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1. RESUMEN

Fusarium verticillioides es uno de los principales hongos que infecta al maiz, produce micotoxinas
que impactan de forma negativa la salud animal y humana. Como medida de prevencién y control,
se han usado fungicidas como las sales de bicarbonato de amonio y el &cido acético, sin embargo,
el problema persiste, el uso de Lactoferrina bovina (Lfb) podria ser una nueva alternativa; la Lfb
es una proteina que secuestra iones libres de hierro se ha demostrado que puede inhibir el
crecimiento de agentes microbianos, incluyendo hongos. Se evalu6 el efecto de lactoferrina
bovina, sales de bicarbonato de amonio (BA), acido aceético glacial (AAG) y la combinacion de
estos 2 ultimos con Lfb sobre la produccion de esporas y la viabilidad de F. verticillioides cultivado
en grano de maiz (GM) y en caldo papa dextrosa (CPD). El disefio experimental consto de 6
tratamientos a 10 dias de crecimiento para cada medio de cultivo, siendo estos: control (CT),
lactoferrina bovina a una concentracion de 3 uM (GM) y 1.8 uM (CPD) , bicarbonato de amonio
al 10 % (BA 10 %) (54 uM CPD y 90 uM GM), acido acético glacial al 10 % (AAG 10 %) (54
UM CPD y 90 uM GM), lactoferrina bovina + bicarbonato de amonio al 10 % (Lfb 1.4 uM + BA
10% 10 uM CPD y Lfb 2uM + BA 10 % 30 uM GM) y lactoferrina bovina + acido acético glacial
al 10 % (Lfb 1.4 uM + AAG 10 % 10 pM CPD y Lfb 2 uM + AAG 10 % 30 uM GM).

Entre los tratamientos mencionados, el Unico que no tuvo efectos inhibitorios en la produccion y
la viabilidad de las esporas fue BA 10 % en ambos medios de cultivo, el resto de los tratamientos
mostraron efectos inhibitorios en la produccion de esporas y la viabilidad de F. verticillioides, para
los tratamientos realizados en CPD los tratamientos mas eficaces fueron Lfb 1.4 uM + BA 10 %
(96 %), Lfb 1.4 uM + AAG 10 % (94 %) y AAG 10 % (93 %). En los tratamientos realizados en
GM los tratamientos mas eficaces fueron Lfb 1.4 uM + AAG 10 % (95 %), Lfb 1.4 uM + BA 10
% (71 %) y AAG 10 % (61 %).

La Lfb resulté tener un efecto fungicida del 100 % sobre F. verticillioides a las 72 horas de su
aplicacion tanto en medio CPD a una concentracion de 1.8 uM, asi como de 3 UM en GM, logro
disminuir la produccion de esporas y las esporas restantes resultaron ser inviables. EI BA 10% no
presento efectos inhibitorios durante los 10 dias del tratamiento, contrariamente F. verticillioides
produjo esporas con mayor vigor. Por otro lado, el AAG 10 % presento un efecto fungicida a las
48 horas en CPD y a las 72 horas en GM, ademas, inhibio la produccion de esporas y la viabilidad
de estas. El uso combinado de Lfb con AAG y BA generé mayor eficiencia en los tratamientos
tanto en GM (Lfb + AAG) como CPD (Lfb + BA) a las 24 horas de su aplicacion. La Lfb podria
ser sugerida de manera solitaria o0 en combinacién con algun otro fungicida, como una alternativa
de tratamiento o prevencion a las infecciones que produce F. verticillioides en los diversos granos
y semillas.



2.  INTRODUCCION

Las actividades pecuarias de México son base para el desarrollo econdmico del pais,
actualmente nuestro pais cuenta con la existencia de una red de 12 tratados de libre comercio con
46 paises, con un mercado potencial de 1,479 millones de personas. México es el séptimo principal
productor de carne a nivel mundial, dentro de su produccién los 3 tipos de carne que produce
principalmente son bovina, porcina y aviar, abarcando el 98 % de la produccion, el otro 2 %
restante corresponde a carne de tipo ovina, caprina y pavicola. El principal insumo para poder
producir este tipo de alimentos son los granos, que son usados para la preparacion de alimentos
balanceados (Castro-Samano et al., 2019).

Los granos constituyen una fuente de energia basica para la alimentacion humanay animal, durante
su formacion y desarrollo en el campo, transporte y almacenamiento, los granos y semillas pueden
ser invadidos por diversos hongos fitopatdgenos, que, ademas, algunos de ellos pueden ser
transmitidos de un ciclo agricola a otro a través de las semillas. La determinacion de los hongos
asociadas a los granos y semillas es de gran importancia, ya que causan grandes pérdidas para la
industria agroalimentaria, por lo cual, la inspeccion y su analisis permiten la deteccion oportuna
de los microorganismos asociados a éstos. En el caso de los hongos transmitidos por semillas, es
de gran importancia, ademas de ser propagados pueden sobrevivir en forma de esporas, formando
plantas enfermas en el siguiente ciclo agricola (Reyes-Pérez & Sanchez-Hernandez, 2019).

En México, la produccion de granos cuenta con dos ciclos, el de primavera-verano y el de otofio-
invierno, el primero es del que se obtiene mayor produccion; la obtencion de estos granos consta
en un proceso de seleccidn, el cual esta determinado principalmente por el contenido de humedad
del grano, se tiene que buscar tener las menores pérdidas de cantidad y calidad de los mismos,
previendo gue estos se mantengan, y que las condiciones ambientales no favorezcan el deterioro
del grano, generalmente, éste se da cuando los contenidos de humedad oscilan en el rango del 13
al 18 %; sin embargo, en las plantas de alimento recomiendan recibir el grano por abajo del 14 %
para evitar castigos por concepto de secado y o deterioro del grano dentro de sus almacenes. Este
proceso de cosecha y conservacion se denomina postcosecha de granos, la cual podemos definir
como el conjunto de procesos técnicos y operativos que engloban desde el acopio de los granos
hasta su comercializacion, cuyo funcionamiento permite garantizar la conservacion de granos para
satisfacer la demanda del consumidor (Rivers et al., 2016).

Por otra parte, se debe enfatizar el hecho, de que, los hongos al contaminar granos y semillas
ocasionan diversos dafios y algunas especies pueden llegar a producir micotoxinas, estas son
metabolitos secundarios que al ser ingeridos pueden ser dafiinos para el hombre y los animales
causando micotoxicosis (Reyes-Pérez & Sanchez-Hernandez, 2019).



2.1 Deterioro de granos y semillas

Muchos productos vegetales como granos, semillas, raices, tubérculos, frutos y pasturas, que
constituyen alimentos basicos en el mundo entero, son almacenados normalmente en bodegas por
cierto tiempo antes de ser utilizados en la alimentacion o en diversas industrias. Si estos productos
no estan en condiciones adecuadas de almacenamiento, en poco tiempo proliferan especies
micéticas, causando deterioro de los granos y semillas. El deterioro de éstos no es un problema
que solo se presenta cuando estan almacenados, sino también en algunas ocasiones desde el campo,
cosecha y transporte de los productos (Reyes-Pérez & Sanchez-Hernandez, 2019).

2.2 Condiciones generales, factores bidticos y abidticos en el deterioro de
granos y semillas

Factores abiéticos

a. Humedad (H°):

El principal factor que gobierna la capacidad de deterioro en granos y semillas es la H°,
considerando la cantidad de agua existente en el ambiente ademas de los sustratos. La H® es uno
de los factores méas importantes para la implantacion de los hongos y la posible produccion de
micotoxinas, sin embargo, no so6lo influye la cantidad de agua sino también la forma de
presentacion de esta, por lo que, el agua se puede encontrar en forma libre y en forma combinada.
El agua libre existe dentro y alrededor de los tejidos vegetales o de las células y puede ser eliminada
sin interferir seriamente con los procesos vitales. Por otra parte, la forma combinada esta presente
en los tejidos vegetales y animales, integrada a las células que las componen formando uniones
con las proteinas y glacidos. Es importante resaltar que, para la germinacion de las esporas de
hongos, es necesario que el agua se encuentre en forma libre (Gimeno, 2001; Reyes-Pérez &
Sanchez-Hernandez, 2019).

Unidades relacionadas con la cantidad de agua relacionada con el contenido de H°:

e Humedad relativa de equilibrio (HRE): es la cantidad de agua de la que disponen los
microorganismos una vez alcanzados el equilibrio entre la humedad libre del producto y el
vapor de agua existente en el medio ambiente que lo rodea. La HRE se expresa en
porcentaje y varia en los alimentos conforme a su contenido de gltcidos y o en materia
grasa.

e Agua disponible (Aw): es la relacion existente entre el agua libre en los alimentos y la
capacidad de los microorganismos para proliferar. La Aw nos indica cual es la cantidad de
agua disponible para el desarrollo de los microorganismos una vez se ha alcanzado el
equilibrio hidrico en el sistema — alimento-medio ambiente. La Aw se expresa como la
relacion existente entre la tension del vapor de agua en el sustrato (P) y la del agua pura
(P0), a la misma temperatura, (Aw = P/P0). Si la H® del alimento esta en equilibrio con la
HRE de la atmosfera que lo rodea, la Aw en el alimento es numéricamente equivalente a
esta, (Aw= HRE/100).



Tengamos en cuenta que la HRE se refiere a la atmosfera en equilibrio con el producto y la Aw se
refiere al propio producto. El agua pura tiene una Aw = 1.0 y esta en equilibrio con una atmdsfera
de 100 % de HRE. La Aw de un alimento es siempre < 1.0 (Gimeno, 2001).

b. Temperatura (T°):

La mayoria de los hongos son mesoéfilos y crecen a temperaturas moderadas en un intervalo de 10
—40 °C., siendo la 6ptima entre 25 y 35 °C. Ademas, el gradiente térmico a través del grano puede
entonces hacer que la H° emigre de un &rea a otra, similarmente la condensaciéon afectard
adversamente los niveles de Aw (Reyes-Pérez & Sanchez-Hernandez, 2019).

c. Potencial de hidrogeniones (pH):

El pH es otra variable para tomar en cuenta en el desarrollo de los hongos, generalmente, son
considerados mas tolerantes que las bacterias a las condiciones acidas, en el laboratorio muchos
hongos crecen en un intervalo de pH de 4.5 - 8.0 y muestran un amplio intervalo de pH (6ptimo
de 5.5 - 7.5). Algunas especies de Aspergillus, Penicillium y Fusarium son tolerantes al acido y
pueden crecer en niveles de pH menores a 2.0.

d. Potencial éxido/reduccion O2/CO2 (ORP):

La mayor parte de los hongos son aerobios y por lo tanto necesitan oxigeno para el desarrollo de
sus reacciones metabdlicas. Una carencia de oxigeno condiciona el crecimiento de los hongos y la
ausencia total puede llegar a producir la muerte de éstos (Gimeno, 2001).

Se ha demostrado que la HRE, H° Aw, T°, pH y ORP son factores que estan fuertemente
relacionados, siendo determinantes en el crecimiento para cada una de las especies de hongos
(Reyes-Pérez & Sanchez-Hernandez, 2019).

Factores hiéticos.

a. Presencia de invertebrados:

La presencia de insectos, actian como agente de diseminacion del microbiota y por lo tanto
contribuyen al crecimiento y multiplicacion de los hongos. El propio metabolismo del insecto
eleva el contenido de H° del sustrato y ademéas promueve la rotura del pericarpio y permite la
infeccion del interior del grano (Gimeno, 2001).

b. Composicion del sustrato:

Los hongos no son exigentes desde el punto de vista nutricional, suelen nutrirse de los micro y
macroelementos existentes en el sustrato en el que se desarrollan. Sin embargo, la composicion
del sustrato esta muy ligada con la produccion de micotoxinas (Gimeno, 2001).



c. Estirpes especificas:

En una misma especie fangica, no todas las estirpes se comportan de la misma forma. Tal es el
caso de la estirpe NRRL 1957 de Aspergillus flavus, no produce aflatoxina, sin embargo, ésta es
producida por otras estirpes como NRRL 3251, NRRL 3357, NRRL 3517 y NRRL 3353. Otro
ejemplo, es el caso de Fusarium roseum, esté hongo necesita temperaturas minimas de 15 °C para
desarrollarse, siendo la T° optima entre 24 — 27 °C y que, en cambio, una de las micotoxinas que
puede producir como es el caso de la zearalenona, solo la producira a temperaturas entre 10 — 14
°C. No obstante, hay variedades de F. roseum como es el caso de F. roseum “gibbosum” y F.
roseum “semitectum” que son capaces de producir en un sustrato como el sorgo a 25 °C, cantidades
de zearalenona equivalentes a las producidas a una T° de 10 °C (Gimeno, 2001; Gimeno &
Martins, 2011).

2.3 Hongos

Los hongos filamentosos son microorganismos ampliamente diseminados en la naturaleza, se
consideran eucariontes, heterétrofos, pluricelulares, aerébicos y termofilos; pueden crecer en un
amplio rango de temperatura (5 - 45 °C); son organismos no moviles, ya que no poseen flagelos
que les permita el movimiento, sus células forman una masa filamentosa conocidas como hifas,
las cuales son ramificadas y al agruparse son llamadas micelio, estas forman parte del cuerpo
principal del hongo. Adicionalmente, poseen una pared celular, pero sin clorofila, por lo que no
realizan fotosintesis y estas estructuras pueden tolerar altas concentraciones de solutos, asi como
condiciones extremas de pH (2.0 — 8.0), su reproduccién puede ser sexual o asexual, a través de la
generacién de esporas. En cuanto a su alimentacion, suelen obtener nutrientes para su desarrollo
actuando como saprofitos o como parasitos, generando enfermedades a plantas, animales y
humanos (Cepero de Garcia et al., 2012; Cortés-Sanchez et al., 2016).

Los hongos no son un grupo monofilético natural (variantes). La conclusion es que han tenido un
origen evolutivo separado. Se les agrupa solo con finalidades practicas hasta tener suficiente
informacion de sus verdaderas relaciones evolutivas. Los criterios que se usan para agrupar a los
hongos son con base a su heterotrofismo, su formacion de esporas, la presencia de quitina en su
pared celular y la falta de componentes organicos complejos. Con base a lo anterior, el estudio de
la secuencia gendmica mantiene la promesa (como en muchos microorganismos) de proveer la
informacion definitiva de su filogenia (Alexopoulos et al., 1996).



2.4 Clasificacion taxonémica de los hongos

El reino Fungi se puede clasificar en cuatro phylas principales:

e Phylum Chtridiomycota:

Los Quitridomicetos son los Unicos que producen células méviles en su ciclo de vida, aunque con
un solo flagelo posterior en forma de latigo.

e Phylum Zygomycota:

Estan caracterizados por un micelio cenocitico, con septos en la base de las estructuras
reproductoras o septos secundarios. EI nombre del grupo proviene de la presencia en parte de su
ciclo de una zigospora caracteristica.

e Phylum Ascomycota:

Los Ascomicetos estan caracterizados por la presencia en su ciclo de vida, de una célula fértil,
Ilamada célula ascdgena, que producira endégenamente ocho ascosporas (tipicamente). Los
representantes de este grupo préacticamente se encuentran poblando todo tipo de habitat, y pueden
presentar cualquier tipo de forma de nutricion, ya sea saprofitos, parasitos o simbiontes.

e Phylum Basidiomycota:

Los Basidiomicetos estan caracterizados por la presencia de una célula fértil en su ciclo de vida,
Ilamada basidio, que produce exdgenamente cuatro basidiosporas (tipicamente). Normalmente
originadas en tétrade, desde un basidio por medio de un esterigma, que es una prolongacion del
apice del basidio, desde donde, generalmente, son violentamente expulsadas, por lo que reciben el
nombre de balistosporas (Alexopoulos et al., 1996).

Existe una subdivision llamada Deuteromycota donde se encuentran “hongos imperfectos”, estos
son llamados asi porque no se conoce en ellas una fase sexual de reproduccion, comprenden mas
de 1500 especies de dos filos diferentes, Ascomicetos y Basidiomicetos (Alexopoulos et al.,
1996).

Los hongos que crecen sobre productos agricolas en especial los que invaden granos durante su
desarrollo, cosecha o almacenamiento, han sido clasificados desde el punto de vista ecoldgico por
Christensen y Kauffman, en hongos de campo, hongos de almacén y hongos de deterioro avanzado
(Christensen & Kaufmann, 1969).



Hongos de campo:

Estos hongos invaden a las semillas durante su formacion a planta o cuando éstas han madurado y
permanecen en el campo en espera de ser cosechadas; para su crecimiento, requieren HRE > 90 %
y una H° del 25 al 30 % en base al peso himedo del grano. Las especies de hongos de campo que
se encuentran con mayor frecuencia pueden variar segun el cultivo, region o ubicacion geografica
y clima, dentro de los que destacan diversos géneros tales como: Alternaria, Cladosporium,
Helminthosporium y Fusarium entre otros, estos se caracterizan por ocasionar diferentes
afecciones a las plantas (Christensen & Kaufmann, 1969; Moreno, 1977). Alternaria es comun de
encontrar en muchos granos y semillas, especialmente en los cereales, pero no se limita a las
semillas de cereales ya que es muy comun encontrarlo en los cacahuates. Cladosporium es comdn
en las semillas de cereales que han estado expuestas a la H° durante la cosecha, especialmente en
los granos cosechados con cascara, como la cebada, la avena y el arroz. Helminthosporium es
comun en muchos lotes de semillas de cereales, especialmente si el clima justo antes de la cosecha
ha sido humedo. Fusarium también es comun en semillas de cereales recién cosechadas. Algunas
cepas o especies causan "la rofia" en la cebada, el trigo y el maiz; el grano con costra puede ser
toxico para los animales, incluido el hombre, por lo que no es deseable como alimento (Christensen
& Kaufmann, 1969).

Christensen y Kaufmann evidenciaron que la contaminacion leve por Fusarium no era detectada
por inspeccidn visual, (pero detectable al cultivar granos contaminados en su superficie al estar en
contacto con agar) y que estos pueden resultar en el deterioro y o decoloracion de los granos
almacenados. Con esta posible excepcion, el dafio que los hongos de campo causan al grano ya se
produce en el momento en que se cosecha el grano, o al menos en el momento en que el grano se
seca hasta un contenido de H° < 20 - 22 %. Por otro lado, entre los dafios que pueden ocasionar
los hongos de campo podemos mencionar, el oscurecimiento de los granos o semillas invadidos,
decoloracion de la semilla, la muerte de la semilla en germinacion o de la plantula joven, asi como
pudricién de la raiz y el tizon de la planta madura. Todos los hongos de campo requieren un alto
contenido de H° en las semillas para poder crecer, un contenido de HRE de 90 % o mas (en las
semillas de cereales con almidon, 20 - 21 % de H°, en peso humedo). Los hongos del campo pueden
sobrevivir durante afios en el grano seco, pero mueren con bastante rapidez en los granos
mantenidos con contenidos de HRE > 70 %; en los granos de cereales con almiddn, esto significa
contenidos de H° superiores al 14 % (Christensen & Kaufmann, 1969).

2.5 Relacién Hongos — Micotoxinas

Como se ha dicho los hongos utilizan para su crecimiento una serie de sustancias quimicas
denominadas metabolitos primarios, como pueden ser acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y
lipidos mayoritariamente. EI uso de estos metabolitos primarios esta asociado con la fase rapida o
exponencial de crecimiento. También producen metabolitos secundarios, estos son una serie de
compuestos que no son esenciales para el crecimiento vegetativo. Dentro de este grupo, tenemos
a los antibidticos y a las micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007).

Por otra parte, la presencia del hongo no implica necesariamente la produccion de la micotoxina,
ya que, existen multiples factores que ya hemos mencionado, mas alla de la capacidad genética del
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hongo, es necesario que concurran ciertas condicionantes para que el hongo produzca una
micotoxina determinada. También puede ocurrir el hecho de detectar la micotoxina sin la presencia
del hongo productor, puesto que las formas vegetativas y germinativas del moho pueden ser
inactivadas por procesos quimicos o por alteracion de los factores ecoldgicos, no ocurriendo lo
mismo con las micotoxinas, que permanecen en el sustrato (Gimeno, 2001).

2.6 Historia de las micotoxinas

Las micotoxinas y los cuadros de micotoxicosis, han existido desde hace méas de 3000 afos,
existen registros de sus usos, asi como descripciones de los hallazgos de los hongos en plantas de
centeno, provocando intoxicaciones en quienes consumieran alimentos preparados con ello. Por
otro lado, el dafio de las micotoxinas no solo ha repercutido la salud humana, existen registros
desde 1950 de casos de miles de caballos muertos a causa de leucoencefalomalacia equina
(ELEM), ELEM ha sido reportada en muchos paises y en ultima instancia, el descubrimiento del
hongo implicado (F. verticillioides) y sus toxinas (acido fusérico, fusarina C, naftoquinonas,
moniliformina y fumonisinas) involucré a investigadores de los EE. UU., Africa y Europa. Los
investigadores determinaron los efectos de las toxinas, los cuales son muy amplios y van desde
efectos: neurotéxicos (ELEM), cancerigenos (carcinoma de eséfago, carcinoma de células
escamosas en esdfago, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células escamosas cervical y
carcinoma cervical), hemodindmicos (edema pulmonar en cerdos y trombos intraventriculares en
ratas), hemorragicos e inflamatorios en el endocardio de ratas (Bezuidenhout et al., 1988;
Gelderblom et al., 1988; Gelderblom et al., 1984; Jaskiewicz et al., 1987; Kellerman et al., 1972,
Kriek et al., 1981; Makaula et al., 1996; Marasas et al., 1984; Marasas, 1981; Soriano del Castillo,
2007; Thiel et al., 1986; Wilson & Maronpot, 1971).

Teniendo en cuenta todo lo anterior podemos decir que el impacto econémico de las micotoxinas
incluye pérdidas de vidas humanas, animales, aumento en gasto de tratamientos medicos y
veterinarios, eliminacion de alimentos contaminados, pérdida de produccién agricola, entre otros.

2.7 Micotoxinas

Las micotoxinas, que deriva de las palabras griegas mikes (hongo) y toxina (veneno), son
compuestos que tienen lugar cuando la fase de crecimiento llega a su etapa final y durante el
comienzo de la fase estacionaria, siendo a menudo asociado con la diferenciacion y la esporulacion
(Soriano del Castillo, 2007).

En la actualidad, méas de 400 micotoxinas junto con sus derivados han sido identificadas, las cuales
estan clasificadas en aproximadamente 25 tipos, de acuerdo con su estructura quimica, con
frecuencia son hidrocarburos aromaticos (a veces alifaticos) con gran resistencia a factores
ambientales (Herndndez Guzman & Carballo Carballo, 2018; Soriano del Castillo, 2007).

Las micotoxinas son compuestos policetonicos resultantes de las reacciones de condensacion que
se tienen lugar cuando en determinadas condiciones fisicas, quimicas y biologicas se interrumpe
la reduccién de los grupos cetdnicos, en la biosintesis de los acidos grasos que los hongos realizan.
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Estas micotoxinas son producidas principalmente por los géneros de hongos Aspergillus,
Fusarium, Claviceps, Penicillium y Stachybotrys; son mohos contaminantes habituales del
ecosistema agropecuario, ya que contaminan los granos que se usan como materia prima para la
elaboracion de alimentos con origen vegetal, especialmente en cereales, pero también en nueces y
otras semillas oleaginosas, frutos secos, cocoa, café, vino, cerveza, hierbas, especias, alimento para
animales, y productos derivados de los animales por consumo de alimento contaminado con
micotoxinas, como carne, huevo, leche y derivados de la leche. El consumir alimento contaminado
con micotoxinas, asi como su inhalacion o contacto con la piel, origina un grupo de enfermedades
y trastornos, denominados micotoxicosis, que resultan en efectos negativos para el hombre o los
animales que las consuman (Gimeno, 2001; Serrano-Coll & Cardona-Castro, 2015; Soriano del
Castillo, 2007).

Ademas, hay que tener en cuenta que la presencia de estas micotoxinas en los alimentos puede ser
individual o simultanea con otras, lo que puede provocar efectos sinérgicos en su accion sobre el
organismo aumentando asi su toxicidad (Soriano del Castillo, 2007).

Por su capacidad toxigénica las micotoxinas mas importantes son: aflatoxinas, ocratoxinas,
tricotecenos (deoxinivalenol- toxina T2) y las fumonisinas (Darwish et al., 2014).

2.8 Prevencion y control de hongos y micotoxinas en campo.

La prevencion de la produccion de micotoxinas en los cultivos implica el control de la
biosintesis de la toxina y el metabolismo de los hongos en el campo. EI manejo adecuado de los
cultivos se considera el método ideal de control de la contaminacion de las cosechas con
micotoxinas. Sin embargo, en la préactica es dificil controlar factores ambientales como la T° y H°
de los cultivos (Denli & Pérez, 2006). Para combatir estos hongos desde el punto de vista de
campo, se han desarrollado diversas estrategias para su prevencion y control, las cuales van desde
la logistica de la plantacion, uso de fungicidas, el empleo de variedades vegetales resistentes, la
modificacion genética de las plantas o aplicacidn de estrategias bio competitivas (Soriano del
Castillo, 2007).

En cuanto a la logistica de la plantacion es importante considerar algunos puntos, como la seleccion
del terreno; para el establecimiento de la plantacion se deben evitar aquellos sitios que presenten
acumulacién de HRE, compactacion y mal drenaje. Se debe usar material vegetal sano, para el
establecimiento de una plantacién se deben utilizar plantas provenientes de viveros certificados;
sin embargo, una de las alternativas es el uso de plantulas desarrolladas a partir de esquejes.
También es importante tomar en cuenta la fecha de la plantacion, se deben evitar establecer
plantaciones durante los meses de septiembre y octubre, debido a que la incidencia de marchitez
y de otras enfermedades es elevada, ya que es la época de mayor H° del suelo y ambiental (Tlapal-
Bolafios, 2013).
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Sobre el uso de fungicidas, los mas habituales usados para tratar el suelo son bicarbonato y
carbonato de amonio, acido acético y cobre, existen métodos que normalmente se aplican sobre
las semillas antes de su siembra, lo cual constituye lo que se conoce como “Tratamiento de
semillas”. Se clasifican en 3 categorias:

a) Desinfeccion de semillas, la cual implica la erradicacién de un patégeno que se encuentre
en el interior de la semilla.

b) Desinfestacion de semillas, implica la eliminacion de los hongos que se encuentran
superficialmente en la semilla.

c) Proteccion de las semillas, se lleva a cabo mediante el uso de fungicidas (Captan, Arasan
y Trigran) protegen la semilla durante su germinacién y emergencia (Moreno, 1977).

Ademas, deben usarse también insecticidas, se debe tener cuidado con los niveles residuales de
estos, con esto no solo reduciremos la posibilidad de crecimiento fungico y proliferacion, sino que
también se mantendra la integridad fisica de los granos en lo que respecta a ataque de insectos,
estos no solo atacan el grano y lo deterioran, sino que también son vectores, transportadores que
actian como diseminadores de la microflora y contribuyen a la contaminacion. El propio
metabolismo del insecto eleva el contenido de H®° o Aw del sustrato, la rotura que provoca dentro
del pericarpio permite la infeccion del interior del grano. La parte interna del grano es mas
vulnerable que la cuticula o parte externa. Los tegumentos intactos del grano dificultan el acceso
del hongo al almidon endospérmico (Gimeno & Martins, 2011).

En cuanto al uso de variedades resistentes a los hongos, se han identificado genotipos de maiz
resistentes al ataque de A. flavus como el denominado GT-MAS: gk, que ha demostrado ser capaz
de resistir la infeccion y produccion de aflatoxinas. Parece ser que en el desarrollo de esta
resistencia estan implicadas las ceras presentes a nivel del pericarpio del grano. De igual modo se
estdn desarrollando distintas variedades de cereales resistentes al ataque de otros hongos
filamentosos toxigénicos, principalmente especies de Fusarium productoras de tricotecenos, en
especial de deoxinivalenol, asi como de fumonisinas, zearalenona y moniliformina (Soriano del
Castillo, 2007).

Por otra parte, Tlalpal Bolafios y col. hicieron uso de Trichoderma spp., Bacillus subtilis o la
mezcla de ambos, en el material de propagacion de cultivos de Agave tequilana Weber var. Azul
y resulto ser un tratamiento preventivo de poblaciones de Fusarium spp. (Tlapal Bolafios et al.,
2014).

Ademas de estos tratamientos, se recurre a la utilizacion de conservantes quimicos de sintesis o de
productos naturales con actividad antimicrobiana, asi como al empleo de atmosferas modificadas
0 controladas. Estos tipos de tratamientos y otras adicionales, deben ser integrados de forma
preventiva en la implantacion del sistema de analisis de peligros y puntos de control criticos
(HACCP), este seria el enfoque mas eficaz para controlar la contaminacién de los productos
cerealistas por micotoxinas, pues se buscaria introducir medidas preventivas en todas las posibles
fases criticas del ciclo de produccion de determinado grano (Soriano del Castillo, 2007).
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2.9 Caracteristicas y taxonomia del Género Fusarium

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: verticillioides

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el
suelo y plantas. Algunas de sus especies producen toxinas que afectan al hombre y animales. De
las més de 100 especies de Fusarium descritas, solo 12 de ellas pueden considerarse patdégenas
para el humano, entre ellas destacan F. solani, F. oxysporum y F. verticillioides, en orden
decreciente de frecuencia (Tapia & Amaro, 2014).

Este género esta distribuido en todo el mundo, varias de sus especies son patdgenas e infectan a
una amplia gama de cultivos, entre los mas importantes se encuentra el maiz (Zea mays), trigo
(Triticum spp.), avena (Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), entre otros (Leyva-Mir et al.,
2017).

Las caracteristicas microscopicas de Fusarium spp. varian de acuerdo con el medio de cultivo en
el que se desarrolle, de manera general presenta finas estructuras en forma de botella; simple o
ramificada; estas se les denominan fialides, pueden ser cortas o largas; monofialidica (que emergen
esporas de un poro de la fialide) o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan
forma de medialuna, hialinos y septados. Los microconidios, son ausentes en algunas especies,
poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras
mucoides llamadas “falsas cabezas”) en cadenas largas o cortas. De igual forma, pueden
observarse las clamidosporas caracteristicas con doble pared gruesa, lisa 0 rugosa; de manera
aislada, en pareja o en grupo (Tapia & Amaro, 2014).

Los cuatro medios utilizados para la identificacién de especies de Fusarium son el agar de hoja de
clavel (Fisher, 1982), el agar papa dextrosa (PDA) (Nelson et al., 1983), el medio KCI (Fisher et
al., 1983) y el agar de suelo (Klotz et al., 1988). EI medio PDA permite observar la morfologia de
la colonia, esta tiene una textura algodonosa y aterciopelada, el pigmento es muy variado, puede
ser desde blanco hasta rojo carmin y violeta, pasando por diferentes tonalidades de amarillo
quemado, en algunas ocasiones el pigmento se difunde al medio de cultivo, algunos ejemplos de
las cepas en cuestion se pueden observar en (Figura 1) (Cepero de Garcia et al., 2012; Mokaobi,
2020; Tapia & Amaro, 2014).
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Figura 1.Colonias tipicas y macroconidios de aislados de Fusarium en medio agar papa-dextrosa y macroconidios en
medio de carboximetilcelulosa después de 5 dias de crecimiento. a) F. equiseti; b) F. oxysporum; c) F. graminearum; d) F.
solani; e) F. comune; f) F. verticillioides; g) F. proliferatum; h) F.fujikuroi; i) F. avenaceum. Barra de escala =20 pm
(Mokobi, 2020).

En campo, Fusarium spp. se puede identificar porque forma lesiones hundidas de color negro o
marrén en la base de los tallos, ademas produce manchas rojizas en los peciolos cercanos a la copa
de la planta, y a veces masas de micelios rosadas o blancas que crecen en la base de los esquejes
0 en la copa de una planta (Buechel, 2020).

Las especies de Fusarium son saproéfitas en algunas de sus fases de crecimiento y pueden o no
desarrollar una fase de reproduccion sexual segln la especie. Se han descrito estados sexuales
(teleomorfos) para algunas de sus especies (Samuels et al., 2001).

Fusarium spp. produce clamidosporas, resistentes al secado y a las condiciones adversas, permiten
que el hongo sobreviva periodos prolongados en el suelo, mientras que los conidios, se producen
en un esporodoquio, que es una masa de conidioforos (tallos que contienen conidios) colocados
firmemente juntos. Hay dos tipos de conidios: macroconidios (esporas grandes y multicelulares) y
microconidios (esporas pequefias y unicelulares). Los conidios generalmente no se transmiten por
el aire, pero el hongo puede transmitirse por el aire en trozos de restos de plantas infectadas, en
polvo o en salpicaduras de agua (Koike & Tjosvold, 2020).

Las enfermedades causadas por Fusarium spp. pueden ser muy agresivas en climas himedos. En
las zonas donde la H° es baja, la infeccion la causa casi de manera exclusiva el indculo presente
en residuos de cereales infectados que permanecen en el suelo. El patdgeno invade directamente
la base de los tallos, cerca o debajo de la superficie del suelo, o entra a la planta a través de las
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raices. Las esporas de hongos luego germinan en el area afectada (herida), favorecida por la alta
H°y T° (Cook, 2010).

Ademas, especies del género Fusarium producen una diversidad de tipos de micotoxinas,
especialmente en granos, las mas frecuente son zearalenona, fumonisina, moniliformina y
tricotecenos (toxina T-2 / HT-2, deoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, nivalenol) (Desjardins, 2006;
Nesic et al., 2014).

2.9.1 Ciclo bioldgico de Fusarium

Las especies de Fusarium tienen diversos ciclos de vida, especializados en su nicho, adaptados
al hospedero por cierta especificidad. Fusarium graminearum y Fusarium verticillioides son
patdégenos de rango estrecho de hospedantes que infectan predominantemente los cereales,
mientras que Fusarium oxysporum tiene un amplio rango de hospedantes e infectas plantas tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas; ademas, también es un patégeno emergente en pacientes
inmunocomprometidos y otros mamiferos (Armstrong, 1978; O’Donnell et al., 2004; Ortoneda et
al., 2004).

Las especies de Fusarium varian en la estrategia de reproduccion; F. oxysporum es asexual, otros
son tanto asexuales como sexuales con autofertilidad (homotalismo) o cruzamiento obligado
(heterotalismo). Las especies de Fusarium producen esporas meidticas (sexuales) y al menos tres
tipos de esporas mitéticas (asexuales). Sin embargo, no todas las especies de Fusarium producen
todo tipo de esporas: Ademas, menos del 20 % de las especies de Fusarium se reproducen
sexualmente (Ma et al., 2013).

El ciclo de vida generalizado de Fusarium spp. comienza con un organismo creciendo como una
colonia haploide de hifas, a excepcidn de las etapas dicariética breve (cada célula que contiene dos
nucleos haploides parentales) y diploides que preceden a la meiosis y la produccién de esporas
haploides producidas sexualmente (ascosporas). Las ascosporas se producen en grupos de ocho en
un saco (asco) contenido dentro de una estructura en forma de matraz (peritecio). Las especies
homotalicas son capaces de autofertilizarse y producir descendencia clonal de ascosporas
(apomixis); las especies heterotalicas son autoestériles. Se pueden producir tres formas principales
de esporas mitdticas (asexuales), segln la especie. Las pequefias esporas asexuales
(microconidios) se producen en el micelio a partir de estructuras simples que forman esporas
(conididforos). Las esporas septadas (macroconidios) largas, en forma de canoa, se producen en
agregaciones en forma de cojin de conidiéforos llamados esporodoquios y o en conidiéforos en el
micelio aéreo. Las esporas resistentes de paredes gruesas (clamidosporas) se producen dentro o
sobre hifas o macroconidios (Ma et al., 2013).

La mayoria de las especies de Fusarium spp. pueden clasificarse libremente como hemibiotrofos,
porque la infeccion inicialmente se asemeja a la de un patdgeno que depende de un huésped vivo
(biotrofico), pero eventualmente pasa a matar y consumir células huésped (necrotrofico). Las
enfermedades que producen pueden iniciarse en las raices a partir del indculo del suelo o en partes
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de la planta por encima del suelo a traves del aire o el agua. F. oxysporum, por ejemplo,
inicialmente penetra en las raices de manera asintomatica; posteriormente coloniza el tejido
vascular y provoca necrosis y clorosis de las partes aéreas de la planta. Por el contrario, F.
graminearum, la principal causa del tizon de la espiga de los cereales por Fusarium en todo el
mundo produce una necrosis limitada. Infecta los tejidos florales durante la antesis y se propaga a
las flores no infectadas a través del eje central de la inflorescencia, dafiando eventualmente los
granos y contaminandolos con toxinas. La especificidad del huésped varia entre las especies de
Fusarium. F. verticillioides causa la pudricion de la mazorca, principalmente en el maiz y el sorgo,
pero puede infectar a muchas otras plantas (Baayen et al., 2000; O’Donnell et al., 1998).

2.10 Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es un ascomiceto que pertenece a la subdivision Deuteromycota, en
esta se agrupan a los hongos en los que no se ha descrito una fase sexual, 0 bien, esta es muy rara.
F. verticillioides entra dentro de esta Gltima categoria ya que, si presenta una fase sexual llamada
teleomorfo, o forma perfecta, es muy dificil de encontrar en la naturaleza y se requieren
condiciones especiales para observarlo in vitro (Deacon, 1997; Leslie & Summerell, 2007). En el
estado anamorfo, o de reproduccion asexual, hay abundante produccion de microconidias; éstas
son células ovaladas con la base aplanada y agrupadas en cadenas. Siempre se forman a partir de
monofialides, los cuales se pueden agrupar en pares en forma de “v” dando una apariencia de
“oreja de conejo” formando cadenas bastante largas. Algunas cepas también generan
macroconidias lo cual es muy raro, suelen tener una apariencia larga y delgada, y con cinco o seis
septos. Muestran dos células: una apical, que es curva, y otra basal, en forma de pie. Este tipo de
conidias se producen con estructuras que aparentan racimos denominados esporodoquios, algunas
de las estructuras mencionadas previamente se pueden apreciar en (Figura 2) (Leslie &
Summerell, 2007).

>,

Figura 2. Fusarium verticillioides A — B (Macroconidios); C — D (Microconidios); E — F (Microconidios in situ en
agar hoja de clavel) A — D, barra de escala 25 um; E — F, barra de escala a 50 pm (Leslie & Summerell, 2007).
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Las caracteristicas y la morfologia de la colonia de esta especie varian de acuerdo con el medio de
cultivo. Por ejemplo, en PDA el micelio es blanco, al inicio, y forma pigmentos que van desde gris
hasta violeta. En cambio, en algunos cultivos ya envejecidos, la hifa del hongo produce melanina
para conformar estructuras llamadas esclerocios, un ejemplo de la apariencia de las colonias se
puede observar en (Figura 3) (Leslie & Summerell, 2007; Pitt, 2014).

.

R

Figura 3. Fusarium verticillioides. Colonias de F. verticillioides en medio
PDA y agar dicloran cloranfenicol peptona (Pitt, 2014).

La especie F. verticillioides se distribuye por todo el mundo, y con alta frecuencia es aislada del
maiz, practicamente de cualquier 6rgano de la planta. Es el principal patégeno del cultivo y
limitante de la productividad porque ocasiona pérdidas cuantiosas que varian afio con afio. Se le
conoce como un patdgeno necrétrofo por la capacidad que tiene de causar la muerte del tejido
hospedero y luego, sobrevive como saprdfito en el rastrojo. Sin embargo, durante los periodos
tempranos de la infeccion el hongo adquiere una fase biotrofa, al grado de que puede sobrevivir
como enddfito en las semillas y en el tallo de las plantas sin causar dafios visibles. Cuando las
condiciones ambientales son favorables, infecta los tejidos de la planta y es capaz de provocar
pudricién en érganos como la raiz, el tallo y la mazorca. Tal circunstancia resulta de la compleja
interaccion entre varios factores como son la virulencia de la cepa, el genotipo y la etapa del
desarrollo del maiz, asi como las condiciones ambientales (Desjardins et al., 1995; Duncan &
Howard, 2010; Kedera et al., 1994).

El clima caliente y humedo favorece la putrefaccion de la mazorca durante el periodo de llenado
de grano (Samapundo et al., 2007; Torres et al., 2003). A diferencia de otros hongos que son
estrictamente biotrofos, F. verticillioides no genera estructuras especializadas que faciliten la
entrada al tejido y a las células. Sin embargo, es capaz de producir cantidades importantes de
enzimas liticas y toxinas que contribuyen al proceso infeccioso. Entre las micotoxinas que sintetiza
la especie se hallan el acido fusérico, la fusarina C, las naftoquinonas, la moniliformina y las
fumonisinas, estas ultimas son las mas abundantes. La presencia de esos compuestos en productos
agricolas causa gran preocupacion, debido a los efectos que ocasionan cuando animales y humanos
los consumen (Bacon et al., 1989, 1996; Jennings, 2007; Rabie et al., 1982).
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2.11 Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas que contaminan el maiz y son producidas
principalmente por F. verticillioides, y de acuerdo con la Agencia Internacional de Investigacion
en Céancer (IARC), desde 1993 se encuentran catalogadas en el grupo 2B como posibles
carcindgenos humanos por detras de Aflatoxina B1 (AFB1) que se encuentra en el grupo 1 de esta
clasificacion. Existen 15 tipos de fumonisinas agrupadas en cuatro categorias (A, B, C, P); siendo
las mas conocidas FBi, FB. y FBs, de las cuales FB1 es la méas toxica y representa
aproximadamente 70 % de la fumonisina total (Torres-Sanchez & Lopez-Carrillo, 2010). Las
fumonisinas B contienen un esqueleto lineal de 20 carbonos, con un amino en el C-2 y residuos de
acido tricarboxilico esterificados en C-14 y C-15 su estructura molecular se puede observar en
(Figura 4) (Bezuidenhout et al., 1988; de la Torre-Hernandez et al., 2014; Rheeder et al., 2002).

o OH
P @
OH R; o OH
NH, R> o OH
T
o OH

R1 R2
Fumonisina B1 OH OH

Fumonisina B2 OH H
Figura 4. Estructura quimica de las fumonisinas del grupo B (de la Torre-
Hernandez et al., 2014).

En cuanto a la capacidad de producir fumonisinas, existen varios factores a considerar como las
caracteristicas de la cepa F. verticillioides, aun cuando las cepas crezcan bajo las mismas
condiciones en un sustrato natural como maiz o en un medio de cultivo de composicion definida,
factores ambientales como el pH, Aw, y nutrientes también regulan la sintesis de fumonisinas, por
lo que, estd es muy variable (de la Torre-Hernandez et al., 2014).

Debido a que las fumonisinas tienen una estructura quimica similar a la cadena larga de los
precursores de los esfingolipidos se considera que el metabolismo de estos Gltimos es el blanco de
la accion toxica de la fumonisina. EI metabolismo de los esfingolipidos consta de dos etapas, la
sintesis de novo a partir del complejo serina palmitoil-CoA y el recambio de esfingolipidos que
incluye la hidrolisis de esfingolipidos complejos. En ambas etapas interviene la enzima ceramida
sintetasa, la cual es blogueada por la accion de la fumonisina. Este bloqueo conlleva la inhibicion
en la sintesis de ceramida, incremento de la esfinganina y la esfingosina, una mayor degradacion
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de las bases esfingoides provenientes de la dieta y, finalmente, una reduccion en la formacion de
esfingomielina (Abdel Nour et al., 2007; Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008).

Los esfingolipidos forman parte de la membrana celular e intervienen en los procesos de
crecimiento, diferenciacion y muerte celular al mantener la estructura de la membrana, la
comunicacion intercelular, la interaccion entre las células y la matriz extracelular, regulando los
receptores del factor de crecimiento y actuando como segundos mensajeros (Merrill et al., 1997).

El agotamiento de esfingolipidos complejos (ceramida, esfingomielina y glicofosfolipidos) y la
acumulacién de las bases esfingoides (esfinganina y esfingosina) alteran las funciones celulares
mencionadas anteriormente, y favorecen el estrés oxidativo y la proliferacion de peroxisoma, entre
otros (Marasas et al., 2004; Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008; Turner et al., 1999).

A través de la activacion del factor de necrosis tumoral, la exposicion a FB1 altera el balance de
muerte celular y replicacién contribuyendo a la carcinogénesis (Wild & Gong, 2009).

A pesar de existir diversas alternativas de prevencién y control para el problema de hongos y
micotoxinas, es necesario buscar nuevas alternativas que pudieran contribuir a disminuir este
problema, dado que, los conocimientos técnicos y cientificos actuales aun no nos permiten la
completa eliminacion de este peligro, solo establecer limites de sus concentraciones en los granos
para evitar consumir aquellos que estén contaminados con altas concentraciones de micotoxinas.
De tal forma que, el uso de lactoferrina bovina (Lfb) podria ser una buena alternativa, esta proteina
tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y antimicrobianas contra
bacterias, parasitos, hongos y virus. Otro de los objetivos de esta investigacion fue estudiar los
efectos de Lfb en conjunto de alguno de los fungicidas usados en la agricultura con mayor
frecuencia, por lo que, también se realizaron tratamientos con bicarbonato de amonio y &cido
acético.

2.12 Bicarbonato de amonio

El bicarbonato de amonio (NH4) HCO3 (BA) es un sélido cristalino que se descompone en
amoniaco y dioxido de carbono en condiciones adecuadas de H° y T°. Las soluciones acuosas de
esta sal suelen ser ligeramente alcalinas (Winston, 1995).

Se sabe que los compuestos de bicarbonato y carbonato presentan propiedades fungicidas para
fines agricolas. EI BA inhibe la germinacion esclerdtica y el crecimiento micelial de diversos
hongos vy tiene actividad antimicotica contra una variedad de hongos micotoxigénicos, incluido
Aspergillus parasiticus en el maiz. Se desconoce el mecanismo por el cual el BA inhibe los hongos.
Punja propuso que la inhibicién involucraba el amoniaco no ionizado asociado con este compuesto
y sugiri6 que la toxicidad del BA no era un efecto directo del pH, sino que parecia estar mediada
por el pH. La disociacion de las especies NHs para la formacion de amoniaco libre sin carga
depende del pH y se rige por la ecuacion de equilibrio NHs"+ HoO = NH3 + H3 O* (pKa=9.25a
25 °C). La toxicidad del amoniaco se atribuye a la difusion pasiva de la membrana de las especies
de NHs no ionizado en los compartimentos intracelulares de los organismos susceptibles. La
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permeabilidad de la membrana, y por tanto la toxicidad, de los iones de amonio hidratados y
cargados es relativamente baja (Depasquale et al., 1990; Punja, 1986).

2.13 Acido acético glacial

El &cido acético (CHsCOOH), presenta una masa molecular de 60.05 kilodalton (kDa), es un
compuesto organico liquido, incoloro, miscible con el agua, con un olor acre y un sabor claramente
agrio. El &cido acético glacial (AAG) se refiere al acido acético anhidro, es decir, sin presencia de
agua. Se le da el nombre de glacial ya que cuando el acido acético se congela tiende a precipitarse
dejando el agua en forma de cristales sobre él (da Silva et al., 2015). El acido acético puede tener
efecto fungicida, fungistatico, bactericida — bacteriostatico, nematicida, herbicida y fumigante
(Tenuta et al., 2002; Ushiwata et al., 2009).

Se han sugerido algunos mecanismos para explicar el efecto inhibitorio del acido acético. El acido
acético disminuye el valor del pH, esto puede influir en el crecimiento al acidificar la célula, lo
que consumird una gran cantidad de energia para mantener la homeostasis del pH intracelular.
También se han propuesto otras explicaciones, incluida la ruptura de la membrana, la interrupcion
de las reacciones metabolicas y la acumulacion de aniones toxicos. Tres de los hongos (P.
roqueforti, P. commune y F. sporotrichoides) y una especie de levadura (Kluyveromyces
marxianus) no crecieron a pH 3 (Kang et al., 2003).

2.14 Lactoferrina

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina de union a metales. Esta molécula se descubri6 por
primera vez como "proteina roja" en la leche bovina y se aislé de la leche humana y bovina
(Takayama, 2013).

Lf pertenece a una familia de proteinas llamada transferrinas, es un grupo de proteinas de unién al
hierro que se encuentran en muchos organismos eucariontes, y estd formada por 4 proteinas la
transferrina sérica, ovotransferrina, melanotransferrina y Lf. Las transferrinas se encontraron
originalmente en el plasma sanguineo y en fluidos secretores de vertebrados. Esta familia se ha
dividido en funcion de la secuencia de aminoacidos que conforman cada proteina, también por su
funcién y ubicacion. La transferrina sérica es sintetizada por los hepatocitos y eritrocitos, su
funcion principal es el transporte de hierro. Otro miembro de la familia, la ovotransferrina, esta es
secretada principalmente en el higado y oviducto de aves, constituye un 12 % de la proteina de la
clara de huevo, tiene funciones antimicrobianas por su capacidad para fijarse en iones de Fe*, Cu™,
Zn?* y Mn*'. La melanotransferrina, fue descubierta en los 80’s como uno de los primeros
antigenos tumorales del melanoma, se le han atribuido multiples funciones como transporte de
hierro, angiogénesis, proliferacion y migracion celular, asi como cancerogénesis (Lambert et al.,
2005; Rahmanto et al., 2012; Vogel, 2012).

La Lf se encuentra en las secreciones de mamiferos como la leche materna (especialmente en el
calostro), el liquido seminal, las secreciones uterinas, las lagrimas y la saliva. La Lf es sintetizada
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por diferentes poblaciones celulares, incluyendo a los neutréfilos, macréfagos y epiteliales
glandulares, se secreta principalmente en respuesta a procesos inflamatorios (Actor et al., 2009;
Baker & Baker, 2005; Gonzalez-Chavez et al., 2009; Legrand et al., 2008).

Se identificé a Lf como una proteina de unidn a hierro debido a su secuestro de iones libres Fe?*y
Fe3*y, por lo tanto, se incluye en el grupo de metaloproteinas. Esta biomolécula tiene capacidad
multifuncional, incluyendo: propiedades inmunomoduladoras en relacidn con la respuesta inmune
innata y adaptativa; propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y
antimicrobianas contra bacterias, parasitos, hongos y virus; ademas contribuye a la capacidad
regenerativa de tejidos (Moreno-Expésito et al., 2018).

La Lf se conoce como una proteina altamente basica y se une a moléculas anionicas como el ADN,
la heparina, los glucosaminoglicanos y las endotoxinas. La multifuncionalidad de la lactoferrina
podria explicarse por la diversidad de células y moléculas diana. Los datos estructurales y
funcionales de la Lf sugieren que su estructura caracteristica contribuye a sus diversas funciones
(Takayama, 2013).

La estructura molecular de Lf consiste en una cadena polipeptidica simple y glucano, cuenta con
un peso molecular de 78 kDa. La lactoferrina humana y bovina consta de 691 y 696 aminoacidos,
respectivamente, su homologia en cuanto a la secuencia de aminoacidos es de un 70 %
aproximadamente mientras que para el caso de lactoferrina humana y de chimpancé comparten un
97 % de homologia en su secuencia. A nivel molecular Lf cuenta con estructuras secundarias
conformadas por hélices (33 - 34 %) y hebras (17 - 18 %). Las estructuras terciarias de Lf, constan
de 2 l6bulos simétricos (I6bulo N y 16bulo C) unidos por una a-helice corta. Estos dos l6bulos son
globulares y se pueden dividir en 2 subdominios de tamafio similar: N1 y N2; Cl1 y C2,
respectivamente (Wang et al., 2017; Yount et al., 2007). En la (Figura 5) podemos observar un
modelo tridimensional de la estructura molecular de Lf (Takayama, 2013).

Lactoferrin

Figura 5. Estructura tridimensional de
Lactoferrina (Takayama, 2013).
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El ion metalico mas com(n asociado con la lactoferrina es el ion de hierro férrico (Fe 3%). Una
molécula de lactoferrina puede unir dos iones de hierro con alta afinidad (K ~ 10?? M) (Takayama,
2013).

Debido a la capacidad de unirse reversiblemente al hierro férrico (Fe*), Lf puede estar libre de
hierro (apo-Lf) o asociado a él (holo-Lf), y esto le da una conformacion tridimensional diferente a
la molécula dependiendo de si est4 unida al hierro férrico o no. Apo-Lf tiene una conformacion
abierta, mientras que holo-Lf es de conformacidn cerrada y con mayor resistencia a proteasas. Para
el caso de la lactoferrina bovina (Lfb) esta se encuentra saturada parcialmente de hierro (>20 %)
(Gonzélez-Chavez et al., 2009; Takayama, 2013).

La afinidad de la lactoferrina humana y bovina por el ion hierro es aproximadamente 260 veces y
30 veces mayor que la de la transferrina, respectivamente. Esta estabilidad de la lactoferrina es
causada por la interaccion cooperativa de los dos l6bulos. La alta afinidad y estabilidad de la union
al hierro por la lactoferrina hace que esta proteina no solo sea un portador de hierro, sino también
un fuerte eliminador de hierro y una molécula antioxidante (Takayama, 2013).

Se han realizado estudios donde se ha demostrado que la Lf de mdltiples especies de mamiferos
puede inhibir el crecimiento de algunos agentes patdgenos, incluyendo hongos y parasitos. Sin
embargo, las concentraciones minimas inhibitorias de crecimiento informadas para Lf son mucho
mas altas que las de la mayoria de los medicamentos antimicéticos disponibles actualmente y
varian notablemente de un papel a otro, lo que probablemente se deba a diferentes condiciones de
ensayo y a una variacion significativa dentro de la especie en la susceptibilidad a la proteina
(Leboffe et al., 2009).

Se tiene bien documentado que Lfb tiene actividad antifingica contra una gran variedad de
patégenos de humanos y plantas, incluyendo levaduras y hongos filamentosos. Lo que mas
ampliamente se ha estudiado es la actividad antifingica en el género Candida, los primeros
trabajos con esté género atribuyeron el efecto antifungico de Lf a su capacidad de secuestrar hierro
resultando en un efecto fungistatico, se confirmé al agregar hierro a cultivos de Candida y
Cryptococcus previamente inhibidos con Lf (Kirkpatrick et al., 1971).

Estudios mas recientes ahora sugieren que el principal mecanismo antifingico de Lf, ademas de
la quelacion de hierro, ocurre a través de una interaccion directa de Lf con la superficie de la célula
fangica, lo que conduce a dafios y fugas en la membrana celular. Los ensayos de proteinas
sobrenadantes y la tincién con yoduro de propidio han demostrado que Lf altera la permeabilidad
de la superficie celular en C. albicans, C. krusei y Cryptococcus neoformans, lo que lleva a la
muerte celular (Kondori et al., 2011; Nikawa et al., 1993; Wakabayashi et al., 1998).

A través de microscopia electronica de barrido, se han observado alteraciones en la superficie
celular, provocando una fuga de proteinas, la formacion de ampollas en la superficie, hinchazon y
colapso celular en muestras de C.albicans, C.krusei y C.neoformans (Nikawa et al., 1993;
Wakabayashi et al., 1998).

Se ha estudiado la induccidn de un fenotipo apopt6tico en las células de C. albicans posterior a ser
tratada con Lf, esto se manifestd con liberacion de iones potasios intracelulares, acidificacion del
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citoplasma, cambios en el potencial de membrana, acumulacion intracelular de radicales
superdxido y condensacion de cromatina (picnosis). Los detalles por los cuales Lf induce procesos
similares a la apoptosis en hongos siguen sin estar claros, sin embargo, estudios recientes han
examinado este mecanismo en especies de levadura significativas. En Saccharomyces cerevisiae,
se demostro que holo-Lf induce la muerte celular al dafiar a la mitocondria por un mecanismo
dependiente de caspasa, que se caracteriza por acumulacion de radicales superoxido y liberacion
del citocromo ¢ (Acosta-Zaldivar et al., 2016; Viejo-Diaz et al., 2005) .

El trabajo del mismo grupo, pero en Candida albicans determiné que el objetivo de holo-Lf es una
ATPasa Pmalp, que es una proteina translocadora de protones, esta es la principal contribuyente
en la regulacién del pH en levaduras (Andrés et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

La contaminacion de cualquier tipo de grano por hongos micotoxigénicos tiene un gran
impacto econdmico en el sector agropecuario, pero no solo se limita a eso, también tiene efectos
negativos en la salud y produccion animal, asi como en la salud humana. Actualmente, la
resistencia a los antifungicos contribuye a la contaminacion fungica en el sector agricola. De
manera que, el estudio de la interaccion de Lfb y F. verticillioides podria proponer una alternativa
novedosa, se ha demostrado que Lfb tiene actividad antifingica en diferentes especies de hongos,
actualmente no existen reportes en F. verticillioides, ademas no se ha reportado resistencia
antimicrobiana a Lfb, por lo que determinar su efecto podria contribuir a establecer nuevas
alternativas terapéuticas para la prevencion o tratamiento de su infeccion en el campo.
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4. HIPOTESIS

La lactoferrina bovina tendra un efecto inhibidor sobre el crecimiento de F. verticillioides, al
interactuar en medio liquido y solido interrumpird el crecimiento exponencial del hongo y las
esporas restantes seran inviables.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

e Estudiar el efecto que produce la lactoferrina bovina (Lfb) en el hongo Fusarium
verticillioides en cultivo liquido y solido.

5.2 Particulares

e Elaborar una curva de produccion de esporas de F. verticillioides en caldo papa
dextrosa (CPD) y en grano de maiz estéril.

o Establecer el efecto de Lfb en la produccion de esporas de F. verticillioides en CPD y
en grano de maiz estéril.

e Observar el efecto de las sales de bicarbonato de amonio (BA) en la produccién de
esporas de F. verticillioides en CPD y en grano de maiz estéril.

e Identificar el efecto del &cido acético glacial (AAG) en la produccion de esporas de F.
verticillioides en CPD y en grano de maiz esteril.

e Estudiar el efecto de Lfb en combinacion con BA y también AAG durante la
produccidén de esporas de F. verticillioides en CPD y en grano de maiz estéril.
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6. METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan Campo 4, en el laboratorio del Programa de Investigacion Aviar (PIA) de
micotoxicologia.

La cepa con la cual se prepararon los inoculos de F. verticillioides (UNIGRAS-2509), fue
proporcionada amablemente por el Dr. Ernesto Moreno Martinez 1 de la Unidad de Investigacion
en Granos y Semillas (UNIGRAS) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Tanto Lfb (Nutrisciences®, USA) como AAG (SIGMA®, USA) fueron proporcionados
amablemente por el Laboratorio 52 de Biologia celular del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

Lfb se reconstituyd con agua destilada y posteriormente se realiz6 una esterilizacion por filtracién
en membranas de nitrocelulosa de 0.22 um (Millipore, USA).

Las sales de BA (Econoclear®, México) y AAG se prepararon con agua destilada a una
concentracion del 10 %.

6.1 Disefio experimental

El experimento se realizd en 2 fases, en una se utilizo CPD como medio de cultivo y en la otra
viales con granos de maiz amarillo Zea mays (GM).

Cada fase cont6 con 6 tratamientos, control (CT), lactoferrina bovina a una concentracion de 3 uM
(GM) y 1.8 uM (CPD) , bicarbonato de amonio al 10 % (BA 10 %) (54 uM CPD, 90 uM GM)
acido aceético glacial al 10 % (AAG 10 %) (54 uM CPD, 90 uM GM), lactoferrina bovina +
bicarbonato de amonio al 10 % (Lfb 1.4 uM + BA 10 % 10 uM CPD y Lfb 2 uM + BA 10 % 30
UM GM) y lactoferrina bovina + acido acético glacial al 10 % (Lfb 1.4 uM + AAG 10 % 10 uM
CPDy Lfb 2 uM + AAG 10 % 30 uM GM). A cada tratamiento se le inocularon 1000 esporas de
F. verticillioides, tuvieron un crecimiento de 10 dias, se les dio lectura cada 24 horas (hrs). Los
tratamientos en CPD tuvieron 6 repeticiones y los viales con maiz amarillo 9 repeticiones.

Las lecturas de cada tratamiento consistian en la cuantificacion de esporas y medicion de pH.

6.2 Preparacidon medios de cultivo

Previo a la inoculacion de los medios de cultivo se realiz6 lo siguiente:

e Maiz: Para la realizacion de todos los experimentos se usaron 1.82 kg de Maiz amarillo,
este maiz se limpié de forma manual buscando eliminar granos rotos o con alguna
pigmentacion, asi como la eliminacién de alguna particula ajena al maiz. Posteriormente
se determino la humedad del maiz (HF) por el método de secado, el cual consistié en tomar
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el peso individual de 10 frascos vacios (WC), después vaciar entre 3 a 4 gr de maiz (SH,
peso del grano), volverlos a pesar (WC + SH), se dejaron esos 10 frascos por 5 dias en un
horno de cultivo bacteriolégico a una temperatura entre 30 — 36 °C, después se volvieron
a pesar (SS, peso de grano secado) (WC + SS), se determiné la humedad de cada vial con
la siguiente férmula:

(WC + SH) — (WC +SS) = AQU
AQU

El Maiz se distribuyd en viales de vidrio, a cada uno se le colocé 3.0 g de maiz, la boquilla
de cada vial fue cubierta con una tapa de papel filtro, junto con una liga que mantuviera
dicho papel adherido a la boca del vial. EI maiz fue esterilizado por vapor utilizando el
autoclave.

Caldo papa dextrosa: Se prepararon 3.0 litros de CPD se distribuyeron en viales de vidrio

estériles con 10 ml en cada vial, una vez servido el medio de cultivo se tap6 la boca de
cada contenedor.

6.3 Preparacion de solucion de esporas de F. verticillioides.

Para preparar todos los in6culos que crecieron en los medios de cultivo se siguid el siguiente
procedimiento:

1.
2.

Se desinfectd el area de trabajo.

Se tomo un agar cultivado con F. verticillioides (también se pueden usar granos de maiz
que han sido inoculados) y se realizd un explante al agar, el cual fue colocado en un vaso
de precipitado de 200 ml.

Se agregd 10 ml. de Tween 80 % al vaso de precipitado y se homogenizo.

Se filtrd el contenido del vaso a través de un embudo el cual contaba con una gasa estéril
y el contenido fue recolectado.

Se realizo la cuantificacion de esporas por cAmara de Neubauer de una suspension de 10
ml filtrada previamente.

Cuantificacion de esporas:

e Se llenaron los reticulos superior e inferior de la camara con la suspension de
esporas.

e Se realizo el conteo de esporas de forma visual, los cuadrantes que se contaron se
muestran en la (Figura 6) (CETA FES ZARAGOZA, 2018).

29



e El conteo de los cuadrantes se realizd de la siguiente manera: el orden de conteo de
cada cuadrante es el que tienen los nimeros en la Figura 6, cada cuadrante se
comenzaba a contar en su carril superior empezando del lado izquierdo, el sentido
del conteo del siguiente carril comienza donde se termino de contar el primero (lado
derecho), se evitaron contar estructuras que estuvieran a la mitad o encima de las
lineas superiores y del lado derecho de cada cuadricula del cuadrante (CETA FES
ZARAGOZA, 2018).

Figura 6. Camara de Neubauer. Los numeros representan el orden en que se realizo el conteo de los
cuadrantes. Editada de (CETA FES Zaragoza, 2018)

e Una vez obtenidos los conteos de ambos reticulos se promediaron sus valores, al
tener ambos valores estos también se promediaron, el resultado se multiplicé por
un factor x100 para obtener la concentracién de esporas por ml.

6. Una vez determinada la concentracion de esporas se aforo la suspension de esporas a 100
ml con Tween 80 %.

6.4 Inoculacién de F. verticillioides en medio liquido

Una vez preparados los medios de cultivo para cada tratamiento se procedié también con la
preparacion de solucién de esporas a una concentracion de 10,000 esporas por ml. Posteriormente
se inocularon los viales de acuerdo con los volumenes siguientes para cada tratamiento CT (Tween
80 % 540 pl), Lfb 1.8 uM (540 ul), BA 10 % (540 ul), AAG 10 % (540 pl), Lfb 1.4 uM (440 pl)
+ BA 10 % (100 pl) y Lfb 1.4 uM (440 pl) + AAG 10 % (100 pl).

Todos los tratamientos fueron inoculados con 1000 esporas; posteriormente, se les coloco papel
aluminio estéril con ventilacion y se mantuvieron en un horno bacteriologico (T° de 30 — 36 °C,
HRE 35 — 40 %).

6.5 Inoculacidn de F. verticillioides en grano de maiz

Se prepard una solucién de esporas de la misma manera como se describio en el capitulo 6.3,
a una concentracion de 10,000 esporas por ml. Se inocularon los viales, utilizando la siguiente
férmula para determinacion de volumen (27 % Humedad final = HF) (CH= volumen para llegar a
humedad final) (H.I= humedad inicial del grano)

(“100 H.I

y .
100 HF|| —1) X cantidad de grano
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Una vez que se determiné el volumen de requerimiento a H.F de 27 %, se requirié 1.0 ml, y se
inocularon los viales de la siguiente manera, CT (Tween al 20 % 900 pl), Lfb 3 uM (900 ul), BA
10 % (900 pl), AAG 10 % (900 ul), Lfb 2 uM (600 pul) + BA 10 % (300ul) y Lfb 2 uM (600 pl)
+ AAG 10 % (300pl).

Los tratamientos fueron inoculados con 1000 esporas y Se agitaron por 2 minutos, posteriormente
se incubaron los viales con papel filtro para su ventilacion a T° 30 — 36 °C, HRE 35 — 40 %.

6.6 Lectura en medio liquido

Para realizar la cuantificacion de esporas y la medicion de pH, se preparé una solucién de
esporas de cada repeticion con el siguiente procedimiento:

1. Se tomaron 10 ml de CPD vy fueron filtrados en un embudo y papel filtro.

2. Una vez que se filtraron todas las muestras se centrifugaron (4000 rpm/5 min).

3. Se decanté el liquido sobrenadante quedandose con el boton al fondo del tubo el cual
se restituyd con 10 ml/Tween 20 %.

4. Los lavados se repitieron tres veces para posterior lectura.

La cuantificacion de esporas se hizo utilizando el mismo método descrito en el capitulo 6.2.

6.7 Lectura en grano de maiz

Para realizar la cuantificacion de esporas y la medicién de pH, se realiz6 una solucién de
esporas de cada repeticidn siguiendo este procedimiento:

1. Seafadié 10 ml de Tween al 20 % a cada muestra que se fuera a dar lectura y se taparon
con un tapon de goma.

2. Se agitaron las muestras por 2 minutos.

3. Se tomo cada muestra y se paso su contenido por un embudo de plastico con un papel
filtro.

4. El contenido fue recolectado en tubos de ensayo de 50 ml.

La cuantificacion de esporas se hizo utilizando el mismo método descrito en el capitulo 6.2.
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6.8 Pruebas de viabilidad

Durante el curso de este experimento se determind la viabilidad de las esporas de F.
verticillioides en cada tratamiento, una vez que se inoculd y se realizo la lectura, en los dias 4y 8
se tomaron 100 pl de esporas los cuales fueron inoculados en agar papa dextrosa (PDA) (3
repeticiones por tratamiento), las observaciones fueron realizadas a las 24, 48 y 72 hrs. después de

la inoculacion. Dentro de estés, se evalud la implantacion de alguna estructura micética con la
ayuda de un microscopio estereoscopico.
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7. RESULTADOS

Se elabor6 una curva de produccién de esporas del hongo, esto con la finalidad de conocer las
fases de crecimiento tanto en un medio sintético como lo es el caldo papa dextrosa y en una fuente
natural de contaminacion como lo es el grano de maiz.

7.1Curva de produccion de esporas CPD

Se establecio la curva de produccion de esporas, los dias 1y 2 se estabilizo la produccién de
esporas representando una fase de latencia, los dias 3 — 7 se observa un aumento significativo en
su produccion, representando una fase exponencial, los dias 8 — 10 la produccion de esporas
disminuyd progresivamente, representando una fase estacionaria con tendencia a muerte. Durante
el tratamiento la solucion de esporas del hongo mantuvo un rango de pH muy amplio del 5.6 al
7.2, los primeros 2 dias el valor del pH es atribuible a las caracteristicas del medio (pH CPD 5.6),
el hongo al crecer de manera exponencial alcaliniza ligeramente el pH llevandolo a un valor
cercano del neutro (7.2) para posteriormente ir acidificando el medio. La cuantificacion de las
esporas y las mediciones de pH para cada dia de crecimiento se puede observar en la Tabla 1.y
Gréfico 1.

Tabla 1. Cuantificacion de esporas y pH de F. verticillioides CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 5.6
1 1,933 + 208 5.6
2 3,074+ 173 7.0
3 47,600 + 400 7.2
4 60,300 + 990 7.0
5 68,050 + 2,051 6.6
6 76,010 + 1,400 6.1
7 82,150 + 1,909 5.9
8 80, 700 + 1,273 5.8
9 75, 530 * 636 5.9
10 69,600 + 849 6.0
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y, se observa la concentracion
estimada de esp/ml. La produccién de esporas se estabiliza los dias 1y 2, del dia 3 — 7 se observa un
aumento significativo en la produccion de esporas, los dias 8 — 10 la producciéon empieza a disminuir

progresivamente.

7.2Tratamiento Lfb 1.8 uM CPD

Para poder determinar el efecto de Lfb, se realiz6 una incubacién con F. verticillioides. Los

efectos de Lfb fueron evidentes a partir del dia 2, las concentraciones de esporas disminuyeron de

manera progresiva hasta el dia 4 donde ya no se encontraron esporas. Durante los primeros 2 dias
de tratamiento, se presentaron valores de pH influenciados por Lfb reconstituida (pH Lfb 6.5), una

vez pasadas las 48 hrs. se observaron los efectos inhibitorios en la produccién de esporas, el pH
comenzd a subir hasta alcanzar un valor de 8.7 el dia 4, posteriormente el pH se mantuvo en rangos
de 7.1 a 7.8 con una tendencia ligeramente alcalina. La cuantificacion de esporas y las mediciones
de pH del tratamiento se puede observar en la Tabla 2 y Graéfico 2.

Tabla 2. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento Lfb 1.8 uM CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1000+ 0 6.5
1 960 + 139 6.5
2 462 + 67 7.3
3 96 + 13 7.9
4 0+0 8.7
5 00 1.7
6 0£0 7.8
7 0+0 7.8
8 00 7.1
9 0+0 .7
10 0+0 7.8
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Gréfico 2. Tratamiento Lfb 1.8 pM CPD

90,000
£ 80,000 A

= / \_ — if
o 70,000 ~ 18
£ 60,000 / uM
a%)- 50,000 ],

2 40,000 /

S 30,000 —CT
(&)

20,000 /
10,000 /
0 ‘{/

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de crecimiento

En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracidn estimada
de esporas por ml. Se logra observar que no hay aumento en la produccion de esporas, a partir del dia 4 ya no
se observaron esporas viables.

Concentra

7.3 Tratamiento BA 10 % CPD

Esta documentado que las sales de BA son usadas como agentes fungicidas en el campo, por
lo que se estudid sus efectos a una concentracion del 10 %. En la cuantificacion de esporas se
observaron en cantidades mayores al tratamiento CT los dias 1, 2, 9 y 10 de crecimiento. En este
tratamiento los valores de pH tuvieron una tendencia ligeramente acida, mayormente se mantuvo
en rangos de 5.9 a 6.6. El hongo nunca detuvo su produccion de esporas, la cuantificacion de
esporas y las mediciones de pH de todo el tratamiento se pueden observar en Tabla 3 y Gréfico
3. De acuerdo con nuestros resultados, las sales de BA no tienen un efecto inhibidor sobre F.
verticillioides a una concentracion del 10 %.

Tabla 3. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento BA 10 % CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 5.6
1 7,550 + 265 6.5
2 17,667 £ 2,053 7.0
3 38,400 + 3,666 6.0
4 42,667 £ 3,781 7.6
5 54,400 * 6,400 5.9
6 60,800 + 6,400 6.6
7 68,267 + 5,903 6.5
8 72,533 £ 5,390 6.6
9 109,520 + 7,840 7.0
10 136,200 + 8,754 7.1
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracién estimada de

esporas por ml. Se logra observar que el hongo durante los 10 dias no dejo de producir esporas.

7.4 Tratamiento AAG 10 % CPD

Se tiene documentado que el AAG tiene efectos tanto fungistaticos como fungicidas, al ser
usado de manera frecuente en la industria agricola, se estudié su efecto en F. verticillioides. El
AAG mostré efectos inhibitorios significativos a las 24 hrs de su aplicacion, las concentraciones
de esporas llegaron a 0 de manera progresiva el dia 5 del tratamiento. Durante el tratamiento el pH
mantuvo una tendencia &cida en rangos de 4.0 a 4.4, es clara la influencia del acido acético ya que
por si solo la solucion al 10 % tiene un valor de pH de 4.0. La cuantificacion de esporas y las
mediciones de pH de todo el tratamiento se puede observar en Tabla 4. y Gréfico 4.

Tabla 4. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento AAG 10 % CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 4.0
1 128 £ 15 4.0
2 106 +11 4.2
3 100 = 14 4.6
4 60+5 4.4
5 0+0 4.2
6 0+0 4.2
7 0+0 4.2
8 0+0 4.3
9 0+0 4.3
10 0+0 4.4
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Grafico 4. Tratamiento AAG 10% en CPD
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracién estimada de
esporas por ml. Los efectos inhibitorios se observan desde el dia 1y se llega a 0 el dia 5.

7.5 Tratamiento Lfb 1.4 uM + BA 10 % CPD

Uno de los objetivos particulares fue estudiar el efecto de sales de BA al 10 % usado en
combinacion con Lfb a 1.4 uM, el tratamiento tuvo efectos inhibitorios 24 hrs posteriores a su
aplicacion, los dias posteriores se encontraron cantidades muy bajas de esporas hasta llegar a 0 el
dia 5. Durante los primeros 5 dias de tratamiento el pH tiene una tendencia hacia la alcalinidad
(8.0 — 9.0), una vez que se detuvo la produccién de esporas por completo el pH comenzé a bajar
con una tendencia a lo acido (5.8 — 6.3). La cuantificacidn de esporas y las mediciones de pH de
todo el tratamiento se puede observar en Tabla 5 y Gréfico 5.

Tabla 5. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento Lfb 1.4 uM + BA 10 % CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 8.0
1 72 +18 8.2
2 50 + 20 8.1
3 50 + 20 9.0
4 17+6 7.8
5 0+0 7.9
6 0+0 5.8
7 0+0 6.1
8 0+0 6.3
9 0+0 6.6
10 0+0 6.3
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Gréfico 5. Tratamiento Lfb 1.4 puM + BA 10 % CPD
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada de
esporas por ml. Desde el dia 1 se logra observar un efecto inhibidor y a partir del dia 5 ya no hay crecimiento
alguno.

7.6 Tratamiento Lfb 1.4 uM + AAG 10 % CPD

Se estudio el efecto en conjunto de Lfb 1.4 uM + AAG 10 %, se observaron efectos inhibitorios
en la produccion de esporas a las 24 hrs del tratamiento, la concentracién de esporas disminuy6 de
forma progresiva hasta el dia 4, en este, ya no se observaron esporas. En este tratamiento el rango
de pH no fue tan variable, mayoritariamente tuvo una tendencia acida, la influencia de Lfb genera
un aumento en el valor del pH del &cido acético glacial, ya que al comienzo el pH tuvo un valor
de 5.0y con el paso de los dias fue tendiendo a acidificarse, oscilando mayormente entre 4.6 — 4.8.
La cuantificacion de esporas de todo el tratamiento y las mediciones de pH se puede observar en
la Tabla 6 y Gréfico 6.

Tabla 6. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento Lfb 1.4 uM + AAG 10 % CPD

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 5.0
1 123+5 5.0
2 67+6 5.1
3 20 £ 10 5.1
4 0+0 4.3
5 0+0 4.8
6 0+0 4.7
7 0+0 4.6
8 0+0 4.6
9 0+0 4.7
10 0+0 4.8
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada de

esporas por ml. Desde el dia 1 se logra observar un efecto inhibidor y a partir del dia 4 ya no hay crecimiento
alguno.

7.7 Curva de produccion de esporas de F. verticillioides GM

Se decidié usar granos de maiz al ser el principal cereal que suele ser infectado en forma natural
por F. verticillioides, se establecid la curva de produccidn de esporas, la produccion de esporas se
estabilizo el dia 1 representando una fase de latencia, los dias 2 —4 aument6 de forma significativa
la produccidn de esporas, representando una fase exponencial, la produccién fue disminuyendo los
dias 5y 6 representando una fase estacionaria y a partir del dia 7 - 10 la produccién de esporas fue
disminuyendo de forma progresiva, representando una fase de muerte. Durante este experimento
el pH tuvo una tendencia neutra 7.0 - 7.6. La cuantificacion de esporas y las mediciones de pH
para cada dia se pueden observar en la Tabla 7 y Gréfico 7.

Tabla 7. Cuantificacion de esporas y pH F. verticillioides en GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000£0 7.4
1 3,320 + 303 7.9
2 12,100 + 1,046 7.7
3 22,352 + 1,003 7.1
4 25,240 + 1,353 7.4
5 24,667 + 1,677 7.4
6 19,360 + 1,803 7.0
7 9,216 + 2,623 7.0
8 2,280 = 890 7.2
9 472 +119 1.7
10 376 + 106 7.6
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Gréfico 7. Produccion de esporas Fusarium verticillioides en GM
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada de
esporas por ml. La produccion de esporas se estabiliza el dia 1, aumenta de forma exponencial del dia2 al 4y
disminuye progresivamente del 5 al 10.

7.8 Tratamiento Lfb 3 uM GM

El tratamiento de Lfb 3 puM demostrd efectos inhibitorios durante los 10 dias, las
concentraciones de esporas fueron variables, el punto méximo fue el dia 5 y el minimo el dia 10,
a pesar de que no se llegaron a encontrar muestras sin esporas la viabilidad de estas fue puesta a
prueba. Durante este tratamiento el pH tuvo una tendencia neutra mayormente, se mantuvo en
rangos de 7.0 a 7.4, las primeras 48 horas el medio tuvo una ligera tendencia hacia lo alcalino (7.7
— 7.9). La cuantificacion de esporas y las mediciones de pH de todo el tratamiento se puede

observar en la Tabla 8 y Gréfico 8.

Tabla 8. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento Lfb 3 pM GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000 + 0 7.6
1 2,222 + 273 7.9
2 2,350 + 300 7.7
3 2,600 + 365 7.1
4 2,900 + 476 7.4
5 4,050 + 412 7.4
6 3,750 + 443 7.0
7 3,500 + 476 7.0
8 3,425 + 263 7.2
9 3,300 + 383 7.7
10 1,000 + 141 7.6
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Gréfico 8. Tratamiento Lfb 3 pM en GM
I T
/I/L ‘I\
-
\ —CT
—Lf3
| / \ o
o000 /{__P——I’{/*L £ £\

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de crecimiento

30,000

N
(S}
o
o
o

i

N
o

o o
o o
o o

i

[y
o

N
v

Concentracion de esporas por ml
&

En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion
estimada de esporas por ml. La produccién de esporas parece no detenerse durante el tratamiento, las
cantidades son variables el dia maximo es el 5y el minimo el dia 10.

7.9 Tratamiento BA 10 % GM

Durante el tratamiento BA 10 % se observé un efecto inhibidor a las 24 hrs del tratamiento, la
produccidn de esporas aumentd con mayor vigor del dia 2 al 10, nunca se observé una disminucion
en la produccién de esporas. La cuantificacion de esporas y las mediciones de pH de todo el
tratamiento se puede observar en la Tabla 9 y Gréfico 9.

Tabla 9. Cuantificacion de esporas de BA 10 % cultivado en GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 7.4
1 640 + 89 6.4
2 36,850 + 1,226 7.0
3 152,800 + 18,909 7.2
4 189,667 + 22,598 7.1
5 158,950 + 21,483 7.4
6 144,000 + 24,230 7.1
7 104,533 + 22,047 6.9
8 85,333 + 14,311 6.8
9 53,029 + 15,552 7.0
10 46,933 + 10,451 6.8
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada
de esporas por ml. Se pueden apreciar efectos inhibitorios a las 24 hrs, a partir del dia 2 no disminuyo la

produccion de esporas se realizé con mayor vigor.

7.10 Tratamiento AAG 10 % GM

El tratamiento AAG 10 % tiene efectos inhibitorios en las primeras 24 hrs, los cuales son mas
notorios a partir del dia 2, la produccion de esporas disminuy6 de manera progresiva a 0 el dia 8.
Durante este tratamiento el pH fue variable, comenz6 con un valor de 4.0 seguramente por la
influencia del acido acético (pH 4.0 AAG), una vez pasaron las primeras 72 hrs, el pH comenzé a
ascender y a oscilar los dias posteriores en rangos de 6.0 — 6.4. La cuantificacién de esporas y las

mediciones de pH de todo el tratamiento se puede observar en la Tabla 10 y Grafico 10.

Tabla 10. Cuantificacion de esporas y pH tratamiento AAG 10 % GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 4.0
1 1,300 £ 321 4.0
2 150 + 17 4.3
3 207 £ 30 4.8
4 100 £ 26 45
5 110+ 20 4.9
6 56 + 22 5.4
7 35+25 6.0
8 00 6.0
9 00 6.3
10 00 6.1




Graéfico 10. Tratamiento AAG 10 % en grano de maiz
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada de
esporas por ml. Se logra observar que a partir del dia 8 no hay crecimiento fangico.

Contenido de esporas por ml.

7.11 Tratamiento Lfb 2 uM + BA 10 % GM

Al usar Lfb 2 uM + BA 10 % se observaron efectos inhibitorios en todos los dias del
tratamiento. Las concentraciones de esporas fueron variables, pero nunca tuvieron un aumento
significativo u exponencial. EI pH del tratamiento fue variable, los primeros 4 dias tuvo una
tendencia hacia lo alcalino (7.9), posteriormente se fue manteniendo en rangos con tendencia a lo
neutro (7.4 — 7.7). La cuantificacion de esporas y las mediciones de pH de todo el tratamiento se
puede observar en la Tabla 11 y Gréfico 11.

Tabla 11. Cuantificacidn de esporas y mediciones de pH tratamiento Lfb 2 uM + BA 10 % GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 6.5
1 956 + 133 6.9
2 1,200 + 163 7.7
3 829 + 180 7.7
4 867 + 163 7.9
5 950 + 176 7.4
6 800 £ 179 7.4
7 1,080 + 110 6.8
8 1,017 + 133 7.7
9 720 £179 7.6
10 680 + 110 7.6
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Gréfico 11. Tratamiento Lfb 1.8 uM + BA 10 % GM
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracién estimada de
esporas por ml. La produccion de esporas fue variable no aumento, se mantuvo la mayor parte en concentraciones

menores a las de inoculacion.

7.12 Tratamiento Lfb 2 uM + AAG 10 % GM

Al usar AAG 10 % en combinacion con Lfb 2 uM, la produccién de esporas disminuy6 en las
primeras 24 hrs, al dia 4 ya no se encontrd espora alguna. En este tratamiento el rango de pH fue
variable, comenz6 con un valor tendiendo a lo acido (4.6) posteriormente fue alcalinizandose hasta
llegar a 6.8, para ese momento las muestras ya no tenian esporas. La cuantificacion de esporas y

las mediciones de pH de todo el tratamiento se puede observar en la Tabla 12 y Gréfico 12.

Tabla 12. Cuantificacion de esporas y mediciones de pH tratamiento Lfb 2 pM + AAG 10 % GM

Dia de crecimiento Esporas/ml pH
0 1,000+ 0 4.6
1 173+33 5.2
2 104 + 22 5.7
3 67+24 6.1
4 00 6.3
5 00 6.5
6 00 6.5
7 00 6.4
8 00 6.8
9 00 6.6
10 00 6.5
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Gréfico 12. Tratamiento Lfb 1.8 pM + AAG 10 % GM
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En el eje de las X se muestran los dias de crecimiento y en el eje de las Y se observa la concentracion estimada de
esporas por ml. Se observa una disminucion en la produccion de esporas desde el dia 1 y continda hasta el dia 4

donde ya no hay esporas.

7.13 Tratamientos en CPD compilados

Se puede observar en el Grafico 13. todos los tratamientos con resultados favorables realizados
en CPD, el Unico tratamiento que no tuvo una respuesta favorable fue el de BA 10 %, ya que
mantiene un crecimiento mayor al tratamiento CT como se puede observar en el Grafico 3., tanto
los tratamientos de Lfb 1.8 uM, AAG 10 %, Lfb 1.4 uM + BA10 % y Lfb 1.4 uM + AAG 10 %
tuvieron un efecto inhibidor en el crecimiento de F. verticillioides.

Gréfico 13. Tratamientos y produccion de esporas de F. verticillioides
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En el eje de las X se encuentran los dias de crecimiento y en el eje de las Y la concentracion de esporas por ml.
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Se establecieron los niveles de eficiencia de cada tratamiento destacando Lfb 1.8 uM, AAG 10 %,
Lfb 1.4 uM + BA 10 % y Lfb 1.4 uM + AAG 10 %, estos tratamientos llegaron a un nivel de
eficiencia del 100 % a las 72 hrs, el tratamiento que destac6 mayormente por haber tenido mayor
eficacia a las 24 hrs fue Lfb 1.4 uM + BA 10 % (96 %), seguido de los tratamientos Lfb 1.4 uM +
AAG 10 % (94 %) y AAG 10 % (93 %), esto se puede observar en Grafico 14.

Grafico 14. Niveles de Eficacia en los tratamientos contra F.
verticillioides en CPD.
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En el eje de las X se encuentran los dias de crecimiento y en el eje de las Y los niveles de eficacia de cada tratamiento con
efectos inhibitorios.
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7.14 Tratamientos en GM compilados

En el Grafico 15, se observan todos los tratamientos con resultados favorables realizados en
grano de maiz, al igual que en CPD el Unico tratamiento que no tuvo una respuesta favorable fue
el de BA 10 % como se puede observar en la Grafica 9., mantiene un crecimiento mayor a CT,
tanto los tratamientos de Lfb 3 pM, AAG 10 %, Lfb 2 uM + BA 10 % y Lfb 2 uM + AAG 10 %
tuvieron un efecto inhibidor en el crecimiento de F. verticillioides.
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Gréfico 15. Tratamientos y produccion de esporas de Fusarium
verticillioides GM
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En el eje de las X se encuentran los dias de crecimiento y en el eje de las Y la concentracion de esporas por ml.
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Se establecieron los niveles de eficiencia de cada tratamiento destacando Lfb 3 uM, AAG 10 %,
Lfb2uM +BA 10 %y Lfb 2 uM + AAG 10 %, estos tratamientos llegaron a un nivel de eficiencia
del 100 %, los tratamientos que destacaron mayormente por haber tenido mayor eficacia a las 24
hrs fue Lfb 1.4 uM + AAG 10 % (95 %), seguido de los tratamientos Lfb 1.4 uM + BA 10 % (71
%)y AAG 10 % (61 %), todos los niveles de eficacia se pueden observar en el Grafico 16.

Grafico 16. Niveles de Eficacia en los tratamientos contra F.
verticillioides GM
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=
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En el eje de las “X” se encuentran los dias de crecimiento y en el eje de las “Y” el nivel de eficiencia.
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7.15 Pruebas de viabilidad

En la Tabla 13. se muestran los resultados de la viabilidad de F. verticillioides a 4 y 8 dias de
crecimiento en CPD, las esporas fueron cultivadas en viales con PDA, los resultados fueron iguales
para ambos dias, el Unico tratamiento que mostro crecimiento a las 24 - 72 hrs de su inoculacién
fue BA 10 %, tanto los dias 4 como el 8.

Tabla 13. Pruebas de viabilidad en F. verticillioides tratamientos cultivados en CPD a 4 y 8 dias de

crecimiento
Tratamiento Crecimiento a 24 hrs Crecimiento a 48 hrs Crecimiento a 72 hrs
Lfb 1.8 uM - - -
BA 10 % + ++ 4+
AAG 10 % - - -

Lfb 1.4 uM + BA 10 % - ] ]

Lfb 1.4 pM + AAG 10 % - ; ]

La nomenclatura para registrar los resultados fue la siguiente: +: crecimiento apenas visible, ++: crecimiento
moderado, +++: crecimiento abundante, -: sin crecimiento
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En cuanto a los resultados de viabilidad de F. verticillioides en los tratamientos realizados en grano
de maiz, estos fueron iguales tanto para el dia 4 y 8 de crecimiento, las esporas fueron cultivadas
en viales con PDA, el tratamiento que mostro crecimiento a las 48 — 72 hrs de su inoculacion fue
BA 10 %, esto se puede observar en la Tabla 14.

Tabla 14. Pruebas de viabilidad en F. verticillioides tratamientos cultivados en grano de maiz a 4 y 8 dias de

crecimiento
Tratamiento Crecimiento a 24 hrs Crecimiento a 48 hrs Crecimiento a 72 hrs
Lfb 3 uM - - -
BA 10 % - + ++
AAG 10 % - - -

Lfb 2 uM + BA 10 % - - -

Lfb 2 uM + AAG 10 % - - )

La nomenclatura para registrar los resultados fue la siguiente: +: crecimiento apenas visible, ++: crecimiento
moderado, +++: crecimiento abundante, -: sin crecimiento

50



8. DISCUSION

El hongo F. verticillioides, es el principal patdgeno del maiz, se distribuye ampliamente en
zonas tropicales y subtropicales, tiene una gran capacidad toxigénica y de resistencia a los
fungicidas, razon por la cual se decidio probar una nueva alternativa para la prevencion y control
de la infeccion del maiz (Chavarri et al., 2017; de la Torre-Hernandez et al., 2014).

Es importante resaltar que este es el primer estudio en hacer uso conjunto de Lfb y BA junto con
AAG, ademaés de ser de los primeros en reportar los efectos de Lfb, BA, Lfb + BAy Lfb + AAG
sobre F. verticillioides en condiciones In vitro. A pesar de no haber estudios que coincidan
rigurosamente con las condiciones y las variables de estos experimentos, se determinaron los
efectos para cada tratamiento de acuerdo con la produccion de esporas y las pruebas de viabilidad.

La Lfb tiene un efecto fungicida a concentraciones de 1.8 uM (CPD) y 3 uM (GM), al transcurrir
72 hrs de la aplicacion del tratamiento en condiciones In vitro. Actualmente no existe algin otro
trabajo donde se haya buscado inhibir el crecimiento de F. verticillioides usando Lfb, aunque si se
han realizado estudios de Lf en otras especies de Fusarium, tal es el caso de Han y col., en 2012,
demostraron que Lfb tiene un efecto fungicida en F. graminearum, incluso a concentraciones mas
bajas que las empleadas en este estudio, ellos usaron extractos proteicos de trigo transgénico capaz
de expresar a Lfb a concentraciones de 0.25 — 0.80 nM/mg (0.00025 - 0.00080 uM) de tejido de
hoja, que habia sido previamente inoculado con esporas de F. graminearum, para realizar un
ensayo de difusion en gel en agar, al igual que este estudio una vez que pasaron 8 dias determinaron
que las esporas eran inviables (Han et al., 2012).

Se han clasificado diferentes mecanismos por los que la Lf tiene actividad antifungica, los estudios
que proponen dichos mecanismos fueron realizados en diversas especies fungicas, mayormente en
levaduras, en la mayoria se usa Lactoferrina proveniente de humanos, a pesar de eso no se descarta
que, F. verticillioides haya sufrido alguno de los mecanismos que se discutiran a continuacién, ya
que comparte algunas caracteristicas que son generales para los hongos y dichas caracteristicas
estan relacionadas con los mecanismos antifingicos de la Lf.

Como cualquier organismo vivo (dependiendo de la especie y las condiciones de crecimiento) F.
verticillioides necesita hierro para su crecimiento, generalmente los hongos requieren una
concentracion de hierro de 1 — 3 uM para mantener sus funciones metabolicas, posiblemente la
Lfb disminuyé las concentraciones de hierro (CPD 0.28 uM y GM 2.5 uM) en ambos medios
para inhibir el crecimiento del hongo, este es el principal mecanismo antifangico de la Lf, e incluso
se ha observado usando concentraciones de Lf menores a las de este estudio, el primero en
reportarlo fue Kirkpatric y col., en 1971, usaron Lactoferrina humana (Lfh) a concentraciones de
4.92 nM (0.00492 uM) proveniente de fluidos salivales pardtidos para inhibir el crecimiento de
Candida albicans, ellos observaron una inhibicion del crecimiento contabilizando las células
fangicas y le atribuyeron este efecto inhibitorio a la capacidad de secuestrar hierro de Lf, ya que
al enriquecer con hierro el cultivo previamente inhibido volvia a crecer (Kirkpatrick et al., 1971;
Walker & White, 2017).

La estructura basica de los hongos filamentosos (F.verticillioides) es la hifa, una célula cilindrica
con una punta caracteristica, las hifas extienden su crecimiento por la punta en un proceso que
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abarca el transporte polarizado de vesiculas a los sitios de crecimiento, donde se fusionan para
asegurar la deposicion de la membrana plasmatica y la pared celular. La membrana plasmatica es
una bicapa lipida conformada por fosfolipidos, glucolipidos, lipidos neutros como los esteroles
(ergosterol y zimosterol) y proteinas en igual cantidad de promedio, se conocen cerca de 200 tipos
de proteinas presentes en la membrana, entre ellos se encuentran las glucoproteinas, de acuerdo a
su ubicacion las proteinas pueden clasificarse en periféricas o transmembranales, entre estas se
destacan receptores como proteasas, fosfolipasas, ATPasa, la composicion de la membrana
plasmaética suele ser similar en la mayoria de los hongos, caso contrario con la pared celular, la
cual estd conformada principalmente por polisacéridos (quitina, glucano, manano, celulosa,
quitosan) y proteinas (glucoproteinas), se ha observado que la composicion de los polisacéridos
puede variar de acuerdo al grupo taxonémico, para el caso de los hongos ascomicetos (mismos a
los que pertenecen F. verticillioides, Candida spp y Saccharomyces cerevisiae), los polisacaridos
principales son quitina y glucano (Cepero de Garcia et al., 2012).

Tomando en cuenta lo mencionado, es posible que Lfb haya interactuado con las hifas de F.
verticillioides y que la produccidn de esporas se vio afectada por los mecanismos antifungicos de
Lfb, los cuales ademas del secuestro de hierro, pueden incluir una alteracion directa con la
superficie fungica (pared celular y membrana plasmatica); Nikawa y col., en 1993, usaron Lfh
concentraciones mas bajas a las empleadas en este estudio, de 0.06 uM, 0.12 uM y 0.24 uM para
inhibir el crecimiento de Candida albicans y Candida krusei, estas fueron inoculadas a una
concentracion de 5000 U.F.C., junto con Lfh, observando diversos niveles de efectividad que son
similares a los obtenidos en este estudio (50 — 100 %), en la inhibicion del crecimiento de las
levaduras, que van desde el 50 al 98 %, ademas mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), observaron que en las cepas de C. albicans y C. krusei mas susceptibles tratadas con Lfh,
habia ampollas superficiales y agregados similares a ampollas en la superficie celular. También,
mediante el analisis de las proteinas sobrenadantes, se determind que habia fuga de proteinas en
las cepas sensibles, lo que indica una alteracion de la permeabilidad de la superficie del hongo
(Nikawa et al., 1993).

Algunos otros posibles efectos que Lfb pudo tener en F. verticillioides estan relacionados con el
funcionamiento del metabolismo fungico y la regulacion de la muerte celular, procesos que son
muy similares en la mayoria de los ascomicetos, en 2016, Acosta-Zaldivar y col., a través de
recuentos en placa observaron un 65 % de inhibicién (menor al de este estudio) en la viabilidad de
Saccharomyces cerevisiae usando una concentracion de Lfh mayor a las de este estudio 6.25 uM,
se caracterizo el proceso de muerte fungica al agregar cicloheximida (inhibe la glucdlisis e induce
deplecion de ATP), observaron que atenué el efecto de Lfh, indicando que la muerte celular
requiere la participacion activa de la maquinaria celular, dependiendo de la sintesis de nuevas
proteinas y del metabolismo energeético. Todavia cabe sefialar que caracterizaron mas el fenomeno
de muerte, ya que investigaron si se expresaban marcadores apoptoticos, lograron observar
condensacion de cromatina, acumulacion de radicales superdxidos (ROS) y liberacién del
citocromo C (permeabiliza la membrana mitocondrial), lo que favorecié la muerte celular, aunque
se conservo la estructura organica de la levadura (Acosta-Zaldivar et al., 2016; Cepero de Garcia
etal., 2012).
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Los estudios mas recientes sugieren que en adicion a los efectos de Lf, esta tiene como blanco la
proteina translocadora de protones ATPasa (H™-ATPasa), estas proteinas de membrana tienen un
papel importante en la fisiologia fangica, de manera general, regulan el crecimiento celular, el pH
intracelular y la actividad de las serina/treonina proteincinasas, mediante la produccién y el
mantenimiento de un gradiente electroquimico de protones transmembranal que impulsa la
captacién de una serie de iones y nutrientes, lamentablemente la funcion y la regulacion de estas
proteinas ha sido poco estudiada en hongos filamentosos, aunque se ha documentado la posibilidad
de que estas proteinas puedan regular la biosintesis de metabolitos secundarios (micotoxinas), en
Salvia miltiorrhiza, la proteina de membrana plasmatica SmPHAA4, regula negativamente la
biosintesis de tanshinones, por otro lado en F. graminearum se han asociado estas proteinas con
la via biosintética de DON, aunque se requieren mayores estudios para comprender mejor esta
funcion, y ademéas se desconoce cudles sean las proteinas translocadoras de protones de F.
verticillioides, se infiri6 que, posiblemente Lfb haya afectado a las proteinas del hongo, ya que
existen estas proteinas en una especie similar (F. graminearum), en 2016, Andrés y col., usaron
Lfh a concentraciones de 5 uM (ligeramente mayores a las de este estudio) en cultivos de S.
cerevisiae y C. albicans, de manera similar, observaron una inhibicion de la viabilidad del 93 — 96
% y ademas, observaron que la Lf inhibe la proteina Pmalp, provocando acumulacién de protones
como consecuencia del metabolismo activo, disminucién del pH, salida de K+, mediada por sus
propios canales K+ y la despolarizacion de la membrana. La salida de K+ citoplasmaético facilit6
el flujo de salida de K+ desde la matriz mitocondrial a través del antiportador mitocondrial K+/H+,
lo que facilito la acidificacion de la matriz mitocondrial debido a la salida de K+ mitocondrial que
podria compensarse con la reentrada masiva de H+ a través de la ATPasa (ATP sintasa
mitocondrial), estableciendo dos bucles de retroalimentacién positiva acoplados de K+/H+
citoplasmico y mitocondrial. La supuesta acidificacidn intramitocondrial (inundacion de protones
mitocondriales) es la sefial critica y desencadenante que conduce a los pasos posteriores de muerte
celular apoptética (Andrés et al., 2016; Wu et al., 2022).

En cuanto a los resultados de BA 10 % estos no fueron favorables, F. verticillioides produjo
esporas con mayor vigor en ambos medios de cultivo, ademas de que las esporas de los
tratamientos resultaron viables a las 24 hrs para CPD y a las 48 hrs para GM. Actualmente no
existe algun trabajo que haya usado BA en F. verticillioides, no obstante, se han realizado
observaciones similares en estudios como los de Leach y Davey, en 1942, usaron sales de sulfato
de amonio (NH4)2SO4 en un pH con tendencia acida (6.0, muy similar al rango de pH del
tratamiento) y no observaron dafio en el micelio de Sclerotium rolfsii (Leach & Davey, 1942).

De manerasimilar, en 1981, Tsao y Oster usaron sulfato de amonio (NH4)2SO4 a una concentracion
incluso mayor a la de este trabajo, de 1000 uM y observaron que la formacion de esporangios de
Phytophthora cinnamomi y P. parasitica fue menos efectiva a un pH de 6.0 (23 % de inhibicidn),
que a un pH de 8.0 (99 % de inhibicion) (Tsao & Oster, 1981).

Una de las posibles razones por las que no funciond el tratamiento es por el pH que tuvo cada
medio de cultivo, durante la realizacién del tratamiento (pH CPD 5.6 GM 7.2), esté pudo influir
en la disociacion molecular de BA (NHs HCO3), en 1981, Punja y Grogan realizaron un estudio,
donde se observo que BA en concentraciones mayores a las de este estudio, (10, 30 y 50 mM) al
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estar en un pH alto (8 — 14) aumenta la concentracion relativa de HCO3zy NH3 y en pH bajos (0 —
7) aumenta la concentracion de CO2y NHa4.

Las siguientes ecuaciones explican la disociacion de BA mediada por el pH:
pH alto: NH4 HCO3 + OH" *—————, NH#'+ H,0 + HCO3- (HCOs *——, H'+CO0s?)
pH bajo: NHs HCO3 + H" <——— NH#+ H20 + COZ(CO,*+——— H, CO3).

El efecto fungicida de BA esta mediado por el pH, al aumentar la concentracion relativa de HCO3
alcaliniza el medio aumentando la prevalencia de NHs, el cual es identificado como el principal
compuesto toxico, (Punja & Grogan, 1981).

En 1990, Depasquale y Montville realizaron un estudio sobre el mecanismo de accion por el cual
BA inhiben el crecimiento fungico, usaron sales de sulfato de amonio y BA a concentraciones
mayores a las de este estudio, 110 mM en cultivos de P.griseofulvum y F.graminearum en CPD
bufferado, calcularon las concentraciones de amoniaco libre en un rango de pH de 7.8 — 8.7 y
demostraron que los efectos fungicidas de estos compuestos nitrogenados se deben al aumento de
NHs, el % de germinacién de los hongos fue disminuyendo conforme aumentaba la concentracion
de NH3 (pH de 7.8, 1 mM) (pH de 8.7, 24 mM), ademas de que demostraron que el amoniaco se
difunde de manera pasiva a través de la membrana celular acumulandose en los espacios
intracelulares, aumentando el pH intracelular (Depasquale & Montville, 1990).

La diferencia de los resultados es muy evidente, BA al 10 % no present6 efectos inhibitorios en la
produccidn de esporas de F. verticillioides a 10 dias de crecimiento en un rango de pH 5.8 — 7.4,
se considera que se necesitan realizar estudios con condiciones similares a las que se han reportado
estos efectos inhibitorios asociados a pH altos >8.0.

Con respecto a los resultados del tratamiento AAG 10 %, estos fueron favorables, se logré inhibir
la produccion de esporas al 100 % y las esporas de estos tratamientos resultaron inviables para
ambos medios de cultivo.

De manera similar, en 2021, Gergolet-Diaz y col., usaron acido acético, pero de origen organico a
una concentracion mayor a la de este estudio, de 1 mM en cultivos de F. verticillioides observando
una inhibicién del 100 % del hongo (Gergolet Diaz et al., 2021).

Se han realizado diversos estudios en diferentes especies micoticas y de la misma manera, se ha
logrado eliminar por completo otros hongos, algunos del mismo género Fusarium.

Tal es el caso de Momma y col., en 2006, usaron una solucion de desinfestacion biologica del
suelo (BSD) hecha a base de &cido acético y butirico con concentraciones mayores a las empleadas,
(concentraciones acido acético 800 mg/l y 200 mg/It) para inhibir a F. oxysporum f. sp.lycopersici
y Rhizoctonia solanacearum, que se encontraban contaminando el suelo de diversos cultivos, una
vez pasaron 48 hrs del tratamiento las esporas de los hongos dejaban de ser viables (Momma et
al., 2006).

Otro ejemplo similar es el de Abd-El-Kareem, en 2009, realiz6 un estudio usando vapores de acido
acético a concentracion de 0, 2, 4, y 6 pl/I'* en el suelo de plantas de pepino, para inhibir el
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crecimiento de F. solani, F. oxysporum f.sp. cucumerinum, R. solani, S. rolfsii y Didymella meloni,
el &cido aceético obtuvo una completa inhibicion del crecimiento siendo mas sensible a R. solani
(Abd-EI-Kareem, 2009).

Los efectos antifingicos del acido acético han sido estudiados, se atribuyen a un valor alto de pKa
(pKa = 4.75), que puede generar una concentracion mucho mayor en su forma no disociada, se
cree que esta forma es capaz de atravesar la membrana y disociarse en la célula, lo que provoca
una reduccion del pH (Juodeikiene et al., 2018; le Lay et al., 2016).

Para los tratamientos donde se utilizé Lfb en conjunto con BA 10 % y AAG 10 %, en ambas
combinaciones los resultados fueron favorables, se logré inhibir la produccién de esporas y su
viabilidad, la eficacia de los tratamientos en conjunto fue mayor a la de cada tratamiento realizado
de manera solitaria. Al usar Lfb + BA se generd una respuesta de sinergia en la inhibicion de
produccidn de esporas, como se mencioné anteriormente el efecto fungicida de BA depende de la
concentracion de amoniaco libre y esto se logra aumentando el valor del pH, tomando en cuenta
las mediciones de pH es posible que Lfb favorecié el pH hacia la alcalinidad, ejerciendo un efecto
de “buffer” , sobre todo en CPD cuyas caracteristicas son acidas, el rango de pH de ambos
tratamientos fue de 7.7 - 9.0, es posible que se haya favorecido la disociacion de BA a HCOzy
NHz, tal como en el trabajo de Depasqualle y Montville, en 1990, usaron BA a 110 mM (mayor a
la concentracion empleada) en cultivos de P.griseofulvum y F.graminearum en CPD bufferado,
calcularon las concentraciones de amoniaco libre en un rango de pH de 7.8 — 8.7 y demostraron
que los efectos fungicidas de estos compuestos nitrogenados se deben al aumento de NH3
(Depasquale & Montville, 1990).

Una de las mayores dudas que se tuvo al realizar el experimento, fue el usar Lfb + AAG, ya que
la funcionalidad de Lfb puede variar al interactuar en medios con condiciones acidas, durante el
tratamiento los efectos inhibitorios fueron similares a los del tratamiento AAG por si solo, aunque
la adicion de Lfb generd una inhibicion mas eficaz, se descarta que AAG haya alterado la
funcionalidad de Lfb, ya que existen estudios como los de Abe y col., en 1991, realizaron un
estudio sobre la integridad y la funcionalidad de Lfb en condiciones acidas, determinaron que a un
pH de 4.0 (AAG pH 4.0) Lfb se mantiene estable, resiste sin perder de forma significativa la
capacidad de ligar hierro (Abe et al., 1991).

Tomando en cuenta lo anterior, es posible que el uso conjunto de Lfb y AAG, genero una respuesta
de sinergia en los efectos inhibitorios del tratamiento, el uso conjunto de Lfb + AAG parece
prometedor, aunque para entender mejor los alcances de esta interaccion se requieren mas estudios.
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9. CONCLUSIONES

El efecto de Lfb sobre F. verticillioides resultd ser fungicida al 100 % a las 72 hrs de su
aplicacion tanto en medio CPD (1.8 uM) como GM (3 uM), Lfb logré disminuir la produccién de
esporas Y las esporas observables restantes resultaron ser inviables.

El tratamiento AAG 10 % (540 uM CPD y 900 puM) presentd un efecto fungicida a las 48 hrs en
CPD y a las 72 hrs en GM, se logré inhibir la produccion de esporas y las esporas restantes
resultaron ser inviables.

El us6 de Lfb (2 uM GM y 1.4 uM CPD) en conjunto con AAG 10 % (100 uM CPD y 300 uM
GM) produjo una mayor eficacia en la inhibicion de la produccién de esporas a las 24 hrs de sus
tratamientos en solitario, la interaccion de ambas moléculas también gener6 una sinergia.

Se determind el efecto del tratamiento BA 10 % (540 uM CPD y 900 uM GM), esté no presento
efectos inhibitorios durante los 10 dias del tratamiento contrariamente F. verticillioides produjo
esporas con mayor vigor, debido a que las condiciones ambientales no favorecieron la disociacion
de BAaHCOzy NHa.

El us6 de Lfb (2 uM GMy 1.4 uM CPD) en conjunto con BA 10 % (100 uM CPD y 300 uM GM)
produjo una sinergia entre ambas moléculas, el efecto fungicida fue mayor a las 24 hrs de sus
tratamientos individuales.
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