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RESUMEN

Acalypha gaumeri es una planta endémica de la Peninsula de Yucatan con alta
capacidad de inhibir el crecimiento de varios hongos fitopatdogenos. Con la
finalidad de continuar con los estudios de esta especie y en la busqueda de
alternativas para el control de enfermedades en plantas, tres poblaciones
(Oxkutzcab, Tinum y Yaxcaba) de esta especie han sido cultivadas en condiciones
ex situ. Por lo antes mencionado, el objetivo de este trabajo fue comprobar si
plantas de A. gaumeri cultivadas en condiciones ex situ mantenian dichas
propiedades antifungicas, y por otro lado realizar la caracterizacion molecular de

los hongos empleados en este estudio.

Los resultados mostraron la capacidad de los extractos etandlico (EE) e
hidroalcohdlico (EHA) de raiz de A. gaumeri, propagadas ex situ, de inhibir el
crecimiento de las cepas de Alternaria chrysanthemi (CICY004), dos cepas de
Alternaria alternata (JG14 y JG32) y Athelia rolfsii (AT18). La cepa de A.
chrysanthemi fue la mas susceptible, con una concentracion minima inhibitoria
(CMI) de 500 pg mL™. Los EE y EHA inhibieron la formacion de esclerocios de la
cepa A. rolfsii, un resultado interesante, ya que los esclerocios son fundamentales
en el ciclo de estos patdgenos. Por otro lado, las cepas de hongos se identificaron
mediante las técnicas moleculares PCR-RFLP y DAMD. Los resultados
moleculares permitieron observar un agrupamiento que interesantemente

corresponde a las cepas sensibles a los extractos de A. gaumeri.

En general, los resultados de esta investigacion indican que la especie A. gaumeri
propagada ex situ mantiene sus propiedades antiflUngicas y es una excelente

candidata para el desarrollo de un agente antifiungico natural.
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ABSTRACT

Acalypha gaumeri is an endemic plant of the Yucatan peninsula, whose root extracts
showed antifungal activity against various fungal phytopathogens. In order to continue
studies on this species and to search for alternatives to control plant diseases, three
populations (Oxkutzcab, Tinum, and Yaxcaba) of this species have been grown in ex situ
conditions. According to the above, the objectives of this work were to verify whether A.
gaumeri plants grown in ex situ conditions kept their antifungal properties and to achieve

the molecular characterization of fungi used in this study.

The results showed the ability of the ethanol extract (EE) and hydroalcoholic extract (EHA)
to inhibit the growth of the target strains tested: Alternaria chrysanthemi (CICY004), two
strains of Alternaria alternata (JG14 and JG32), and Athelia rolfsii (AT18). Alternaria
chrysanthemi was the most susceptible strain, with a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 500 pg mL™. The EE and EHA inhibited the formation of A. rolfsii sclerotia, a
result considered remarkable, considering that sclerotia are critical in the life cycle of these
pathogens. On the other hand, the fungal strains were characterized using the molecular
techniques PCR-RFLP and DAMD. Interestingly, the molecular results allowed observing a

group of strains sensitive to the extracts of A. gaumeri.

In general, the results of this investigation indicate that the species A. gaumeri propagated
ex situ maintains its antifungal properties and it is an excellent candidate for the

development of a natural antifungal agent.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Introduccion

Los factores bidticos son una de las causas que afectan en la produccion y rendimiento en
cultivos vegetales de importancia agricola. Entre estos, los hongos, bacterias, virus y
nematodos patdégenos, son reconocidos agentes causales de enfermedades. Sin
embargo, los primeros son responsables de grandes pérdidas, precedidos Unicamente por
los insectos (Mentaberry, 2007). Para el control de las enfermedades causadas por los
hongos, tradicionalmente se han usado los agroquimicos sintéticos por su efectividad y
rapidez para controlar estas enfermedades. Con el paso del tiempo, el uso frecuente e
indiscriminado de estos productos ha llevado a inducir resistencia en estos organismos,
usando cada vez dosis mayores a las recomendadas (Hernandez et al., 2008; Cooke et
al., 2003). Por otro lado, se ha comprobado que son altamente residuales y toxicos a los
vertebrados incluyendo al hombre. Por tal motivo, es de gran importancia sustituir a estos
productos sintéticos por otras alternativas amigables con el ambiente, tales como los

metabolitos producidos por las plantas para su defensa.

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas. Ellas
producen diversos metabolitos secundarios, algunas de estos, se ha comprobado que
acttan en forma de defensa contra fitopatdgenos, por ello son atractivos como
alternativas naturales. Con esta finalidad, en la unidad de Biotecnologia del CICY, se han
realizado estudios de la flora local para encontrar especies con efectos antifingicos. Los
resultados mostraron que la especie Acalypha gaumeri (Euphorbiaceae), endémica de la
Peninsula de Yucatan, tiene una notable actividad en el control de fitopatdgenos. Esta
planta es estudiada actualmente para conocer su espectro completo de actividad
antifingica, y estd siendo evaluada su propagacion en vivero (Gamboa-Angulo, 2008;
Vargas Diaz, 2009).
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Reportes previos han demostrado que los extractos obtenidos de las raices de Acalypha
gaumeri crecida in-situ, tienen amplia actividad biolégica para el control de diferentes
fitopatégenos (Gamboa-Angulo et al., 2008; Cristébal et al., 2006; Cruz-Estrada et al.,
2013), por lo tanto, es importante evaluar si la planta cultivada en condiciones ex-situ
mantiene las propiedades antifingicas y determinar su espectro de accion contra los
diferentes hongos fitopatdégenos previamente evaluados y contra otras cepas patégenas

aisladas de plantas econGmicamente importantes.

1.2. Productos naturales de plantas

Desde la antigtiedad el hombre ha utilizado las plantas para usos medicinales y también
para el control de microorganismos que dafian a sus cultivos (Ali-Shtayed et al., 1998;
Sanabria et al., 1998; De Los Rios et al., 1999). En la actualidad se encuentran en el
mercado productos y extractos de origen vegetal con actividad microbiana comprobada
(Caceres et al., 1990; Dimayuga y Garcia, 1991; Rojas et al., 1992; Sanabria et al., 1998).

En México existen una vasta diversidad bioldgica, debido a los diferentes climas y
condiciones fisiograficas. Se estima que existen aproximadamente 30 000 especies de
plantas, las cuales en su mayoria aun no han sido exploradas para el control de hongos
fitopatogenos (Chi, 2005; Hernandez et al., 1998). El empleo de extractos vegetales para
el control de plagas, enfermedades y arvenses en la agricultura sostenible, constituye una
alternativa promisoria, debido a su efectividad, bajo costo y que no son contaminantes del
ambiente (Regnault, 2004; Obledo et al.,, 2004). Las plantas y sus derivados han
demostrado ser buenos controladores de acaros, insectos, hongos y otros fitopatégenos
(Grainge y Ahmeds, 1998).

1.2.1. Extractos vegetales

Los extractos vegetales se caracterizan por tener metabolitos secundarios que forman
parte de defensa de las plantas. Estos metabolitos, proporcionan caracteristicas a los

extractos que les permiten actuar como antivirales, antimicrobianos o repelentes. Los
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antimicrobianos se utilizan para proteger a los cultivos e incrementar la calidad de los
productos alimentarios, son de facil degradacion por el ambiente y en general presentan
baja toxicidad (Philogenet et al., 2004).

1.2.2. Acalypha gaumeri Pax & Hoffmann
1.2.2.1. Descripcion

La especie Acalypha gaumeri es un arbusto que puede llegar a medir hasta 2.5 m de
altura, con ramas y brotes en su mayoria dimoérficos, hojas con peciolos cortos y
dentadas, en su mayoria agrupadas en ramas. Flores pistiladas individuales, los frutos se
encuentran entre los brotes laterales de la hojas, encerrados en bracteas. Es una especie
dioica, la descripcién de esta planta fue basada en dos colectas de individuos femeninos.
El individuo masculino; cuenta con ramas lefiosas, espigas axilares densas, de hasta 8
mm de largo y 1.5 mm de ancho, con pelos cortos, bracteas deltoideas, ciliadas
(Bhattacharyya, 2006; Reinhard, 1924). Nombre comun sak ch’ilib tuux.

Figura 1. Planta de Acalypha gaumeri propagada en el invernadero del CICY.
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1.2.2.2. Ubicacién taxondmica (Martinez et al., 2006)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Acalypha

Especie: Acalypha gaumeri

1.2.2.3. Distribucion

Acalypha gaumeri es considerada endémica de la Peninsula de Yucatan y se localiza en
la selva baja caducifolia, selva mediana subperennifolia y en la selva mediana

subcaducifolia.
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Figura 2. Distribucion de Acalypha gaumeri en la peninsula de Yucatan (Imagen proporcionada por
el herbario del CICY).

1.2.2.4. Propiedades bioldgicas de Acalypha gaumeri

Los extractos organicos de A. gaumeri han sido evaluados contra nematodos, insectos y
hongos. Los extractos de la raiz mostraron efecto fungicida contra Alternaria tagetica,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Rhizopus sp; las hojas poseen
actividad insecticida contra Bemisia tabaci y Myzus persicae. (Cristobal-Alejo et al., 2006;
Cruz-Estrada, et al., 2013; Gamboa-Angulo et al., 2008).

1.2.2.5. Estudios fitoquimicos de A. gaumeri

El Unico estudio fotoquimico de A. gaumeri, indica la presencia de un alcaloide

heterociclico aromatico, nombrado como argaumerina.
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Figura 3. Estructura quimica propuesta para Argaumerina (Vargas-Diaz et al., 2014)
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1.2.3. Bioensayos

En el area de estudio de quimica de los compuestos naturales, los bioensayos son
técnicas que utilizan organismos vivos para evaluar si un compuesto, fraccion
cromatografica o los extractos organicos, poseen alguna propiedad bioldgica de interés.
En dicha busqueda, la efectividad se determina inicialmente en experimentos in vitro.
Posteriormente se extrapolan al hospedante natural o al material que debe ser protegido.
Con este objetivo, han sido desarrolladas varias pruebas para evaluar la utilidad practica
de diferentes compuestos en el control de fitopatégenos. Los métodos usados para
evaluar la actividad antifingica y la eleccién de las pruebas, varian de acuerdo al criterio

de cada investigador (Cowan, 1999; Mangena y Muyima, 1999; Panizzi et al., 1993).

1.2.3.1. Bioensayo de dilucion en agar

El CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) considera la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por dilucion en agar, como un método de
referencia para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana. Asi como para determinar la

capacidad inhibitoria de un agente por su accién fungicida o fungistatica.

1.2.3.2. Bioensayo en Microdilucion

La técnica de microdilucibn es un método usado para determinar la sensibilidad de
productos naturales antifungicos. En esta técnica se usa una placa de 96 pocillos con
concentraciones crecientes del extracto a evaluar, inoculados con el organismo de interés.
Posee las ventajas de utilizar pequefios volumenes finales (100 6 200 uL), las diluciones
se hacen de manera automatizada, se puede realizar en corto tiempo y también se puede

realizar con mayor numero de muestras (NCCLS, 2002).
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1.2.3.2.1. Importancia de los hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatégenos constituyen el grupo de agentes causales que provocan las
principales pérdidas econémicas en las plantaciones agricolas, precedidos sélo por los
insectos. Estos organismos son capaces de ocasionar dafios en toda la planta (raices,
tallos, hojas y frutos), reduciendo la calidad y los rendimientos en los cultivos, con
pérdidas que oscilan entre 10 y 100% (Tun et al.,, 2011). Por lo tanto, son uno de los

problemas mas importantes a resolver en las plantaciones de cultivos comerciales.

La mayoria de las especies de hongos conocidas, son estrictamente saprofitas y viven
sobre la materia organica muerta, a la que descomponen. Se considera que cerca de
8,000 especies de hongos son las que producen enfermedades en las plantas, y cada
hongo parasito puede atacar a uno o mas especies de plantas (Agrios, 2005). Sin
embargo para poder darle un manejo adecuado a fin de controlar las enfermedades
fungicas, es necesario tener una identificacién certera y confiable del organismo causal.
Los métodos de identificacion que mas se utilizan son lo que emplean claves

morfométricas y técnicas moleculares basadas en el ADN.

1.2.3.3. Identificacién taxonémica en hongos
1.2.3.3.1. Identificacion taxondmica tradicional

El estudio de los organismos, asi como de su clasificacion e identificacion se ha realizado
desde tiempos muy remotos y ha sido de gran importancia. Sin embargo, es a partir del
siglo XVII, con la aplicacion del microscopio que se comenzaron a hacer estudios mas
detallados en el mundo de los microorganismos (Moreno, 2005).

Con el surgimiento de la taxonomia, sistematica y cladistica, se han logrado identificar a
ciertas especies que no habian sido ubicadas en algin grupo taxonémico existente. En
general la sistematica y cladistica, son herramientas que se basan principalmente en las
relaciones filogenéticas de ciertos taxas, y sus caracteres evolutivos, mientras que la

taxonomia tradicional provee de datos morfolégicos que sirven como marco de referencia
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de cualquier estudio bioldgico (Herndndez, et al., 2001). El estudio de estas
caracteristicas morfologicas ha sido de los mas utilizados para obtener un conocimiento
profundo e integral de los organismos, y para comprender acerca de su estructura,
complejidad y posible funcién en un hébitat determinado (Posada, et al., 1996).

En la identificacion de hongos, las caracteristicas taxondémicas que se toman en cuenta
son: color de las colonias, forma, textura de la superficie, tipos de margenes, presencia
de hifas aéreas y tasa de crecimiento. Para las esporas se evaluan: el tipo de
conidiogénesis, la forma, tamafio (largo x ancho), nimero de septos, tipo de pared y
pigmentacion. Sin embargo, ésta identificacion puede ser subjetiva y los estudios
moleculares muestran que algunas identificaciones tempranas basadas so6lo en el

fenotipo han sido inexactas (Chen et al., 2011).
1.2.3.3.2. Identificacion molecular

Las técnicas moleculares basadas en el ADN, se han convertido en las Ultimas décadas
en una herramienta valiosa para la identificacion de hongos, complementando a las
técnicas tradicionales (claves morfolégicas) (Teletchea et al., 2008). Estas técnicas no
excluyen a la taxonomia que se basa en caracteres morfologicos, por el contrario se
presentan como una herramienta complementaria, para la correcta identificacion

taxondmica de las especies (Padial y De la Riva, 2007).

Las regiones del ADN ribosomal (ADNr), mas comunmente estudiadas son los espacios
transcritos internos o ITS (por sus siglas en inglés: Internal Transcribed Spacer) una
region altamente conservada, pero variable entre especies, por lo que ha sido usada con
éxito para la caracterizacion de especies y razas. Esta region comprende las regiones
ITS1, ITS2 y el gen 5.8S (Orbera, 2004; Kurtzman y Piskur, 2006) amplificados con
diferentes iniciadores universales, pero los més usados son: ITS1 (5- TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G-3') e ITS4 (5- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (White et al.,
1990).
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Figura 4. Region ITS amplificados con los iniciadores ITS1-1TS4.

La amplificacion de las region ITS y el gen 5.8 S también es muy usada para la obtencion
de huellas genéticas. En biologia molecular, la huella genética (ADN fingerprinting) es el
patron unico de fragmentos de ADN que identifica a un individuo, mediante técnicas que
revelan polimorfismos multiples en el ADN. (CIMMYT, 1996; Van der Vossen et al., 2003;
Libkind, 2007).

1.2.3.4. Caracterizacidon molecular

1.2.3.4.1. Polimorfismo de la longitud en los fragmentos de restriccion
amplificados por PCR (PCR-RFLP)

La técnica PCR-RFLP consiste en la amplificacion por PCR de una secuencia conocida
del ADN, utilizando dos iniciadores homadlogos en sus regiones extremas. Las secuencias
de ADN amplificadas por PCR, son digeridas por enzimas de restriccion. Estas reconocen
la secuencia de ADN y cortan en puntos especificos de reconocimiento de dicha
secuencia. Las enzimas de restriccion mas usadas son las del tipo Il, que se unen a
secuencias especificas del ADN de doble cadena, cortdndolo en fragmentos de diferentes
tamafios. Algunas de estas endonucleasas cortan exactamente en el eje de simetria,
generando fragmentos de extremos “romos”. Otras enzimas cortan cada hebra en
posiciones similares, sobre los lados opuestos del eje de simetria, creando fragmentos de
ADN que tienen cadenas simples, con extremos que sobresalen, también conocidos como
extremos “pegajosos” (CIMMYT, 1996; Brown, 2008).
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Al digerir el amplicon del individuo bajo estudio, se obtienen fragmentos de ADN de
diferentes tamafios, permitiendo detectar los polimorfismos entre ellos (polimorfismos en
la longitud de los fragmentos de restriccion) (Orberd, 2004; Neppelenbroek et al., 2006).
Estos polimorfismos estan dados por diferentes sitios de corte de cada enzima que puede
variar entre los individuos. La similitud de los patrones generados permite establecer
correlaciones entre especies y cepas, y la existencia de patrones Unicos permiten su

identificacion (van der Vossen et al., 2003; Orberd, 2004; Neppelenbroek et al., 2006).
1.2.3.4.2. Reaccion de la amplificacion con un unico iniciador (SPAR)

Entre las técnicas usadas para la caracterizacion por huellas genéticas, se encuentra la
reaccion de la amplificacién con un solo iniciador o SPAR (por sus siglas en ingles Single
Primer Amplification Reaction) que se ha convertido en una herramientas eficaz para el
estudio de la diversidad genética (Ranade et al., 2009; Elmeer y Almalki, 2011; Mani et al.,
2011; Sharma et al., 2010; 2011), particularmente para especies que no han sido
estudiadas o para aquellas en las que no han sido desarrollados marcadores moleculares
especificos (Sharma et al., 2011). Estos métodos incluyen a: la amplificacion directa con
ADN minisatélites (DAMD) (Heath et al., 1993), los marcadores inter-microsatélites (ISSR)
(Gupta et al., 1994) y los fragmentos de ADN polimdrficos amplificados al azar (RAPD)
(Welsh y McClelland, 1990; Williams et al, 1990) y han sido técnicas certeras para el
estudio de la diversidad genética, que en conjunto proporcionan una descripcion completa

de la naturaleza y la medida de la diversidad (Devi et al., 2014).

1.2.4. Descripcion de los fitopatdégenos bajo estudio
1.2.4.1. Alternaria alternata (Fr.) Keissl

Alternaria alternata es un hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo
extremo se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicién irregular. Por gemacion de la célula apical se genera un nuevo

conidio, formandose largas cadenas de 10 o méas conidios (Bial-Aristegui, 2002).
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Figura 5. Conidios de Alternaria alternata aislados de lesiones de Jatropha curcas (Valencia, 2014)

Es extremadamente comun en abonos, plantas (fresas, crisantemos, tomates, zanahorias
y esparragos), pulpa de madera y madera podrida, pero también se encuentra en
alimentos y tejidos, asi como en diferentes tipos de suelo. Asi mismo, es responsable de
considerables pérdidas economicas en el sector agricola, debido a que reduce el
rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante su
almacenamiento. Es un patdgeno facultativo, favorecido por el estrés, la madurez y la
senescencia del hospedero (Bial-Aristegui, 2002; Pavoén et al., 2009)

En México principalmente afecta al tomate en la etapa de poscosecha, causando pérdidas
econOmicas importantes (Vanderpan, 1994; Troncoso-Rojas et al., 2005). Y actualmente
se ha encontrado afectando a plantaciones de Jatropha curcas para la produccién de
biocombustibles (Valencia, 2014).

1.2.4.2. Alternaria chrysanthemi Simmons & Crosier

Las caracteristicas encontradas en el aislamiento de este hongo son: micelio de color
hialino, olivo péalido o café, con un diametro de 4-8 u. Los conidios son oscuros,
frecuentemente cilindricos, solitarios 0 en cadenas cortas. Las esporas se encuentran
constrefidas a nivel del septo, y miden entre 25-130 u (70 W) de largo y entre 10-26 u (17
W), presentan entre 5 a 17 septos trasversales y entre cero a seis longitudinales, el septo
del conidio puede tener una dimensién de 12 u (Rao, 1969; Cabrera et al., 2004).

11
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Figura 6. A) hojas necréticas inducidas por A. chrysanthemi. B) y C) estructuras del hongo para la
identificacién correspondiente de A. chrysanthemi Simmonn y Croisier (Villanueva-Couoh et al.,
2004).

Al hospedarse en las plantas, sus primeras lesiones aparecen como manchas de color
café claro, las cuales crecen rapidamente, adoptando una forma de circulos irregulares,
de color café a café oscuro o negro y pueden eventualmente llegar a medir 30 mm de
didmetro, antes de afectar cloréticamente toda la hoja (Sobers, 1965). En los tallos las
lesiones son al principio superficiales, pero después penetran profundamente causando
un ahorcamiento y por consiguiente, la deshidratacion de los tejidos infectados, lo que
finalmente provoca la muerte de la planta. En las areas muertas el hongo fructifica
abundantemente, formando una costra negra de conidioforos y conidios que cubren la
superficie epidérmica (Camargo et al., 2000). A. chrysanthemi afecta al crisantemo, la
segunda flor mas importante en el comercio internacional (solamente superada en
importancia por la rosa), lo que conlleva a pérdidas econémicas, si no es controlada a

tiempo la enfermedad. (Bautista et al., 2002; Romero-Cova, 1996).

1.2.4.3. Colletotrichum capsici (Syd)

Colletotrichum capsici es el agente causal de la antracnosis de un amplio rango de
plantas (Shenoy et al., 2007; Roberts et al., 2001; A-li Chai et al., 2014). Se caracteriza
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por presentar acérvulos elipticos o circulares, de 85 a 245 ym de diametro, distribuidos
alrededor de la lesion, subepidermales, con masas de esporas de color gris. Los conidios
alcanzan tamafios de 17-26 um de longitud por 3-4 ym de ancho, son hialinos y falcados
con &pices con forma (Shenoy et al., 2007). La antracnosis es una enfermedad de

importancia agricola que afecta a cultivos tropicales tales como el chile, papaya y

Jatropha curcas (Pakdeevaraporn et al., 2005; Torres-Calzada et al., 2012; Valencia,
2014).

Figura 7. A) Infeccién superficial en papaya. B) masa de conidios en la superficie del fruto y C)

esporas de C. capsici. (Torres-Calzada et al., 2012)
1.2.4.4. Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc.

Las colonias de C. gloeosporioides se presentan micelio de color blanco, que se vuelve
grisdceo a gris oscuro al reverso de la caja Petri. El micelio se oscurece con la edad, y
puede tomar color anaranjado cuando se ha formado el acérvulo maduro, algunas veces
pueden observarse colonias de color rosa. Los conidios son hialinos, cilindricos, ovoides
elipticos, falcados, o encorvados, con 4pices redondeados, unicelulares, su tamafo varia
de 7 a 20 ym de largo y de 2.5 a 5 ym de ancho (Acosta, 2002). Es un patégeno
oportunista, capaz de infectar a un gran grupo de hospederos, entre ellos papaya, mango,
citricos, guanabana aguacate, entre otros (Tapia-Tussell et al., 2008; Torres-Calzada et

al., 2012). Por lo tanto, es el responsable de pérdidas econdémicas importantes en
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diversos cultivos de regiones tropicales y subtropicales del mundo (Jeffries et al., 1990;
Ploetz, 1994; Prusky et al., 2000) y de causar dafios postcosecha en diversos frutos.

Figura 8. A) Infeccion superficial en papaya. B) masa de conidios en la superficie del fruto y C)
esporas de C. gloeosporioides. (Torres-Calzada et al., 2012)

1.2.4.5. Fusarium equiseti (Corda) sacc

Fusarium equiseti es cosmopolita, habitante natural del suelo y puede ser aislado de
diversos hospederos (Kosiak et al.,, 2005). Se caracteriza por poseer abundantes
microconidios formados en esporodoquios, lo que facilita su identificacion. Los
microconidios poseen una curvatura dorsiventral, y usualmente tienen de 5 a 7 septos,
con una célula basal distintiva en forma de pie. Su tamafio puede variar entre 25-120 um,
los macroconidios pueden ser también producidos por monofidlides o en conidiéforos

bifurcados (Leslie y Summerell, 2006) (Figura 9).

Es un saprofito comin del suelo, asociado con enfermedades de los cultivos de
importancia agricola, que abarcan la mayoria de los cereales y recientemente fue

encontrado en plantaciones de Jatropha (Punja et al., 2008; Valencia, 2014).
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Figura 9. Microconidios de Fusarium equiseti (Nelson et al., 1994).
1.2.4.6. Fusarium solani (Mart.) Sacc

Fusarium solani es uno de los principales patdégenos que causan enfermedades de
pudricion en plantas (Agrios, 2005; Gupta et al, 2004.; Gaetan et al., 2007). Se
caracteriza por presentar, cuando se cultiva en medio Agar papa dextrosa (PDA), micelio
blanco crema, los macroconidios tienen entre tres y cuatro septos en promedio,
ligeramente curvados, bastante anchos, de pared gruesa, y con un extremo apical
ligeramente romo (Fig. 10). Los microconidios son abundantes, ovalados en forma de
rifdn, y forman cabezas falsas en monofiliades muy largas. Las clamidosporas son
abundantes (Luginbuhl, 2010). Se ha encontrado infectando a soya, frijol, yuca, papa,
entre otros. Causa podredumbre de las frutas y raices, asi como marchitamiento de las
partes superiores de la planta (Oliveira y Costa, 2002; Poltronieri et al., 2002).

Recientemente fue aislados en plantulas de Jatropha en Muna, Yucatan (Valencia, 2014).
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Figura 10. Microconidios Fusarium solani (Nelson et al., 1994).
1.2.4.7. Sclerotium rolfsii Sacc. (Teleomorfo: Athelia rolfsii (Curzi))

Es un hongo fitopatégeno, habitante del suelo, que causa dafio a una amplia gama de
cultivos agricolas de gran importancia econémica (a mas de 500 especies de plantas en
todo el mundo) (Cilliers et al., 2000). Este patégeno es un fenébmeno generalizado en las
regiones templadas y subtropicales del planeta.

Esta especie produce esclerocios y micelio estéril; los esclerocios, se caracterizan por ser
pequefios, esféricos, de color marrén oscuro o negro (Punja y Rahe, 1992) de tamafio
aproximado de 4-7 por 3-5 um. La masa de micelio que se produce, segrega acido
oxalico, asi como enzimas pectinoliticas, celuloliticas, y algunas otras enzimas que matan
y desintegra tejidos, antes de que realmente penetre el hongo en el huésped, razén por la
cual causa un efecto de putrefaccion de los tejidos afectados. Una vez establecido en las
plantas, genera micelio y esclerocios con bastante rapidez (los esclerocios se empiezan a
desarrollar de 4 a 7 dias del crecimiento micelial), especialmente en alta humedad y alta
temperatura (entre 30 y 35 °C) (Agrios, 2005). Entre las hortalizas que afecta, se
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encuentran el pimiento, la berenjena, diversas lechugas, meldn, pepino, sandia,
alcachofa, remolacha, cebolla, rdbano, zanahoria, apio, coliflor y numerosas plantas
ornamentales. En México se ha encontrado en cebolla, apio, mani, tomate, tabaco, perejil,
rabano, etc. (Flores-Moctezuma et al., 2006). Recientemente, fue encontrado afectando
plantaciones de Stevia, planta con un gran potencial econdmico, debido a las

caracteristicas del sabor dulce que poseen sus hojas (Jarma et al., 2005).
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1.3. Justificacion

Los hongos fitopatégenos constituyen uno de los problemas principales en la agricultura,
las enfermedades causadas por estos organismos son tradicionalmente controladas con
agroquimicos sintético. Sin embargo se ha comprobado que provocan dafios al ambiente
y toxicidad en mamiferos. Una de las alternativas promisorias a esta problemética es la
busqueda de productos naturales antimicrobianos de origen vegetal, mas amigables con
el ambiente. Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios para
defenderse, son menos persistentes e inocuos que los productos sintéticos utilizados en

la agricultura.

Estudios previos de plantas nativas de la Peninsula de Yucatan, han demostrado que los
extractos obtenidos de las raices de Acalypha gaumeri colectadas en campo, tienen
amplia actividad biologica para el control de diferentes fitopatdgenos, principalmente
hongos. Por lo tanto, es importante evaluar si la planta cultivada en condiciones ex-situ

mantiene las propiedades antifingicas contra diferentes hongos fitopatdgenos.
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1.4. Objetivos
1.4.1. General

Evaluar la actividad antifingica de la raiz de Acalypha gaumeri cultivada ex—situ contra

hongos fitopatégenos caracterizados molecularmente.

1.4.2. Especificos

» Obtener extractos acuosos, etandlicos e hidroalcohdlicos (de tres poblaciones) de

A. gaumeri propagadas ex—situ.

» Fvaluar la actividad antifngica de los extractos de A. gaumeri contra diferentes

hongos fitopatégenos.

» |dentificar y caracterizar molecularmente a los hongos fitopatégenos evaluados

contra los extractos de A. gaumeri.
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1.5. Hipotesis

Los extractos obtenidos de las raices de Acalypha gaumeri propagadas en condiciones

ex-situ mantienen sus propiedades antifiingicas.
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1.6. Estrategia Experimental

Colecta de material
vegetal ex-situ

k4

Obtencion de los extracto

Hongos fitopatégenos

.
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.
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Figura 11. Estrategia experimental
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CAPITULO 2. OBTENCION DE EXTRACTOS DE TRES POBLACIONES
DE ACALYPHA GAUMERI PROPAGADAS EX-SITU Y SU EVALUACION
ANTIFUNGICA

2.1. Introduccién

Uno de los grandes problemas que existe en las plantaciones comerciales, es la
disminucion de los rendimientos esperados. Estas mermas son causadas muchas veces
por enfermedades y plagas, siendo las enfermedades fungicas las mas devastadoras.
Los fitopatégenos fungosos han tenido un impacto importante en la historia, se estima que
aproximadamente el 70% de todas las enfermedades de los cultivos principales son
causadas por hongos (Hanson, 2008). El dafio que ocasionan no soélo se limita a las
pérdidas desde el punto de vista econdmico, sino también a las pérdidas biolégicas. Lo
anterior se refiere, a la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas
hospedantes de estos organismos, asi como también a la afectacion de los diferentes
organos que se destinan para el consumo (como flores y frutos) e incluso a las pérdidas

postcosecha en frutas y granos almacenados (Rodriguez, 2001).

Para controlar las enfermedades causadas por los hongos, desde hace varias décadas,
se han usado los productos agroquimicos sintéticos (fungicidas) y recientemente
semisintéticos, que contindan siendo el factor de mayor importancia para asegurar la
produccion. Sin embargo, se ha comprobado que el uso de los agroquimicos provoca
diversos efectos secundarios, entre los que se incluyen: resistencia en los organismos
patégenos (Herndndez-astillo et al., 2008), eliminacion de enemigos naturales,
acumulacioén de residuos toxicos en los productos agricolas y contaminacion del ambiente
(Hernandez-Astillo et al., 2008, Gossen y Rimmer, 2001).

Por lo anterior, se ha incrementado la necesidad de buscar alternativas amigables con el
ambiente. Una estrategia que estd cobrando fuerza, es la aplicaciéon de productos
naturales de origen botanico. Esto debido a que las plantas han demostrado la capacidad
de biosintetizar metabolitos con propiedades biolégicas de interés y a su baja residualidad

en el ambiente.
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En trabajos previos en los laboratorios de Biotecnologia, del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., se evaluaron plantas endémicas de la peninsula de Yucatan
con propiedades antifungicas. La especie Acalypha gaumeri demostré ser prometedora
con los resultados antifingicos que se obtuvieron al evaluar los extractos de su raiz
(Gamboa-Angulo, et al., 2008). Esto se comprobd posteriormente con los resultados
reportados por Vargas-Diaz, (2014), la cual evalud extractos de A. gaumeri colectados en
campo, contra diferentes hongos fitopatdgenos aislados en diferentes cultivos.
Paralelamente, se propagaron por esqueje, plantas provenientes de tres poblaciones

diferentes de A. gaumeri.

Por todo lo anterior, el presente trabajo se enfoca en obtener los extractos de plantas de
A. gaumeri que fueron sembradas en invernadero, en condiciones controladas, y evaluar
si mantienen dichas propiedades antifingicas. La finalidad del presente trabajo es dar un
uso sustentable a la planta y al mismo tiempo controlar las enfermedades causadas por

hongos, sin causar dafio al ambiente.
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2.2. Materiales y métodos

Agua 3

Etanol-Agua ) mp

Figura 12. Estrategia experimental de la evaluacion antifingica de los extractos de A. gaumeri.

Evaluacién antifingica

2.2.1. Colecta y preparacion del material vegetal para la elaboracién de
los extractos

Las plantas de A. gaumeri se colectaron en el invernadero del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan A. C., a dos afios cultivo (Vargas-Diaz, 2014 Comm. Pers). Cabe
mencionar que estas plantas se colectaron originalmente de tres diferentes poblaciones
en el estado de Yucatan (Oxkutzcab, Tinum y Yaxcaba).
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Una vez colectado el material vegetal, se separd la parte radicular para el estudio. Se
elimind manualmente la mayor parte posible de suelo y posteriormente se lavaron las
raices con abundante agua, se dejaron secar por 15 dias, y se trituraron con un molino de
cuchillas marca Pagani, con malla nimero 5. Las raices se pesaron, embolsaron y

etiquetaron y se almacenaron hasta su uso.

2.2.2. Obtencién de los extractos
2.2.2.1. Extractos etandlicos

La obtencion del extracto etandlico (EE) de A. gaumeri se realiz6 de la siguiente manera:
10 g de raices de la planta se maceraron a temperatura ambiente con 300 mL de etanol
(EtOH), a los tres dias, se decantd y se filtr6 a través de papel de filtro (Whatman no. 1).
El disolvente se elimind a vacio en un rotavapor (marca Buchi, modelo 461) con bafio
Maria a 40 °C, hasta evaporar la mayor cantidad posible del disolvente presente en la
muestra. Esto se realiz6 tres veces, hasta obtener el extracto crudo seco (Cristébal-Alejo
et al.,, 2006; Gamboa-Angulo et al., 2008). El extracto se transfiri6 a viales y se

mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

2.2.2.2. Extractos hidroalcohdlicos

Los extractos hidroalcohdlicos (EHA) se obtuvieron de igual manera que los extractos
etandlicos (metodologia descrita en la seccién 2.2.2.1), usando como disolvente organico
etanol-Agua destilada (1:1). El etanol se elimin6 en un rotavapor con bafio Maria y la parte
acuosa se liofilizé hasta obtener el EHA completamente seco, por ultimo se transfirié a un

vial y se almacend hasta su uso

2.2.2.3. Extractos acuosos

El extracto acuoso (EA) fue obtenido de la siguiente manera: se pesaron 3 g de raices y
se colocaron en un matraz al cual se agregaron 100 mL de agua a punto de ebullicion
(100 °C), se dejo reposar durante 20 min y posteriormente, la infusién obtenida se filtré a

través de papel filtro, por udltimo se afor6 nuevamente a 100 mL. Para esterilizar los
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extractos acuosos, se pasaron por una columna de filtrado de 0.22 um de la marca

Sterivex™, y se guardaron a -20 °C hasta su uso.

2.2.3. Preparacion de los extractos.

Los extractos EA y EHA se prepararon a una concentracion de 80 pg.uL™ para realizar los
bioensayos en microdilucion. En el caso del extracto acuoso, se esteriliz6 a través de un

filtro Millipore de 0.22 um, como se describié anteriormente.

2.2.4. Bioensayos
2.2.4.1. Las cepas de hongos fitopatdogenos

Los hongos fitopatdgenos utilizados en la evaluacién de actividad antifingica, fueron
suministrados por el Laboratorio GeMBio y el cepario de la unidad de Biotecnologia, del
Centro de investigacion Cientifica de Yucatan A.C. Estas cepas corresponden a

aislamientos fungosos obtenidos de plantas de la region.

Cuadro 1. Cepas fitopatogenas utilizadas para evaluar la actividad antifingica de los extractos de

Acalypha gaumeri propagada ex-situ y su método de evaluacion.

Cepa Clave Hospedero Medl? de Bioensayo
cultivo usado
Alternaria Alternata JG14 Jatropha curcas PDA Dilucién en agar
Alternaria Alternata JG32 Jatropha curcas V8 Microdilucion
Alternaria chrysanthemi CICY004 Dendra.nthema V8 Microdilucion
grandiflorum
Athelia rolfsii AT18 Stevia rebaudiana PDA Dilucién en agar
Colletotrichum capsici ccp27 Carica papaya PDA Microdilucion
Colletotr/c'h'um CGP6 Carica papaya PDA Microdilucion
gloeosporioides
Fusarium equiseti JG22 Jatropha curcas PDA Dilucién en agar
Fusarium solani G2 Jatropha curcas PDA Microdilucion
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Athelia rolfsii AT18 Stevia rebaudiana PDA Dilucién en agar

2.2.5. Bioensayo en microdiluciéon

Los EE y EHA disueltos en DMSO (dimetilsulfoxido) se trasfirieron a una microplaca
estéril de 96 pozos. Inicialmente, a los pozos de la primera fila de la microplaca se les
adicionaron 190 yL de medio RMPI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) marca Sigma.
Posteriormente, se les adicion6 10 pL de los extractos (80 pg.pL™). Un volumen total de
100 pL de esta mezcla homogénea, se trasfirieron a los pozos de la segunda fila en los
que se habian colocado previamente 100 yL de RPMI 1640 y asi sucesivamente hasta la
fila No. 4, de la cual se desecharon 100 uL de cada pozo. Finalmente, se adicionaron 100
ML en cada pozo de la suspensién de esporas del hongo fitopatdgeno a evaluar, para
obtener un volumen total de 200 pL por pozo, con una concentracion final de 2000, 1000,

500 y 250 pg mL™ de los extractos organicos.

En el caso de los extractos acuosos, a la primera fila de pozos se les adicionaron 150 pL
de medio RMPI 1640, y posteriormente 50 pL del extracto acuoso al 12 % (120 mg mL™).
Un volumen total de 100 yL de esta mezcla homogénea se trasfirid de cada pozo a la
segunda fila, que previamente contenia 100 yL de RPMI 1640 y asi sucesivamente hasta
la fila No. 3, logrando de esta manera las diluciones. Finalmente, se adicionaron 100 pL
de la suspension de esporas del hongo fitopatdgeno en cada pozo, para obtener un
volumen total de 200 pL con una concentracion final de 3, 1.5, y 0.75% de los extractos

acuosos (30, 15y 7.5 mg mL™).

En todos los bioensayos se emplearon controles de esterilidad del medio, como control
negativo de crecimiento se empled el blanco, medio RPMI 1640 y la suspensién de
esporas con DMSO al 2.5 %; como control positivo se usé el fungicida comercial Mirage a
concentraciones de 2000, 1000, 500 y 250 ug mL™. Las microplacas se incubaron a
diferentes condiciones de temperatura y fotoperiodo, dependiendo del fitopatdgeno a
evaluar. La concentracion final de la suspension de esporas evaluadas varié de acuerdo a
las caracteristicas de cada fitopatdgeno: Alternaria alternata y Alternaria chrysanthemi:

2.5x10% Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium solani: 5 x 10*.
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El ensayo terminé a las 96 horas, seguidamente se realiz6 la lectura de la placa. Las
pruebas se realizaron por cuadruplicado y se observaron a las 24, 48, 72 y 96 horas
(NCCLS, 2002).

2.2.5.1. Lectura de la microplaca

La lectura se realiz6 mediante la escala numérica establecida por el Comité Nacional para
Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS). Primero se verifico que en los controles de
medio RMPI 1640 con el fitopatdogeno, la germinacion y crecimiento micelial fueran
exitosos (control negativo); por el contrario estos parametros se inhiben con el fungicida
comercial (control positivo), donde debia haber ausencia de germinacién y de elongacion
hifal. El porcentaje de inhibicion de la germinacion y del crecimiento micelial se

determinaron mediante la siguiente formula, y con la escala establecida por el NCCLS.

Gy — O MWestra
9% |C= 215 X 100
Cneg

Figura 13. Férmula para evaluar el porcentaje de inhibicién de crecimiento. Cneg: control negativo

(cm); c.muestra: crecimiento de la muestra (cm).

Cuadro 2. Escala numérica de la inhibicién del crecimiento en el bioensayo de microdilucion en
microplaca (NCCLS, 2002).

Parametros Escala asignada
Crecimiento normal 4

Ligera reduccién del crecimiento o que contiene un 75% de 3
crecimiento comparado con el control negativo.

Prominente reduccion del crecimiento o un 50% comparado >

con el control negativo.

Poco crecimiento con tan solo el 25% del crecimiento del 1

control negativo.
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Inhibicién total, comparando con el control negativo.

2.2.6. Bioensayo de diluciéon en agar

Los extractos se mezclaron en Agar dextrosa y papa (PDA); MCD LAB™ estéril, cuando
estaban a 50 °C, aproximadamente, con una concentracion final de 2000 pg mL™.
Posteriormente se dosificaron 10 ml del medio con extracto en una placa Petri de 60 x 15,
se dejaron gelificar y se esperaron 24 horas para comprobar su esterilidad. Transcurrido
este periodo, se inocularon las placas, colocando un disco de 0.6 cm de diametro del
hongo a evaluar en el centro de las mismas. Los experimentos se hicieron con cuatro
réplicas por cada extracto evaluado y se midié el crecimiento micelial cada 24 horas
perpendicularmente. El experimento concluydé hasta observar que el control positivo
cubriera toda la placa Petri, y por ultimo se aplico la formula para reportar el porcentaje de

inhibicién del crecimiento micelial (ICM).

2.2.7. Evaluacion de los extractos contra la formacion de esclerocios de

Athelia rolfsii

La evaluacién se realiz6 por la técnica de dilucion en agar, inoculando un esclerocio en el
centro de las placas Petri con PDA. Como control negativo de crecimiento se emple6 el
medio inoculado con un esclerocio; y como control positivo se usé Mirage a 0.25 ug mL™.
Las placas se incubaron a 25 + 2 °C con fotoperiodo 12h/12h por 25 dias. Las pruebas se

realizaron por cuadruplicado.
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2.3. Resultados

2.3.1. Rendimiento de los extractos

Los mayores rendimientos se observaron con los EE de plantas originarias de Tinum con
4.04% de rendimiento total, como se puede observar en el cuadro 3. Los rendimientos

mas bajos correspondieron a los EA de plantas provenientes del municipio de Yaxcaba.

Cuadro 3. Rendimiento de los extractos (peso del extracto/100g planta seca) obtenidos de las tres

poblaciones de Acalypha gaumeri cultivadas ex—situ.

Oxkutzcab Tinum Yaxcaba
Extractos
Rend. Rend. Rend.
Clave w(g) (%) Clave W (g) (%) Clave w(g) (%)
Etandlicos GI-1A 1.11 3.7 GI-2A  1.22 4.04 GI-3A 1.05 3.05
Hidroalcohdlicos | GI-1B 0.95 3.18 Gl-2B 0.94 3.15 GI-3B 0.94 3.13
ACuU0S0S GI-1C 0.185 3.08 Gl-2C 0.176 2.93 GI-3C 0.2 3.28
1: Oxkutzcab A: Etandlicos
2: Tinum B: Hidroalcohdlicos
3: Yaxcaba C: Acuosos
2.3.2. Evaluacion de la actividad antifiungica por el bioensayo de

Microdilucién

A continuacién se detallan los resultados obtenidos de los ensayos antifingicos en
microdilucién contra Alternaria alternata (JG32), Alternaria chrysanthemi (CICY 004),
Colletotrichum gloeosporioides (CGP6), Colletotrichum capsici (CCP27) y Fusarium solani
(JG2).

Alternaria chrysanthemi

Los mejores resultados de las evaluaciones se detectaron con los EE de las poblaciones
de Oxkutzcab y Yaxcaba a una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 500 pg mL™;
seguida por la poblacién de Tinum a una CMI de 1000 pg mL™ (Figura 9). El efecto

producido por el extracto etandlico se catalogd como fungicida. En el caso de los EHA, los
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tres extractos de las diferentes poblaciones (GI-1B, GI-2B y GI-3B), presentaron una CMI
a 2000 pg mL™. Sin embargo, el EHA de Tinum mostré6 un 87% de inhibicion del
crecimiento de A. chrysanthemi a 1000 ng mL™. Finalmente los EA (GI-1C, GI-2C y GI-

3C), no demostraron efecto alguno contra A. chrysanthemi (Figura 14).

Alternaria chrysanthemi (CICY004)

100

0 [ —— W
-
40 :
-l
0 I

Gl-14 GI-24 GI-34 GI-1B GI-2B GI-3B GI-1C GI-2C GI-3C

| 2000 pE mL-
® 1000 pg.mL-

500 pg.mL?
W 750 ppmlt

% de inhibicidn

Figura 14. Efecto de los extractos de la raiz de Acalypha gaumeri a diferentes concentraciones,
contra la cepa de Alternaria chrysanthemi (Cicy004) en el ensayo en microdilucion. GI-1A: EE de
Oxkutzcab; GI-2A: EE de Tinum; GI-3A: EE de Yaxcab4; GI-1B: EHA de Oxkutzcab; GI-2B: EHA de
Tinum; GI-3B: EHA de Yaxcabd; GI-1C: EA de Oxkutzcab; GI-2C: EA de Tinum; GI-3C: EA de

Yaxcaba.

Alternaria alternata (JG32)

Esta cepa se evalu6é por el método de microdilucion contra A. chrysanthemi. El EE de
Oxkutzcab mostré el mayor efecto de Inhibicién del Crecimiento (IC) con una CMI de 1000
ug mL™. Los EE de Tinum y Yaxcaba también afectaron a esta cepa con una CMI a 2000
ug mL™. En el caso de los EHA el efecto de IC fue bajo, (IC < 50%) a una concentracion
de 2000 g mL™. Los EA tuvieron una nula efectividad contra la cepa JG32 como se
aprecia en la figura 15.
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Alternaria alternato (1G32)
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Figura 15. Actividad antifingica de los extractos de la raiz de Acalypha gaumeri contra la cepa de
Alternaria alternata (JG32) en el ensayo en microdiluciéon. GI-1A: EE de Oxkutzcab; GI-2A: EE de
Tinum; GI-3A: EE de Yaxcabd; GI-1B: EHA de Oxkutzcab; GI-2B: EHA de Tinum; GI-3B: EHA de
Yaxcaba; GI-1C: EA de Oxkutzcab; GI-2C: EA de Tinum; GI-3C: EA de Yaxcaba.

Colletotrichum capsici y Colletotrichum gloeosporioides

Ninguno de los EE, EHA y EA de A. gaumeri presentd actividad antifingica contra las
cepas de Colletotrichum capsici y Colletotrichum gloeosporioides (IC > 31%) a 2000 ug

mL™,

Fusarium solani

Las evaluaciones antifingicas de los EE, EHA y EA de A. gaumeri contra Fusarium solani

no presentaron actividad inhibitoria a una concentraciéon de 2000 pg mL™
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2.3.3. Evaluacion de la actividad antifungica por el bioensayo de dilucién

en agar

A continuacién se detallan los resultados obtenidos de los ensayos antifingicos en
diluciébn contra Alternaria alternata (JG32), Fusarium equiseti (JG22) y Athelia rolfsii
(AT18)

Alternaria alternata JG14

Los EE de A. gaumeri demostraron capacidad para inhibir el crecimiento de A. alternata
JG14 (79 -89 %) a una concentracién de 2000 ng mL™. Los EHA de las tres poblaciones
también tuvieron una notable actividad con una IC del 77 — 85% a 2000 pg mL™.
Confirmando nuevamente que los EA no tuvieron efecto inhibitorio significativo, como se

puede observar en la figura 16 y 17.

Alternaria aiternata (1G14)
100

20 - R
Bl — — N
® 2000 wg.mil-
a0
200 ——
0 = =]

GI-14 GI-24 GI-3A GI-1B GI-28 GI-2B GI-1C GI-2C GI-3C

% de inhibicion

Figura 16. Evaluacién de actividad antifingica por el bioensayo de dilucién en agar a 2000 ug mL™

contra Alternaria alternata (JG14). GI-1A: EE de Oxkutzcab; GI-2A: EE de Tinum; GI-3A: EE de
Yaxcabd; GI-1B: EHA de Oxkutzcab; GI-2B: EHA de Tinum; GI-3B: EHA de Yaxcabé; GI-1C: EA de
Oxkutzcab; GI-2C: EA de Tinum; GI-3C: EA de Yaxcaba.
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Control

Control

Figura 17. Actividad antifangica de los extractos de la raiz de Acalypha gaumeri a 2000 pg mL™,

ante la cepa de Alternaria alternata (JG14) en el ensayo método de dilucion en agar.

Athelia rolfsii AT18

Los EE de A. gaumeri mostraron efecto inhibitorio del crecimiento de A. rolfsii (IC = 73 -77
%) a 2000 pg mL™*. Por otra parte, los EHA evaluados a la misma concentracion

mostraron un efecto similar (IC = 65 -79%): Los extractos acuosos no tuvieron capacidad

antifangica contra este patogeno (Figura 18 y 19).
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Figura 18. Efecto del crecimiento radial de la cepa Athelia rolfsii AT18 ante los extractos de

Acalypha gaumeri.

Athelia rolfsii (AT18)
100

20

B0 — N
m 2000 ug.mL?
a0
200 ———— . ——
0

GI-14 GI-24 GI-3A GI-1B GI-28 GI-2B GI-1C GI-2C GI-3C

% de inhibicion

Figura 19. Evaluacién de actividad antifingica por el bioensayo de dilucién en agar a 2000 ug mL™

contra Athelia rolfsii (AT18). GI-1A: EE de Oxkutzcab; GI-2A: EE de Tinum; GI-3A: EE de Yaxcab4;
GI-1B: EHA de Oxkutzcab; GI-2B: EHA de Tinum; GI-3B: EHA de Yaxcabéa; GI-1C: EA de
Oxkutzcab; GI-2C: EA de Tinum; GI-3C: EA de Yaxcaba.
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Fusarium equiseti (JG22)

Todos los extractos de A. gaumeri ocasionaron menos del 50% de inhibicion de

crecimiento de F. equiseti, por lo que se catalogaron como no activos (Figura 20).

Control

Control

Figura 20. Efecto del crecimiento radial de la cepa JG22 ante los extractos de A. gaumeri.
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Los extractos de las tres poblaciones de A. gaumeri evaluadas mostraron tener actividad

contra cuatro de los patdégenos evaluados (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de la efectividad de los extractos etandlicos obtenidos de las poblaciones

de A. guameri contra las cepas sensibles a ellos.

Poblacion de Concentracioén %
Patogeno . ICM
A. gaumeri mg mL™
, Oxkutzcab 1000 100
Alternaria alternata _
Tinum 1000 63
(JG32) )
Yaxcaba 1000 95
, Oxkutzcab 2000 79
Alternaria alternata _
Tinum 2000 83
(JG14) )
Yaxcaba 2000 85
Oxkutzcab 500 100
Alternaria chrysanthemi .
(CICY004) Tinum 500 75
Yaxcaba 500 100
_ - Oxkutzcab 2000 73
Athelia rolfsii _
Tinum 2000 77
(AT18) ]
Yaxcaba 2000 75
2.3.4. Efecto de los extractos contra la formacion de esclerocios

Basados en los resultados después de 25 dias del experimento con A. rolfsii se observo
una inhibicibn completa de los esclerocios con los EE y EHA, en comparacion con el
control. Por lo contrario los extractos acuosos estimularon la formacion de esclerocios

comparados con el control. (Figura 21y 22).
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Cantrol

Contraol

Figura 21. Comparacion del efecto de los extractos contra Athelia rolfsii y la formacion de
esclerocios.

Efectividad de los extractos contra
los esclerocios
151.7
105
84.5
37.7
I 0 0 0 0 0 0
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Figura 22. Evaluacion de la formacién de esclerocios con los extractos de Acalypha gaumeri
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2.4. Discusién

Ante la cantidad de material vegetal y de extractos obtenidos de las poblaciones
cultivadas ex-situ, en el presente trabajo se usaron los bioensayos de microdilucion y
dilucion en agar para la evaluacion antifungica. El bioensayo de microdilucion tiene la
ventaja de ser rapido, permite analizar un gran nimero de muestras simultaneamente,
requiere pequefias cantidades de extracto, y evalla la inhibicion de germinacion de
esporas asi como la elongacion del micelio. Por otro lado, la técnica de diluciéon de agar,
aunque requiere cantidades mayores de muestra, evalla la capacidad de inhibicién del
extracto sobre el crecimiento micelial y no es necesario obtener esporas para realizar el

bioensayo.

Los resultados de los bioensayos mostraron la inactividad de todos los extractos acuosos
contra las ocho cepas patdgenas evaluadas. Los extractos hidroalcohdlicos a una
concentracién de 2000 mg mL™ si fueron capaces de detener el crecimiento de A.
chrysanthemi, A. alternata (JG32) y A. rolfsii (AT18). Este es el primer trabajo realizado
evaluando actividad antifiingica con los extractos hidroalcohdlicos de A. gaumeri, aunque
estos no presentaron los mas altos porcentajes de inhibicién. Esos datos sugieren que A.

gaumeri produce compuestos polares que la mezcla etanol:agua es capaz de extraer.

Los mejores resultados se obtuvieron con los EE, observando la CMI mas baja a 500 ug
mL™ con la poblacién de Oxkutzcab (GI-1A) y Yaxcaba (GI-3A) contra A. chrysanthemi.
Este mismo extracto mostré una CMI de 1000 ug mL™ con A. alternata JG32; y aunque
no inhibié completamente el crecimiento micelial de A. alternata JG14., el extracto si tuvo
efecto a 2000 ung mL™ con una ICM de79 a 83%.

Estos resultados que se obtuvieron en los bioensayos de actividad antifingica de A.
gaumeri propagadas ex-situ contra A. chrysanthemi, son similares a los reportados por
Vargas-Diaz (2014) con EE de plantas colectadas en campo. Los extractos en ambas
condiciones (in-situ y ex-situ) presentaron efectividad a una concentracion de 500 ug mL™
y de 1000 ng mL™. Esto demuestra la produccién continua de metabolitos por las raices
de A. gaumeri mantenidas en invernadero. Vargas-Diaz, 2014 report6 a partir de la raiz de
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A. gaumeri el aislamiento e identificacion de un compuesto denominado argaumerina, de
naturaleza heterociclica nitrogenada, activo contra A. chrysanthemi y Mycosphaerella
fijiensis. En general en el género Acalypha se han reportado algunos alcaloides
(Nahrstedt et al., 1982, Taufig-Yap et al., 2000, Hungeling et al., 2009).

Las cepas fitopatdgenas més resistentes a los extractos fueron las de las especies C.
gloeosporioides (CGP6), C. capsici (CCP27), F. solani (JG2) y F. equiseti (JG22). En
trabajos anteriores (Gamboa-Angulo et al., 2008) se reportaron datos similares contra C.
gloeosporioides y Fusarium oxysporum ante el EE de la raiz de A. gaumeri, utilizando el
bioensayo de difusion en discos de papel filtro. Por el contrario, Vargas-Diaz (2014)
reporta efectividad inhibitoria contra otras cepas de C gloeosporioides y C. capsici, con

%ICM de 68 y 86% respectivamente.

Se ha encontrado que las cepas de C capsici y C. gloeosporioides muestran una gran
diversidad en su patogenicidad y comportamiento ante fungicidas comerciales (Torres-
Calzada, 2015), esto sugiere la necesidad de evaluar diferentes cepas de Colletotrichum

sp para confirmar si este género es sensible a los extractos de A. gaumeri.

Los EE y EHA de A. gaumeri tuvieron un efecto a 2000 ug. mL™ contra Athelia rolfsii con
una reduccion del crecimiento micelial del 66 a 79 %. Por otro lado, Zamora-Natera en el
2005, realiz6 un estudio evaluando la actividad antifangica de extractos crudos de
alcaloides de Lupinus exaltatus contra Sclerotium rolfsii, las concentraciones evaluadas
fueron de 3000, 4000 y 5000 pg mL™ y se observé reduccién del crecimiento micelial del
17.5, 52.5 y 100% respectivamente. Por otra parte, los mismos extractos EE y EHA de A.
gaumeri a la misma concentracién (2000 ng mL™ inhibieron por completo la formacion de
esclerocios, estos mismos resultados fueron observados con extractos de Jengibre y
Neem a concentraciones de 2000, 1000 y 500 ug mL™, teniendo la mayor inhibicién a
concentraciones de 2000 pug mL™ contra Sclerotinia sclerotiorum. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Ojaghian et al., (2014) donde se obtuvo un efecto
inhibitorio con los extractos etandlicos de hojas de Neem, en la formacion de esclerocios

de S. sclerotiorum después de 15 dias, en comparacion con el control. Comparando estos
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resultados con los obtenidos en este trabajo, permitié sefialar que los extractos de A.
gaumeri son prometedores contra A. rolfsii. Cabe resaltar que estas son las primeras
evaluaciones realizadas con los extractos de A. gaumeri contra este hongo fitopatégeno.
Los esclerocios, como bien se sabe, son muy importantes en el ciclo de los patdgenos
que los producen (Adams, 1975). Actualmente A. rolfsii ha estado afectando a
plantaciones comerciales de Stevia (Stevia rebaudiana), cultivo que ha tomado gran auge
por sus propiedades como edulcorante natural. Los resultados del presente trabajo con
esta cepa hasta el momento son prometedores, ya que de ser efectivo a nivel de vivero y

campo, seria un gran aporte para el control de la pudricion de la raiz de Stevia.

Respecto a la efectividad evaluada de los diferentes extractos etandlicos, obtenidos de las
poblaciones de A. gaumeri cultivadas ex-situ, pero procedentes de diferentes localidades,
se encontr6 que los extractos de las plantas provenientes de las poblaciones de
Oxkutzcab y Yaxcaba tuvieron los mayores efectos antifingicos. Es interesante destacar
que el EE de A. gaumeri afecta principalmente a los patdégenos pertenecientes al género

Alternaria.

Lo anterior concuerda con Vargas-Diaz, (2014) que evalué las propiedades fungicidas de
los EE de A. gaumeri de tres poblaciones y con diferentes épocas de colecta, las cuales
mostraron un comportamiento similar en todas las poblaciones, sin embargo las
concentraciones efectivas dependieron de la época de colecta. Por lo tanto, se
recomienda seguir los estudios de las plantas ex-situ, realizando pruebas para seleccionar
la mejor poblacién. Asi mismo, es importante la caracterizacion total de A. gaumeri para

explotar al maximo sus propiedades antifungicas.
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CAPITULO 3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
HONGOS FITOPATOGENOS

3.1. Introduccién

Actualmente se estima que en México existen cerca de 200 000 especies de hongos, de
las cuales solamente se conoce aproximadamente el 5%, segun datos mencionados por
Guzman (1998), y de estos, 1500 especies son hongos fitopatdgenos. Tomando en
cuenta que aproximadamente el 70% de todas las enfermedades de los cultivos
principales son causadas por hongos (Hanson, 2008), es de gran importancia el control de
las enfermedades causadas por estos fitopatdgenos, a fin de evitar las pérdidas
econdmicas que ocasionan. La identificacion certera y confiable permite facilitar las
estrategias de manejo de las enfermedades causadas por hongos en las plantaciones.
Tradicionalmente los hongos han sido identificados por sus caracteristicas morfoldgicas
tales como la presencia o ausencia de setas, formas de conidio, color y tamafio de la
colonia, etc. (Adaskaveg y Hartin 1997). Sin embargo estos criterios no siempre son
adecuados, porque pueden variar bajo diferentes condiciones ambientales (Cannon et al.,
2000).

Por otra parte, las técnicas moleculares permiten una identificacion certera y confiable, ya
que se basan en las caracteristicas genéticas de los hongos, esto aunado a su gran
sensibilidad y especificidad. Dentro de estas técnicas resalta la busqueda de huellas
genéticas, que es el conjunto de técnicas moleculares por el cual, un individuo puede ser
identificado de manera Unica, mediante pruebas que revelan polimorfismos mdltiples en el
ADN.

La caracterizacion por PCR-RFLP ha sido utilizada en la diferenciacion de especies de
hongos y combina la amplificacion de una region objetivo con la posterior digestion
enziméatica de la misma (Carter et al., 2000; Rampersad, 2011). Igualmente la
caracterizacion por DAMD ha sido usada tanto en plantas como en hongos. Se ha
reportado que con estos marcadores moleculares se pudieron diferenciar aislados de la
misma especie de acuerdo a su origen (Luchi et al., 2008), asi como, diferenciar e

identificar por géneros y especies a hongos que provocaban sintomas similares (Luchi et
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al., 2014). Por todo lo anterior, el objetivo de este capitulo es la identificacién a nivel
especie de los hongos fitopatégenos y la caracterizacion molecular de los mismos por las
técnicas de PCR-RFLP y DAMD.
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Crecimiento de microorganismos

Se seleccionaron cepas de hongos patdgenos de cultivos de importancia econémica de la
region como son: papaya (Carica papaya), pifion (Jatropha curcas) y estevia (Stevia
rebaudiana). Los hongos fueron cultivados en PDA (Potato Dextrose Agar. BD Bioxon®).
Inoculados en cajas Petri de 100 X 15 mm y almacenados en un cuarto de cultivo en
condiciones de fotoperiodo (12 h luz: 12 h oscuridad) a temperatura de 25 + 2 °C. A los 15
dias de la inoculacién, el micelio de cada cepa fue raspado de las cajas y transferido a

tubos de 2 mL y almacenado en un ultracongelador a —80 °C, hasta la extraccion del ADN.

3.2.2. Aislamiento de ADN genémico

La obtencién del ADN genomico se realizé de acuerdo al protocolo reportado por Tapia-
Tussell et al., 2006. Se tomo6 1 mg de micelio de cada aislado fungoso, se deposité en un
tubo eppendorf de 2 mL. Se afadieron 1000 pL de buffer de extraccion de Dodecil Sulfato
Saodico (SDS), se incubdé a 65°C durante 30 minutos, con inversion ocasional.
Posteriormente se adicionaron 500 pL de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1) y los
tubos se agitaron durante 10 minutos, se centrifug6 a 13,000 rpm durante 10 minutos y el
sobrenadante fue transferido a un tubo limpio de 1.7 mL. Se adicionaron 700 pL de
isopropanol frio a cada tubo y se incubaron las muestras a -20°C por 10 minutos, luego se
centrifugd nuevamente a 13,000 rpm, se elimind el sobrenadante y se agregaron 500 pL
de etanol al 70%. Las pastillas de ADN se lavaron y centrifugaron nuevamente por 5
minutos a 8,000 rpm, se elimind el sobrenadante y se sec6 al vacio en un DNA 110 Speed

Vac. Finalmente el ADN fue resuspendido en 50 yL de agua libre de DNasas y RNasas.

3.2.3. Integridad y pureza

La medicibn de la concentracibn y pureza del ADN obtenido se realizO con un
espectrofotbmetro, a longitudes de onda de 260/280 nm (ADN/proteinas). La integridad de

ADN, se determind en una corrida electroforética por 30 minutos a 100 V de un gel de
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agarosa al 0.8% en buffer TBE (tris-borato-EDTA), el gel fue posteriormente tefiido con
bromuro de etidio (10 mg/mL) y visualizado en un transiluminador UV. Las imagenes
fueron capturadas y analizadas en un sistema de documentacion de geles UVP

Biolmaging System.

3.2.4. Identificacidon con iniciadores especificos para Colletotrichum sp.

La identificacion molecular de Colletotrichum gloeosporioides se realiz6 utilizando el
iniciador especifico Cgint (5- GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG -3') en conjunto con el
iniciador universal ITS4 (Talhinhas et al., 2002; Mills et al., 1992). Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, que contuvo 25 ng de ADN, 1x de
amortiguador (10x: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8,4) (Invitrogen), 0.20 mM de cada
dNTP (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl,, 1 uM de iniciador y 1 U de Tag polimerasa
(Invitrogen). La amplificacion consistié de una etapa inicial de desnaturalizacién a 95 °C
por 5 minutos, seguido por 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 2 mina62°Cy2 mina 72
°C, y un paso final de extensién de 5 min a 72 °C. Los productos de PCR esperados para

una identificacion positiva son de aproximadamente 450 pb.

La identificacion de Colletotrichum capsici se realizd utilizando el iniciador especifico
CcapF (5’ -GTA GGC GTC CCC TAA AAA GG-3) y CcapR (5-CCC AAT GCG AGA CGA
AAT G-3") (Torres-Calzada et al., 2011). Las reacciones de PCR se llevaron a un volumen
final de 25 ul, que contuvo 50 ng de ADN, 1x de amortiguador (10x: 200 mM Tris-HCI, 500
mM KCI, pH 8,4; Promega), 0.20 mM de cada dNTP (Invitrogen), 2.5 mM de MgCl,
(Promega), 1 uM de iniciador y 1.25 U de Go taq Flexi DNA polimerasa (Promega). La
amplificacién consistié de una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 5 minutos,
seguido por 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 62 °Cy 2 mina 72 °C, y un
paso final de extension de 5 min a 72 °C. Los productos de PCR esperados para una

identificacion positiva son de aproximadamente 394 pb.

En todos los casos los productos se separaron por electroforesis en geles de agarosa al

1.5% (p/v), se tifieron con bromuro de etidio (10 mg/mL) y se visualizaron en un
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transiluminador UV. Las imégenes fueron capturadas y analizadas en un sistema de

documentacion de geles UVP Biolmaging System.

3.2.5. Identificacion por ITSy el gen 5.8S

Para la identificacion molecular fue amplificada la region ITS completa (ITS1, el gen 5.8S
y ITS2) usando los oligonucleétidos universales ITS1 (5- TTC GTA GGT GAA CCT GCG
G-3) e ITS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), descritos por White et al., (1990).
La reaccion de PCR se llevd a un volumen final de 25 pL, conteniendo 1x de
amortiguador (10x: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4) (Invitrogen), 0.20 mM de cada
dNTP, 2.50 mM MgCl, (Invitrogen), 1 pmol de cada iniciador, 1.25 U Taq polimerasa
(Invitrogen) y 100 ng de ADN objetivo.

La amplificacion consisti6 en un primer paso de amplificacién a 94°C por un minuto,
seguido por 30 ciclos de un minuto a 94°C, 2 minutos a 58°C (temperatura de
alineamiento) y un minuto a 72°C, y un paso final de extension de cinco minutos a 72°C.
El producto de amplificacion obtenido se visualiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa (Invitrogen) a 1.5% (p/v) en amortiguador TBE (Tris-Borato-EDTA), a 100V por 50
minutos. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1 kb. Los geles se tifieron con
bromuro de etidio (10 mg/mL) y se visualizaron en un transiluminador UV. Las imagenes
fueron capturadas y analizadas en un sistema de documentacion de geles UVP

Biolmaging System.

3.2.6. Secuenciacion

Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea), con las
concentraciones especificadas por el laboratorio. Posteriormente las secuencias
obtenidas se procesaron con el programa BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) y se
compararon con la base de datos del GenBank, usando BLASTn en el NCBI, para

confirmar la identidad de los aislados.
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Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método UPGMA y se expresaron en
unidades de sustituciones de bases por sitio. El soporte de las ramas fue medido con un
andlisis de bootstrap de 1000 repeticiones. Los analisis filogenéticos se realizaron
utilizando MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).

3.2.7. Caracterizaciéon molecular

La caracterizacion molecular, se llevé a cabo mediante la huella genética, con las técnicas
PCR-RFLP y DAMD.

3.2.7.1. PCR- RFLP

Los productos de amplificacion de la region ITS fueron digeridos con las siguientes
enzimas de restriccion: Alu Il, Rsa I, Mse |, Hae Ill, Taq | y Hind lIl. El volumen final de
reaccion fue de 20 pL, de los cuales 10 pL fueron del amplicon. Las reacciones se
llevaron acabo de acuerdo a las condiciones recomendadas por el proveedor como se

indica en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de digestion para las enzimas.

Enzimas Agua libre de Enzima de Amortiguador BSA Amblicén
RNAsas y DNasas  Restriccion (2U/ uL) 10x P
Alul 7.6 uL 0.2 uL 2.0 uL 0.2 uL 10 uL
Rsa |, Hae IlI,
Msel, Tag ly 7.8 uL 0.2 uL 2.0 uL No aplica 10 puL
Hind 1l

Las condiciones de reaccion para la Taq |, fueron: incubacién a 70°C durante 2 horas e
inactivacion de 10 min a 4°C, el resto de las enzimas fueron incubadas a 37° C durante 2

horas e inactivadas a 70° C durante 10 min.

Los productos de digestién se separaron por electroforesis en gel de agarosa Ultrapure
1000 (Invitrogen) al 3% (p/v) en amortiguador TBE (Tris-Borato-EDTA), a 100 V por 90
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minutos. Se utiliz6 como marcador de peso molecular la escalera 1 Kb plus (invitrogen).
Los geles tefiidos previamente con bromuro de etidio, se visualizaron en un
transiluminador UV. Las imégenes fueron capturadas y analizadas en un sistema de

documentacion de geles UVP Biolmaging System.

3.2.7.2. DAMD (Directed Amplification of Minisatellite DNA)

Los andlisis de amplificacion directa en la region de minisatélites del ADN, DAMD (por sus
siglas en inglés, Directed Amplification of Minisatellite DNA) se realizaron con cinco

iniciadores que se describen en el cuadro 6.

Cuadro 6. Secuencias de los iniciadores (Verma y Rana, 2012).

Iniciadores Secuencia (5'-3')
HVR CCTCCTCCCTCCT
HBV GGTGTAGAGAGGGGT
HVA AGGATGGAAAGGAGGC
M13 GAGGGTGGCGGTTCT
33.6 AGGGCTGGAGG

El volumen final de cada reaccion fue de 25 uL, que contenian amortiguador de PCR 1x
(Invitrogen), 0.25 mM de dNTPs (Invitrogen), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de iniciador, 60 ng
de ADN gendémico y 1U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen). La reaccion fue realizada en
un termociclador de marca GeneAmp, PCR System 9700, con las siguientes condiciones;
un paso de desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 minuto, seguido de 40 ciclos a 92° C por
1 minuto, para la alineacion 55° C por 2 minutos, para la extensién 72° C por 2 minutos; y

con una extension final de 72° C por 7 minutos.

Los productos de amplificacion obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1.5% (p/v). Todos los geles se tifieron previamente con bromuro de etidio,

la electroforesis se corri6 en amortiguador TBE (Tris-borato-EDTA) a 100V por 60
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minutos, utilizando un marcador de peso molecular de escalera 1 Kb plus (Invitrogen). Los
geles se visualizaron en un transiluminador UV. Las imagenes fueron capturadas y

analizadas en un sistema de documentacion de geles UVP Biolmaging System.
3.2.8. Analisis de datos

Se registraron las bandas obtenidas para cada individuo y se clasificaron en base a los
tamafios de los fragmentos observados. Por Udltimo se hizo una matriz binaria con los

datos obtenidos con DAMD registrando la presencia (1) o ausencia (0) de las bandas.

Los datos de las matrices binarias de cada iniciador se combinaron y fueron procesados
usando el método UPGMA para generar un dendrograma basado en el Coeficiente de
similitud de Jaccard (Jaccard, 1908), en la aglomeraciéon secuencial (SAHN) mddulo de
agrupacion jerarquica y anidada del software PC NTSYS. El analisis principal de
coordenadas PCoA (por sus siglas en inglés: Principal Coordinate Analysis), fue utilizado
para probar la correlacion de los datos obtenidos de los marcadores moleculares usados

en este estudio, utilizando la version de software NTSYS-pc 2.02e (Rohlf, 2009).
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3.3. Resultados

En la extraccién del ADN gendmico de las cepas de hongos bajo estudio, se obtuvo un
rango de concentracion desde 220 ng/uL hasta 800 ng/uL y los valores de pureza
estuvieron entre 1.5 y 2.0 (Cuadro 7). En la Fig. 23 se puede apreciar la integridad del
ADN de todas las muestras.

Cuadro 7. Cuantificacion de ADN gendmico.

Clave Concentracion DO
(ng/mL) (260/280)
JG14 349 1.60
JG32 800 1.50
CICY 004 749 1.80
AT18 357 1.80
CCP27 334 1.90
CGP6 603 1.60
JG22 288 1.80
JG2 220 2.00

JE14 JGIE CICYO0d ATIS COP2F CGPe JGI2  JG2

Figura 23. Gel de calidad e integridad del ADN gendmico.
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3.3.1. Identificacibn molecular con iniciadores especificos para

Colletotrichum sp.

Las cepas de Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum capsici fueron identificadas
con iniciadores especificos, ya que se obtuvieron productos de amplificacion de
aproximadamente 450 pb y 394 pb respectivamente, confirmando la identificacion de

estas especies.

3.3.2. Amplificacion de la region ITS-5.8S

Los productos de la region ITS-5.8S amplificados para la secuenciacion, tuvieron un

tamafio de 550 a 650 pb. como se aprecia en la figura 24.

1000 pb

650 pb
500 pb

Figura 24. Amplificacion de la region ITS-5.8S. M: marcador molecular (1 Kb), B: blanco, Linea 1:
JG14, Linea 2: JG32, Linea 3: CICY004, Linea 4: AT18, Linea 5: CCP27, Linea 6: CGP6, Linea 7:
JG22 y Linea 8: JG2.

3.3.3. Secuenciacion

El analisis de las secuencias permitio identificar a nivel de especie a las diferentes cepas
utilizadas en este estudio (Cuadro 8). Es importante sefalar que la cepa de A.
chrysanthemi (CICY004) no fue secuenciada, porque ya habia sido identificada a nivel

especie en trabajos anteriores (Vargas-Diaz et al., 2014, Villanueva-Couoh et al., 2005).
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Cuadro 8. Secuencias identificadas en la base de datos de NCBI.

Claves Especie identificada Valor E % de identidad
JG14 Alternaria alternata 0 99
JG32 Alternaria alternata 0 99
AT18 Athelia rolfsii 0 100
JG22 Fusarium equiseti 0 99
JG2 Fusarium solani 0 97

Para corroborar la identidad de las cepas se realizé un analisis filogenético por el método

de UPGMA, el arbol resultante se aprecia en la figura 25. Como se observa, se formaron

dos clados principales (1 y 2). En el cladol se agruparon las cepas de Athelia rolfsii,

mientras que el segundo clado lo conformaron el resto de la cepas bajo estudio. Este

clado por su parte se dividié en dos subclados (2A y 2B) con un coeficiente de similitud de

0.3 y un soporte de las ramas de 100 %, en el subclado 2A se agruparon todas las cepas

del genero Fusarium y en el subclado 2B se agruparon las cepas del genero de Alternaria.

El subclado 2A se subdividié en 2A1 y 2A2, donde se encontraron las cepas de F. equiseti

y F. solani, respectivamente. Todas las ramas tuvieron un alto porcentaje de robustez

(100-99 %) lo que permite inferir la identidad de todas las cepas utilizadas en este estudio.
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AB425996.1|__F.equiseti
JQ412109.1|__F.equiseti
JQ936180.1|__F.equiseti
JX205167.1|__F.equiseti
AF242876.1|_Fusarium_oxysporum
AF176656.1|_Fusarium_oxysporum
AF069310.1|_Fusarium_oxysporum

g9 r KF971882.1|_Fusarium_decemcellulare

KC895536.1|_Fusarium_decemcellulare
JQ625577.1|__F.solani
FJ478114.1|__F.solani
JQ625562.1|__F.solani

& G2

KF274670.1|__F.solani
FJ719812.1|__F.solani
JF796055.1|_Alternaria_solani
JF491195.1|_Alternaria_solani
JF796054.1|_Alternaria_solani

& JG14
JQ660841.1|_A.alternata
JQ936166.1|_A.alternata
JQ660842.1|_A.alternata

@ JG32
JQ660836.1|_A.alternata
DQ100420.1|_Alternaria_tagetica
KC584221.1|_Alternaria_tagetica
FJ266479.1|_Alternaria_tagetica
& AT18
KJ546416.1|_Athelia_rolfsii
JN017199.1|_Athelia_rolfsii
HQ420816.1|_Athelia_rolfsii
AY684917.1|_Athelia_rolfsii
FJ801899.1|_Phytophthora_infestans

0.0

Figura 25. Andlisis filogenético basados en la secuenciacion de la regién ITS-5.8S gen. Los

simbolos en rombo color rojo son las cepas que se utilizadas en este estudio. El andlisis fue

inferido usando el método UPGMA con un bootstrap de 1000 réplicas realizado en MEGA 5.2
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3.3.4. PCR-RFLP

Los perfiles de la digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS-5.8S

se muestran en la figura 26.

> B M M

530 pa

S B

500 pk

20 ph

Figura 26. Perfiles de digestion enzimatica en la regién; M: marcador molecular (1000pb), B:
blanco, Linea 1: JG14, Linea 2: JG32, Linea 3: CICY004, Linea 4: AT18, Linea 5: CCP27, Linea 6:
CGP6, Linea 7: JG22 y Linea 8: JG2.

Todas las cepas del género Alternaria (JG14, JG32 Y CICY004) maostraron un unico perfil

de restriccién, monomoérfico para cada enzima.

Las cepas CCP27 y CGPS6, identificadas previamente con iniciadores especificos, como
Colletotrichum capsici y Colletotrichum gloeosporioides respectivamente, maostraron
perfiles diferentes al ser digeridas con las enzimas de restriccion. La Unica enzima que no
fue capaz de reconocer sitios de restriccidn para estas especies fue la Hae Ill, mientras
que Rsa | y Msp | fueron las mas resolutivas para diferenciar entre ambas especies
(Cuadro 9).
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Las cepas JG22 y JG2 identificadas como F. equiseti y F. solani respectivamente,
mostraron perfiles de restriccion diferentes con 4 de las 6 enzimas empleadas (Alu I, Hind
[ll, Msp | Taq I) (Cuadro 9)

Por su parte la cepa AT18, identificada como Athelia rolfsii, produjo un perfil diferente con

todas las enzimas al resto de las cepas.

Cuadro 9. Longitud en pares de bases (pb) de los fragmentos de restriccién obtenidos por PCR-
RFLP

Cepas Alu | Hae llI Hind 11l Msp | Rsa | Taq |
JG14
1o 360 360 420 430 250 220
180 210 130 90 200 210
CICY004
300
520 550 530
AT18 Nd Nd 240
80 100 70
60
310 250
360 350
CCP27 Nd 180 Nd 220
210 200
90 70
300 250 250
360 390
CGP6 Nd 180 200 230
210 180
90 90 70
210
380 380 180
1G22 150 Nd 120 Nd Nd 80
70 70
250 240
420 120 350 190
JG2 120 Nd 90 210 Nd 60
70 55
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3.3.5. DAMD

De los cinco iniciadores DAMD seleccionados, tres fueron resolutivos y polimérficos para
este estudio. Los iniciadores seleccionados amplificaron un total de 178 bandas, con un

promedio de 59.3 bandas por iniciador. (Fig. 27).

BB M gaqaz
]

—

—_———

Figura 27. Patrones de bandas obtenidas de los tres iniciadores. M: marcador molecular (1 Kb), B:
blanco, Linea 1: JG14, Linea 2: JG32, Linea 3: CICY004, Linea 4: AT18, Linea 5: CCP27, Linea 6:
CGP6, Linea 7: JG22 y Linea 8: JG2.

El iniciador HVA fue el mas resolutivo, por lo que fue utlizado para generar el
dendograma que se muestra en la Figura 28. Como se aprecia, en el clado 1, se
agruparon las tres cepas del género Alternaria, que a su vez se subdivieron en dos
subclados en base a las diferentes especies, con un coeficiente de distancia genética de
0.45. Es importante sefalar que las cepas JG14 y JG32 de la especie A. alternata que no
pudieron ser diferenciadas por PCR-RFLP, muestran un coeficiente de distancia genética
de 0.63 lo que indica que son diferentes. En el clado 2, se formaron tres subclados, a una
distancia de 0.45, separandose las cepas de los géneros Colletotrichum y Fusarium. En
cuanto a la cepa AT 18 (Athelia rolfsii) se encuentra separada del resto con un coeficiente
de distancia genética de 0.1, lo que indican su poca relacion genética con las otras

especies.
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HVA
14 — JG14 (Allernaria alternata)
1 _I— JG32 (Afternaria alternala)
= CICY D04 [Alterntaria chrysanthemi)
I o CCP27 (Colletatrichum capsici)
| i CGP6 (Colletofrichum glososporioides)
’ | 2C JG22 (Fusarium equiseti)
L JG2 (Fusarium solani)
3 AT18 (Athelia rolfsh)
.10 028 0,45 0,63 080

Coe Tl

Figura 28. Dendograma obtenido con el iniciador HVA por andlisis cluster (UPGMA) basado en el

coeficiente de similitud de Jaccard.

En el analisis de Coordenadas principales PCoA (Fig. 29) se aprecian tres agrupaciones
(circulos verdes) que correspondieron a tres géneros diferentes de este estudio
(Fusarium, Alternaria y Colletotrichum). Mientras que la cepa AT18 se ubicd nuevamente
muy distante de las demas. Al mismo tiempo se observé que las cepas que fueron
sensibles a los extractos de A. gaumeri (circulo café) estan mas cercanas en el

agrupamiento, el cual se incluy6 a la cepa AT18.
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Figura 29. Diagrama de dos dimensiones del andlisis de coordenadas principales con todos los
iniciadores (HVA, HBV y M13).
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3.4. Discusion

El andlisis de las secuencias de la region ITS (ITS1/ITS2; 5.8S gen) del ADNr de la cepas
evaluadas ante los diferentes extractos de Acalypha gaumeri, permitié identificarlas
inequivocamente como: Fusarium solani, Fusarium equiseti, Alternaria alternata y Athelia
rolfsii. La regién ITS es frecuentemente secuenciada para estudios de identificacién de
hongos e investigacion relacionada con la sistematica, filogenia de cepas a niveles

especifico e intraespecifico (Nilsson et al., 2008; Simon y Weil3, 2008).

En nuestro estudio la técnica de PCR-RFLP fue muy util para diferenciar entre las
especies de los géneros Fusarium y Colletotrichum, ya que arrojaron perfiles de
restriccion que coinciden con lo reportado para estas especies en estudios previos (Tapia-
Tussell et al., 2008; Valencia, 2014) y que permitieron diferenciar inequivocamente a las
cepas de este estudio. Sin embargo, con esta técnica, especificamente con las seis
enzimas de restriccion utilizadas, no fue posible diferenciar a nivel inter-especifico a las
cepas del género Alternaria. Por ello en la caracterizacion molecular de microorganismos,
se recomienda realizar un estudio polifasico, donde se incluyan diferentes técnicas a fin
de tener un “barrido” mas amplio del genoma de las cepas bajo estudio (Talhinhas et al.,
2002; Tapia-Tussell et al., 2008).

La caracterizacién molecular utilizando cinco iniciadores DAMD, nos permitié diferenciar a
nivel intra-especifico, a todas las cepas bajo estudio y complementar la informacion

obtenida con los estudios hechos con los otros marcadores.

El iniciador HVA fue el que mostré un mayor grado de polimorfismo para todas las cepas y
fue capaz de diferenciar entre las tres cepas del género Alternaria, lo cual no se habia
logrado con las otras técnicas empleadas. Esto coincide con lo reportado por Valencia,
(2014) para la especie Alternaria alternata aislada del mismo hospedero en diferentes

localidades de la Peninsula de Yucatan.

Esta diferenciacion genética permitié a su vez, la formacion de agrupamientos a nivel de

especie tanto en el dendograma como en el PCoA, donde en los grupos 1 y 3 se
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encontraron las cepas que resultaron susceptibles a diferentes concentraciones de los
extractos de A. gaumeri. Mientras que el grupo 2 se formd con las especies de los
géneros Colletrotrichum y Fusarium, que fueron resistentes para todos los extractos
evaluados. Reportes similares en cuanto a nivel de resistencia de microorganismos,
dentro de la misma especie, se han encontrado para Colletotrichum capsici ante

diferentes fungicidas (Torres-Calzada, 2015).

Los resultados obtenidos en este estudio, fortalecen la importancia y necesidad de
realizar la caracterizacion molecular de los patégenos, utilizando diferentes técnicas. Esto
para garantizar una identificacion certera y una diferenciacion inequivoca a nivel intra-
especifico. La finalidad es evitar trabajar con aislamientos redundantes, para profundizar
en la interaccién de los compuestos bioactivos producidos por las diferentes cepas de
patégenos, que estan presentes en la region. Esto llevard a trabajar para un control

efectivo de estos patdgenos en los diferentes cultivos de importancia econémica.
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CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

4.1. Discusion general

El uso de los productos naturales para el control de enfermedades fungosas en la
agricultura, es considerado una alternativa interesante para sustituir a los fungicidas
sintéticos, debido a su naturaleza de especificidad, biodegradabilidad y baja toxicidad
residual en el ecosistema (Ogba & Ovibo, 2008). Por otra parte, las plantas son ricas en
diversidad de metabolitos secundarios, tales como los taninos, terpenoides, alcaloides y
flavonoides, los cuales han probado que tienen propiedades antimicrobianas (Ashraf &
Javaid 2007). Sin embargo, existen pocos reportes en la exploracion de especies de
plantas nativas de la Peninsula de Yucatan para el control de plagas y enfermedades de

los cultivos.

En el presente trabajo, se evaluaron los extractos de las raices de Acalypha gaumeri
(especie endémica de Yucatan) cultivada ex-situ, contra ocho cepas de hongos de
importancia economica. Los extractos etandlicos obtenidos de plantas cultivadas en
condiciones ex-situ mantuvieron sus propiedades antifingicas. Estos resultados coinciden
con lo obtenido por Vargas-Diaz, (2014), al evaluar extractos etandlicos de raices de A.
gaumeri colectadas in situ. Ademas en el presente trabajo se demostré que los extractos
hidroalcohdlicos tuvieron también actividad antifingica ante las especies de hongos

probadas.

Vargas-Diaz, (2014) demostré que al menos dos compuestos estan involucrados en la
actividad antifungica de A. gaumeri, y dilucid6 la estructura de uno de ellos reportando
que es de naturaleza heterociclica nitrogenada. Esto permite hipotetizar que la planta en
condiciones ex-situ continua produciendo este tipo de compuestos. No obstante seria

importante realizar otras pruebas analiticas para corroborar esta hipétesis.

Los hongos evaluados en este trabajo fueron identificados y caracterizados
molecularmente. Al agruparlos, usando los datos genéticos obtenidos mediante la técnica

DAMD, se pudo observar que aun cepas de la misma especie se diferenciaron
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genéticamente y que se formaron tres grupos bien definidos, Dos de estos grupos (1 y 3)
correspondieron a las cepas que resultaron susceptibles a los extractos, mientras que el
grupo 2, se formé con las especies de los géneros Colletrotrichum y Fusarium que fueron
resistentes para todos los extractos evaluados. En el grupo 1 donde se ubicaron las dos
especies de Alternaria, se encontr6 una diferencia notable en cuanto a sus
susceptibilidades, ya que se logr6 la inhibicion a diferentes concentraciones.
Corroborando que a pesar de que son de la misma especie, los aislamientos son
diferentes y su respuesta ante el producto bioactivo fue diferente. Reportes similares en
cuanto a nivel de resistencia dentro de la misma especie, se han encontrado para

Colletotrichum capsici ante diferentes fungicidas (Torres-Calzada, 2015)

Los resultados de este trabajo muestran la consistencia (in-situ y ex-situ) en la produccion
de los metabolitos activos con propiedades antifingicas de A. gaumeri, lo que sienta las
bases para continuar los estudios sobre esta planta y la produccién masiva de estos

compuestos.
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4.2, Conclusiones

Las raices de las tres poblaciones de Acalypha gaumeri (Oxkutzcab, Tinum y Yaxcabd),

propagada en condiciones ex-situ mantienen su actividad antifingica.

Para las tres poblaciones evaluadas los extractos etandlicos e hidroalcohdlicos fueron los
gque mostraron actividad antifngica. Los hongos sensibles a estos extractos de A.
gaumeri fueron Alternaria alternata (JG14 y JG32), Alternaria chrysanthemi (CICY004) y
Athelia rolfsii (AT18).

Los extractos etanodlicos e hidroalcohdlicos a 2000 pg mL™, inhibieron la formacion de

esclerocios en la cepa de Athelia rolfsii.

Los hongos evaluados en este estudio fueron identificados molecularmente a nivel de
especie como: Colletotrichum capsici (CCP27), Colletotrichum gloeosporioides (CGP6),
Alternaria alternata (JG14 y JG32), Fusarium equiseti (JG22), Fusarium solani (JG2) y
Athelia rolfsii (AT18).

La caracterizacion molecular de los hongos estudiados, revelo la diferencia genética entre
las distintas cepas, que formaron tres clados, los cuales coinciden con el agrupamiento de

las especies por su sensibilidad ante los extractos de A. gaumeri.
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4.3. Perspectivas

Corroborar la presencia de los metabolitos antifungicos de Acalypha gaumeri reportados

de campo en las plantas cultivadas ex —situ.

Realizar estudios de toxicidad con organismos benéficos de los extractos de A. gaumeri

Continuar la evaluacion de cepas de Athelia rolfsii de diferentes hospederos para

confirmar la inhibicidén de los esclerocios.

Realizar formulados con el extracto etandlico de A. gaumeri y evaluar su efectividad en

vivero y campo.

Continuar los estudios sobre la especie A. gaumeri, para seleccionar los fenotipos con

mayor produccion de metabolitos antifungicos y obtener su huella genética.
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