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RESUMEN

El presente trabajo representa una aportacién al conocimiento que hoy en dia se
tiene sobre el control bioldgico de hongos fitopatégenos. El hongo Penicillium
frequentans Westling, produce ciertas sustancias metabdlicas llamadas
antibidticos, con propiedades antifiingicas. Para la produccién de estas sustancias,
se hizo crecer al hongo en un medio estacionario liquido de Czapek - Dox con
glucosa al 5%, se extrajeron y purificaron parcialmente las fracciones 4 y 5,
antibidticos (B y A), mediante el procedimiento para extraccién de antibiéticos
propuesto por Birkinshaw, (1952). Dichas fracciones se ensayaron con 32
espacies de hongos que fueron aisladas a partir de tejido vegetal enfermo. Ambas
fraccionas mostraron un efecto inhibitorio sobre 29 de las 32 especies de hongos
que se ensayaron. Siendo las especies mas susceptibles Aspergillus niger Van
Teighem, Trichoderma viridae Pers., y Verticillium dalhiae Klebahn., y las mas
resistentes, en las cuales los antibiticos no ejercieron ninguin efecto inbibitorio: -

Aspergilius flavus Link ex Fries, Bhizopus stolonifer {Ehrenb. ex Fries} Lind., y

Cladobotrium sp. Se ensayaron los antibiéticos A y B sin diluir (SD) y en forma
dilufda, observando que ain hay inhibicién significativa en las diluciones 1/10 y
1/100, mientras que en las diluciones de 1/1,000 y 1/10,000 ya no se observé

ningGn efecto inhibitorio.

Ambos antibiéticos son termoestables a temperaturas que van desde 25 °C
hasta 120 °C, pues se esterilizaron en el autoclave sin presentar alteracién
aparente en su capacidad inhibitoria, sin embargo, esta disminuye con el paso del

tiempo.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas han afectado el desarrollo social y econémico
del hombre, porque reducen la cantidad y la calidad de los productos vegetales de
las especies de importancia agricola, asf como también su reproduccién.
Simultaneamente también las enfermedades de las plantas han alterado la historia
de la humanidad, ya sea directa o indirectaments, al grado que han destruido sus
cultivos y sus bosques (Nash y Snyder, 1962). Por tal motivo, el hombre tuvo que
admitir la importancia de las enfermedades de las plantas y estimuld intensamente

la investigacién de sus causas.

Todo esto contribuyé de manera decisiva a que el hombre tuviera que desarrollar
técnicas especiales para poder prevenir y controlar el ataque que causan los
organismos fitopatégenos, principalmente los hongos, sobre sus cultivos y

cosechas {Agrios, 1988).

A partir de este momento se vié en la necesidad de crear los fungicidas

mediante la experimentacion y la utilizacién de productos y sustancias quimicas.

Los fungicidas son de gran importancia econémica y han sido ampliamente
utilizados para controlar las enfermedades que producen los hongos. Los antiguocs
griegos usaban el azufre como fungicida con muy buenos resultados, y aun en la

actualidad es ampliamente utilizado.
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Otros fungicidas i-norgénicos se utilizaron después de que se aceptara la teorfa
en la que se establece que las enfermedades son causadas por microorganismos
{Mc Callan, 1967). Tal es el caso de la mezcla bordelesa, que se prepara al mezclar
sulfato de cobre y cal, la cual desarrollé Millardet, en (1932). A esto le siguié el
uso del arsenato de plomo y de otros arsénicos, el cloruro de mercurio, y otros
compuestos mercuriales que incluyen mercurios orgénicos. Los fungicidas
orgénicos se inventaron en 1934, y desde entonces se han desarrollado un gran
numero de ellos, de los cuales los ditiocarbamatos y las quinonas son los grupos

més abundantes (Horsfall, 1975).

- HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA.

Gosio, en {1896) mientras investigaba la causa de la Pelagra (Enfermedad
crénica, grave, caracterizada por eritemas y trastornos digestivos, psiquicos y
nerviosos producida por deficiencia de niacina en el organismo), aislé una
sustancia 4cida cristalina de un moho del arroz, la cual mostré ligera actividad
antibacteriana {Korzybski y Kurylowicz, 1961). Al parecer fue producida por el
hongo Penicillium brevicompactum Diercks. Més tarde también se aislé esta misma
sustancia de otras especies de Pepicillium y se nombré scido micofendlico. Este
mostré una ligera actividad antibacteriana y una gran actividad contra un nimero
considerable de hongos muchos de los cuales son patégenos de plantas y dél
hombre. El 4cido micofendlico fué el primer antibidtico aislado en forma pura

{Dekker, 1978).
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En 1934 Weindling estudié el principio activo de Trichoderma ligngrum Pers.,

el cual presenta propiedades antifingicas y a la sustancia producida por este
hongo se le nombré gliotoxina. Por otro lado, Van Luyk, en (1938} observé que el
extracto de un cultivo de Penicillium expansum Link ex Gray., inhibié el crecimiento
de ciertas especies de Fusarium, la sustancia se aislé y en la actualidad se le

conoce comunmente como patulina.

Los estudios cldsicos de Wehmer, sobre la produccién de 4cido citrico por
algunos hongos le permitieron dar el nombre genérico de Citromyces a los mohos
que producen éste compuesto (Mahmoodian y Stickings, 1964). Sin embargo,
estos hongos se agrupan més tarde en el género Penicillium y principalmente, en

las series de Penicillium frequentans (Raper y Thom, 1949).

P. frequentans, Westling ( del latin frecuentans: frecuente, comtin}, antes de la
aparicién del manual de Raper y Thom, 1949, éste hongo habfa sido identificado
como Penicillium flavi-dorsum Biourge., sin embargo, este (ltimo es considerado

como sinénimo de Pepicillium frequentans (Smith et al., 1965).

En la actualidad Pitt, (1979) considera a P. frequentans como sinénimo de P,
alabrum {(Wehmer)} Westling. Loé aislamientos de este hongo crecen répidamente
a 25°C y producen colonias verde oscuro con una textura estrictamente
velutinosa. Los conidi6foros son vesiculados y los conidios de paredes lisas

formados en grandes cadenas, {fig. 1).
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Es un hongo muy comtin en toda clase de sustratos, su distribucién es amplia ya
qhe es frecuente encontrarsele en alimentos, composta, excremento de animales,
papel, pulpa de papel, en cereales, productos de éstos, y en habitats naturales
como el suelo y aire. Pertenece al subgénero Aspergiloides, en el cual sélo se
incluyen aquellas especies en las que los esporangiéforos estan bien definidos y

terminan en un penicilo monoverticilado (Raper y Thom, 1949; Pitt, 1979).
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Figura-1.- Esquema del talo micelial cenocitico de Penicillium
: frequentans, donde se observan las hifas, conidios vy
conidiéforos.



Hetherington y Raistrick, {1931} aislaron una sustancia amarilla cristalina a
partir de varias cepas de esta serie, y la nombraron citromicetina. Su estructura
quimica {Fig. 2}, fue determinada finalmente por Cavill, Robertson y Whalley en

{1950) (Hetherington y Raistrick, 1931).
Posteriormente, en 1943 Wilkins y Harris, describieron la producciéon de

sustancias con actividad antimicrobiana por Penicillium frequentans (Mahmoodian

y Sticking 1964).

COZH o
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.. .Fig. 2.: -.Estructura.quimica de la citromicetina.o 4cido frecuéntico..



- ANTIBIGTICOS.

En 1962 Waksman, define a los antibiéticos como sustancias metabélicas que
producen ciertos microorganismos, las cuales tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento e inclusive de destruir a otros microorganismos, aungue estas
sustancias esten presentes en concentraciones extremadamente bajas, en el orden

de pg/ml. Los antibidticos pueden ser toxinas, bacteriocinas, fungocinas etc.

Algunos investigadores, como Gotllieb y Shaw, (1970} basados en trabajos
sobre el tema han sugerido que los antibi6ticos son sustancias orgénicas que son
producidas por ciertos microorganismos las cuales son nocivas en bajas
concentraciones para el desarrollo de otros y sus actividades metabdlicas. Las
sustancias antimicrobianas de las formas superiores de vida, tales como plantas y

animales, también son consideradas como antibiéticos.

- PRODUCCION DE ANTIBIGTICOS EN LA NATURALEZA.

La mayorfa' de los antibidticos que se conocen hoy en dia se han detectado
mediante el aislamiento y realizacién de pruebas de antagonismo (bioesayos), de
los organismos pobladores del suelo y de otros habitats naturales. Algunos
microbidlogos como Waksman, {1956), Brian, (1957) y otros fitopatélogos han

asumido que los antibidticos juegan un papel clave en las interacciones de
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competencia en el suelo, pero ain no existe evidencia convincente sobre la
producciénde antibisticos en la naturaleza, sin embargo, hay evidencia para sugerir
que la produccién de antibidticos en el suelo esta limitada o impedida por la
escasez de nutrientes, aunque la produccién de los primeros en ambientes
naturales ha sido cuestionada desde varios puntos de vista. El crecimiento
restringido y efimero de los productores potenciales, tales como los Actinomyvces

Streptomyces y pricipalemte las especies de Penicillium en el suelo, ha sido
enfatizado y la posibilidad de la produccién de antibidticos en sus microambientes,
donde los nutrientes estan concentrados y donde ocurre una intensa competencia,
ha sido desechada (Katz y Demain, 1977). Sin embargo, !a relevancia natural de
los antibiéticos no esta necesariamente confinada a las interacciones competitivas
en la naturaleza, también hay evidencia que ellos juegan un papel importante en la
diferenciacién morfol6gica, tal como la produccién de esporas. Finalmete se ha
argumentado que los antibibticos deben conferir una ventaja natural selectiva a sus
productores, a medida que se dedica mas DNA para su determinacién genética

{Williams y Vicker, 1986}.

De estas teorfas han surgido algunos conceptos:

1. La produccién de antibidticos'requiere que el organismo que los esta
produciendo tenga una adecuada nutricién, especialmente nutrientes ricos
en carbono. En el suelo, esto significa que la produccién usualmente tiene
lugar en la vecindad de sustratos organicos como paja y cadscaras de

semillas.



2. La extraccién de antibiéticos de tales dreas ha sido dificil pero posible.
Aunque la deteccién de compuestos antibidticos en la rizosfera ha tenido
menos éxito, los nimeros absolutos de los antagonistas pueden ser mayores

aqui, que en la ralz libre de suelo.

3. La antibi6sis en el medio de cultivo no necesariamente indica antibidsis en
el suelo.
4, La inactivacién de los antibiéticos producidosen el suelo es debida a varios

procesos, incluyendo la adsorcién por los coloides de la arcilla y las
particulas de humus, la degradacién microbioldgica real y 1a inestabilidad de

estos metabolitos debida al pH. La méas importante de estas es 1a adsorcién.

5. Puede ocurrir que fos antibiéticos persistan en condiciones de adsorciéon, Se
puede inferir una liberacién lenta de las reacciones de la flora bacteriana

{Baker, 1968).

- MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIGTICOS.

Muy pocos antibiéticos antifungicos han sido usados para el control de las
enfermedades de las plantas, aunque se ha reportado que muchos disminuyen la

enfermedad en condiciones experimentales. El conocimiento sobre el mecanismo
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de accidén de los antibiéticos podrfa ayudar en su uso y en la bisqueda de sus
andlogos que se podrfan adaptar mejor al control de las enfermedades de las

plantas (Gotllieb y Shaw, 1870).

Las células fungicas deben llevar a cabo muchos procesos bioquimicos como
requisito para su desarrolflo, y para mantenerse as{ mismas y no morir. Son muchos
los efectos fisiol6gicos que producen los antibidticos a nivel celular, entre los que
destacan; la inhibicién en la sintesis de la pared de las membranas celulares, la
sintesis de protefnas y Acidos nucléicos y las reacciones de transporte en el

proceso de respiracion por las cuales la célula obtiene energla {(Bauer, 1987).

Los hongos fitopatégenos han sido clasificados en tres grupos de acuerdo a su
sensibitidad a algunos antibidticos, como la ascoquitina estos son: {i) altamente
resistentes, (il moderadamente resistentes, (iii) sensitivos, Los hongos
pertenecientes al grupo altamente resistente absorben la ascoquitina lentamente
y se desintoxican mediante la reduccién bioldgica. Los hongos moderadamente
resistentes también absorben el antibiético lentamente pero presentan un ligero
mecanismo de desintoxicacién o simplementes no lo presentan. Los hongos
sensitivos absorben el antibiético rdpidamente y no presentan un mecanismo de

desintoxicacién (Nakanishi y Oku, 1988).

El efecto de ciertas sustancias antiftingicas como los antibidticos, los fungicidas,
entre otros, sobre la germinacidn de las esporas y el desarrollo de los hongos

fitopatégenos, hasta cierto punto, est:i determinado por la susceptibilidad intrinseca
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de las espacies a estas sustancias. Esta podrla deberse en gran parte a la facilidad
. con que se transportan las sustancias quimicas al interior de la célula fungica. En
ios hongos se presentan los 4 tipos de transporte reconocidos por Whitaker
(1976). En los Deuteromicetes, Ascomicetes y Basidiomicetes, los aminoédcidos
entran -al interior de la célula mediante el transporte activo facilitade. Si el
transporte depende de la concentracién o actividad, del gradiente entre la célula y
su ambiente, este cesa cuando la concentracién interna del quimico iguala la
concentracién externa, entonces diremos que el transporte ocurre por difusién. En
algunos casos la cinética del transporte indica especificidad por ciertas
configuraciones moleculares, y una mayor velocidad de incorporacién, que no
puede aumentar por cambios posteriores en la concentracién externa de la

sustancia qufmica {Cole, y Kendrick, 1981).

El mecanismo de adsorcién de las células esta determinado en gran medida por
la naturaleza y composicién bioquimica de la pared celular, que en los hongos tiene
varias funciones; actia como un filtro controlando las secreciones de los
metabolitos y otras sustancias producto del metabolismo secundario, asf como la
absorcién de nutrientes y otras sustancias al interior de las células. Las paredes
celulares también protegen a los hongos contra dafios que pueden causar los

factores externos (Kuhn, J.P. et al., 1980).

Se ha estudiado el mecanismo de accidén de algunos antibiéticos sobre ciertas

especies fitopatdgenas, a continuacién se mencionan algunos ejemplos:
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Cicloheximida. Antibiético antifingico conocido como Actidiona es producida por
Streptomyces griseus. Siegel y Sisler, (1964) demostraron que la cicloheximida no
afecta la activacién de los aminoécidos o la unién de los aminodcidos al RNA
soluble. Ellos sugieren que el antibidtico inhibe la tranferencia de la aminoacil-RNA

soluble a los ribosomas y la formacién del enlace peptidico.

Griseofulvina . Es producida principalemente por Penicillium griseofulvum
Diercks., de donde inicialmente se aisld, aunque también la producen almenos otras
cinco especies més de Penicillium. La griseofulvina muestra accién fungistética
contra Basidiomycetes, Ascomycetes, Hongos Imperfectos y ciertos
Phycomycetes, causando achaparramiento, ramificacién excesiva y deformacién
de las hifas. La mayorfa de los hongos' que poseen quitina como principal
constituyente de la pared celular, parecen ser més sensibles a la griseofulvina,
mientras que los hongos que pertenecen al orden Qomycetes, con pared celular
constitulda de celulosa no fueron deformados por el antibidtico. En las especies de
Botrytis s6lo 1as zonas de la pared celular de reciente formacién fueron afectados
por el antibidtico y no asf las paredes de las hifas que ya habian madurado, por lo
cual se sugiere que la griseofulvina produce sus efectos interfiriendo con la
biosintesis de los elementos quitinosos de la pared celular, hay sin embargo,
algunas especies de hongos con pared celular de quitina que no muestran

respuesta ante la griseofulvina (Dekker, 1978).
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Frecuentina y Palitantina. Antibiéticos clasificados por Dekker, en (1978) quien
los incluye dentro del grupo de los compuestos Aliclclicos, son producidos por
varias especies de Penicillium aunque principalmente por Penicillium frequentans,
de donde originalmente fueron aislados, ambos son activos contra un gran nimero

de hongos imperfectos, sin embargo, ain no se conoce su mecanismo de accién.

- CLASIFICACION DE LOS ANTIMICROBIANOS.

Debido a la necesidad de realizar una clasificacién sisteméatica de tan gran
ndmero de compuestos heterogéneos, Waksman y Lechevalier, (1962}
desarrollaron claves para su clasificacién, las cuales se basan en la combinacisn de
Iés caracter{sticas quimicas y bioldgicas que son muy dGtiles para caracterizgr lgs
preparaciones de antibiéticos como son, su punto de fusién, punto de ebullicién,

coloracién, entre otros.

Biolégicamente, las Unicas caracterlsticas que tienen en comin son su
actividad antifingica y el hecho de que las producen los microorganismos.
Quimicamente son, casi, tan diversos como los organismos que los producen; sin
erabargo, en la mayor(a de los casos su estructura quimica atn no se conoce con
detalle, aunque su complejidad varia desde compuestos simples hasta proteinas

complejas. Estos autores proponen separar a los antibiSticos con base en su
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actividad bioldgica y posteriormente con base en sus propiedades fisicas y
quimicas, tales como el calor, la solubilidad en diversos solventes, la absorcién en
el espectro luminoso, y recientemente se ha utilizado su estructura quimica para

clasificarlos.

Los antibiéticos con propiedades antifingicas dificilmente se pueden considerar
como un grupo, ya que constituyen una amplia gama de sustancias que se

relacionan remotamente entre sl.

Las sustancias metabdlicas de orfgen microbiano que sélo muestran una débil
actividad antimicrobiana, si no presentan actividad contra los hongos, de acuerdo
a lo que Waksman llama " Concentraciones muy diluidas, en el orden de ug/mi "
y que principalmente sélo ejercen actividad antibacteriana, tales como la penicilina,
cloramfenicol, las tetraciclinas y las eritromicinas, no deben ser considerados

dentro de los antibiéticos con actividad antifungica {(Dekker, 1978).
- ALGUNOS ORGANISMOS QUE PRODUCEN ANTIMICROBIANOS.
El descubierto de microorganismos broductores de sustancias con propledaﬂes

antimicrobianas abre un nuevo camino en la investigacién y el control de las

enfermedades causadas por organismos fitopatégenos {Pusey y Wilson, 1984).
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En 1947 Spray y Roberson, aislaron y estudiaron la sustancia activa que produe
‘B, frequentans vy observaron que presentaba propiedades antimicrobianas al

ensayarla contra otros hongos.

En 1947 Polock, aislé6 la sustancia activa que produce P, vesiculosum,
-posteriomente se demostré que ambas sustancias eran idénticas y se les di6 el
nombre de 4cido frecuéntico. Este dcido forma cristales amarillo oscuro, su punto
de fusién es de 155 °C y es dpticamente inactivo; al parecer tiene la siguiente
férmula empirica Cg Hg O;. Es muy soluble en cloroformo y agua, e insoluble en
benceno o hexano, se disuelve con rapidez en una solucién de carbonato de sodio,
es estable en forma é4cida o alcalina a 100 °C, da lugar a una coloracién
verde-oscuro en presencia de cloruro férrico y reacciona con el cloruro de benceno

diazonium, lo que indica que tiene un carécter fendlico (Curtis et al., 1951).

Se demostré que el d&cido frecuédntico tiene una actividad ligeramente
antimicrobiana ya que una dilucién de 1 en 8000 impide el crecimiento de

Staphilococus aureus, S. enteriditis, se inhibe con una dilucién de 1 en 500, pero

Escherichia coli, Corynebacterium diphtheriae y Streptococus haemolyticus no se

vieron afectardos con una dilucién de 1 en 250 (Florey y Brian, 1949).
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Més tarde Banier, en (1950) aislé un producto metabdlico a partir de P.
frequentans y P. vesiculosum Bain., este metabolito es ligeramente antimicrobiano,
al cual describié y nombré 4cido frecuéntico. Este compuesto era de color amarillo
y desarrollaba un color verde intenso al reaccionar con el cloruro férrico, se observé
que su composicién quimica era similar a la citromicetina C,, H,q 0,.2H,0, un
producto metabdlico de P. frequentans muy bien conocido. No obstante, ambos
compuestos diferfan en otras propiedades fisicas y qulmicas, por ejemplo, en la
férmula empirica { Cg Hg O; In, en el punto de fusién 165 °C y la estabilidad al
reaccionar con agentes hidrolfticos; aunque comparten la mayoria de sus
caractetlsticas, lo que sugiere que la citromicetina y el é4cido frecuéntico

corresponden al mismo compuesto (John y Brian, 19561).

Brian y Hemming en (1947), realizaron recristalizaciones continuas en etanol,
los cristales de écido frecuéntico se secarona 100 °C y se fundieron a 155 °C,
sin embargo, su fusibn ocurrié entre 2980 y 300 °C con un considerable

ennegrecimiento.

Por otra parte, estos mismos autores encontraron en una muestra que se secé al
vaclo y a 150 °C, la siguiente composicién quimica: C=57.9 %, H=3.6%; el cual
se calculé para Cy4 H,, 04, C=57.9, H'=3.5%. El peso equivalente de una muestra
de 4cido frecuéntico que se secd al aire, se calculé por medio de una titulacién
potenciométrica, la que fue de 162, calculado por Cy4 H,q O, 2H,0, 163 de un

4cido dibésico.
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La determinacién del punto de fusién de la mezcla que contenfa &cido
frecuéntico mostré el mismo comportamiento, sin embargo, ésto no podia ser
tomado como una evidencia decisiva para la identificacién de las sustancias.
Aunque el espectro de absorcién de infrarrojo, fue idéntico en la region de 3-14 »

para ambas sustancias.

E! acido frecuéntico y la citromicetina dieron una selucién anaranjada la que viré
a una coloracién verde fluorescente cuando se aiiadio dcido sulfirico concentrado;
ademds a.mbos compuestos redujeron répidamente el nitrato de plata amoniacal en
frio. Al disolver 4cido frecuéntico en 4cido sulfarico 2N durante ocho horas, se
convertié en citromicetina que presenta un punto de fusién a 280 °C con un
ennegrecimiento previo, esto concuerda con los resultados que obtuvo Freeman,
en {1948) pues una muestra de citromicetina enegrecié a 260 °C y se descompuso
entre los 290 y 300 °C; lo que resulta en la generacién de un intenso caolor pardo

cuando se afiade cloruro férrico (John y Brian, 1951).

Al realizar los ensayos para determinar la actividad antimicrobiana del &acido
frecuéntico y de la citromicetina en el crecimiento de Staphylococus aureus, se
observaron zonas de inhibicién de 25 y 26mm de didmetro respectivamente (John

y Brian, 1961).
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- FRECUENTINA Y PALITANTINA

A}-  DESCUBRIMIENTO, ESTUDIOS PIONEROS Y ESTRUCTURA QUIMICA.

El primer trabajo lo realizaron Birkinshaw y Raistrick, en (1936) y encontraron
que la palitantina es un metabolito de P, frequentans y de otras especies afines.
Curtis et al., (1951) aislaron la frecuentina, (Figura 3 a), a partir de P. frequentans

y la palitantina a partir de P. palitans Westling (Birkinshaw y Raistrick, 1936).

En 1959 Bowden et al., determinaron la férmula molecular y {a configuracidn de
la palitantina (Figura 3 b). Recientemente se demostré que la frecuentina es
deshidropalitantina en la cual el grupo -CH,-OH se reemplaza por -CHO (Grove y

Tidd, 1963).

En 1936 Birkinshaw y Raistrick, al describir el aislamiento de la palitantina a

partir de P. palitans, mencionan la existencia de un 4cido dextrorotatorio.

Por otra parte Birkinshaw, (1952) recaleé que el dcido dextrorotatorio fue muy
probablemente idéntico a la frecuentina, lo cual se establecié por medio de la

dsterminacion del espectro de infrarrojo de ambas sustancias.
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La palitantina y la frecuentina tienen en comuin un grupo aldehido y un doble
enlace etilénico y tres hidrégenos activos, pero la primera se distingue de la
segunda por la presencia de un hidréxilo endlico. Curtis y Duncanson, (1952)
presentan la evidencia de que los esqueletos de carbono y las posiciones de los

4dtomos de oxfgeno son idénticos.

La frecuentina {C,, Hy, O,), tiene una banda de abscrcién a 1732 cm™, con un
pequefio pico cerca de los 1720 cm ', mientras que, la palitantina tiene una banda
a1718 cm™, ésto junto con la evidencia quimica, indican que sélo que los grupos
carbonilo estén formando parte de un anillo forzado, no estén conjugados con

otros dobles enlace (Curtis y Duncanson, 1952).

cwo, ox CHOH O
M, K H 1R . M, H H H
.C. N
Ha‘-“c\,ci:%ﬁ/cﬁrc\\ﬁ " B, \ﬁ./ \SIC\CAC\H < H
(a) Frecuentina {b) Palitantina

Figura 3. Estructura quimica de los antibiéticos frecustina y palitantina.
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B).- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

En 1936 Birkinshaw y Raistrick, encontraron que la palitantina contiene un
grupo carbonilo activo, considerado como aldehfdo, al hacerla reaccionar con el
reactivo de Doecevre, loduro de marcurio potasico alcalino, dié por oxidacién dcido
palitdntico C,, H,, O;. La reduccién catalitica de la palitantina formé
tetrahidropalitantina, 1a cual conserva la funcién original del carbonilo y se oxidé
formando Acido tetrahidropalitantico; la palitantina, sin embargo, contiene 2

enlaces etilénicos y un anillo carbociclico {Bowden gt al,, 1959).

La frecuentina (fig. 3a.), cristaliza en forma de agujas incoloras las cuales se
funden a 134.5 °C (se descompone) a [a]?® g6 + 82° en CHCI,, lo que da como
resultado un aceite amarillento. Carece de nitrégeno, azufre, o halégenos no
produce cenizas después de la combustién y es épticamente activa. El microanélisis
del material que se rectistaliza}res veces a partir de benceno y tres veces a partir
de agua, indica que la molécula contiene las siguientes cantidades de carbono e
hidrégeno: C=66.6, 66.4, 66.3; H=7.9, 8.0, 8.2; peso molecular {Rast.) 238;
CH,- (C) (Kuhn y Roth, 1958) 5.7; activo H=1.15 OMe, nil. C=66.6; H=8.0;

peso molecular 252; CH,-(C) =5.9 por 1;hidrégeno activo=1.2 por 3.

Es muy soluble en acetona y dioxano, menos soluble en cloroformo etanol y
benceno es ligeramente soluble en tetracloruro de carbono y agua. El compuesto
es marcadamente surfactante; hace espuma tacilmente en solucién acuosa y

decolora una solucién de bromuro en 4cido acético glacial.



20

La frecuentina es un aldehldo, reduce el éxido de plata amoniacal y da positiva
la prueba de Schiff; no libera diéxido de carbono de una solucién de bicarbonato
de sédio. La frecuentina da un color magenta en presencia del cloruro férrico

{Curtis et al,, 1951).

C).- ESTUDIOS EN ALGUNOS HONGOS.

En 1988 De Cal A., realizé un estudio en el cual extrajo las fracciones 3,4y 5
del medio de cultivo ilquido en Papa/Dextrosa de P. frequentans. Este autor
observé que las fraccionss 4 y 5 fueron las més téxicas con mayor actividad
antimicrobiana, ya que inhibieron el crecimiento de 14 de los 22 hongos

fitopatégenos que ensays.

Algunos de los hongos fitopatégenos probados por éste autor son los siguientes:
Botrytis cinerea Pers. ex Fr., EFusarium oxysporum Schlecht., Monilinia laxa (Aderh
et Ruh!) Honey, Cladosporium cucumerinum Ellis & Arth., Verticilium_ _dahliae
Klebahn, Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Rhizopus stolonifer (Ehrenb. ex Fr.)

Lind., Trichoderma viride Pers. y otras especies més.
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- CONTROL BIOLOGICO.

Desde ol siglo pasado, se ha intentado hacer uso de los organismos que pal:asitan
o actlian como antagonistas, mediante la pr;:duccién de sustancias toxicas contra
los fitopatégenos, como un medio de control de las enfermedades de las plantas
{Bauer, 1987). El control biolégico, como fué definido por Garrett, {1965)
invelucra la reduccién de la enfermedad a través de la mediacién de uno o més
organismos vivos, excluyendo al hospedero o al hombre. En la mayoria de los casos
el ambiente es alterado para favorecer el efecto de los organismos vivientes en el
ecosistema. El estudio de la microbiologfa agricola se ha difundido en afios
racientes y una de las 4reas de interds particular ha sido el control biolégico, este
trata de combinar la manipulacién de los factores edéficos y microcliméticos con
la agricultura, la reproduccién de las planta§ y la intervencién directa con inéculos
microbianos para producir el méximo crecimiento o rendimiento de las plantas y
disminuir las enfermedades. El control biolégico, por supuesto, se origind en los
acosistemas naturales donde en general, una seria enfermedad es ia excepcién y
los patégenos supuestamente han co-evolucionado y existen en balance con sus
hospedsros vegetales y con los otros microorganismos de su ambiente (Campbell,

1989).

Se han descubierto un gran nimero de ejemplos de control biolégico y probables
mecanismos de este. Los mecanismos que actuan a través de un organismo vivo
tienen que actuar directamente sobre el patégeno ya sea inhibiendo total o

parcialmente su crecimiento o incluso maténdolo, lo que se conoce como
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"antagonismo", un ejemplo de esto se puede ver en un cuitivo dual en agar, en el
que Dendrostilbella sp. inhibe el crecimiento de Phymatotrichum omnivorum Shear.

También pueden actuar por medio de la intervencién del hospedero.

Son tres las categorfas clésicas del antagonismo: Antibiésis, Competencia y

Explotacién (Baker, 1968).

Antibiésis.- El término antibiésis serd usado en sentido amplio, para incluir los
agentes matabélicos producidos por organismos los cuales tienen efectos dafiinos

sobre otros.

Algunos fitopatélogos, impresionados por la naturaleza implacable de los
compuestos producidos por muchos microorganismos del suelo, estan de acuerdo
con Jacson, {1965} que la antibiésis de alguna manera juega un papel clave en la
Ecologla de los microorganismos del suelo. La principal evidencia de que la
antibiésis es significativa en el contro! bicldgico, descansa sobre correlaciones
entre la supresién de la enfermedad, asociada con el incremento en la produccién
de antibiéticos. Mientras estas correlaciones son importantes, la cuantificacién del

impacto de la antibiosis en el control bioldgico requiere ser reforzada {Baker, 1868).

Algunos patégenos, especialmente los hongos, al atacar los tejidos vegetales
vives o recientemente cortados, son tolerantes al estress en estos ambientes
frecuentemente secos, bajos en nutrientes y con toxinas de las plantas, tales como

gomas y resinas. Sin embargo, muchos de los hongos que degradan la madera son



23
competitivos y en general hay un amplio rango de estrategias adoptadas por los
competidores. Otros patégenos, como los que causan pudriciones de poscosecha,
dentro de los que destacan algunos del género Penicillium, producen antibiéticos
que inhiben o deterioran el desarrollo de los competidores y algunos como Fusarium
culmorum pueden infectar ain desde el suelo teniendo una alta habilidad

competitiva (Campbell, 1989).



24
Il. OBJETIVOS.

Debido al uso indiscriminado de los pesticidas, nuestro ambiente se esta
contaminando en forma gradual y constante, por tal motivo, es necesario
dasarrollar otras estrategias de control, y el "control biotégico" puede resultar como

una alternativa del control quimico {Pusey y Wilson, 1984).

Por lo anteriormente expuesto surgié la inquietud de desarrollar este trabajo,

cuyos objetivos principales son los siguientes:

1.-  Aislar, purificar e identificar hongos a partir de tejido vegetal enfermo, que

sirvan como organismos de ensayo.

2.-  Producir y extraer los compuestos con actividad antimicrobiana a partir de

Penicillium frequentans.

3.- Determinar el efecto de los extractos con actividad antifungica, antibidticos,
de P. frequentans, en la germinacién de esporas de algunos hongos que

pueden ser fitopatégenos.
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. MATERIALES Y METODOS

Los medios de cultivo que se prepararon para el desarrollo de este trabajo,
fueron los siguientes: Papa Dextrosa Agar (PDA), Extracto de Malta Agar (EMA) y
Czapek-Dox (con glucosa al 56%). Las formulaciones de los medios de cuitivo
empleados en el desarrollo del presente estudio se encuentran en el Apéndice 1

{Hanlin y Ulloa, 1988).

- AISLAMIENTO, CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS HONGOS QUE SE

OBTUVIERON A PARTIR DE TEJIDO VEGETAL ENFERMO.

Los diferentes hongos que se utilizaron, se aislaron a partir de tejido vegetal
enfermo, tal como: mango Mangifera indica L., fresa Fragaria indica L., manzano

Pyrus malus L., naranjo Citrus aurantiacum L., limén Citrus medica L., platano

Musa sp. L., hojas vy tallos de durazno Prunus persica Batsch., malz Zea mays L.,
papa Solapum tuberosum L., jitomate Lycopersicum esculentum Mill., tomate
Physalis aequata Jacq., entre otros (Sanchez, 1968).

Este material bioldgico se obtuvo de diferentes lugares como: el Jardin Boténico
de la UNAM , de salidas al campo { Tlaxcala, Puebla, Cuernavacay Veracruz}, y del

Servicio Externo de! Lab. de Fitopatologla del Departamentio de Microbiologfa del
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IPN. El cual se procesé de la siguiente manera: se cortaron pequeiios pedazos {de
Vaﬁ}oximadamente .5 cm?) de tejido vegetal enfermo, los cuales se desinfectaron
- superficialmete al sumergirlos en una solucién de (hipoclorito de sodio al 2 %)
durante 2 minutos, lavandose posteriormente con agua destilada estéril (Ulloa y
Hanlin, 1978). Posteriormente, las muestras del tejido veg.etal se "sembraron" en
cajas de Petri de cristal de {90 x 156 mm}, con medio de cultivo papa dextrosa agar
PDA. Después de la "siembra”, las cajas se incubaron en la estufa bacteriolégica
a 25 °C donde se mantuvieron de 2 a 4 dias, hasta que empesaron a aparecer los

hongos.

Las colonias de hongos que aparecieron inicialmente en las cajas de Petri, se
transfirieron a placas con PDA nuevas. Con la ayuda de una asa bacteriolégica, se
tomé una fraccién del micelio y de esporas de cada una de las colonias que se
consideraron mohos diferentes, y se "sembraron” por separado, con el propdsito
de lograr colonias gigantes puras, después de logradas, se tranfirié una fraccién a
tubos de ensaye de 15 x 2 cm, con medio inclinado de PDA, vy se almacenaron a
§ °C para su identificacién posterior. El procedimiento de aislamiento se repitié¢

tantas veces como fue requerido.

Los mohos que se aislaron se deterrinaron con la ayuda de las claves para
hongos imperfectos, de Raper y Thom (1949), Barron (1968) y Barnett y Hunter

{1985).
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Se tuvo especial cuidado en el mantenimiento de las cepas, las que se revisaron
periédicamente, para avitar que se perdieran al deshidratarse el agar. Para lo cual
los hongos se transfitieron a tubos nuevos con medio inclinado de PDA cada 2
meses aproximadamente. Este procedimiento se repitié el nimero de veces que fue
necesario y cada una de las cepas se conservd por duplicado en tubos con medio

inclinado de PDA.

- CULTIVO DE Penicilium frequentans, Y PRODUCCION DE LOS
ANTIBIGTICOS A Y B.

La cepa original de Penicillium freguentans, cuya clave de cepario y nimero de
coleccién es (NRRL 6543), fue proporcionada por el Dr. Migue! Ulloa Sosa y el Bi6l.
Calixto Benavides Qcampo dal Instituto de Biologla de la UNAM, que a su vez les
fue donada por el Dr. Wickiow del {Northern Regional Research Laboratory),
Laboratorio de investigacién Regional Septentrional de Peoria Illinois, en 1986,
Esta fue preservada mediante el método de liofilizacién, las esporas fueron
suspendidas en suero de bovino, y las ampolietas se sellaron al vaclo. Se ha
reportado que las cepas preservadas por este método han mostrando un vigor
relativo después de 8 a 17 afios de al:inacenamiento a una temperaturade 4 2 10
°C, de 363 cepas probadas, 331 fueron viables después de 17 afios de liofilizacién

{ Hesseltine, 1960).
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La cepa se sembré en el medio de cultivo EMA después de 6 afios de
almacenamiento, presentando un desarrollo excelente y una esporulacién
abundante. Se sabe que éste hongo produce frecuentina y que esta sustancia
causa una disminucién en los (ndices de produccién de Zearalenona la que es

sintetizada por algunas especies de Fusarium.

El hongo se cultivé y mantuvo en tubos de ensaye con medio inclinado de EMA,

y se conservé en refrigeracién.

Para ia produccién del indculo de _& frequentans, este se sembré en cajas de
Petri con medio de cultivo de EMA, y con la ayuda de un asa bacteriolégica, las
cajas se incubaron a temperatura ambiente durante 3 dlas, al cabo de los cuales
se cortaron discos de agar de 10 mm de didmetro que contenfan micelio y esporas
con el fin de lograr un buen indculo. Los discos de agar se tomaron de la periferfa

de la colonia, pues es la parte que presenta el crecimiento mds activo.

Para la producién de los antibisticos, se prepararon previamente 2 matraces
Erlenmeyer de 1000 ml, con 500 m! del medio de cultivo liquido Czapek-Dox con
glucosa al 8 % como fuente de carbono. Dichos medios se esterilizaron en el
autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos; ya estériles y frios se
inocularon los matraces con ocho discos de micelio cada uno y se incubaron en
medios estaticos y en la oscuridad, para evitar el posible efecto inhibitorio de la luz
sobre la actividad de los antibiéticos, pues algunos autores como Curtis et al.,

{1951}, consideran que estos son foto-activos, para lo cual se cubrieron con papel
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de aluminio y as{ estimular e! crecimiento del hongo y la produccién de los
antibidticos. Dichos matraces se tuvieron a temperatura ambiente entre 20 y 25
°C durante 20 dias, ya que es el tiempo en el que se logra el mayor rendimiento

de antibiéticos {De Cal. A., et al., 1988).

Transcurrido el tiempo de incubacién se separé el medio liquido del micelio y las
esporas mediante una filtracién, a través de papel Whatman Nim. 1, con ayuda de
un equipo Millipore. Después de esto, el extracto crudo fué centrifugado a 15000
rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar los residuos de
micelio y esporas, el precipitado se deseché obteniéndose asl un extracto crudo

libre de residuos celulares {Curtis et al., 1951).

Posteriormente se procadié a esterilizar el extracto mediante filtracién a través de

membranas de nitrocelulosa, Millipore de 0.45 y 0.22 ym de didmetro de poro.

- EXTRACCION Y PURIFICACION PARCIAL DE LOS ANTIBIOTICOS.

La extraccién y la purificacién parcial de los antibiticos, se llevo a cabo
mediante la siguiente técnica, propuesta por Birkinshaw, {1952} con modificacién

hecha por De Cal. A. et al., {1988)(Fig. 4).

Para efectuar la primera extraccién se usé cloroformo (1:1, v/v} como solvente.
Este procedimiento se realizé con el filtrado crudo en un embudo de separacién de

500 ml, de la siguiente manera: el filtrado se deposité en el embudo y sobre el
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primero se vertid el cloroformo agitando vigorozamente hasta homogeneizar; luego
se dej6 reposar durante 5 minutos, para permitir la formacién de 3 fases en la
solucién: (1) una fase acuosa, {2) una interfase y {3) una fase orgénica. Las dos

primeras se desecharony la fraccién orgénica se colecté en un matraz Erlenmeyer

de 1000 ml.

La siguiente extraccién se realizé con agua destilada {5:1 v/v), cuyo pH se
ajusté a 11 con NaOH - 1N, Se agregaron 5 partes de la fase orgénica por una
parte de iagua, se agitdé vigorosamente y se dej6 reposar durante 3 minutos, para
permitir nuevamente la formacién de las 3 fases en la solucién. Se colectaron por

separado, tanto la fraccién orgénica 4, como la fraccién acuosa.

Después se practicé una destilacién simple a la fraccién orgénica 4, usando el
aparato de destilacion que se muestra en la Fig. 5 , con el objeto de extraer y
eliminar el cloroformo y asf recuperar el antibiético B de la fraccién orgéanica, el
cual se colectd en pequeiios viales estériles de cristal de 5 mi, en los que se guardo
y refrigerd a 5 °C para utilizarlo mas tarde en los bioensayos; la fraccién acuosa
de la segunda extraccién se acidificé a pH 3 6 4 con HCl 1N y se le practicé una
extraccidn con éter dietflico {1:1, v/v), |a fraccién orgénica que se formé, en la que
se encuentra el antibiético crudo A, se colectéd en un vaso de Precipitados de 50
ml, el_éter se dejé evaporar hasta que s6lo quedé 1 mi de dicha fraccién en el vaso,
pasandose después a pequeiios viales de cristal de 3 ml los qua se refrigeraron a

5 °C hasta su uso posterior, la fase acuosa se deseché (Birkinshaw, 1952; De Cal.

A. et al., 1988).
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FILTRADO CRUDO -

“~ Extraer con’ cloroformo

(11 v/v) 2 veces

‘Separar con agua dest. '

1 -1(5:1)pH 11 con NaOH- ‘1N.

Vo
: (4)"Ffacd16n org&nica ) - " Fraceién [ acuosa

(antibiético crudo B) FS .
» i Acidificar a pH'3 & 4 con HCL-1N.
Extraer con étex dieﬁilico

(1:1, v/v).

+
+ ¥
(5) Fraccién orgénica (6) Fraceién acuosa
{antibiético crudo A}. (Desechar)
Figura 4. Procedimiento para la extraccién y purificacién  parcial de los

antibiéticos que sintetiza P. frequentans, de acuerdo con Birkinshaw
{1952} y con modificacién hecha por De Cal. A. et al, {(1988).
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ENSAYOS DE LAS FRACCIONES 4 Y 5, ANTIBIOTICOS A y B

RESPECTIVAMENTE, SOBRE LOS DIFERENTES HONGOS AISLADOS.

Debido a la imposibilidad de realizar los ensayos con los antibiéticos dilufdos en
todas las cepas que se aislaron, se escogieron al azar 4 hongos para dichos
ensayos y fueron los siguientes: Monilinia fructicola, Colletotrichum gramminicola,
Alternaria brassicicola y Cladosporium sp., cuyo micelio y esporas se ensayaron
contra la accién inhibitoria de los antibiticos A y B (SD) y las diluciones 1/10,

1/100, 1/1,000 y 1/10,000, utilizando éter dietilico como solvente.

Las pruebas jn vitro, se realizaron en cajas de Petri de cristal de 90 mm de
didmetro por 15 mm de profundidad que contenfan medio de cultivo PDA, ver

(Figura 6 y ldminas 1 - 3) .
Bomba de recirculacion

(B IO RN DR

£

(&)
N

Manta de calentamiento

Rogeiedor
de voltoje

Fig. 5. Aparato de destilacién simple que se utilizé para separar y extraer el
cloroformo de la fraccién orgénica y asf concentrar los antibiéticos en
el matrdz.
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" De cada uno de los organismos ensayados se preparé una suspensién de micelio
y esporas como indculo, esta se realizé de la siguiente manera: se deposité 1 ml
de agua destilada estéril en un mortero también estéril. Posteriormente con un asa
bacteriolégica se tomé una fraccién de micelio y esporas de aproximadamente 4
mm? y se colocé en el mortero donde se mezclé con el agua destilada hasta

obtener una suspensién homogénea.

Posteriormente, con una pipeta estéril de 1 ml, se tomé 0.1 m! de la suspensién
de esporas y micelio y se depositd en el centro de cada una de las cajas de Petri
y a continuacién, se vertieron 15 m! de medio de cultivo PDA en forma liquida.
Enseguida, se mezcl6 el indeulo y el agar moviedo las cajas de Petri sobre la mesa
del laboratorio de forma circular y opuesta, es decir, moviendo las cajas en el
sentido de las manecillas de! reloj y en el sentido opuesto de este, con el fin de
distribuir el in6culo en todo el medio de cultivo y en todas y cada una de las cajas,
las cuales se dejaron reposar hasta que solidificé el agar. Ya solidificado, se
impregné un disco de papel filtro Whatman Ndm. 1, de 10 mm de didmetro, con
la solucién del antibidtico, aproximadamente unos 50 g de la dilucién a probar, el

disco se deposit6 en el centro de las cajas de Petri.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con su lote testigo respectivo, y
cada ensayo se repitié 5 veces. El tratamiento control fué un disco de pape! filtro
que se impregné con éter dietllico ya que los antibiéticos se resuspendieron en 2

ml de este solvente. Posteriormente las cajas de Petri se refrigeraron durante una
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hora a5 °C, con el fin de simular condiciones adversas y romper asf |a latencia de
las esporas al retirarlas del refrigerador e incubarlas a 25 °C, fo que estimula su

germinacién.

- CALCULO DEL EFECTO INHIBITORIO DE LOS ANTIBIGTICOS.

Después de un perlodo de incubacién a 25 °C, por un lapso de 24 a 48 horas,
las ca]as' se revisaron frecuentemente para observar el desarrollo de los hongos y
detectar asl la formacién del halo de inhibicién. Se midieron sus didmetros con una
regla transparente, tanto de la parte méas ancha como de la méas angosta dei halo
de inhibicién de! tratamiento {iT). Se calculé la media entre ambas lecturas, y a esté
valor se le resté el valor del dlametro del halo de " inhibicién " del testigo {it), para

obterner asl la inhibicién real (IR}, (Fig. 6).

De esta manera se obtuvo el valor promedio de la inhibicién real para cada
tratamiento, y para cada uno de los organismos que se ensayaron.
- ANALISIS ESTADISTICO.

Los valores de los halos de inhibicion que presentaron las diferentes especies de

hongos que se ensayaron ante el efecto de los antibiéticos Ay B, se procesaron

estadlsticamente mediante el anélisis da varianza (ANDEVA) manualmente y con
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la ayuda de los programas Epistat y Statgrafics. La separacién de medias, o
diferencias singificativas minimas, se determinaron mediante la prueba de Tukey,
en el apéndice 2, aparecen las férmulas utilizadas en las pruebas estadfsticas (Littla

y Hills, 1976; Castafieda, 1980).

€l andlisis de varianza, ANDEVA, que desarrollé Fisher en 1962, es una técnica
que permite determinar la variacidn total que esta presente en un conjunto de
datos; se divide en varios componentas, a cada uno de los cuales se asocia una
fuente de variacién especifica, de manera que en el anélisis es posible conocer la
magnitud de las contribucionss de cada fuante de variacién a la variacién total

{Little y Hills, 1976; Méarquez, 1988}.

Con el fin de detectar estadisticamente si el efecto de los antibiéticos sobre los
hongos ensayados es significativo se plantearon las siguientes hipétesis de trabajo:

Hipdtesis nula,

Ho= 1 =p2=y3=p4

Las diferencias observadas son debidas al azar, es decir, los antibiéticos Ay B
(extractos crudos), o sea, las fracciones 4 y 5 respectivamente, no causan ningtn

efecto sobre |las esporas de los hongos ensayados.
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Hip6tesis alternativa,

Ha= g1 #p2u3+u4 (o almenos un par de elias son diferentes).

Las diferencias observadas no son debidas al azar, sino al efecto de los
antibiéticos A y B {extractos crudos) sobre la germinacién de las esporas de los

hongos ensayados, es decir, las fracciones 4 y 5 sl son efectivas.
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IV. RESULTADOS

- IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS.

Los 32 mohos que se aislaron a partir de diferentes sustratos, se presentan en
fa tabla 1., de los cuales podemos observar que la mayorfa de géneros (19) se
oncusntran dentro se la Subdivisién Deuteromycotina. Todos éstos géneros de
mchos estan considerados por la literatura como hongos fitopatégenos (Webster,
1980; Cova 1988), pués algunas de sus especies pueden causar daiio a las
plantas; sin embargo, aunque se aislaron de material vegetal enfermo, como ya se
menciond con anterioridad, no se realizarén pruebas de patogenicidad para poder
confirmar los postulados de Koch y por ende el efecto fitopatégeno de los hongos

aislados.

- PRODUCCION DE LOS ANTIBIGTICOS Ay B.

El hongo Penicillium frequentans, produjo 2 sustancias antifingicas, las cuales
inhibieron en mayor o en menor grado la germinacién de las esporas de 29
aislamientos diferentes de mohos de los 32 que se ansayaron. La produccién de
las sustancias antifungicas se detecté a los 10 dias de la incubacién y la méaxima
produccién se alcanzé alos 20 dias, cuando el filtrado crudo inhibié 1a germinacién

de las esporas de los diferentes hongos (De Cal. A. gt al., 1988).
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Tabla |. Ubicacién taxonémica, segin Herrera y Ulloa {1990), de los organismos
que se aislaron a partir de diferentes sustratos vegetales y se determinaron hasta
nivel de especie, con la ayuda de las claves.

REINO FUNGI .

DIVISION EUMYCOTA

suhdivisién orden Familia Género y' sp. Hospedero o
sustrato
PRYCOMYCOTINA Peronasporales Pythisceae Bxphivm sp. Fresa
Mucorales Mucoraceae fhizoous stolonifer ("'""'Lfﬁa”" Fresa, Msnzana
1 po eze Lfﬂ&ﬂﬂl . * purazero
Honiliales Agonamycetacede Fresa
HontHaceae Llnk ex fr, Mz
Tet, &tt
g’»,vga Pe rs ex br. Fre
Pers zx fr fresa Manzara
Naranfa y Limon
ch i1 1m[m; Mesiis
’ ' s "9 Zt)éran;a 7 Lima
3 [ " e ers. Mrazeerc
7 Durazrero y Kenzaro
mlalgg Klebahn Torute y Pap2

Dematiacese A rig praggictcaly  Nees. Col cohflor
%%’Wn “ets. Yartin ser, ln
g $p.
., Gurazrero y Torate
éﬁ@ Sacc. Duru—.zmy
s Ztmm, Mz

Eithomyes sp. Ourarmero

Tuberculariacese ‘mugmmrm Sutran y Jatm, My
Fusyrium OXyspOrm Scnlecx.y Jtl;gnuy»’apa

Helanconiales Melanconfacese 1lgtotrt r inicgly Cords.  Yafz
.. “ango

Sphaeropsidales Sphaercpsidacese ELL'M Sacc. Durazmero y Tamate
ASCOMYCOTIRA Helattales Sclerotinfacese 1p, %ﬂiﬁz . Suryzrero
%ﬁ T Rt
BASIDIONYCOTING Ustilaginales Usttlaginaceae Ystilago mundis (0.C) Matz

El filtrado crudo se esterilizé en el autoclave a 15 Lbs de presién durante 15 min
y a 120 °C , observdndose que la actividad antimicrobiana de las sustancias

producidas por P. frequentans no es afectada por el calor, a esta temperatura.



39

- 'ENSAYOS O PRUEBAS DE ANTAGONISMO |n vitro DE LOS ANTIBIOTICOS
CONCENTRADOS A Y B, Y LA DETERMINACION DE SU ESPECTRO

ANTIFUNGICO.

Los ensayos que s: realizaron para establecer ia toxicidad de los antibiéticos A
y B, es decir, las fracciones 4 y 6 (SD) (ver ldmina 1-3), mostraron que estas
fueron las mas téxicas, y mucho mds activas que el filtrado crudo, ya que
inhibieron la germinacién de las esporas de la mayoria de los 32 hongos ensayados,
lo anterior se resume en la (tabla Il). Los resultados de los ensayos que se
realizaron con Jos antibiSticos diluidos y {SD} sobre los hongos: Monilipia
{ructicola, Colletotrichum gramminicola, Alternaria brassicicolay Cladogsporiumsp.,

se muestran en la Tabla lll, y en la figura 7.

Es importante mencionar que 1a mayorla de las especies ensayadas en este
trabajo no se han probado anteriormente contra el efecto antimicrobiano de las
fracciones 4 y 5, estas espeacies aparecen sefialadas con un asterisco (*) para

ubicarlas fAcilmente.



Tabla II. Opzanf u aislaron y que se ensayaron con los antfbloclcos Ay 8. obtenidos de
{*), no han's

una ¢ para establecer su espectro antifingico, los hongos marcados
cone antes con estos antidisticos.
REIND FUNGT
DIVISION EUMYCOTA
Subdivision Orden Familfa Especte Zona de lnhtb!ciav (n)
™ L * Rt .
Muoreles Aucaracese - .
. M4 39.4
Hntlales Agonowycatacess  * .0 @Q.2
Nont Hacone . .
. 4.3 54.9
@.1 2.0
. 7.3 28.2
. Ao 2.5
. 3.1 4.5
50 43
. 2.3 24
X 542
Dumnt . . X
-2 A -
. s %0
. 344 355
: oo
. X0 o]
Tuberculerlacere  * 3.1 4“4
20 a2
Nelancniates MNelanconiacese * 2.4 2.1
. 27 X0
. 35.0 2.3
M @2 g} °
. = 2.1 EiA]
WSIDIONCOTIN Ustilaginales Usttispinecere  * Ustiiam muis 2.0 H.2
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Tabla Ill. Valores promedio de los didmetros o zonas de inhibicién que produjeron
los antibidticos A y B (SD) y en forma diluida sobre el crecimiento de cuatro
especies de hongos fitopatégencs.

Especies de mohos Valor promedio del didmetro Diluciones
o zonas de inhibicién, (mm).
Antib. A Antib. B
34.4 40.8 8D
Alternaxia braseigicola 23.5 29.7 - 1/10 5
12.5 18.5 . 1/100 "
3.1 9.2 : 1/1,000

: T /oo

- 8D

Colletotyrichum

gramminicola “1/10
. 1/100
+1/1,000

1/10, 000

Cladospoxium sp. - gD

~‘1/10
11.5 21/100
3.4 1/1,000:
- " :17/10,000
Monilinia fructicola 42.2
29.1
c18.4

8.3
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Como se puede apreciar en la figura 7, los antibiéticos A y B en las diluciones
de 1/10 y 1/100, aun inhiben parcialmente !a germinacién de las esporas de los
hongos ensayados. Sin embargo, las diluciones de 1/1,000, y 1/10,000,

practicamnente no causan ningun efecto de inhibicién.

- ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis de varianza (ANDEVA) indicé que la diferencia entre los promedios de
los halos de inhibicién de los hongos que se ensayaron con los antibiéticos Ay B
sin diluir, son estadisticamente significativos. Como se observa en ia tabla 1V, los
valores de F observados indican una significancia alta (p 99%) para todas las
especies y para ambos antibiéticos, por lo tanto las diferencias que se observaron

se deben al efecto de los antibiéticos y no al azar.



Lémina 1 Efecto inhibitorio del antibidtico concentrado B sobre Monilinia
fructicotla



Ldmina 2  Efecto inhibitorio del antibiético concentrado B sobre (A)
Collectotrichum gramminlcola, testigo (T) y {C)| Monilinia fructicola.
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Lédmina 3 Efecto - inhibitoric del antibitico concentrado B sobre (A}
Cladosporium sp., (B} Alternaria brassicicola y (T) Testigo.
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Tabla IV, Anélisis de varianza para el ofe del antibiético A en el imi
de hongos fitopatégenos, Valores de F calculada; F tabulada y p para
cada una de las fes que se yaron.

Especie Valor de F F Tabulada Vatores de p

Calculada a .05 a.01 a.05 a.01

M. fructicole 421.5 5.32 11.26 p>95 % p>99
%

C. gramminicola 172.22 532 11.26 p>95 % p>99
%

A. brassicicola 142.20 6.32 11.26 p>95 % p>99
%

Cladosporium sp. 462,2 6.32 11.26 p>95% p>89
%

Tabla V. Anélisis de varianza peara el efecto del antibiStico B en el crecimiento
de hongos fitopatégenos. Valoras de F calculada; F tabulada y p para
cada una de las ies que se yaron.

Especie Valor de F F Tabulada Valores de p

Calculada a.05 a.01 a .05 a.01

M. fructicola 144.36 5.32 11.26 p>96% p>99
%

C. gramminjcola 523.50 5.32 11.26 p>95 % p>99
%

A, brassicicola 472,78 6.32 11.26 p>95 % p>99
%

Cladosporium sp. 630.25 5.32 11.26 p>95% p>99
%
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SEPARACION DE MEDIAS.

Tratamiento: Antibiético A.

Tratamiento: Antibiético B.

sp3 spi sp2 sp4

La separacién de medias muestra el efecto interespecifico de los antibiéticos A

y B en el crecimiento de los mohos.

Las especies corresponden a: 1 Alternaria brassicicofa, 2 Menilinig fructicola, 3
Colletotrichum gramminicola, 4 Cladosporium sp., respectivamente.

Cuando una linea une o conecta a dos especies, significa que el efacto inhibitorio
de ambos antibi6ticos de manera independiente sobre |as especies ensayadas, no
es significativamente diferente en el nivel de significancia de .05 %, es decir, las
especies unidas por una Iinea presentan casi el mismo promedio del valor del efecto

inhibitorio causado por los antibiéticos.



V. DISCUSION

La produccién de los antibiéticos A y B por Penicillium frequentans en
Czapek-Dox con glucosa al 5% en cuitivo estacionario, tiene lugar después de 10
dfas de incubacién, y alcanza ia produccién méxima a los 20 dfas
aproximadaments; sin embargo, la actividad de ios antibiéticos disminuye con el
paso del tiempo, lo que se puede deber a varios factores, entre los que destacan:
la descomposicién natural, la disminucién de la tasa de biosintesis, el incremento
de la tasa del catabolismo de los mismos por el hongo, los cambios en el pH del
medio, envejecimiento del cultivo etc. ( Curtis et al., 1951; De Cal. A. et al.,

1988).

Despusés de esterilizar el extracto crudo, los antibidticos se extrajeron a partir
de éste y se ensayaron contra las esporas de los diferentes hongos que se aislaron

y clasificaron para tal efecto.

Al ensayar las fracciones 4 y § del filtrado crudo, antibiéticos B y A
respectivamente, para determinar si poseen actividad inhibitoria contra la
germinacién de las esporas de diferentes hongos se pudo comprobar que éstos
compuestos sf tienen actividad antifingica, ya que fueron activos contra 29 de las
32 especies de hongos que se ensayaron, la mayorla de ellos considerados

fitopatégenos por la literatura (Tabla !l) (Cova, 1988; Webster, 1980).
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En ta tabla !l aparece el valor promedio del diémetro del halo de inhibicién, de
5 repeaticiones realizadas para cada ensayo, y para cada una de los 32 hongos. El
tamarfio de la zona o halo de Inhibicién, indica la actividad relativa de los

antibiéticos.

Como puede apreciarse en dicha tabla el didmetro de las zonas de inhibicién que

produjeron los antibiéticos A y B sin diluir, fluctué entre los 2.5 y 54.9 mm.

" Los ensayos de laboratorio mostraron que los antibi6ticos en forma concentrada

inhibieron la germinacién de las esporas de la mayoria de los hongos ensayados.

Las especies de mohos que resultaron mds sensibles al efecto inhibitorio de los
antibiéticos fueron las siguientes: Aspergillus piger - Este organismo presenté una
fuerte inhibicién de la germinacién. El antibiético A sin diluir, produjo en esta
especie una zona de inhibicién de 41.3 mm de didmetro, mientras que la del
antibiético B fue de 54.9 mm. En Jrichoderma viridae el valor promedio de la zona
de inhibicién fue de 45 mm con el antibiético A, y con el antibidtico B de 54.2

mm de didmetro. Y Verticillium dalhiae presenté también una fuerte inhibicién; el

antibidtico A formé un halo de inhibicién de 42.4 mm, y el B produjé una zona de

inhibigién de 54.2 mm.

Ademds se observé que los antibidticos A y B sin diluir no ejercieron efecto

inhibitario en 3 de las 32 especies que se ensayaron.Las colonias de mohos como
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Aspergillus flavus, Rhizopus stolonifer, Cladobotrium sp., crecieron profusamente
en toda la caja de Petri, sin presentarse el efecto inhibitorio causado por los

antibiéticos.

Aspergillus flavug fue una de las especies més resi 1ites 8 la accién inhibitoria
de los antibidticos A y B, esto coincide con fos resultados que obtuvo Garcia
Aguirre, {1985) en cuyo trabajo, se probaron 18 fungicidas convencionales de uso
frecuentc, como el Captafol, el Clorotalonil, el Benomil, e! Captan, el Zineb, el
Maneb etc., sobre diferentes especies de Aspergillus, en donde A flavus fue la
especio més resistente a la accién inhibitoria de los fungicidas. Sin embargo hay

qus hacer notar que éstos fungicidas son de orlgen qulmico.

Los antibiéticos A y B son termoestables a las temperaturas que van desde
los 25 alos 120 °C, de acuerdo con A. de Cal gt al., 1988, pues el extracto crudo
se esterilizé en el autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos y a una

temperatura de 120 °C.

Al comparar los ensayos se observé que los antibibticos que se esterilizaron en
el autoclave, producen el mismo efacto inhibitorio sobre el crecimiento radial de los
hongos que se ensayaron, que el que producen aquellos que se esterilizaron a

través de membranas Millipore de 0.22 ym de didmetro de pora.

La accién de los antibiéticos se puede considerar como fungistética {(Curtis,

1851), ya que al paso del tiempo el didmetro de la zona o halo de inhibicién
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disminuye, y la colonia crece hacia el disco de papel, es decir, hacia el centro de
las caja de Petri. Esto se debe a que al paso de! tiempo los antibiéticos pierden su
actividad antifungica, aunque también podrfa deberse a una respuesta adaptativa
por el hongo. Segtin De Cal. A. et al., (1988) después de 70 dfas, el antibiético A
perdié casi toda su actividad (90- 95 %), mientras que el antibistico B adn
conserva el 30 % de su actividad sobre ef crecimiento del tubo germinativo, en las

esporas ensayadas.

De acuerdo con De Cal. A. gt al. (1988) y Curtis et al. (1951), las fracciones 4
y 5, o antibiéticos A y B que se purificaron parcialmente y se resuspendieron en
éter etilico, fueron las que presentaron la mayor actividad antifingica, ver (figs.

7vy8).

Al ensayar los antibiéticos A y B sin diluir (SD) y las diluciones 1/10, 1/100
1/1,000 y 1/10,000 para establecer el limite minimo de actividad, se observé que
las diluciones 1/10, 1/100, y los antibiéticos concentrados (SD) son los que
producen el mayor halo de inhibicién. En las diluciones 1/1,000 y 1/10,000

practicamente no se observa ningun efecto de inhibicién.

Aparentemente los compuestos antifngicos son téxicos a las esporas ya que
evitan su germinacién, y el crecimiento de los tubos germinativos, sin embargo, el

mecanismo de accién ain no se conoce (De Cal. A. et al., 1988).
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Las fracciénes 4 y 5, presentaron fuertes propiedades antifingicas contra la
mayoria de los hongos que se ensayaron, muchos de ellos considerados cormno
fitopatégenos, aunque cabe mencionar que no so realizaron pruebas de

patogenicidad para corroborar lo anterior.
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Fig. 7 Efecto de los antibidticos A y B sin diluir (SD) y las diferentes
diluciones en el crecimiento de aigunos hongos fitopatogenos.
Las diluciones se realizaron con éter etilico.
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Fig. 8 Efecto de diferentes diluciones de los antibiéticos A y B en el
crecimiento de (A) M. fructicola, (B) C. graminicola, (C}) A,
brassicicola y (D) Cladosporium sp.
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Por otro lado, podemos postular que el mecanismo de antibiosis de estos
compuestos podria ser efectivo en el control biolégico de hongos fitopatégenos,
sin embargo, en la prictica la evidencia de!l mecanismo de antibiosis en la
naturaleza es poco conocido, por lo que se deben realizar una mayor cantidad de
estudios en el laboratorio, y sobre todo en el campo, para conocer el efécto de los
factores ambientales sobre los antibiéticos, y su comportamiento ante estas
condiciones. De tal manera que podamos establecer asf su efectividad real sobre

los hongos fitopatégenos.

El efecto de ciertas sustancias antifungicas como los antibisticos, los fungicidas
entre otros, sobre la germinacién de las esporas y el desarrollo de los hongos
fitopatégenos, esté hasta cierto punto determinado por la susceptibilidad intrinseca
de las especies a estas sustancias. Es sabido que algunos organismos son
altamente resistentes a la accién inhibitoria de ciertos antibidticos o compuestos
antifingicos, algunos son moderadamente resistentes, mientras que otros son
completamente sensibles a los mlsmos compuestos, esto se debe en gran parte a
la manera en que los hongos absorben estas sustancias, y si tienen o né
mecanismos de desintoxicacién. Las especies altamente resistentes absorben las
sustancias antifingicas muy lentamente y presentan mecanismos de
desintoxicacién, mientras que los que son sensibles absorben los antibiéticos muy

rdpido y no presentan mecanismos de desintoxicacion.
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El mecanismo de adsorcién de las células esta determinado en gran medida por
la naturaleza y composicién bioqulmica de la pared celular (Kuhn, J.P. et al.,

1990).

La mayorfa de los hongos que poseen quitina como principal constituyente de
la pared celular, son m4s sensibles a ciertos antibiéticos como la griseofulvina,
mientras que los hongos que pertenecen al orden Qomycetes, con pared celular

constitulda de celulosa no fueron afectados por el antibiético.

Los hongos al igual que las bacterias, las plantas superiores y otros
microorganismos, son capaces de producir metabolitos secundarios, estos son
producidos por células que han dejado de crecer o cuyo crecimiento es restringido.
El metabolismo secundario incluye una amglia gama de procesos metabdlicos que
son mdas activos cuando se restringe el crecimiento normal. Es decir, los
intermediarios de las vias metabélicas primarias como: azdcares, 4cido shikimico
{un producto de siete carbones que se forma en la via HMF de la glucélisis),
aminodacidos, 4cido mevalénico (formado por condensacién de tres moléculas de
de acetil CoA), Malonil CoA y 4cidos grasos, no se utilizan para el crecimiento sino
que se desvian a otras vias poco comunes para la sintesis de metabolitos

secundarios.

En los hongos filamentosos a diferencia de los unicelulares, los metaholitos
secundrios pueden acumularse en las partes més viejas de la colonia, cuando aun

esta sigue creciendo en los mérgenes {De Acon, 1988).



57

La gran ventaja de los hongos como fuente de metabolitos secundarios, es su
habilidad de prodicir los compuestos en medios acuosos, en donde se acumulan

tanto en el micelio como en medio de cultivo.

En el presente trabajo, unicamente se aislaron los metabolitos del medio de
cultivo, probablemente se puede obtener un aumento en la actividad de los
antibidticos al romper las céluas del micelio. Sin embargo, habrfa que hacelo para

comprohar esta teorfa.

Los antibiéticos A y B, sélo se purificaron parcialmente, es de suponer que si se
realiza una purificacién total se lograrfa un aumento en la actividad antimicrobiana
de los antibiéticos, ya que los antibiSticos en general cuando estan en forma pura,
presentan mayor actividad, sin embargo, es necesario efectuar la purificacién total
de estos antibiéticos, para corroborar lo anterior, por lo que es preciso sefialar que

el compo de investigacién de estos metabolitos es ain muy extenso.



V/I. CONCLUSIONES.

Las fracciones 4 y 5, antibiéticos B y A respectivamente, que se obtuvieron
a partir de P, frequentans, presentaron una fuerte actividad antifungica en
la mayor parte de los hongos aislados, ya que inhibieron la germinacién de
las esporas de 29 de los 32 hongos que se ensayaron, la mayoria de fos

cuales se consideran fitopatégenos en la literatura (Cova, 1988).

Aspergiltus flavus, Cladobotrium sp. y Bhizopus stelonifer no presentaron
inhibicién ante [a accién antifingica de los antibiéticos, por lo que resultan

ser las especies més resistentes.

Los antibidticos concentrados presentaron el mayor efecto inhibitorio sobre

los hongos que fueron sensibles a estos.

Las diluciones més efectivas fueron las de 1/10y 1/100.

Los antibidticos en la dilucién ‘de 1/1,000 presentan una inhibicién muy
baja, casi nula, mientras que en la dilucién 1/10,000 de ambos no causa
ningulin efecto inhibitorio en la germinacién de las esporas de los hongos

ensayados.
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El antibi6tico B, presenta mayor actividad antifingica que el antibiético A,

en la mayoria de las especies ansayadas, esto concuerda con los resultados

obtenidos por De Cal. A, gt al. (1988).

Ambos antibiéticos, son termoestables a tempaiaiwuras que van desde los 25
hasta los 120 °C, segin De Cal. A, et al. {1988), el antibiético B es més

estable y menos influenciade por el medio externc que el antibiético A.

Lo; antibiéticos pierden su actividad antifingica a medida que pasa el
tiempo, lo cual puede deberse a varios factores como son: la
descomposicién natural de los mismos, la disminucién de la tasa de
bios(ntesis, el incremento de la tasa de catabolismo de los antibiéticos por

el hongo, los cambios en el pH del medio, el envejecimiento del cultivo etc.

€l ef6cto mayor de los antibiéticos A y B sobre los hongos ensayados en
este trabajo, ver (Tabla ll), se observa en las espacies de la Familia

Monili ;
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APENDICE

Apéndice 1,

Los medios de cultivo que se utilizaron en el presente trabajo fueron los

siguientes,
Papa Dextrosa Agar (PDA)

‘Trozos de papas peladas y lavadas 450g
Dextrosa ‘ 20g
Agar 159
Agua destilada 1000ml

Extracto de Malta Agar {(EMA).
Extracto de Malta 20g
Peptona 1g
Dextrosa 20g
Agar 20g

Agua destilada 1000ml



Czapek

{Czapek-Dox), medio liquido al 5% de Glucosa.

Sacarosa Difco 50.0g
Nitrato de Sodio (Na NO, 3.0g
Fosfato de dipotasic (K; HPO, 1.09
Sulfato de Magnesic (Mg SO, .7 H,0) 0.5g
Cloruro de Potasio (KCl) 0.5g9
Sulfato Ferroso {Fe SO, . 7 H,0) 0.01g
Agua destilada 1000mi

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en un autoclave a 120 °Cy 15
Lb. de presién por 15 minutos.
Apéndice 2.

Férmulas que se usaron para relizar el nalisis estadistico.

Andlisis de varianza (ANDEVA), Cosiste en separar de la variacién total

observada las causas o factores parciales de variacién.
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-Término de correccién (C).

C = _{Ix)P? =

m
Donde:
r= nimero de repeticiones

n= namero de tratamientos

- Suma de Cuadrados y Cuadrados Medios.

Tratamiento. SCT y CMT.SCT= Z{Tt})?-C
r

Donde Tt= Totales del tratamiento y r= numero de repeticiones en cada

tratamiento.

El cuadrado medio para el tratamiento {CMT), se obtiene, dividiendo la Suma de

Cuadrados Totales, SCT entre el (gl), grados de libertad para el tratamiento.
- CMT= SCT/gl (T)=
- Total SC.

SC= E(X)*-C =

" - Error. SCE, CME: Suma de cuadrados del error y Cuadrado medic del error.

SCE= SC-8CT= Y CME =SCE/gHE} =



-~ Valor de F.

Se calcula un valor F para tratamientos, mediante la divisién del CMT entre e!

CME:
F=CMT/CME =
- Pyrueba de Tukey.

Se emplea para hacer todas las comparaciones multiples que son posibles con

{a) muestras o tratamientos.

Numero de comparaciones o diferencias = a(a-1] =
2

E! método consiste en el siguiente proceso:
A) Ordenar los promedios por su magnitud creciente o decreciente.

B) Calcular un valor tedrico comiin o diferencia significativa minima mediante

la aplicacion de la férmula: W= qa S x, donde:
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Sx = error estandar de la media = §?
n

S, = CM o varianza del error experimental.
n =. Numero de observaciones, repeticiones o valores para calcular las

medias.
qa = valor tabdlar.

- D.S.M. = Diferencia Significativa Minima.

. D.M.S. o5 =128 =
r

Y 3 Behe

R OB A4 ERUATEE
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