raiz y con CT las cepas obtenidas a partir del tallo.

2.2 Siembra en medio Liquido

Para la elaboracién del medio liquido fue necesario preparar la infusion de 100 g de papa
para un litro de medio y se agregaron 20 g de glucosa por cada litro, posteriormente se
esterilizé el medio en autoclave durante 20 min a 15 psi. El crecimiento de las cepas en
medio liquido se llevo a cabo durante 28 dias en una agitadora de matraces (marca SEV
AGO06040) a 70 rpm con 12 horas de Luz/oscuridad. En la figura 2 a) se muestran los cultivos
en la primera semana de crecimiento de los endéfitos en el medio PDB (caldo papa dextrosa),
Transcurridas cuatro semanas se observo crecimiento del micelio; como se nota en la figura
2 b).

N s

Figura 2: Resiembra de las 22 cepas en medio liquido, a) primera semana de propagacion en medio liquido
(PDB), b) cuarta y ultima semana de propagacion.
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2.3 Extraccion por maceracion

Se hizo la separacién de fases de la biomasa y el caldo después del crecimiento hifal de los
endofitos, por medio de filtracidn en un matraz kitasato y aplicando vacio. Determinando los

volumenes del caldo y el peso de la biomasa. Registrandose en el anexo D.

Al volumen de caldo de cada una de las 22 cepas se le agregan 50 ml de cloruro de metileno.
Se dej6 agitando a 70 rpm durante 22 horas a 22°C. Por otra parte la biomasa se rotulé y se

guardé a -5°C durante un mes.

2.3.1 Extraccion de metabolitos a partir del caldo-filtrado

La figura 3a) muestra como se formé una pelicula superficial en el solvente, después de
transcurridas 22 horas de agitacion, Posteriormente se recupero el solvente en la campana

de extraccion, con ayuda de un embudo de separacion (Figura 3b).

Figura 3: Tratamiento posterior de los fases biomasa-caldo para la obtencion de los metabolitos: a) extractos
obtenidos del caldo después de 22 horas de maceracion en cloruro de metileno. b) Separacion mediante
decantacién del cloruro de metileno y la pelicula superficial.

Con la finalidad de concentrar los extractos, se pasaron al rotavapor para eliminar
completamente al solvente a 20°C y a baja presiéon. Se realizé este proceso con cada una
de las 24 cepas. Para almacenar los extractos se lavaron 24 viales de vidrio y se registraron
sus pesos antes de ser utilizados para almacenar a los extractos. Al final se observé un

pequefio cambio de color en los viales donde se encontraban los extractos.
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Se pasaron los viales a una estufa de vacio (Precision Scientific PS mod.19008-V) (figura
4 a), cuidando que dentro de la cAmara estuviera una T° de 20°C y 0.5 atm para continuar

evaporando al solvente.

En lafigura 4 b) se ha eliminado cualquier resto de cloruro de metileno y se pesaron los
viales. Al final se registr6 el peso de cada vial en el anexo E y se dejaron guardando a 5°C

en completa obscuridad.

Figura 4: Proceso de separacion del solvente para la obtencién de los metabolitos a partir del caldo: a)
eliminacién completa del cloruro de metileno en la estufa de vacio. b) viales que contienen a los metabolitos.

2.3.2 Extraccion de metabolitos a partir de la biomasa-micelio.

Para este procedimiento la biomasa se conservo a -5 °C y después de 21 dias se tritur6é en
frio (Fig.4a), se siguio el mismo procedimiento que el descrito para el caldo, la biomasa se
agitd durante 24 horas (Fig.4b) las diferencias fueron la trituracion en frio y la separacién
con un embudo de decantacion (Fig.4c). Las mismas variables se manejaron para la
maceracion con cloruro de metileno y para la eliminacion completa del solvente en el
rotavapor a 20°C (Fig. 4d). Se almacenaron en viales, posteriormente se registré el peso neto

de los metabolitos para su posterior evaluacion, como se observa en el Anexo F.
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Figura 5: Obtencién de los metabolitos secundarios a partir de la biomasa; a)trituracion en frio de la
biomasa, b) agitacién y maceracién de la biomasa con cloruro de metileno durante 24 h. c) separacion del

cloruro de metileno de la biomasa, d) eliminacion del cloruro de metileno con rotavapor a 20°C.

2.4 Aislamiento de los fitopatdégenos

a) Alternaria sp y Fusarium sp

El cultivo agricola de donde se aislaron los fitopatdgenos: Alternaria sp y Fusarium sp fue
de un invernadero de tomate, se seleccionaron a las plantas que presentan los sintomas
tipicos de tizon temprano o tizon tardio. A partir del material vegetal recolectado se realiz6
una desinfeccion de los tejidos con el fin de disminuir la carga saprofita y asi se aislo el

agente patdégeno de interés.

Las hojas y el tallo se lavaron con hipoclorito de sodio al 25 %(V/V) durante 5 minutos; se
enjuagaron 3 veces con agua destilada, eliminando de esta forma el exceso de hipoclorito,
luego se secaron con papel absorbente estéril, se introdujeron las muestras de la planta
(hojas y tallo) en una caja Petri, esto con el fin de propiciar las condiciones de humedad
requeridas para el desarrollo de las estructura reproductivas del hongo (Figura 6a).
Posteriormente el recipiente se sell6 con cinta adhesiva para evitar la contaminacion de la
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muestray mantener las condiciones de humedad necesarias que permitieran la esporulacion

de los microorganismos (French et al., 1982).

Para obtener el microorganismo de interés; se cortd con bisturi 2 0 3 secciones de tejido
vegetal de 8 mm de didmetro; se desinfectd con hipoclorito de sodio al 2 % (V/V) por 5 min.
Posteriormente se realizé un lavado con agua estéril y se secé el material con papel
absorbente estéril y en condiciones de esterilidad se colocaron en cajas Petri con PDA (se
sellé con parafilm (Figura 6b) y se pusieron a incubar a 26 °C durante 6 dias en una
incubadora, hasta observar esporulacion abundante, las colonias se resembraron para su
aislamiento y posterior purificacién en cajas de PDA. Otra técnica que se utiliz6 fue mediante
diluciones seriadas a partir del suelo: se pes6 un gramo de suelo procedente de la planta de
tomate, posteriormente en 4 tubos que contenian 10 ml (a excepcién del Ultimo) agua
destilada esterilizada. Se realizaron diluciones tomando 0.1 ml del primer tubo al segundo
tubo, sucesivamente hasta llegar al cuarto tubo. Inmediatamente se siembré por estriado con
la varilla de vidrio en cajas Petri con PDA, se llevaron a sus condiciones 6ptimas de
esporulacion: para Alternaria sp y Fusarium sp se dejaron en una incubadora a 28°C en

cambio para Pythium ultimum var. ultimum a 18 °C .

Figura 6: Induccion de los fitopatégenos en hojas y raices de tomate, mediante esporulacion y aislamiento
de la lesién; a) Tratamiento de humedad para producir condiciones de esporulacion en la planta enferma, b)
Induccién del crecimiento de fitopatdgenos obtenidas del tallo en agar PDA.
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b) Pythium ultimum var. ultimum

La cepa se compro en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del

CINVESTAV. Con los siguientes datos generales:

CDBB: 1936

Género: Pythium

Especie: ultimum

Rango infra sub especifico: var. ultimum
ACRONIMO: NBRC 100122

Descripcion: Aislada de Remolacha, Beta vulgaris. Hokkaido, Japén.

2.5 Determinacion del inéculo por escala McFarland

Para la especie del género Fusarium sp se trabajoé con una colonia de 72 ha 35 °Cy
posteriormente a 25-28 °C hasta completar catorce dias, en PDA, en cambio para Pythium
ultimum var. Ultimum se utilizé un cultivo de siete dias a 22°C desarrollado en agar-avena.

Para la especie de Alternaria sp se partio de un cultivo de crecimiento de 7 dias a 27°C en
PDA. Los tres fitopatdgenos se hicieron crecer en tubos inclinados.

Se us6 una concentracion aproximada de 0.4-1x10° UFC/ml, el dia del ensayo se agreg6 la
cantidad suficiente de solucién salina estéril (al 0.85%); para recoger las UFC se raspo toda
la superficie del agar con un hisopo estéril, enseguida se transfirieron a tubos estériles,
procurando tener el volumen de 2 ml por cada in6culo. Se usoO la escala McFarland

seleccionando el tubo 0.5 con la suspension de hongos.

Se us6 el medio RPMI como medio de cultivo para los tres fitopatdgenos, se obtuvo una

microdilucién 1:50, agregando 100 puL por cada 20 ml.

Todo este procedimiento se realiz6 en una campana de flujo laminar, Nuaire clase II-A2,
modelo NU425400.

32



2.6 Preparacion de los extractos

Se diluyeron con Dimetilsulféxido (DMSO) al 5% v/v; a una razén 1:1 m/V en los viales,
tomando como referencia que siempre se trabaja con masa minima y dificil de manipular; Se
trabajaron con tres concentraciones para el caldo y la biomasa: 60, 20, 10. Cada vial se le
adicion6 cierto volumen (Anexo Gy H) de DMSO para tener una concentracion de 1 mg/ml

de extracto que fue probada durante el experimento.

2.7 Preparacion de la Resazurina

Para el ensayo se prepar6 una solucion de resazurina (Sigma-Aldrich) al 0.002% luego fue
esterilizada por filtracion con un microfiltro de la marca Millex-GV de 0.22 um se tomo esta
concentracion debido a que se ha reportado la comparacion de esta con la concentracion de

0.001% dando mejores resultados la concentracion de 0.002%.(Monteiro et al., 2012).

2.7.1 Preparacion del medio.

La solucion de Resazurina se diluyd en el medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich). Se trabajo
diluyendo 0.1 ml de resazurina por cada 20 ml de suspensién microbiolégica. En total se

prepararon 20 ml para cada fitopatégeno.

2.8 Pozos control.

Se prepararon tres controles Uno diluyendo 90 pL de RPMI y la suspensidon de esporas sin
la Resazurina. El segundo el control negativo fue 90 pL de RPMI +90 uL de Resazurina sin
la suspension de esporas y el tercero se uso Fluconazol (Pfizer) solucion de Resazurina al
0.002% vy los fitopatégenos. Usando como punto de corte la concentracion recomendada por

Ghannaum para los tres fitopatdogenos, que es de 750 ug/ uL.
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2.8.1 Procedimiento de la prueba

Se distribuyeron de la siguiente manera: en microplacas de 96 pozos estériles, de 200uL de
fondo en forma de U, se us6 como guia la Figura 7, para la primera mitad de las cepas. El

total de las 22 cepas a evaluar para cada fitopatégeno necesité de dos microplacas.

Un volumen del metabolito (60,20 6 10 pL) con la concentracién de 1mg/ml, mas 90 uL de
suspension de fitopatdégenos suspendidos previamente en RPMI ajustados a la escala 0.5

y la Resazurina estéril con una concentracion final de 0.002% (P/V).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
KG09 | KG12 | KG17 | KG19 | KG25 | KG32 | KG36 | KG41 | KG44 | KG47 | KG48

A | 60uL | 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 RPMI+Hongo
B | 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 RPMI+Hongo
Cc |10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 RPMI+Hongo
D | 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 RPMI+Hongo
E | 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 RPMI+Hongo
F 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 RPMI+Hongo

G Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | Fluco | RPMI+Hongo

H RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI+Hongo
+RE [+RE +RE +RE +RE +RE +RE +RE +RE +RE +RE

Figura 7: Procedimiento y distribucion de la prueba en las microplacas de 96 pozos.

Al-AllyD1-D11 se colocaron las muestras de los extractos con 60uL+90 uL de suspension

de Fitopatdgenos. Fila A para la biomasay la fila D para el caldo.

B1-B11 y E1-E11 se colocaron las muestras con 20uL +90 ulL de suspension de

fitopatogenos. Fila B para la biomasa y la fila E para el caldo

C1-C1l1 y F1-F11 se colocaron las muestras con 10uL + 90 uL de suspension de

fitopatogenos. Fila C para la biomasa y la fila F para el caldo
G1-G11 sirvieron como control positivo; conteniendo Fluconazol 90 uL. con [ ]= 750 uL
H1-H11 sirvieron como control Negativo; conteniendo medio RPMI con resazurina.

Columna A12-H12 sirvieron como control, 90 uL. de RPMI con extracto
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Capitulo 3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Identificacién macro y microscopica de los fitopatdgenos

Para la caracterizacion de los hongos se realizaron microcultivos en cdmara de humedad
gue se observaron en el microscopio para comparar su morfologia con la bibliografia
consultada (Barnett et al., 1972). Verificando que las caracteristicas descritas en dicho

manual coincidieran con los fitopatégenos buscados

Se examinaron las cajas Petri diariamente para verificar que los microrganismos fueran
los fitopatdgenos que se necesitaban para el ensayo: para Pythium, se buscaron estructuras
como esporangios 'y zoosporas. En la figura 8 a) la cepa de Pythium ultimum var. Ultimum
us6 como medio de crecimiento Agar-avena, en cambio, el desarrollo del esporangio se

presenta en la figura 8b)

Fusarium sp y Alternaria sp deben desarrollar estructuras como micro y macro conidios, asi
como las clamidiosporas. En la figura 8c), se exhibe el desarrollo miceliar de Fusarium sp en
PDA, y sus estructuras microscopicas se contrastan en la figura 8 d). Para la identificacion
de Alternaria sp se incubo6 en PDA (Figura 8 €), por otra parte en la figura 8 f) se muestran

los conidios.

=

/'—" B
e) .
4

Figura 8 : Observacién macro y microscopica de los hongos fitopatdgenos de estudio; a) observaciéon
macroscopica de Phytium ultimum var. Ultimum; b) esporangio e hifa de Phytium ultimum var teflidas de con
azul algodén de lactofenol con objetivo 40x, ¢) observacion macroscopica de Fusarium sp, d) observacion
microscopica de Fusarium sp, objetivo 40x, e) observacion macroscopica de Alternaria sp, f) Tincion de
conidios de Alternaria sp con azul algodon de lactofenol, con objetivo 40x
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3.2 Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos fungicos en los fitopatégenos .

La CMI se define como la concentracion mas baja, registrada en mg / L o yg / mL de un
agente antifangico que inhibe el crecimiento de un hongo. EI MIC informa sobre la
susceptibilidad o resistencia del organismo al agente antifingico y puede ayudar en las
decisiones de tratamiento. En el presente trabajo se registraron las lecturas de los
micropozos después de 22 horas.

La medicién colorimétrica a simple vista fue sencilla, ya que el color del pozo se podia
distinguir claramente entre azul y purpura. El color purpura se consider6 como un resultado
final, donde algunas actividades metabdlicas y un tiempo de incubacién mas largo causarian
gue este color cambiara a rosado (Monteiro et al.). En la tabla 5 se asigna una tonalidad de
color para un porcentaje de inhibicion. Después del tiempo de incubacion se llevaron a cabo

las lecturas en cada placa.

Tabla 7: Porcentajes de inhibicién asignadas a cada tonalidad de las placas con resazurina.

COLOR VIRAJE ACTIVIDAD CMI % de inhibicion
Azul Nula 0 0
Violeta purpura Poco sensible 500 a 1000 pg/MI 41-10
Morado Sensible 100 a < 500 pg/Ml 70-40
rosa Altamente sensible <100 pg/MI 71-100

Autoria: propia.

En el caso de Alternaria sp después de 24 hrs el color seguia siendo purpura, por lo que
sugerimos que la actividad inhibitoria fue poco sensible; en cambio con Fusarium sp el

cambio fue a las 18 hrs, considerandolo como altamente sensible a los extractos.

El uso de Resazurina como un indicador colorimétrico en adicion con el protocolo del CLSI
para el ensayo de microdiluciones fue descrito por Tiballi,He, Zarins, Revankar y Kauffman
en 1995 y fue encontrado como simple, sensible, rapido y rentable en pruebas
antimicrobianas para productos naturales. EI método colorimétrico es el mas rentable en

laboratorios donde no esta disponible un lector de microplacas,

Cualquier cambio de color parpura a rosado o incoloro se registr6 como positivo. La
concentracion mas baja a la que no se encontré crecimiento fangico se le considero la

concentracion minima inhibitoria (CMI).
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3.3 Actividad bioldgica de los extactos fungicos sobre Alternaria sp.

La mayor parte de los pozos s6lo alcanzaron un color purpura sin actividad evidente, a pesar
gue se les dejo mas tiempo, la figura 9 a) y 9 b) muestran las lecturas que se registraron a
las 18 horas de incubacion de las 22 cepas para la evaluacion de la susceptibilidad

microbiana, tanto de la biomasa como del filtrado. EIl Fluconazol no tuvo viraje.

En contraparte los pozos con extractos obtenidos de la biomasa de las cepas KG47, KG61,
KG74 y KG76 fueron las que alcanzaron un color rosa palido transparente, que demostré
actividad antifungica. En el caso de los extractos del caldo de cultivo de las cepas KG73y
KG74 y KG76 se consideraron como positivas al cambiar a color violeta palido. En la figura

9 se grafican las Concetraciones Minimas Inhibitorias para Alternaria sp.

Figura 9: Viraje de los micropozos de Alternaria sp, a) Tincion de los pozos con las primeras veintidos cepas
obtenidas de la biomasa y el caldo con Alternaria sp, b) tincién de los pozos con las Ultimas veintidos cepas
obtenidas dela biomasa y el caldo con Alternaria sp.

Concentracion Minima Inhibitoria de las
cepas positivas en la inhibicion de crecimiento
de Alternaria sp

100

0 |

KG47 KG61 KG73 KG74 KG76

CMl en pg/ul

B BIOMASA Alternaria B CALDO Alternaria

Figura 10 : Concentraciones Minimas Inhibitorias seleccionadas de las cepas positivas contra Alternaria sp
después de 18 hrs de reaccion.
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3.4. Actividad bioldgica de los extactos fungicos sobre Fusarium sp

En lo que respecta al ensayo de este fitopatdgeno, extractos obtenidos de la biomasa de
ocho cepas: KG10, KG21, CT25, KG36, KG44, KG47, KG61 y KG76; mostraron resultados
positivos, mientras tanto los extractos del caldo de cultivo de doce cepas; KG09, KG21,CT25,
KG36,KG47, KG56, KG61, KG62, KG72, KG73, KG74 y KG76 tuvieron actividad
transcurridas 18 hrs. Los pozos que alcanzaron un color rosa intenso, se consideraron como
positivas, los restantes también viraron de color, pero despues de 40 horas, por lo que ya
no fueron consideradas. Como se muestra en la figura 11a) y 11b). Las Concetraciones
Minimas Inhibitorias de todas las cepas positivas que se seleccionaron después de 18 horas

de reaccién quedaron registradas en la figura 12.

Figura 11: Viraje de las placas en las pruebas de susceptibilidad de Fusarium sp, a) tincién de los pozos con
las primeras veintidos cepas obtenidas de la biomasa y el caldo con Fusarium sp después de ocho hrs. b)
tincion de los pozos con las ultimas veintidos cepas obtenidas dela biomasa y el caldo con Fusarium sp.

Concentracion Minima Inhibitoria de las cepas positivas
en la inhibicion del crecimiento de Fusarium sp.

KG09 KG10 KG21 CT25 KG36 KG44 KG47 KG56 KG61 KG62 KG72 KG73 KG74 KG76

70
6
5
4
3
2
1

CMl en pg/uL
o O O O O o o

B BIOMASA fusarium B CALDO fusarium

Figura 12: Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) seleccionadas de las cepas positivas contra

Fusarium sp después de 18 hrs de reaccion
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3.5 Actividad bioldgica de los extactos fungicos Sobre Pythium ultimum var. Ultimum.

Se obtuvieron tres cepas positivas de la biomasa: KG10, KG12, y KG21, entretanto, del
filtrado reaccionaron las siguientes ocho cepas positivas: KG14, KG17, KG47, KG48, KG72,
KG73, KG74 y KG76. Las figuras 13a) y 13 b) muestran como fue la actividad después de
dieciocho horas de interaccion de la resazurina con todos los extractos provenientes del
caldo y del filtrado; mientras que en la figura 14 se observa cudles fueron las CMI, pero de

la parte inferior de las microplacas muestran la actividad de los endofitos.

Figura 13: Viraje de las placas en las pruebas de susceptibilidad de Pythium ultimum var. Ultimum, a) tincion
de los pozos con las primeras veintidos cepas obtenidas de la biomasa y el caldo con Pythium ultimum var.
Ultimum, b) tincién de los pozos con las utimas veintidos cepas obtenidas de la biomasa y el caldo con Pythium
ultimum var. Ultimum.

Concentracion Minima Inhibitoria de las cepas positivas
en la inhibicidn del crecimiento de Pythium ultimum
var. ultimum

60
5

KG10 KG12 KG14 KG17 KG21 KG47 KG48 KG72 KG73 KG74 KG76
B BIOMASA Pythium B CALDO Pythium

70

o

CMI en pg/uL
N w B
o o o o

o

Figura 14 : Concentraciones Minimas Inhibitorias seleccionadas de las cepas positivas contra Pythium
ultimum var. Ultimum después de 18 hrs de reaccién
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3.6 Analisis Estadistico de la susceptibilidad de los fitopatégenos.

Para determinar si existe diferencia significativa entre el tipo de Fitopatdgeno y la fuente de
extracto, se sometieron a una prueba ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo,
usando el programa Excel. Se consideré un total de cuarentay cuatro extractos, de los cuales
veintidés eran provenientes del caldo-filtrado y la otra mitad proveniente de la biomasa-

micelio. Para cada uno de los tres fitopatdgenos se probaron tres concentraciones (10,20 y
60 pg/ul).

El andlisis estadistico tom6 a consideracion dos factores, Factor 1: fuente del metabolito
(caldo 6 biomasa) y Factor 2: tipo de fitopatégeno (Alternaria sp, Fusarium sp 6 Phytium
ultimum var. ultimum,). Asi como la interaccion entre éstos, para analizar la posibilidad de
gue actuen de modo independiente o que la accion combinada de ambos factores potencie

o inhiba la accion de cada uno por separado, para eso se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: La fuente del metabolito no tiene efecto significativo durante la evaluacion de la
actividad biologica.

Ho: el tipo de fitopatégeno no tiene efecto significativo durante la evaluacion de la

actividad biolégica.

Ho: La fuente del metabolito y el tipo de fitopatégeno no tienen efecto significativo durante

la evaluacién de la actividad biolégica.

Tabla 8 : Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Muestra 1093.939394 1 1093.93939 2.35690968 0.127236334 3.91632464
Columnas 586.3636364 2 293.181818 0.63166485 0.533381052 3.06810027
Interaccioén 2192.424242 2 1096.21212 2.36180631 0.098410115 3.06810027
Dentro del grupo 58481.81818 126 464.141414
Total 62354.54545 131
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Con los resultados de la prueba ANOVA se aceptd que:

Ho: La fuente del metabolito no tiene efecto significativo durante la evaluacion de la

actividad biologica.

Ho: el tipo de fitopatdgeno no tiene efecto significativo durante la evaluacion de la
actividad biologica.

Ho: La fuente del metabolito y el tipo de fitopatégeno no tienen efecto significativo durante

la evaluacién de la actividad biolégica.

Capitulo 4 CONCLUSIONES

El 35 % de los extractos obtenidos del medio de cultivo liquido presentaron actividad en la
inhibicién de crecimiento de al menos un hongo fitopatdgeno en cambio un 22 % de los
extractos obtenidos de la biomasa con las mismas variables condicionales, presentaron
actividad antifangica; particularmente la actividad contra Fusarium Sp, que fue el
fitopatdgeno mas sensible a los extractos. La fuente del metabolito y el tipo de fitopatégeno
no tuvieron un efecto significativo en el control de la actividad biologica. Se recomienda para
estudios posteriores hacer analisis fitoquimico para identificar cuales son las moléculas
responsables en los extractos fungicos que tuvieron actividad fungica. De igual manera
identificar la ubicacion taxonomica de los enddfitos presentes en Taxus globosa Schidt del
estado de Oaxaca, para este estudio las cepas que tuvieron un 75 % de actividad contra al
menos dos fitopatdgenos fueron las cepas con clave KG47 y KG76, y que fueron obtenidas
de la biomasa y el caldo después del tiempo de propagacion. Interpretamos que la MIC, al
ser menor a 100 ug/uL fue eficiente para cada uno de los ensayos. Los extractos de hongos

de Taxus globosa Schldt mostraron resultados positivos como fuentes de agroquimicos.
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ANEXO A: Composicion de los medios.

Composicion del medio agar Papa-Dextrosa Composicion del Medio agar avena
Almidén de papa 49 Avena triturada 20¢g
Dextrosa 209 Dextrosa 109
Agar 159 Agar 16 g
Extracto de levadura | 2 g

Composicion del medio RPMI 1640

AMINOACIDOS Mg/L VITAMINAS Mg/L
L-arginina.HCL 200 Biotina 0.2
L-asparigina.H20 50 Pantotenato de|0.250
L-acido aspéartico 20 calcio
L-cistina 65,20 Cloruro de colina |3
L-acido glutamico 20 Acido félico 1
L-glutamina 300 Inositol 35
Glicina 10 Nicotinamida 1
L-histidina.HCI.H20 |15 Acido p- 1
Hidroxiprolina 20 aminobenzdico
L-Isoleucina 50 Piridoxina HCI 1
L-Leucina 50 Riboflavina 0.20
L-lisina.HCI 40 Tiamina HCI 1,00
L-Metionina 15 Vitamina B12 0.005
L-fenilalanina 15 SALES Mg/L
L-Triptofano 5 INORGANICAS
L-Prolina 20 Ca(NO,),4H20 | 100
L-Tirosina 28.33 KCl 400
L-serina 30 Mg SO,. 7H20 | 100
L-valina 20 NaCl 6000
L-treonina 20 NaHCO, 200
Na,HPO, 800
Otros componentes | Mg/L
Glucosa 2000
Glutationa 1

Rojo de fenol 5




ANEXO B: Formula molecular del colorante Resazurina.

NADH NAD*
HOL oo e om0 WO ox 0L 2 20
Y - o S N N N N\
|
N 4 <T‘Q;//‘\Nf N\ Z
e
Resazurina Resorufina

Fig. B1: cuando el compuesto se encuentra en forma oxidada recibe en el nombre, de
resazurina (izquierda) y cuando se encuentra en su forma reducida recibe el nombre de
resorufina (derecha).

INFORMACION ADICIONAL DE LA RESAZURINA
7-Hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-lum-3-ona
Contenido de humedad: 20%
pH3.8(anaranjado)-ph 6.5(violeta)

Formula condensada: C12HsNOsNa

Peso molecular: 251. 2
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ANEXO C: Clasificacion taxondmica de los fitopatdégenos estudiados

Clasificacion taxonémica de Alternaria sp

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Clase Euascomycetes
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Genero Alternaria
Especies A.alternata, a.dauci

Clasificacion taxondmica de Fusarium sp

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Clase Sordariomycete
Orden Hipocreales
Familia Hypocreaceae
Género Fusarium

Especies f. oxisporum, solani,

verticillioides

Clasificacion taxonémica de Pythium

Reino Fungi

Phylum Stramenophiles
Clase Oomycota
Orden Pythiales
Familia Pythiaceae
Genero Pythium

Especie Pythium ultimum var. Ultimum
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ANEXO D: masa y volumen obtenidos del micelio y del filtrado de los 22 hongos

endofitos.

CEPAS Numero de | peso de la|volumen del| Vol de
Repeticiones de | biomasa (g) caldo (ml) solvente
la Cepa agregado

KG04 2 2.834 16 50 ml

KG09 1 0.760 19 50 ml

KG10 2 2.966 24.5 50 ml

KG12 2 3.695 45.5 50 ml

KG14 2 4.599 37 50 ml

KG17 2 1.195 47.2 50 ml

KG21 2 1.187 50 50 ml

CT25 2 2.892 47.5 50 ml

KG32 2 1.833 42 50 ml

KG36 2 3.509 45 50 mi

KG41 1 3.539 15 50 ml

KG44 1 1.203 21 50 ml

KG47 2 3.033 42 50 ml

KG48 1 1.732 16 50 ml

KG49 2 1.908 49 50 ml

KG56 1 0.785 15 50 ml

KG57 1 0.754 18.5 50 ml

KG58 2 3.122 40 50 ml

KG61 2 1.185 48 50 ml

KG62 2 3.277 40.5 50 ml

KG72 2 4,104 40.5 50 ml

KG73 2 2.636 49 50 ml

KG74 2 1.085 48 50 ml

KG76 2 4,712 40.5 50 ml
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ANEXO E: peso de los viales (obtenidos del caldo) antes y después de la eliminacion
completa del cloruro de metileno.

CEPAS Peso inicial (g) | Peso final () Peso neto del extracto (Q)
KG04 12.920 13.074 0.154
KGO09 12.861 12.869 0.008
KG10 13.103 13.153 0.050
KG12 12.991 13.058 0.067
KG14 13.178 13.218 0.040
KG17 12.930 12.983 0.053
KG21 13.087 13.117 0.030
CT25 12.893 12.946 0.053
KG32 12.975 13.004 0.029
KG36 13.062 13.177 0.115
KG41 12.930 13.053 0.123
KG44 13.117 13.145 0.028
KG47 13.002 13.063 0.061
KG48 13.050 13.080 0.030
KG49 12.941 13.013 0.072
KG56 12.989 13.042 0.053
KG57 13.050 13.063 0.013
KG58 13.038 13.114 0.076
KG61 12.862 12.911 0.049
KG62 13.049 13.094 0.045
KG72 12.978 13.006 0.028
KG73 12.921 12.971 0.050
KG74 12.978 13.045 0.067
KG76 12.981 13.015 0.034
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ANEXO F: peso de los viales (obtenidos de la biomasa) antes y después de la eliminacion

completa del cloruro de metileno

CEPAS Peso inicial (g) | Peso final (g) Peso neto del extracto (Q)
KG04 12.678 12.687 0.009
KGO09 11.008 11.161 0.153
KG10 13.110 13.186 0.076
KG12 12.949 13.005 0.056
KG14 12.974 13.028 0.054
KG17 13.056 13.161 0.105
KG21 10.679 10.725 0.046
CT25 12.644 12.674 0.030
KG32 12.731 12.836 0.105
KG36 10.787 10.815 0.028
KG41 12.691 12.700 0.003
KG44 13.053 13.176 0.123
KG47 12.965 13.024 0.059
KG48 10.847 10.926 0.079
KG49 13.027 13.050 0.023
KG56 12.657 12.679 0.008
KG57 13.068 13.071 0.003
KG58 12.976 13.210 0.234
KG61 11.073 11.119 0.046
KG62 10.784 10.834 0.050
KG72 10.866 10.959 0.093
KG73 13.120 13.148 0.028
KG74 10.920 10.978 0.058
KG76 12.998 13.133 0.135
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ANEXO G: Tabla guia para realizar las diluciones del caldo.

Vol. a repartir para ¢/ inéculo

CEPAS Peso neto del | Vol. adicionado para Pythium | Alternaria | Fusarium
extracto (mg) | obtener [ ]=1mg/mi sp sp

KG04 154 1540 90 90 90
KG09 8 80pL - - -
KG10 50 500 pL 90 90 90
KG12 67 670 pL 90 90 90
KG14 40 400 pL 90 90 90
KG17 53 530 pL 90 90 90
KG21 30 300 pL 90 90 90
CT25 53 530 pL 90 90 90
KG32 29 290uL 90 90 90
KG36 115 1150 pL 90 90 90
KG41 123 1230pL 90 90 90
KG44 28 280 pL 90 90 90
KG47 61 610 pL 90 90 90
KG48 30 300 pL 90 90 90
KG49 72 720 pL 90 90 90
KG56 53 530 pL 90 90 90
KG57 13 130 pL - - -
KG58 73 730 pL 90 90 90
KG61 49 490 pL 90 90 90
KG62 45 450 pL 90 90 90
KG72 28 280 pL 90 90 90
KG73 50 500 pL 90 90 90
KG74 67 670 pL 90 90 90
KG76 34 340 pL 90 90 90

*”-“ Volumen insuficiente para preparar soluciones con la concentracion deseada.
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ANEXO H: Tabla guia para realizar las diluciones de la biomasa

Vol.a repartir para c/ inéculo
CEPAS Peso neto del | Vol. adicionado para Pythium | Alternaria | Fusarium
extracto (mg) | obtener [ ]=1mg/mi sp sp

KG04 9 90 - - -
KGO09 153 1530pL 90 90 90
KG10 76 760 pL 90 90 90
KG12 56 560 pL 90 90 90
KG14 54 540 pL 90 90 90
KG17 105 1050 pL 90 90 90
KG21 46 460 pL 90 90 90
CT25 30 300 pL 90 90 90
KG32 105 1050pL 90 90 90
KG36 28 280 pL 90 90 90
KG41 3 30uL - - -
KG44 123 1230 pL 90 90 90
KG47 59 590 pL 90 90 90
KG48 79 790 pL 90 90 90
KG49 72 720 pL 90 90 90
KG56 8 80 pL - - -
KG57 3 30 pL - - -
KG58 234 2340 pL 90 90 90
KG61 46 460 pL 90 90 90
KG62 50 500 pL 90 90 90
KG72 93 930 pL 90 90 90
KG73 28 280 pL 90 90 90
KG74 58 580 pL 90 90 90
KG76 135 1350 pL 90 90 90

*”-“ VVolumen insuficiente para preparar soluciones con la concentracién deseada.
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ANEXO I: Propiedades y usos del fluconazol.

Es de bajo peso molecular, soluble en agua, un bis-triazol fungistéatico , que ha demostrado
poseer muchos usos clinicos contra dermatofitos, levaduras y hongos dimorficos. El
fluconazol tiene una actividad comparada a la del ketoconazol en la inhibicion de la enzima
14 alfa- demetilasa en hongos pero es mucho menos inhibitoria contra la demetilasa en

mamiferos.

Este compuesto actia mediante la inhibicion de la enzima lanosterol 14-a demetilasa en el
complejo citocromo P-450 de los hongos. El resultado es la inhibicién de la conversion de
lanosterol a ergosterol, con la consecuente deplecién de ergosterol, acumulacion de
precursores y una pérdida de la integridad de la membrana fungica.tLos imidazoles y en
grado variable los triazoles, también interactian con el complejo P-450 de la especie
humana, provocando interferencias metabdlicas con ciertas hormonas o interacciones con

farmacos metabolizados bajo este sistema.

Farmacocinética: muchas de las ventajas de este compuesto estan relacionadas con su perfil
farmacocinetico, la cual es distinta a los otros azoles. Esta disponible en forma oral e
intravenosa, y estas propiedades farmacocinéticas son independientes de ambas rutas de

adminitracion y formulacion.

Uno de los mayores usos del fluconazol, es como profilaxis en pacientes inmunocompresores

gue estan en riesgo de infecciones invasiva y superficiales de Candida albicanis.

N " /N
N CHo— G —CHy =N X
fﬁ CH,—C—CH, N\zz
F

Estructura quimica del Fluconazol.
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