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Resumen

RESUMEN

Los cultivos vegetales son susceptibles al ataque de fitopatdgenos que incluyen virus,
bacterias y hongos; éstos causan enfermedades que resultan en grandes pérdidas
econdmicas y aumentan los costos de produccion. Con frecuencia, los sintomas son

causados por metabolitos secundarios conocidos como fitotoxinas.

Alternaria dauci es un hongo conocido como el agente causal del “tizén foliar” en cultivos
de zanahoria (Daucus carota) y otras especies de la familia Apiaceae como el perejil y el
apio. El género Alternaria spp. sintetiza una amplia gama de fitotoxinas con estructuras
quimicas de variada complejidad. Hasta ahora, y a pesar de la importancia de la
enfermedad causada por A. dauci, se conoce poco sobre los mecanismos de infeccion

del fitopatdgeno y sobre el papel de sus fitotoxinas en el proceso de patogénesis.

Con el fin de optimizar la produccién de metabolitos fitotéxicos en cultivos de A. dauci, en
el presente trabajo se evalud el crecimiento del fitopatégeno en tres medios de cultivo;
dos de composicién indefinida (jugo V8 y jugo de zanahoria), y uno de composicion
definida (Czapek-Dox), preparados con agua o con una infusion de hojas de perejil, a tres
tiempos diferentes de cultivo (48, 72 y 96 h), bajos condiciones de agitacion (100 rpm) y
luz continua. Cada uno de los cultivos fue comparado con base a su produccion de
biomasa, su rendimiento de extracto organico y la actividad fitotoxica de sus filtrados
correspondientes en tres diferentes bioensayos: de gota, de fuga de electrolitos y de

viabilidad celular.

El mayor rendimiento de extracto organico obtenido a partir de filtrados de cultivo en
medios preparados con agua destilada, correlaciona con la expresién de una mayor
actividad fitotoxica, i.e. el medio CD, en el que se encontrd la mayor actividad fitotoxica
en el bioensayo de viabilidad celular, resulté ser uno de los medios con mayor

rendimiento de extracto organico crudo.

Los resultados presentados en este trabajo constituyen el primer reporte de la

optimizacion de las condiciones de cultivo de A. dauci y establecen las bases de futuros




Resumen

trabajos de investigacion dirigidos al aislamiento e identificacion de fitotoxinas producidas
por A. dauci y al estudio de su papel en los eventos de patogénesis del fitopatdégeno.




Abstract

ABSTRACT

Vegetable crops are susceptible to the attack of phytopathogens which include viruses,
bacteria and fungi; these cause diseases that result in significant economic losses and
increase production costs. Often, the symptoms are caused by secondary metabolites

known as phytotoxins.

Alternaria dauci is a fungus recognized as the causative agent of “leaf blight* in carrots
(Daucus carota) and other species of the Apiaceae family such as parsley and celery. The
genus Alternaria spp. synthesizes a broad range of phytotoxins with chemical structures
of varying complexity. To date, and despite the importance of the disease caused by A.
dauci, little is known about the infection mechanisms of the pathogen and the role of its

phytotoxins in the pathogenic process.

In order to optimize the production of phytotoxic metabolites in cultures of A. dauci, in this
study the growth of the phytopathogen was evaluated in three culture media, two of
undefined composition (V8 juice and carrot juice) and one having a defined composition
(Czapek-Dox), the three of them prepared with water or a parsley leaf infusion, in three
different cultivation times (48, 72 and 96 h), under shake (100 rpm) conditions and
continuos light. Each of the cultures was compared on the basis of their biomass
production, its yield of organic extrac and the phytotoxic activity of their corresponding
filtrates in three different bioassays: leaf drop, electrolyte leakage and cell viability.

The highest yield of organic extract obtained from culture filtrates in media prepared with
distilled water, correlates with increased expression of phytotoxic activity, i.e. CD medium,
in which most phytotoxic activity was found in the bioassay cell viability assay, showed the

highest yield of organic crude extract.

The results presented in this study constitute the first report on the optimization of the
culturing conditions of A. dauci, and establish the basis for future research towards the
isolation and identification of phytotoxins produced by A. dauci and the study of their role

in the events of pathogenesis of the phytopathogen.
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Introduccién

INTRODUCCION

Las interacciones entre plantas y microorganismos son complejas. Sin embargo, los
primeros estudios sobre los procesos involucrados comprenden dos preguntas: la
primera, ¢ Cudl es la naturaleza fisiol6gica y bioquimica de la interaccién? y la segunda,
,como son determinadas las interacciones genéticamente? EI dltimo enfoque es
particularmente trascendental para el caso de los cultivos resistentes al ataque de
fitopatdgenos, dada la importancia de la interacciéon planta-patégeno, i.e. la colonizacion
en la planta por el patégeno, o el fracaso del patdgeno cuando es rechazado por las

defensas de la planta (Prell y Day, 2000).

Por otra parte, el estudio de las interacciones planta-patégeno son fundamentales para
mejorar la produccién agricola al proveer herramientas novedosas para el control de
enfermedades en cultivos de importancia comercial (Jackson y Taylor, 1996). Cuando el
ataque es producido por hongos fitopatdgenos, los dafios ocasionados varian desde
leves, hasta la destruccion y muerte de tejidos invadidos o del individuo en su totalidad
(Agrios, 2005; Herrera y Ulloa, 1998).

Los hongos constituyen un grupo altamente diverso de organismos eucariontes carbono-
heterotréficos, que han ocupado exitosamente una amplia diversidad de habitats
naturales. Por otra parte, la Sociedad Americana de Microbiologia estima la existencia de
al menos 1.5 millones de especies de hongos y que menos del 5% de éstas son
conocidas (Manzi y Mayz, 2003; Hawksworth, 2001). De estas ultimas, se considera que

mas de 8000 producen enfermedades en las plantas (Garcia, 2005).

En la historia, los hongos fitopatégenos han sido causantes de enfermedades e incluso
de hambrunas (Wolpert et al., 2002). Estos microorganismos constituyen un grupo
importante en la agricultura debido a su gran nimero, a su enorme capacidad de

reproduccion, y a la necesidad de establecer estrategias para control (Garcia, 2005).

El éxito en la colonizaciéon de una planta por parte de un hongo fitopatégeno depende de
su produccién de factores patogénicos adquiridos durante la evoluciébn. Como resultado

de un ataque exitoso por el hongo, la planta se convierte en un hospedero del

5



Introduccién

microorganismo y entre ambas partes existe una compatibilidad basica que representa
todos los requisitos fisiolégicos y bioquimicos para colonizar y parasitar una planta
particular por un hongo fitopatdégeno particular. Durante el proceso de colonizacion, el
patdgeno es capaz de retirar los nutrientes de la planta hospedera y vivir y multiplicarse a
Sus expensas; otros mecanismos incluyen la sintesis y liberacion de enzimas que
hidrolizan la pared celular que rompen las barreras fisicas para favorecer la infeccion; la
formacion de estructuras especializadas como el apresorio; y la produccion de
metabolitos fitotdxicos cominmente conocidos como fitotoxinas, consideradas como las
armas especiales del patégeno. Se ha reportado que las fitotoxinas desempefian una
funcién particular en la patogénesis y en la virulencia de los fitopatégenos, ya que éstas
conducen a cambios bioguimicos en la planta que resultan en sintomas similares de la
enfermedad como el amarillamiento de las hojas, la marchitez, la necrosis o las
deformaciones que finalmente alteran la fisiologia de la planta y con el tiempo, causan la
muerte de partes de la planta o, incluso, de toda la planta (Strange, 2007; Jeng-Seng,
2001; Prell y Day, 2001; Knogge, 1996; Prell y Day, 2000).

Alternaria dauci (J. G. Kuhn) es el agente causal del “Tizén foliar”, una de las
enfermedades mas destructivas de los cultivos de zanahoria. Este hongo fitopatégeno es
capaz de infectar diferentes variedades de zanahoria, tanto cultivadas como silvestres,
asi como otras especies de la familia Apiaceae, tales como el apio y el perejil. Aun
cuando existen medidas para su control, incluyendo métodos profilacticos, aplicaciones
de fungicidas y el uso de cultivares resistentes de zanahoria, ninguna de estas medidas
es completamente satisfactoria (Boedo et al., 2012; Boedo et al., 2008). La enfermedad,
gue esta presente en todas las areas del mundo y afecta la economia mundial, inicia con
el desarrollo de lesiones de diferentes formas y tamafios en las hojas; las lesiones son de
color marrén verdoso hasta marrén oscuro y pueden estar rodeadas por un halo clorético.
Las lesiones se extienden poco a poco hasta que se unen, dando a la hoja una
apariencia deteriorada. Los sintomas pueden reducir considerablemente la actividad
fotosintética de la hoja y la produccion de hidratos de carbono; adicionalmente, el follaje
necrosado puede separarse de la raiz primaria, reduciendo significativamente la

eficiencia de la recoleccién (Boedo et al., 2012; Boedo et al., 2010; Boedo et al., 2008).




Introduccién

Como parte del estudio de los mecanismos de infeccién y resistencia que ocurren durante
la interaccion planta patdégeno, en este proyecto se planted, como objetivo principal,
evaluar el efecto del medio de cultivo y el tiempo de crecimiento en la produccion de
metabolitos fitotoxicos de A. dauci.




Introduccién
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1.1. ANTECEDENTES GENERALES

En hébitats naturales, las plantas estdn rodeadas por un gran nimero de enemigos
potenciales, incluyendo el ataque de una gran diversidad de microorganismos
patogénicos. Sin embargo, las plantas normalmente permanecen sanas, haciéndose
“inmunes” a muchas enfermedades, debido a la activacion de los mecanismos o barreras
de defensa natural que poseen. Estas barreras pueden ser fisicas, fisiolégicas o
quimicas, cuyo fin es detener el atague de agentes patdégenos o disminuir la severidad de
la enfermedad. Se ha postulado que la relacion resistencia-avirulencia es la regla,
mientras que la susceptibilidad en plantas y la virulencia de organismos patogénicos se
considera la excepcién a la regla (Riveros, 2010; Taiz y Zeiger, 2006; Agrios, 2005;
Glazebrook, 2005).

Como parasitos, los fitopatdgenos utilizan diferentes estrategias para obtener y asegurar
su nutricion. Una vez que el microorganismo coloniza a la planta hospedera, éste puede
desarrollarse bajo condiciones necrotroficas, biotréficas o hemibiotroficas. Los
necrotréficos primero matan a las células hospederas, para obtener los nutrimentos a
partir del tejido muerto. También, los patégenos son capaces de desarrollarse y
reproducirse soélo en tejidos vivos, son llamados biotréficos, también conocidos como
parasitos obligados o estrictos. Finalmente, existe otro grupo de microorganismos
denominado hemibiotroficos, los cuales presentan una etapa inicial biotréfica y una fase
necrotréfica posterior (Van Kan, 2006; Rocha et al., 2004; Indurm y Howlett, 2001; Prell y
Day, 2000).

La especificidad en las interacciones planta-patégeno depende tanto de los genotipos de
la planta como del patégeno. Sin embargo, patdgenos tales como Botrytis o varias
especies del género Phytophthora presentan poca o ninguna especificidad para las
distintas plantas hospederas (Prell y Day, 2000). Por lo tanto, para estudiar y comprender
la interaccion planta-patégeno es preciso tomar en cuenta los componentes del sistema:

la virulencia o avirulencia de un fitopatégeno, en relacion con la resistencia o
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susceptibilidad del hospedante. La importancia a la interrelacién entre los dos organismos
se debe a una interaccion compatible y a una interaccién incompatible. Durante una
interaccion compatible (hospedero susceptible, patégeno virulento), el patbgeno causa
dafio celular méas alla del sitio de infeccién, es decir, el reconocimiento del patégeno por
parte de la planta no ocurre, por lo cual, las respuestas de defensa no se activan y la
enfermedad se establece. Por el contrario, durante una relacién incompatible (hospedero
resistente, patégeno avirulento), existe un sistema de reconocimiento del patégeno por
parte de la planta que activa la expresion de los mecanismos de defensa especificos,
blogueando la penetracion y/o haciendo que el microorganismo patogénico sea incapaz
de causar la enfermedad aunque penetre la planta; por lo cual la muerte celular es
limitada al sitio de infeccion y la colonizacion de la planta por el patégeno es reducida.
Finalmente, el conocimiento de los mecanismos que utilizan las plantas para defenderse
de los microorganismos patogénicos, asi como las herramientas que emplean estos
organimos para estableces la infeccién, son de gran importancia para entender la

interaccion planta-patégeno (Riveros, 2010; Berger, et al., 2007; Prell y Day, 2000).

Las enfermedades causadas por hongos necrotréficos y hemiobiotréficos en plantas
causan sintomas tales como clorosis o marchitamiento de las hojas, asi como necrosis y
descomposicion en cualquiera de las partes o de toda la planta. Los efectos destructivos
de estos patdgenos se atribuyen directamente a la accién de metabolitos que causan los
sintomas de la enfermedad y que son conocidos comiunmente como fitotoxinas (Prell y
Day, 2000).

Las fitotoxinas son metabolitos secundarios de poseen bajo peso molecular y pertenecen
a una amplia gama de familias quimicas incluyendo terpenoides, macrélidos, productos
fendlicos, péptidos, isocumarinas, policétidos, derivados de aminoacidos, acidos
organicos, &cidos grasos y productos heterociclicos, entre otros (Huang, 2001; Prell y
Day, 2000; Strobel et al., 1991).

Las primeras manifestaciones de interés por el estudio de las fitotoxinas aparecieron
como consecuencia de las grandes destrucciones causadas por hongos del género
Helminthosporium en cultivos de avena y maiz durante la década de los setenta en

Norteamérica, asi como las afectaciones en cultivos de pera y manzana causadas por
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varias especies del género Alternaria en Japon; estos sucesos demostraron la existencia
de una relacién directa entre la produccion de fitotoxinas por el microorganismo y su

capacidad para infectar al hospedero correspondiente (Strange, 2007; Panigri, 1997).

Las fitotoxinas pueden propagarse en plantas por difusion a partir de sitios de la infeccion
fungica al tejido adyacente o a través del transporte por apoplasto o xilema de la planta.
De acuerdo a la gama de actividades de las fitotoxinas sintetizadas por los patdégenos de
la planta, se distinguen de acuerdo con su especificidad y modo de accion, las fitotoxinas
hospedero especificas 0 toxinas hospedero selectivas (HTS's) pueden actuar como
factores de patogenicidad, es decir, cualitativamente, afectando solo plantas de un
genotipo especifico susceptibles al patégeno. A bajas concentraciones, estas toxinas
inducen los sintomas naturales de la infeccion. Sin embargo, la mayoria de las fitotoxinas
son hospedero no especificas u hospedero no selectivas (no-HTS’s), y pueden funcionar
como factores de virulencia, es decir, actian de una manera cuantitativa intensificando
los sintomas de la enfermedad en los que no se reproducen los patrones de resistencia y
susceptibilidad del hospedero al patégeno. De hecho, la capacidad para producir una o
mas toxinas y usarlos como armas quimicas puede ser el factor decisivo en la virulencia
de patégenos de plantas e incluso su patogenicidad. Debido a que estos metabolitos
biol6gicamente activos son toxinas de amplio espectro pueden afectar a muchos cultivos
de importancia econémica, su impacto total en la agricultura tiene graves repercusiones
(Colmenares, 2002; Prell y Day, 2000).

Dada su importancia por la funcién que desempefian en el proceso infeccioso, las HST's
han recibido una mayor atencién y actualmente se conocen alrededor de 40 HTS's que
pertenecen quimicamente a diferentes familias incluyendo péptidos ciclicos, terpenoides
y policétidos, entre otras (Tabla 1.1) (Otani et al., 1995; Kohmoto y Otani, 1991). Los
principales géneros reconocidos por su produccion de fitotoxinas son el género Alternaria
y el género Cochliobolus; sin embargo existen HTS"s producidas por otros fitopatdégenos,
e.g. la toxina PM producida por Phyllosticta maydis (Mycosphaerella-Zeaemaydis), y la
peritoxina, producida por Periconia circinata (Tabla 1) (Jeng-Sheng, 2001; Prell y Day,
2000).
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Tabla 1. 1. Fitotoxinas hospedero selectivas (HST’s)

Patogeno Hospedero Toxina(s)
Alternaria mali Manzana AM I, 11y llI
A. tenuissina Chicharo ATC
A. alternata f. sp. lycopersici Tomate AL 1yl
A. alternata f. sp. fragariae Fresa AF 1yl
A. kikuchiana Pera AK Iyl
A. citrip. limén Limén ACR,IACT Iyl
A. alternata f. sp. tangerina Tangerina ACTGAyYB
A.longipes Tabaco AT
Bipolaris sacchari Cafia de azucar HSA ByC
Cochiobolus carbonum raza 1 Maiz HC I, Iyl
C. heterostrophus raza T Maiz HM1,2, 3yl
C. victoriae Avena HV
Corynespora cassicola Tomate CcC
Phyllosticta maydis Maiz PMA,B,CyD
Perconia circinata Sorgo Peritoxina

Actualmente, se conocen al menos 200 fitotoxinas no-HTS’s, pertenecientes a diversas
familias quimicas, sintetizadas en diferentes vias metabdlicas. Entre las no-HTS's que
han recibido mayor atencion se encuentran la brefeldina A, producida por Penicillium
decumbes y A. carthami; cercosporina de Cercospora kikuchii; la fusicoccina A de
Fusicoccum amygdali; las ofiobolinas de C. miyabeanus; el &cido fusarico, sintetizado por
varias especies de Fusarium; la tentoxina, destruxina B y el zinniol aisladas por diferentes
especies y patotipos del género Alternaria. Todas estas toxinas son producto del
metabolismo secundario de sus respectivos hongos. Sus blancos son principalmente los
organelos de sus hospederos vegetales que incluyen membranas, mitocondrias y
cloroplastos. Por lo tanto, el espectro de accién de cada fitotoxina es mucho mas amplio
que la gama de hospederos del patégeno que lo produce (Gamboa-Angulo et al., 2002;
Jeng-Sheng, 2001; Prell y Day, 2000).
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Ademas de su importancia en el campo de la patologia vegetal, en la que han sido
utilizadas como reguladores potenciales en los procesos bioquimicos, fisiolégicos y
genéticos que suceden durante el desarrollo normal de la infeccion en especies
vegetales, las fitotoxinas han sido utilizadas también como supresores e inductores de
respuestas de defensa (fitoalexinas); como base de estudios de relacion estructura-
actividad; para elucidar mecanismos de destoxificacion, rutas de biosintesis vy
metabolismo (Huang, 2001; Haraguchi et al., 1996). Actualmente las fitotoxinas
representan un gran potencial para utilizarse como herbicidas biodegradables en el
control biolégico de malezas y como herramientas de seleccion in vitro de lineas de

plantas resistentes a fitopatégenos (Wood et al, 1992; Strobel et al., 1991).

Algunas veces, la produccién de fitotoxinas in vivo no siempre es la misma bajo
condiciones in vitro, o viceversa; la composicion del medio de cultivo afecta y determina
tanto el crecimiento como las respuestas bioquimicas, genéticas y morfolégicas de un
microorganismo, asi como la capacidad del patégeno de producir los metabolitos
deseados vy, en general, no es posible predecir el efecto cualitativo o cuantitativo de los
componentes del medio sobre la produccion de metabolitos fitotoxicos. Este efecto ha
sido reportado tanto para bacterias como para hongos. Para el caso de los fitopatégenos,
estas condiciones constituyen uno de los aspectos de mayor importancia y es necesario
considerar diferentes factores tales como la naturaleza (sélido o liquido) y composicién
del medio de cultivo (definidos e indefinidos); de las fuentes de nutrientes (de carbono,
nitrégeno, iones inorganicos); de las condiciones de temperatura, de iluminacion (luz
continua, fotoperiodo u oscuridad); de aereacion (cultivos estacionarios 0 en agitacion);
incluso del pH o de la presencia de reguladores de crecimiento (Strange, 2007; Prell y
Day, 2001).

En la mayoria de los trabajos reportados y encaminados hacia el aislamiento e
identificacion de metabolitos fitotoxicos y la evaluacion de su papel en el proceso
infeccioso, se utilizan técnicas de bioensayo simples como el bioensayo de gota, el de
inmersion, el de infiltracion, el de fuga de electrolitos, y el de viabilidad celular para
monitorear el proceso de purificacion del o los metabolitos responsables de la actividad
fitotdxica detectada. Los tres primeros son métodos confiables que reproducen in vitro los

sintomas de la infeccién causados por el patégeno; son bioensayos simples y facilmente
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reproducibles. El bioensayo de fuga de electrolitos evalla a nivel membrana el dafio
ocasionado por las fitotoxinas, cuantificando la pérdida de solutos; este método permite
una mayor sensibilidad y la obtencién de resultados en un tiempo relativamente corto.
Finalmente, los cultivos celulares son ampliamente usados como una herramienta
conveniente para el andlisis complejo a nivel celular y molecular; la buena
reproducibilidad en el bioensayo de viabilidad celular hace adecuado este método ya que
permite una mejor cuantificacion del dafio (Moscatiello, et al., 2013; Puch, 2001).

A. dauci es el patbgeno que causa el tizon foliar, una de las enfermedades mas
destructivas en los cultivos de zanahoria, importante fuente alimenticia para millones de
personas en todo el mundo. A. dauci es un miembro del género Alternaria, reconocido por
el gran nimero de patdgenos importantes en hospederos vegetales, e.g. A. carthami en
cartamo; A. cucumerina en cucurbitaceas; A. porri en la cebolla; A. solani en tomates y
papas y A. zinnia en Zinnia spp., asi como A. mali y A. kikuchiana en manzana, pera y
tabaco (Farrar et al., 2004; Prell y Day, 2000).

Los sintomas foliares causados por A. dauci aparecen de 8 a 10 dias después de la
infeccibn como lesiones pequefias, de color marrén verdoso; estas lesiones se agrandan
y el tejido infectado se vuelve marrén oscuro a negro y en ocasiones puede estar rodeado
de un halo clorético. A. dauci puede infectar a las inflorescencias, semillas y plantulas en
desarrollo, aunque las hojas viejas son las primeras afectadas. La infeccién de los brotes
y partes florales pueden llevar a la infeccion de las semillas en desarrollo; una vez
infectadas, las semillas pueden transmitir la infeccion a nuevas areas de produccion de

zanahoria o de otras especies de la familia Apiaceae (Farrar et al., 2004).

Los patégenos del género Alternaria, dependiendo de su especie 0 patotipo, cuentan con
diferentes herramientas para lograr su establecimiento exitoso, en sus hospederos,
(Panigrahi; 1997). Asimismo, es interesante comentar que el zinniol, descrito como el
principal metabolito fitotoxico de este hongo y responsable de la actividad fitotdxica de la
fraccion lipofilica mediante el bioensayo de gota (Gamboa-Angulo et al, 2000 y 2002;
Cotty y Misaghi, 1984), utilizado en el modelo celular mostré que este metabolito no
posee actividad fitotbxica marcada, tomando en cuenta que las concentraciones

empleadas para evaluar su efecto fitotoxico fueron significativamente mayores (150 uM a

14



Capitulo |

1 mM) que las reportadas para otras no HSTs evaluadas en modelos celulares (Qui-
Zapata, 2008; Barash et al., 1981). Unicamente a nivel del dafio a la membrana celular,
sefialada como el principal sitio de accion del zinniol, present6 nuevamente una actividad
menor a la esperada para un metabolito puro (Huang, 2001). En estudios recientes, la
toxicidad de zinniol se evalué a una concentracion de 10 uM (3 pug/ml) en suspensiones
celulares de zanahoria y no se observé fitotoxicidad, por consiguiente el zinniol
probablemente no es una fitotoxina como previamente sugiere Qui et al. (2008), es decir,
no estad necesariamente implicado en el proceso de patogénesis durante la interaccion
planta-patdgeno y que la aparicion de lesiones en las hojas tratadas con zinniol, ocurre
como consecuencia de la induccién de una respuesta de defensa por parte del hospedero
(Wolpert et al., 2002). Este Ultimo punto, en muchas ocasiones, no es tomado en cuenta

al momento de designar un metabolito como fitotoxina (Huang, 2001).

Por otra parte, una vez que se sospecha que una fitotoxina esta involucrada en la
enfermedad de una planta, la subsecuente investigacion depende de métodos confiables
para la separacion, deteccion y purificacion del o los metabolitos fitotdxicos. No obstante,
un perfil de metabolitos secundarios puede visualizarse usando métodos cromatograficos,
tales como cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia de Gases (CG) o
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). El andlisis de perfiles metabdlicos
ha sido usado para la diferenciacion entre especies en géneros tales como Aspergillus,
Fusarium, Penicillium y Xylariaceae; asimismo, los perfiles de metabolitos secundarios
también han demostrado ser Utiles para diferenciar especies del género Alternaria
(Andersen et al., 2001).

Asimismo, la espectrometria de masas (MS) es una técnica que durante la pasada
década ha tenido un gran avance, fundamentalmente en el desarrollo de diferentes
metodologias y mediante su combinacién con técnicas analiticas de separacion, e.qg.

métodos cromatogréaficos o electroforesis (Xie et al., 2014).

El acoplamiento de una técnica de separacion con MS resulta muy util al conseguir una
metodologia analitica en dos dimensiones, en la que se realiza simultaneamente la
separacion y la identificacion (Loescher et al., 2014). Recientemente, la combinacion

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas de ionizacion por
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electrospray (LC-ESI-MS, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser una buena opcién
para la identificacion de productos nuevos y conocidos, dado que permite la deteccion de
una amplia gama de productos. Las caracteristicas propias de la MS, como la
determinacién de masas exactas, la elevada sensibilidad y el alto poder de resolucién de

masas, la convierten en uno de los métodos de deteccion mas recomendables.

Los extractos de A. dauci son mezclas complejas que contienen un gran ndmero de
constituyentes quimicos que dificultan el aislamiento y la deteccién de cada componente.
Por lo que es necesario el uso de técnicas y/o métodos adecuados tales como los
mencionados anteriormente para la identificacion de los diferentes componentes
(Loescher et al., 2014).

Dado que hasta ahora los reportes sobre el papel que desempefa A. dauci durante la
interaccion con su hospedero son escasos en este proyecto se planteé como objetivo
evaluar el efecto del medio de cultivo y el tiempo de crecimiento en la produccion de
metabolitos fitotdxicos de A. dauci, evaluando el efecto de los medios de cultivo liquido de
composicion definida e indefinida, en presencia o ausencia de infusion de hojas de perejil
cultivados en diferentes tiempos, en la actividad fitotdxica de los cultivos.
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1.2. HIPOTESIS

Se ha reportado que el metabolismo de los hongos del género Alternaria es afectado por
las condiciones de cultivo in vitro; por consiguiente la produccion de metabolitos
fitotoxicos de A. dauci esta influenciado por los diferentes medios de cultivo liquido vy el

tiempo de crecimiento del mismo.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

sEvaluar el efecto del medio de cultivo y el tiempo de crecimiento en la produccion de

metabolitos fitotdxicos de A. dauci.

1.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

eDeterminar las condiciones Optimas de cultivo, crecimiento y produccion de

fitotoxinas del hongo A. dauci en medio liquido.

esEvaluar diferentes técnicas de bioensayo para detectar la actividad fitotéxica en

filtrados de cultivo de A. dauci.

eUtilizar HPLC-MS para establecer de manera preliminar la naturaleza quimica del o
los metabolitos fitotoxicos producidos por A. dauci bajo diferentes condiciones de

cultivo.
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1.4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados se utilizé la siguiente estrategia experimental:

Filtrados de cultivos de
A. dauci

eBioensayo de gota

Evaluacion de actividad fitot6xica .| eBioensayo de fuga de electrolitos
#| eBioensayo de viabilidad celular

Naturaleza quimica de los
metabolitos fitotoxicos

Figura 1.1. Estrategia experimental
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CAPITULO Il

EFECTO DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO EN EL CRECIMIENTO DE

Alternaria dauci

2.1. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos necrotréficos y hemibiotréficos en plantas
producen sintomas tales como clorosis, necrosis y marchitamiento o muerte de una parte
o de la planta completa. Con frecuencia, estas afecciones ocurren como consecuencia de

la liberacion de metabolitos toxicos, denominados “fitotoxinas” (Cruz, 2009).

Se ha encontrado que los hongos fitopatdgenos al ser cultivados in vitro producen
metabolitos, algunos de ellos con actividad fitotéxica, que no producen in vivo o
viceversa. Esta variacion se debe principalmente a las diferencias en las condiciones de
cultivo y las fuentes de nutrientes del medio de cultivo, afectando no solo el crecimiento
sino la capacidad del patégeno de producir los metabolitos de interés. Por esta razon, la
produccién de metabolitos fitotéxicos por parte de un fitopatdgeno en particular, depende
de sus condiciones de cultivo, asi como de la naturaleza y composicion del medio de
cultivo, de las condiciones de temperatura, aereacién, pH y de la presencia de
reguladores de crecimiento (Bundale, et al., 2015; Qui, 2008; Puch, 2001).

Debido al limitado conocimiento que se tiene sobre los procesos metabdlicos primarios o
secundarios que ocurren en el interior de la célula de un microoganismo, la optimizacion
de las condiciones de cultivo que permitan la obtencién de un mayor rendimiento de
fitotoxinas o cualquier otro metabolito secundario de interés, es un proceso que
generalmente se realiza de manera empirica, experimental o la combinacion de ambos

para cada microorganismo (Bundale et al., 2015; Shaw, 1981).

Habitualmente, los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y desarrollo in vitro de
hongos son de dos tipos; de composicién definida o indefinida. Los primeros proveen al

microorganismo fuentes de carbono y nitrbgeno en concentraciones y composiciones
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conocidas, mientras que los medios de composicion indefinida poseen fuentes complejas

de carbono y nitrégeno.

Otros factores de importancia, por su influencia en la produccion de metabolitos
secundarios, son la iluminacion, la aereacion y el tiempo de cultivo de los
microorganismos. Aun cuando el efecto de la luz en el crecimiento y reproduccion de los
microrganismos esta bien documentado, el efecto especifico de los otros factores como la

aereacion, no esta del todo establecido (Shaw, 1981).

A. dauci es un hongo necrotréfico, responsable del “tizon foliar” de la zanahoria. Aun
cuando la enfermedad esta presente en todo el mundo y reduce de manera significativa
(40-99%) los rendimientos de los cultivos de zanahoria (Boedo, et al., 2010; Boedo, et al.,
2008), hasta ahora no se conocen las fitotoxinas producidas por el hongo y el papel de
éstas en el proceso infeccioso. En este capitulo se describe la evaluacion del crecimiento
de A. dauci en diferentes medios de cultivo y bajo diferentes tiempos de crecimiento,
comparando los rendimientos de biomasa micelial y de extracto organico del filtrado de

cultivo.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. OBTENCION DE LA CEPA Y PREPARACION DE CULTIVOS “PADRE”

Para la preparacion de cultivos “padre” de la cepa certificada de A.dauci (P2 AdFRA 017),
una porcién de micelio de aproximadamente 1 cm? fue colocada sobre 15 mL de V8 con
agar en tubos de rosca (medida: 22x135 mm) inclinados. Los tubos fueron incubados
durante 15 dias a una temperatura de 26+/-2°C, con luz natural. Terminado el tiempo de

incubacion, los tubos se guardaron a temperatura ambiente, en oscuridad, hasta su uso.

2.2.2. MATERIAL VEGETAL

Para la preparacion de la infusion se utilizaron plantas comerciales de perejil

(Petroselinum crispum) adquiridas en un supermercado local.

2.2.3. PREPARACION DE CULTIVOS “SEMILLA”

Dos mililitros de agua destilada estéril se adicionaron al cultivo “padre” de A. dauci y con
ayuda de un pincel estéril, la superficie de crecimiento fue raspada ligeramente. Luego se
deposité un mililitro del sobrenadante sobre 15 mL de medio V8 con agar contenidos en
una caja de Petri. Las cajas se incubaron durante 15 dias a una temperatura de 26+/-2°C,
bajo condiciones de luz natural. Terminado el periodo de incubacion, el inéculo se
prepard agregando cinco mililitros de agua destilada estéril sobre la caja que contenia el
cultivo y la superficie fue raspada ligeramente con la ayuda de un pincel estéril,
tomandose 1 mL del sobrenadante para inocular los correspondientes medios liquidos de

cultivo.
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2.24. CULTIVO DE A. DAUCI EN DIFERENTES MEDIOS Y BAJO
DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO

Se prepararon medios de composicion definida (Czapek-Dox, CD) e indefinida (Jugo
V8/CaCOs;, V8 y Jugo Zanahoria/CaCOs, ZN) cada uno preparado con infusion de perejil
(20 g/L) (CDI, V8I, ZNIl) o con agua (CD, V8, ZN). Se prepararon doce matraces
Erlenmeyer conteniendo 100 ml de medio de cultivo liquido cada uno y nueve de ellos
fueron inoculados con 1 ml de esporas de A. dauci. Los matraces restantes se dejaron sin
inocular como control. Los matraces se incubaron a diferentes tiempos (48, 72y 96 h), a
una temperatura de 26+/-2°C, bajo condiciones de luz natural y agitacion constante (100
rpm). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Finalizado el tiempo de incubacién, el medio fue separado de la biomasa micelial por
filtracion al vacio a través de un embudo Buchner y con ayuda de un papel Whatman No.
1 (Tamafio de poro de 90 mm). El filtrado se extrajo con AcOEt (2:1, 1:1, 1:1),
obteniéndose el correspondiente extracto organico crudo y la fase acuosa residual
(Figura 2.1). Para estimar la biomasa micelial producida, el papel filtro con la biomasa

micelial se congeld, se liofilizé y se peso.

Cultivo de A. dauci en medio liquido

Filtracion al vacio

*
EtOAc (3x)
Tiempo:
%* 48 horas (3x) %*
72 horas (3x)
96 horas (3x)

*
Bioensayo

Figura 2. 1. Diagrama general de la separacion y extraccion de cultivos de A. dauci
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2.3. RESULTADOS

El crecimiento de A. dauci fue evaluado en condiciones de agitacién constante (100 rpm),
a tres diferentes tiempos de cultivo (48, 72, 96 horas), utilizando dos medios indefinidos
(V8 y ZN) y un medio definido (CD), preparados con agua destilada (V8, ZN y CD) o con
una infusion de hojas de perejil (V8I, ZNI, CDI).

El andlisis de los resultados del rendimiento de biomasa micelial en cada uno de los
cultivos mostré que al ser cultivado en medio V8 el fitopatbgeno alcanza su maximo
crecimiento a las 48 h y que el uso de la infusion de perejil en el medio de cultivo no tiene
un efecto en el crecimiento del hongo (Fig. 2.2. a). También, el andlisis de los resultados
del cultivo de A. dauci en el medio jugo de zanahoria mostré que el crecimiento del hongo
alcanza su maximo a las 72 horas y que éste permanece constante hasta las 96 horas,
en tanto que con la incorporacion de la infusibn de perejil al medio de cultivo el
microorganismo alcanzé su méaximo crecimiento a las 48 h (Fig. 2.2.b). Finalmente, el
andlisis de los rendimientos de biomasa micelial obtenidos al cultivar el fitopatégeno en
medio Czapek-Dox mostraron que el crecimiento del microorganismo es pobre en este
medio pero la adicién de la infusiébn de perejil favorece el crecimiento del hongo,
observdndose en este caso un aumento constante en el rendimiento micelial con

respecto al tiempo de cultivo (Fig. 2.2. c).
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Figura 2. 2. Produccion de biomasa (crecimiento micelial) liofiizada de A. dauci en diferentes

medios de cultivo a diferentes tiempos). Las barras con letras diferentes representan diferencias

significativas. (P < 0.05)
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Por otra parte, el andlisis de los rendimientos de extracto organico en cada uno de los
cultivos mostré los valores mas bajos para los cultivos en medio V8, tanto en medios
preparados con agua destilada, como en medios preparados con infusién de perejil (Fig.
2.3. a). De la misma forma, los cultivos en el medio de jugo de zanahoria preparado con
agua destilada o infusion de perejil mostraron rendimientos bajos, aunque ligeramente
mas altos que los obtenidos para el caso del medio V8 (Fig. 2.3. b). Finalmente, los
rendimientos mas altos de extracto organico se obtuvieron al cultivar el fitopatdégeno en
medio Czapek-Dox preparado tanto con agua destilada, como con infusion de pereijil,
observandose una maxima produccion de extracto organica a las 96 h, en cultivos de

Czapek-Dox preparado con infusion de perejil (Fig. 2.3 c).
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Figura 2. 3. Rendimiento de los extractos organicos crudos (mg/ml) de A. dauci en diferentes
medios de cultivo. Las barras con letras diferentes representan diferencias significativas. (P < 0.05)
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2.4. DISCUSION

Algunos hongos crecen bien en medios liquidos bajo condiciones estacionarias, pero a
menudo este crecimiento se limita a la superficie. Generalmente el factor limitante para
inducir una reproduccién y un crecimiento fangico adecuados in vitro es la aereacion, por
lo que es necesario agitar el medio de cultivo durante el crecimiento de un hongo con el
fin de tener una constante renovacién de nutrimentos en su superficie. Como
consecuencia de este aumento en la aereacion, el periodo de crecimiento es corto y se
evita un alto porcentaje de células muertas. Por otra parte, el crecimiento y la
esporulacién de la mayoria de los hongos se favorece a temperaturas de entre 15y 25°C
y en presencia de luz; para el caso particular de Alternaria spp. se ha reportado que su
crecimiento es optimo a 26°C y que disminuye a temperaturas bajas (e.g. 5°C), mientras
que a 35°C no hay produccion de esporas (Rodrigues, et al, 2010; Hebert y French, 1980;
Diaz, 1966). Con base a lo anterior, en este trabajo el cultivo de A. dauci se llevé a cabo
en condiciones de agitacion, a temperatura ambiente (26°C) y con luz natural.

Se ha reportado que los medios indefinidos como el medio de jugo de zanahoria o V8
inducen o aumentan la esporulacién de los hongos fitopatégenos, lo que resulta en un
buen crecimiento micelial y favorece la produccion de metabolitos secundarios (Lecomte
et al., 2014; Barash, 1981; Hebert y French, 1980). Lo anterior coincide con los resultados
obtenidos por Rodrigues et al. (2010), quien obtuvo los mejores resultados de
esporulacién de Alternaria solani al cultivarlo en medio de jugo V8, a 25°C, en
condiciones de agitacion, durante siete dias. En este trabajo, al evaluar el crecimiento de
A. dauci en tres medios de cultivo diferentes, dos indefinidos (jugo V8 y jugo de
zanahoria) y uno definido (Czapek-Dox), y a tres diferentes tiempos de cultivo (48, 72 y
96 h), se encontré que, utilizando el medio de cultivo de jugo V8, el hongo alcanza su

méximo crecimiento micelial a las 48 h (Fig. 5a).
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Figura 2. 4. Produccion de biomasa (crecimiento micelial) liofiizada de A. dauci en diferentes
medios de cultivo a diferentes tiempos a) sin infusidon de perejil, b) con infusion de perejil). Las
barras con letras diferentes representan diferencias significativas. (P < 0.05)

28



Capitulo Il

Por otra parte, y dado que se ha reportado que el uso de infusiones de una planta
hospedera estimula la esporulacion del fitopatdgeno y la produccion de fitotoxinas,
ademas de favorecer la formacion de conidios y mantener la viabilidad del hongo (Avila et
al., 2000; Hebert y French, 1980), cada uno de los medios de cultivo mencionados
anteriormente fue preparado sustituyendo el agua destilada por una infusion de perejil.
Los resultados obtenidos mostraron que, para el caso del medio de jugo V8, la
incorporacion de la infusion de perejil no tuvo un efecto significativo en el crecimiento del
hongo. Sin embargo, tanto para el medio de jugo de zanahoria como para el del medio
Czapek-Dox, el uso de la infusidon de perejil en la preparacion del medio favorecié el

crecimiento micelial del fitopatdgeno (Fig. 2.4.b)

Al comparar los diferentes medios y condiciones de cultivo de A. dauci en cuanto a su
rendimiento de extracto organico crudo, se encontré que los cultivos en medio Czapek-
Dox preparado con infusién de perejil, primero, y agua destilada, segundo, produjeron los
mejores rendimientos de metabolitos secundarios lipofilicos, en tanto que los
rendimientos mas bajos se obtuvieron a partir de filtrados de cultivos en jugo de
zanahoria y jugo V8. Lo anterior no coincide con resultados en la literatura que
mencionan al medio de jugo V8 como el medio mas comunmente utilizado para el
aislamiento y mantenimiento de Alternaria spp., asi como para estudios relacionados con
la interaccion planta-patégeno y para la produccion de metabolitos secundarios (Lecomte
et al. 2012; Qui et al. 2010; Shaw, 1981;). En este estudio, aun cuando el medio de jugo
V8 mostrd el mayor crecimiento micelial, su rendimiento de extracto organico crudo
resultdé ser el mas bajo (Fig. 6ab), comparado con el obtenido al cultivar el fitopatégeno
en el medio definido Czapek-Dox (Fig. 2.5. b), que se caracteriza por estar constituido por
fuentes de nitrdgeno y carbono quimicamente especificadas, lo que puede colocar al
fitopatdbgeno en condiciones de estrés, favoreciendo de esta manera la produccién de
metabolitos secundarios (Puch, 2001; Shaw, 1981).
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Figura 2. 5. Rendimiento de los extractos organicos crudos (mg/ml) de A. dauci en diferentes

medios de cultivo a) sin infusiébn de perejil, b) con infusion de perejil). Las barras con letras
diferentes representan diferencias significativas. (P < 0.05)
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2.5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que para el caso
de A. dauci, cultivado bajo condiciones similares de agitacion, temperatura y luz, la
eleccién del medio de cultivo es critica para alcanzar el maximo crecimiento micelial en
corto tiempo, y que dependiendo del medio de cultivo seleccionado, la sustitucién del
agua destilada por una infusion de perejil, como planta hospedera del fitopatdgeno,
puede o no, reducir el tiempo de cultivo del hongo. Los resultados obtenidos indican que
no existe una relacion directa entre la produccion de metabolitos secundarios y la
cantidad de micelio generado por A. dauci en cada uno de los diferentes medios, bajo las

diferentes condiciones de cultivo.

31



Capitulo Il

32



Capitulo 111

CAPITULO IlI

EFECTO DEL MEDIO Y LAS CONDICIONES DE CULTIVO EN LA ACTIVIDAD
FITOTOXICA DE LOS CULTIVOS DE ALTERNARIA DAUCI

3.1. INTRODUCCION

Los estudios sobre la interaccién planta-patdgeno requieren modelos experimentales que
permitan evaluar los diferentes mecanismos de patogénesis, asi como las respuestas a
nivel celular que se desencadenan como consecuencia de esta interaccién (Asai et al.,
2000). En la mayoria de los trabajos reportados y encaminados hacia el aislamiento e
identificacion de metabolitos fitotéxicos y a la evaluacion de su papel en el proceso
infeccioso, se utilizan técnicas de bioensayo simples como los bioensayos de gota, de
inmersién, de disco de hoja, de microdiluciéon en caldo, de germinacion de esporas, de
fuga de electrolitos, para monitorear el proceso de purificacion de los metabolitos
responsables de la actividad detectada (Lecomte et al. 2014; Vargas et al. 2014; Masoud,
2012;. Diaz et al. 2011) Asi mismo, se requiere de un modelo especifico para la especie
vegetal y su patégeno, para contribuir en el esclarecimiento de los mecanismos a nivel
celular, para ello los productos purificados son evaluados mediante ensayos in vitro
utilizando cultivos celulares, monitoreando la viabilidad o muerte celular, o en estudios in
situ (Huang, 2001; Jacyn y Norton, 1994). Al evaluar la actividad biol6gica de metabolitos
secundarios en diferentes modelos experimentales, es de suma importancia obtener
resultados confiables, reproducibles y que requieran de pequefias cantidades de muestra,
particularmente en el caso de la evaluacién de la actividad fitotoxica a nivel celular (Cotty
y Misaghi, 1984).

Como parte del proceso y mecanismo de resistencia de las plantas y de defensa frente al
ataque de patdgenos, en este capitulo se describe la evaluacion del efecto del medio y

las condiciones de cultivo (Capitulo 2) en la actividad fitotdxica de A. dauci.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. FRACCIONES FITOTOXICAS

Las diferentes fracciones fitotoxicas se obtuvieron a partir de cultivos de A. dauci

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Cap. 2).

3.2.2. MATERIAL VEGETAL

Para los bioensayos de gota y fuga de electrolitos se utilizaron discos cortados de hojas

de perejil (Petroselinum crispum). Las plantas comerciales de perejil fueron adquiridas en

un supermercado local.

3.2.3. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron cultivos celulares de Daucus carota, previamente establecidos y

caracterizados.

3.2.4. PREPARACION DE LOS CULTIVOS CELULARES
A los cultivos celulares de D. carota (dia 7) se le agregaron las fracciones fitotoxicas (1

mg/ml) y los cultivos se dejaron en incubacion durante 13 dias. Las células se

cosecharon al término de la incubacién y se procedié a evaluar la actividad fitotéxica.

3.3. ESTABLECIMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS
CELULARES DE DAUCUS CAROTA

3.3.1. INDUCCION DE CULTIVOS CELULARES

Se obtuvo una linea celular a partir de tallos de zanahoria cultivados in vitro. Esta linea

celular fue seleccionada y proporcionada por el Dr. Victor Manuel Loyola Vargas y la M.
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en C. Rosa Maria Galaz Avalos de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de
Plantas del CICY.

3.3.2. CARACTERIZACION DE CULTIVOS CELULARES

La caracterizacion de la linea celular (tallo) se llevé a cabo evaluando cada dos dias,
durante 16 dias, su viabilidad, el volumen final y el volumen de paquete celular, su peso
fresco y su peso seco, asi como el niumero de células, la conductividad y pH del medio de
cultivo. Se utilizé una tabla aleatoria (enumerando los matraces) para tomar muestras por

triplicado que se caracterizaron de acuerdo a los parametros sefialados anteriormente.

3.3.2.1. VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de azul de Evans. A 1 mL de células
en suspensién se le agregaron 250 ul del colorante azul de Evans al 0.1%; después de
15 min a temperatura ambiente, las células se lavaron con 5 mL de agua destilada y se
centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos, hasta eliminar el exceso de colorante.
Posteriormente, las células se resuspendieron en 2 mL de metanol al 50% con SDS al
1%, se incubaron a 65°C durante 30 minutos para extraer el colorante y se centrifugaron
a 2000 rpm durante 10 min. El procedimiento se repitid tres veces y el sobrenadante se
llevé a un volumen final de 7 mL y se ley6 su absorbancia a 600 nm. El control negativo
se realizd6 con células en suspension muertas (72°C durante 1 hora) (Escobedo y
Miranda, 2003).

3.3.2.2. VOLUMEN FINAL

Se agito el matraz y se midio el volumen de la suspension celular utilizando una probeta.
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3.3.2.3 VOLUMEN DE PAQUETE CELULAR

Se tomaron 10 mL de suspension celular y se colocaron en una centrifuga Beckman a
3000 rpm por 15 min. Después de medir el paquete celular, el material se regreso al

matraz para determinar el peso fresco, peso seco y viabilidad celular.

3.3.3. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento celular en los cultivos en suspensién se determiné al cuantificar cada dos

dias el peso fresco, el peso seco y el numero de células.

3.3.3.1. PESO FRESCO

Las suspensiones celulares se filtraron al vacio (450 mm Hg) durante 1 minuto, utilizando
un embudo Buchner; posteriormente se peso el paquete celular.

3.3.3.2. PESO SECO

Las muestra obtenidas del peso fresco se mantuvieron en congelacion hasta terminar el

ciclo de cultivo, al término de éste las muestras se liofilizaron (3 dias) y se pesaron.

3.3.3.3. NUMERO DE CELULAS

Para proceder al conteo de las células, primero se llevé a cabo una separacion de los
agregados celulares. Para esto se tomaron 500 ul de las suspensiones celulares del
matraz original y se mezclaron con 1 mL de Trioxido de Cromo al 8%; esta mezcla se
colocé a bafio Maria a 70°C durante 15 minutos, y transcurrido este tiempo se agit6
(Vortex) durante 10 minutos. Finalmente, se tomd una muestra (20 ul) de la mezcla y se
procedi6 a contar el nimero de células en diferentes cuadrantes de la camara de

Neubauer. El conteo se realiz6 con la ayuda de un microscopio 6ptico Zeiss (10X).
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3.3.4. DETERMINACION DE CAMBIOS EN EL PH Y LA CONDUCTIVIDAD DEL
MEDIO DE CULTIVO

3.3.4.11. PHY CONDUCTIVIDAD

A cada uno de los filtrados se les midié el pH (potenciébmetro, Termo Orion) y la
conductividad (Conductimetro, Hi8733, HANNA instruments).

3.4. BIOENSAYOS

3.4.1. BIOENSAYO DE GOTA.

Discos cortados de hojas de perejil (P. crispum) de 1 cm. de didmetro (previamente
lavados) se colocaron en una caja de Petri estéril conteniendo en el fondo dos capas de
papel filtro previamente humedecidos con agua destilada estéril. Utilizando un pincel para
raspar se realizd una ligera puncion en la hoja, donde se depositaron 20 ul de filtrado a
diferentes concentraciones (25, 50, 100 ug/mL); como control se utilizaron medio sin
inocular y agua destilada estéril. Se utilizaron tres discos por tratamiento y las
inoculaciones fueron realizadas en la cara adaxial o abaxial. Las cajas Petri se
mantuvieron bajo condiciones de temperatura ambiente y luz natural y los efectos se

observaron a las 72 horas después del tratamiento.

3.4.2. BIOENSAYO DE FUGA DE ELECTROLITOS.

Diez discos cortados de hojas de perejil de 8 mm de diametro (previamente lavados), se
colocaron en un vial conteniendo solucion de filtrado crudo (10 mg/mL), medio sin
inocular y agua desionizada, como controles, respectivamente. Los discos se infiltraron al
vacio por 30 minutos, se enjuagaron con cinco cambios de agua desionizada durante 20
minutos y se transfirieron a un vial limpio conteniendo 10 mL de agua desionizada. La
conductividad (Conductimetro, Hi8733, HANNA instruments) del sobrenadante se

determiné a diferentes tiempos.
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3.4.3. BIOENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR.

Primeramente, las células de un cultivo en suspensién se dejaron sedimentar en tubos
Falcon estériles y se centrifugaron (2X) a 3000 rpm durante 10 min, hasta tener un
paquete celular de aproximadamente 5 mL. A este paquete celular se le agregaron 40 mL
de medio de cultivo nuevo (B5-Gamborgs) y de la suspension resultante, en el dia 0 del
crecimiento celular, se tom6 1 mL que se combind con 9 mL de medio de cultivo nuevo
en un matraz de 50 mL. En el dia 7 del crecimiento celular, se inocularon los filtrados
liofilizados (1 mg/mL) y en el dia 13 del crecimiento celular, se llevé a cabo la evaluaciéon
de la actividad fitotdxica a nivel celular, evaluando el porcentaje de viabilidad celular por
medio del ensayo de Azul de Evans. Como control se utilizé una fracciébn con una muerte
celular completa (calentamiento de células a 72°C durante 1 hora). Los porcentajes de
viabilidad se calcularon al comparar la viabilidad encontrada en las células tratadas con

respecto a la viabilidad de las células muertas por calor.
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3.5. RESULTADOS

3.5.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FITOTOXICA EN HOJA (BIOENSAYO
DE GOTA)

Los filtrados de cultivo en medio jugo V8, Zanahoria y Czapek-Dox, preparados con agua
destilada o infusién de perejil, se liofilizaron y se prepararon a diferentes concentraciones
(25, 50 y 100 ug/mL) para evaluar su actividad fitotéxica mediante el bioensayo de gota
en hojas de perejil (Petroselinum crispum). La actividad fitotoxica de los filtrados se
determiné con base al grado de clorosis, marchitamiento de las hojas 0 necrosis,
observado en las hojas de perejil (Figura 3.1).

(++++) La lesion es muy agresiva, observandose
Maxima clorosis, necrosis y marchitamiento en un 80-95%.

(++4) El dafio necrotico presente en la hoja es
Alta agresivo abarcando de un 50 a un 65%.
(++) El dafio clorotico y necrtico es evidente,
Moderada abarcando de un 25 a 50% de la superficie.
(+) La lesion es ligera, observandose clorosis en un
Débil 10 a 20% de la superficie de la hoja.
(-) No se observa ningln sintoma, la hoja se
Sin actividad observa sana.

Figura 3. 1. Clasificacion de la actividad fitotoxica observada en hojas de perejil tratadas con
filtrados de Alternaria dauci en el bioensayo de gota. Maxima fitotoxicidad (++++), altamente
fitotdxico (+++), fitotdxico moderadamente (++), fitotoxico débilmente (+), no fitotéxico (-)
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El analisis de resultados en la evaluacién de la actividad fitotéxica en el bioensayo de
gota mostré6 que los filtrados de los cultivos en medio jugo V8 preparados con agua
destilada presentan una actividad altamente fitotdxica a partir de los 50 ug/mL, es decir, a
medida que aumenta la concentracion aumenta la actividad. Por otra parte, en los
filtrados de los cultivos en medio jugo V8 preparados con infusion de perejil se observé
que a medida que aumenté el tiempo aumenté la actividad, particularmente a las 96 h a
50 y 100 pg/mL.

Para los filtrados de los cultivos en medio jugo de zanahoria preparados con agua
destilada presentan una actividad baja a moderada, la actividad es similar a las 48 h y 96
h para 50 y 100 pug/mL, es decir, la actividad depende de la concentracion pero no del
tiempo. Por su parte, en los filtrados de los cultivos en medio jugo de zanahoria
preparados con infusiébn de perejil se observa que la actividad aumenta con la
concentracion y con el tiempo de cultivo, observandose una actividad maxima a las 96 h
con 25,50y 100 pg/mL (Tabla 3.1).

Finalmente, los filtrados de los cultivos en medio Czapek-Dox preparados con agua
destilada mostraron una actividad baja, que no depende del tiempo ni de la
concentracion. En cambio, para los filtrados de los cultivos en medio Czapek-Dox
preparados con infusion de perejil la actividad es buena pues depende de la

concentracion pero no del tiempo (Tabla 3.1).
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Tabla 3. 1. Actividad fitotoxica de los filtrados obtenidos de diferentes cultivos de A. dauci en hojas

de pereijil.
Medios de cultivo SIN infusién de perejil
ve ZN cD
Concentracion
48 72 96 48 72 96 48 72 96
100 pa/mL e -+ e+t ++ + ++ ++ i +

+++ +++

++ iR

4

++

++

+

— T
Medio de cultivo - -

+

+

ZN

++

+

96

Itivo CON infusion de perejil

ve
Concentracion
48 72

++ ++ ++++ ++++ +i ++++ +++ +++ +++
+ + +++ +++ +++ ++++ ++ ++ ++
+ + + o+ ot ++++ ++ + +

Los experimentos se realizaron por triplicado con 3 hojas replicas para cada fraccion fitotoxica y
cada concentracion, los resultados fueron similares en ambas repeticiones. Control*: agua
destilada estéril, Maxima fitotoxicidad (++++), altamente fitotoxico (+++), fitotdxico moderadamente
(++), fitotéxico débilmente (+), no fitotoxico (-)

3.5.2. EVALUACION DEL DANO A LA MEMBRANA CELULAR (BIOENSAYO
DE FUGA DE ELECTROLITQOS)

Para conocer el efecto de los diferentes filtrados de A. dauci sobre la integridad de la
membrana celular, se utilizo el bioensayo de fuga de electrolitos que mide la pérdida de
electrolitos (uS), desde un tiempo 0 hasta un tiempo de 9 h, en discos de hojas de perejil

(P. crispum).

Los resultados mostraron actividad fitotéxica Unicamente en los filtrados de los cultivos en
medio de jugo V8, tanto en los preparados con agua destilada, como en los preparados
con la infusién de perejil. Los primeros, cultivados durante 48 y 96 h, causaron una fuga
maxima y constante hasta las 96 horas, en tanto que los cultivos de 72 h no mostraron
una actividad fitotéxica significativa (Fig. 3.2). Por otra parte, de los filtrados de cultivo
preparados con infusion de perejil, Unicamente los de 72 y 96 h mostraron una pérdida
significativa y constante de electrolitos (Fig 3.3).
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Figura 3. 2. Dafio de la membrana celular provocado por filtrados de A. dauci en medio a) V8,
Zanahoria y Czapek-Dox sin infusién de perejil a las 48 h. b) 72 y c) 96 h. Cada experimento fue
realizado por triplicado, + SD. Las lineas de conectividad con letras diferentes representan
diferencias significativas. (P < 0.05)
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Figura 3. 3. Dafio de la membrana celular provocado por filtrados de A. dauci en medio a) V8,
Zanahoria y Czapek-dox con infusion de perejil a las 48 h. b) 72 y ¢) 96 h. Cada experimento fue
realizado por triplicado, + SD. Las lineas de conectividad con letras diferentes representan

diferencias significativas. (P < 0.05)
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3.5.3. BIOENSAYO DE VIABILIDAD (CULTIVOS DE CELULAS DE TALLO DE
ZANAHORIA EN SUSPENSION)

El analisis de los resultados de la evaluacion de los diferentes filtrados de cultivo sobre la
viabilidad de los cultivos celulares de tallo de zanahoria en suspensién mostré que, para
el caso de los filtrados de cultivo de A. dauci en medio jugo V8 preparado con agua
destilada, la actividad fitotoxica es moderada (ca. 60% de viabilidad vs 80% de viabilidad
en el control) y se mantiene constante a los diferentes tiempos de cultivo del fitopatdgeno;
por el contrario, el uso de la infusion de perejil para preparar el medio jugo V8 produce un
filtrado de cultivo que causa una reduccion en la viabilidad celular similar a la del control
(Fig. 3.4).

a b
901 Lv2 ® go- 2 vel
i
80 - b 801
d
® 70 A b X 704
3 3 c
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5 604 = 3 60-
o o
> >
50 4 50
40 40
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Vac 48 72 96 V8l C 48 72 96
Control Tiempo de crecimiento (h) Control Tiempo de crecimiento (h)

Figura 3. 4. Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los filtrados liofilizados de A. dauci en medio jugo V8 a) sin y b)
con infusion de perejil. Promedio de 3 experimentos independientes, + SD, (P < 0.05).

Por otra parte, los resultados de la evaluacion de los filtrados de A. dauci en medio jugo
de zanahoria preparado con agua destilada mostraron que su actividad fitotoxica es baja
(ca. 75% vs 82% del control), aun a las 96 h de cultivo.
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Por el contrario, el medio jugo de zanahoria con infusion de perejil dio como resultado un
filtrado de cultivo con una actividad fitotoxica importante (ca. 55% de viabilidad vs 85%

del control) que se mantuvo en su nivel maximo desde las 48 y hasta las 72 h de cultivo
(Fig. 3.5).
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Figura 3. 5 Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los filtrados liofilizados de A. dauci en medio jugo de zanahoria a)
sin y b) con infusién de perejil. Promedio de 3 experimentos independientes, + SD, (P < 0.05).

Finalmente, los resultados de la evaluacién de los filtrados de A. dauci cultivado en medio
Czapek-Dox preparado con agua destilada, mostraron que el fitopatdbgeno produce una
muy alta actividad fitotoxica (ca. 35% de viabilidad vs 85% del control) a las 96 h de
cultivo, en tanto que la sustitucion del agua por la infusién de perejil en la preparacion del
medio de cultivo resulta en la obtencion de un filtrado de cultivo con una actividad

fitotoxica significativamente menor (ca. 70% de viabilidad vs 85% del control) desde las
48 h de cultivo (Fig. 3.6)
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Figura 3. 6 Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los filtrados liofilizados de A. dauci en medio Czapek-Dox a) sin y
b) con infusién de perejil. Promedio de 3 experimentos independientes, £ SD, (P < 0.05).

Dado que los filtrados de los cultivos en CD mostraron la mayor actividad en el bioensayo
de viabilidad celular y los filtrados de los cultivos del jugo V8 fueron los que mostraron la
mayor actividad en el bioensayo de fuga de electrolitos y los segundos mas activos en el
bioensayo de gota, éstos se seleccionaron para establecer, de manera preliminar, la
naturaleza quimica de el o los metabolitos fitotéxicos producidos por A. dauci. Para esto,
cada uno de los filtrados fue extraido con AcOEt para obtener las correspondientes

fracciones hidrofilica (fase acuosa; FA) y lipofilica (extracto organico; EO).
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3.5.4. CARACTERIZACION QUIMICA PRELIMINAR DE LOS METABOLITOS
FITOTOXICOS DE A. DAUCI UTILIZANDO EL BIOENSAYO DE VIABILIDAD
CELULAR

La evaluacion de las fracciones hidrofilica y lipofilica del cultivo de A. dauci en medio CD
preparado con agua destilada mostré que, aun cuando el filtrado original mostré la mayor
actividad fitotoxica en el bioensayo de viabilidad celular (ca. 35% vs 85% del control, Fig.
3.6), la actividad fitotoxica en cada una de las fracciones es menor a la del filtrado
original, i.e. 85% vs 95% de la fraccion lipofilica (Fig. 3.7a) y 70% vs 85% del control de la
fraccion hidrofilica (Fig. 3.7b).
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Figura 3. 7. Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los a) extractos organicos crudos y b) Fases acuosas de A. dauci
en medio CD preparados con agua destilada. (3%, £ SD, P <0.05).

De la misma forma, al evaluar las fracciones obtenidas del cultivo de A. dauci en medio
CD preparado con infusion de perejil, el cual mostré una actividad fitotéxica baja en el
ensayo de viabilidad celular (70% de viabilidad vs 85% del control; Fig 3.6), se encontrd
que, mientras la fraccion lipofilica no mostro actividad fitotdxica significativa (Fig 3.8a), la
fraccion hidrofilica mostr6 una actividad baja (ca. 70% vs 85% del control, Fig. 3.8b),
similar a la del filtrado original.
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Figura 3. 8 Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con a) extractos orgénicos crudos y b) Fases acuosas de A. dauci en
medio CD con infusion de perejil. (Promedio de 3 experimentos independientes, + SD, (P < 0.05).
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Figura 3. 9 Evaluacion de la actividad fitotoxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los a) extractos organicos crudos de A. dauci y b) Fases acuosas

en medio jugo V8 preparados con agua destilada. (Promedio de 3 experimentos independientes, +
SD, (P =£0.05).
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Por otra parte, los resultados de la evaluacion de las fracciones hidrofilica y lipofilica de
los cultivos de A. dauci en medio de jugo V8 preparado con agua o con infusién
mostraron que ninguna de las fracciones posee una actividad fitotoxica significativa (Figs.
3.9ay 3.9by Figs. 3.10a y 3.10b).
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Figura 3. 10 Evaluacion de la actividad fitotdxica expresada en cambios de viabilidad. Los cultivos
celulares fueron incubados con los a) extractos organicos crudos y las b) fracciones acuosas de A.

dauci en medio jugo V8 con infusion de perejil. (Promedio de 3 experimentos independientes, +
SD, (P <0.05).
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3.6 DISCUSION

El filtrado (conjunto total de metabolitos) del medio de cultivo Czapek-Dox preparado con
agua destilada de A. dauci mostré la mayor actividad fitotoxica al ser evaluado en el
bioensayo de viabilidad celular. Sin embargo, al separar los metabolitos de acuerdo a su
naturaleza hidrofilica o lipofilica y evaluar el efecto fitotoxico de las fracciones resultantes
en el bioensayo de viabilidad celular, no se observé el esperado aumento en la actividad
fitotoxica de una o las dos fracciones. Este resultado sugiere que el efecto fitotoxico
detectado en el filtrado original puede deberse a un efecto de sinergismo entre los
metabolitos presentes en el filtrado y que éstos, al separarse, pierden la capacidad de

causar una actividad fitotoxica marcada.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los filtrados del
medio jugo V8, preparados tanto con agua destilada como con infusion de perejil, fueron
los Unicos que presentaron una actividad fitotoxica clara en el bioensayo de fuga de
electrolitos. Cabe destacar que el incremento de la fuga de electrolitos en numerosas
interacciones planta-patégeno se considera como “cambios en la permeabilidad de la
membrana celular, reconocidos como una caracteristica universal de la planta enferma”.
Este cambio en la integridad de la membrana es uno de los primeros sintomas
detectables del mecanismo de accién de los metabolitos fitotoxicos, e. g. la toxina
victorina de Cochliobolus victoriae causa alteraciones en la permeabilidad celular una vez
que establece contacto con las células huésped (Novacky, 1991). De la misma forma, la
toxina HS (helminthosporésido), producida por Helminthosporium sacchari, interacciona
directamente con la membrana plasmatica de su hospedero y se ha reportado que la
toxina AM tiene dos sitios de accidn, la membrana plasmatica y el cloroplasto (Tsuge et
al. 2013). Adicionalmente, el bioensayo de fuga de electrolitos se ha utilizado también
para correlacionar la estructura quimica con la actividad de diferentes fitotoxinas,
incluyendo la destruxina B, la homodestruxina B y la desmetildestruxina B, producidas por
A. brassicae (Pedras et al., 2000).
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Finalmente, aun cuando los filtrados del medio jugo de zanahoria preparado con infusién
de perejil fueron los que presentaron mayor actividad en el bioensayo de gota, su sitio 0
mecanismo de accion se desconoce. En la literatura existen numerosos reportes sobre el
uso del bioensayo de gota para la deteccion de actividad fitotdxica, particularmente para
el caso de hongos fitopatdgenos pertenecientes al género Alternaria. Este bioensayo,
realizado sobre la hoja del hospedero del patégeno, es un método de ensayo confiable,
simple y reproducible que fue utilizado en las primeras investigaciones sobre la
produccién de zinniol por parte de A. dauci (Barash, 1981), y que ha sido utilizado
también para detectar otras fitotoxinas tales como las toxinas AK, las toxinas AF y las
toxinas ACT, producidas por diferentes especies de Alternaria spp. (Kohmoto et al, 1983;
Otani et al. 1995) asi como la detecciéon de destruxina B en cultivos de A. brassicae
(Pedras et al., 2000).
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3.7. CONCLUSIONES

Los resultados de la evaluacion del tiempo de crecimiento en la produccion de
metabolitos fitotoxicos de A. dauci mostré que en general este parametro no parece
incidir de manera critica en la actividad fitotoxica observada, con excepcion de algunos
casos al evaluarse en las diferentes técnicas de bioensayo en los que se observa una
actividad muy particular, e.g. en el bioensayo de viabilidad celular los filtrados de A. dauci
cultivados en medio CD preparado con agua destilada produce una actividad altamente
fitotoxica a las 96 h de cultivo. De igual manera, la preparacion del medio jugo de
zanahoria con infusiéon de perejil dio como resultado un filtrado de cultivo con una
actividad fitotoxica importante que se mantuvo en su nivel maximo a las primeras horas
de cultivo (48 a 72 h) en el bioensayo de viabilidad celular. Por el contrario, la evaluacion
de la actividad fitotoxica en el bioensayo de gota mostré que los filtrados de los diferentes
medios de cultivo preparados con agua destilada presentan una actividad fitotdxica
similar en los diferentes tiempos, es decir, la actividad depende en la mayoria de los
casos de la concentracion pero no del tiempo.

Por otra parte, los resultados obtenidos mostraron que no existe una relacion directa
entre la produccion de metabolitos secundarios lipofilicos y la cantidad de micelio
generado por A. dauci en cada uno de los diferentes medios de cultivo. Sin embargo, es
interesante mencionar que el mayor rendimiento de extracto organico obtenido a partir de
fitrados de cultivo en medios preparados con agua destilada, correlaciona con la
expresion de una mayor actividad fitotéxica, i.e. el medio CD, en el que se encontré la
mayor actividad fitotoxica en el bioensayo de viabilidad celular resulté ser uno de los

medios con mayor rendimiento de extracto organico crudo.

El uso de la incorporacion de infusion de perejil para la preparacion de los diferentes
medios de cultivo no resulté en un aumento significativo en la produccion de biomasa
micelial ni en la actividad fitotoxica de los diferentes medios de cultivo. Estos resultados
no coinciden con los reportados en la literatura y sugieren que, en este caso, la
incorporacién de la infusion de un hospedero al medio de cultivo no causa el esperado

estimula en la produccion de biomasa y de fitotoxinas.
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Los resultados obtenidos al evaluar la actividad fitotoxica de los diferentes filtrados en
cada uno de los bioensayos, sugieren que los metabolitos responsables de la actividad
fitotdxica detectada son diferentes en cada caso y que su produccion depende de la
naturaleza del medio de cultivo. Asimismo, estos resultados sugieren que la actividad
fitotoxica detectada puede originarse como consecuencia de diferentes mecanismos o

sitios de accion.

Finalmente, este trabajo constituye el primer reporte sobre la optimizacién de las
condiciones de cultivo de A. dauci, para la futura produccion y estudio de sus metabolitos
fitotoxicos.
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CAPITULO IV

IDENTIFICACION Y NATURALEZA QUIMICA DE LOS METABOLITOS
FITOTOXICOS PRODUCIDOS POR ALTERNARIA DAUCI

4.1. INTRODUCCION

Una vez que se sospecha que una fitotoxina esta involucrada en la enfermedad de una
planta, la subsecuente investigacion depende de métodos confiables para la produccién,
separacion, deteccioén y purificacion de los metabolitos fitotdxicos. No obstante, un perfil
de metabolitos secundarios puede visualizarse usando métodos cromatogréficos, tales
como cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia de Gases (CG) o
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) (Cruz, 2009). La Cromatografia
liguida de alta resolucién (CLAR o HPLC) es la técnica de separacién mas comunmente
utilizada, dado que permite purificaciones bajo condiciones de alta presién y con mayor
resolucion y a diferencia de la Cromatografia de Gases, a menudo las muestras no
requieren de un proceso de derivatizacion antes de ser analizadas. Por otra parte, la
combinacién de la cromatografia de liquidos con la espectrometria de masas (LC-MS) da
como resultado una metodologia analitica de elevada selectividad y sensibilidad, que
proporciona datos cualitativos y cuantitativos (Prelle, et al., 2013; Di Mavungu, et al.,
2009; Scott, et al., 1997).

El analisis de perfiles metabdlicos ha sido usado para la diferenciacion entre especies en
géneros tales como Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Xylariaceae; asimismo, los
perfiles de metabolitos secundarios también han demostrado ser Utiles para diferenciar

especies del género Alternaria (Andersen et al., 2001).

Los extractos de Alternaria dauci son mezclas complejas que contienen un gran niumero
de constituyentes quimicos que dificultan el aislamiento y la deteccion de cada
componente, por lo que es necesario el uso de técnicas y/o métodos adecuados para

separacion e identificacion de los diferentes componentes (Loescher et al., 2014)
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Dado que el rendimiento mas alto de extracto organico se obtuvo al cultivar el
fitopatégeno en medio Czapek-Dox preparado con agua, y que éste a su vez resultd ser
el medio con mayor actividad fitotoxica al evaluar los filtrados crudos en el bioensayo de
viabilidad con células en suspension de zanahoria, el objetivo de este capitulo consistio
en llevar a cabo el andlisis por HPLC y LC-MS de los extractos orgénicos crudos de

diferentes cultivos de A. dauci.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. CLAR-UV

El andlisis por CLAR-UV se realiz6 en el Departamento de Farmacia de la Universidad de
Angers, (Angers, Francia) por el Prof. Pascal Richomme. Los andlisis fueron llevados a
cabo en un equipo Waters 2695, equipado con una bomba cuaternaria y un detector de
fotodiodos en serie (Waters 2995) (Fig. 4.1), utilizando una columna Uptispher (C18) (150
mm x 4,6 m, 5 mm), una velocidad de flujo de 0,7 ml/min y un volumen de inyeccion fue
10-20 ml. Los extractos se analizaron con la siguiente fase movil: solvente A, H,O vy
solvente B, MEOH. EIl gradiente de elucién fue 0-25 min, 90% A y 10% B; 25-30 min,
100% B; 31-35 min, 90% A y 10% B. La deteccidn se llevd a cabo a una longitud de onda
de 210 a 600 nm.

4.2.2. LC-ESI-MS

El analisis por LC-MS se realiz6 en el Departamento de Farmacia de la Universidad de
Angers, (Angers, Francia) por el Prof. Pascal Richomme. Los extractos organicos
seleccionados fueron examinados por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas (LC-ESI-MS, por sus siglas en inglés). El sistema LC-MS usado
consiste de un LC Waters 2695, conectado a un detector de trampa iénica (Esquire 3000
PLUS Bruker) de ionizacion elestrospray (ESI). Los andlisis se realizaron utilizando una
columna analitica Uptispher (C18) (150 mm x 4,6 m, 5 mm), una velocidad de flujo de 0,7
ml/min, un volumen de inyecciéon de 10 ml y las siguientes condiciones de elucion:
solvente A, MEOH vy solvente B, H,O. Gradiente de elucién: 0-25 min, 10% A y 90% B;
25-30 min, 100% A; 31-35 min, 10% A y 90% B. El rango m/z de ESI-MS fue 100-1000.
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Figura 4. 1. Equipo HPLC Waters 2695® acoplado a un detector de fotodiodos en serie (PDA)
Waters 2995°
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(CLAR)

La determinacion de los perfiles cromatograficos por CLAR de los diferentes extractos
organicos crudos permitid la identificacién preliminar de los principales componentes en
los extractos de los diferentes cultivos, encontrandose diferencias importantes entre los
perfiles de los extractos y sus respectivos controles, que podrian sugerir la presencia de
componentes implicados en la fitotoxicidad de A. dauci. Los principales componentes no
pertenecientes a los perfiles de control (tr = 20-33 min; Fig. 4.2) se ubicaron en los
extractos organicos de cultivos de A. dauci en medio jugo V8 preparado con infusién de
perejil, en los extractos de los cultivos en medio jugo de zanahoria preparado con infusién
de perejil (tr = 8 y 21 min, Fig 4.3), en los extractos organicos crudos de cultivos de A.
dauci en medio Czapek-Dox preparado con infusion de perejil (tr= 4.5y 5.5 min, Fig. 4.4)
y en los extractos de los cultivos en medio de jugo de zanahoria preparado con agua (tg =
16 y 17 min, Fig. 4.5).
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Figura 4. 2. Perfil cromatogréafico por HPLC de extractos orgénicos de A. dauci crecido en medio
jugo V8l a las 72 y 96 h con sus respectivos controles.
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Figura 4. 3 Perfil cromatografico por HPLC de extractos organicos de A. dauci crecido en medio
jugo de ZNl a las 72 y 96 h con sus respectivos controles.
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Figura 4. 4 Perfil cromatogréafico por HPLC de extractos organicos de A. dauci crecido en medio

en medio CDl a las 48, 72y 96 h con sus respectivos controles.
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UV Chromatogram, 254 nm
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Figura 4. 5 Perfil cromatogréafico por HPLC de extractos orgénicos de A. dauci crecido en medio
en medio medio jugo de ZN a las 48, 72 y 96 h con sus respectivos controles.
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4.3.2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-ESI-MS)

Se observaron picos diferentes a los controles en el analisis por CLAR en los diferentes
extractos organicos. Sin embargo, el perfil cromatografico por LC-MS del extracto
organico del medio jugo de zanahoria preparado con infusion de perejil mostré la
presencia de un componente a tg = 13.77 min, que no se observa en el perfil del
correspondiente medio de cultivo control (Fig. 4.6b-4.6¢). El patrén de fragmentacion

mostré un ion molecular protonado [M+Na]* a m/z 245 uma (Fig. 4.7).
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Figura 4. 6 Perfiles cromatogréaficos por HPLC (LC2695 Waters®) acoplado a un espectrometro de
masas (Bruker®). a) Perfil cromatogréafico del extracto organico del medio jugo de zanahoria con
infusion de perejil. Se indica el tiempo de retencién correspondiente a un componente en comun
de los diferentes extractos b) perfil cromatografico del extracto organico de A. dauci en medio jugo
de ZNI-72 c) perfil cromatografico del extracto organico de A. dauci en medio ZN-96I
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Mass Spectrum View
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Figura 4. 7 El espectro de masas del componente a tg 13.7 min del extracto organico ZN-72|
muestra un ion molecular protonado [M+Na]" a m/z 245 uma, correspondiente a un peso molecular
neutro de 223 uma. Deteccion de electrospray positivo MS (ESI-MS)
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4.4. DISCUSION

Tomando en cuenta la importancia de las fitotoxinas como factores de virulencia durante
el proceso infeccioso, y que su aislamiento, identificacion y caracterizacién contribuye al
conocimiento de la interaccion planta-patégeno, el objetivo de este capitulo consistié en
llevar a cabo el analisis por HPLC y LC-MS de los extractos organicos crudos de
diferentes cultivos de A. dauci crecidos en diferentes medios de cultivo; para esto se
compararon los perfiles cromatogréaficos por CLAR y LC-MS de los diferentes extractos
organicos, observandose la presencia de un componente particular en el perfil
cromatogréfico por LC-MS del extracto organico del medio jugo de zanahoria preparado
con infusion de perejil. EI peso molecular impar de 223 uma de este componente principal

sugiere la incorporacion de, al menos, un atomo de nitrégeno a su estructura.
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4.5. CONCLUSION

Se encontraron diferencias importantes entre los perfiles de los extractos organicos
crudos y sus respectivos controles al analizar los perfiles cromatograficos por CLAR y por
LC-MS, pues permitié la identificacion preliminar de los principales componentes en los
extractos de los diferentes cultivos de A. dauci, que podrian sugerir 0 no la presencia de

componentes implicados en la fitotoxicidad de A. dauci.

Estos analisis sugieren una vez mas, que el hongo produce diferentes metabolitos
secundarios que son detectados en cada uno de los perfiles cromatogréaficos de los
diferentes extractos organicos crudos y que su produccion depende de la naturaleza del

medio de cultivo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES GENERALES

La produccion de micelio mostré que no existe una relacion directa en cuanto a la
produccion de metabolitos lipofilicos, pues el rendimiento més alto de extracto organico
se obtuvo al cultivar el fitopatdgeno en medio Czapek-Dox que a su vez el crecimiento del
microorganismo es pobre en este medio. Sin embargo, resulta ser el medio con mayor
actividad fitotoxica al evaluar los filtrados crudos en el bioensayo de viabilidad con células

en suspensién de zanahoria.

Aunque los cultivos en medio jugo V8 producen la mayor cantidad de biomasa de
Alternaria dauci en un corto periodo de tiempo, no poseen una actividad fitotoxica
marcada a nivel celular, por lo que no constituye un medio adecuado para la produccién

de metabolitos fitotdxicos de A. dauci.

Por otra parte, la incorporacion de infusion de perejil no resulté del todo en un aumento
significativo en la produccion de biomasa micelial ni en la estimulacion en la produccion
de fitotoxinas, con excepcion de los filtrados del medio jugo de zanahoria al evaluarse en
el bioensayo de gota en los que se observa una actividad fitotoxica particularmente alta,
por lo que es posible proponer que la incorporacion de infusion de un hospedero del
medio de cultivo no provee del todo un estimulo para la produccién de biomasa y ademas

la produccion de fitotoxinas.

Los resultados de la evaluacién del tiempo de crecimiento en la produccion de
metabolitos fitotoxicos de A. dauci mostré que en general este parametro no parece

incidir de manera critica en la actividad fitotbxica observada en los diferentes bioensayos.
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Los resultados obtenidos al evaluar la actividad fitotoxica de los diferentes filtrados en
cada uno de los bioensayos, sugieren que los metabolitos responsables de la actividad
fitotdxica detectada son diferentes en cada caso y que su produccion depende de la
naturaleza del medio de cultivo. Esto se confirma con el andlisis por CLAR y por LC-MS
donde se encontraron diferencias importantes entre los perfiles cromatograficos de los
extractos organicos crudos y sus respectivos controles.

Asimismo, estos resultados sugieren que la actividad fitotoxica detectada puede
originarse como consecuencia de diferentes mecanismos o sitios de accion. Esta nueva
perspectiva considera la importancia de evaluar al conjunto de los diferentes metabolitos
producidos por el fitopatdgeno, como un grupo de componentes implicados en los
procesos de patogénesis.

Finalmente, este trabajo constituye el primer reporte sobre la optimizacién de las
condiciones de cultivo de A. dauci, para la futura produccion, identificacién y estudio de

sus metabolitos fitotdxicos implicados en los procesos de patogénesis.

68



Capitulo V

5.2. PERSPECTIVAS

La deteccion de probables metabolitos secundarios de Alternaria dauci a partir de su
naturaleza quimica evaluando la actividad fitotdxica en células en suspension de
zanahoria permite proponer algunos puntos que servirAn de base para estudios

posteriores.

Se propone escalar la produccién de fitotoxinas mediante cultivo masivo de A. dauci en
las condiciones de cultivo 6ptimas reportadas en el presente trabajo; con el propésito de
aislar e identificar los metabolitos fitotéxicos producidos por el hongo, de ser posible
también realizar estudios de estructura-actividad y ademas, determinar los mecanismos
de fitotoxicidad que se desencadenan en sus hospederos una vez que las fitotoxinas de

A. dauci se encuentran en contacto con las células vegetales.

Adicionalmente, los filtrados crudos reportados como responsables de actividad fitotoxica
pueden ser purificados e identificados, con el fin de reconocer los metabolitos que ya han
sido reportados en otras especies de Alternaria o proponer la participacién de nuevos

metabolitos fitotdxicos en la interaccién Altenaria dauci-Daucus carota.

Los filtrados que presentan actividad fitotoxica pueden ser empleados como herramientas
de seleccion in vitro de lineas celulares de D. carota resistentes a la infeccion por este
fitopatbgeno, o para ensayos de induccion de tolerancia utilizando suspensiones

celulares o callos de D. carota.

A largo plazo, teniendo la disposicién y el conocimiento de las fitotoxinas secretadas in
vitro de A. dauci, se podrian determinar el rol y el mecanismo de accion de las mismas en

el desarrollo de los sintomas caracteristicos responsables del “tizon foliar”.
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