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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018 UG]

| -Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
Aurwdad antifungica y mecanismos de accién de compuestos presentes en extractos $75,000
Hde productos y subproductos de origen vegetal.

2.~ Introduccion

A nivel mundial, los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades tanto en cultivo como en postcosecha,
ocasionando principalmente pérdidas de produccién biolégica, es decir, las alteraciones en el crecimiento y desarrollo
de las plantas huésped que son atacadas por estos microorganismos (Agrios, 2005); pero también ocasionan pérdidas
de produccion econdmica, las cuales estan estimadas de un 5 a 25% en paises desarrollados y de 20 a 50% en
paises en desarrollo; mientras que en México, el valor estimado para la pérdida de la produccion en los principales
cultivos asciende a poco mas de 70 millones de pesos, destacando las pérdidas en cultivos importantes como chile,
tomate y fresa (SIAP, 2015). Dentro de las enfermedades fungicas que afectan al cultivo de chile se encuentran la
marchitez y antracnosis, el cultivo de tomate es perjudicado por tizon temprano y cenicilla, mientras que las fresas son
danadas a causa del moho gris (SIAP, 2011; SAGARPA, 2017); debido a esto, por muchos afios el control quimico a
través de los fungicidas sintéticos ha sido utilizado para controlar las enfermedades de las plantas, sin embargo, a
pesar de ser altamente eficaces, su uso ha dado lugar a diversos problemas como la contaminacion ambiental, la
presencia de efectos no deseados sobre otros microorganismos, el desarrollo de resistencia a los propios fungicidas,
la toxicidad residual en alimentos e incluso problemas en la salud humana como el desarrollo del cancer (Mendez et
al,, 2012; Yoon et al,, 2013). Actualmente se busca el empleo de técnicas alternativas al uso de productos sintéticos
para el control de los hongos fitopatégenos, siendo una opcidn la aplicacién de productos naturales como los extractos
de plantas, los cuales son fuente de biocompuestos con una amplia aplicacién terapéutica, su uso potencial ha sido
reportado en laboratorio, invernadero y campo, no afectan al medio ambiente y sus residuos son faciles de degradar
(Saldivar et al., 2003; Basanta et al., 2007; Barragan, 2012). Previamente se ha reportado el uso de extractos de
plantas del semi-desierto Chihuahuense, a través de la actividad antifungica de distintas fuentes vegetales frente a
diferentes hongos fitopatogenos, encontrandose compuestos como flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales,
alcaloides, lectinas y polipéptidos (Saldivar et al., 2003; Méndez et al, 2012; Granados-Sanchez et al., 2013;
Hernandez et al., 2016). Existen otras fuentes vegetales que son consideradas como productos y subproductos poco
valorados que tienen un gran nimero de compuestos de interés, con multiples propiedades biologicas; sin embargo
las plantas han sido apenas explotadas como fuentes de agentes con propiedades bioldgicas, debido a la falta de
informacion sobre la estructura y modo de accién de algunos fitoquimicos.

Objetivos

Objetivo General
Determinar la actividad antifungica y elucidar los mecanismos de accién de compuestos fitoquimicos presentes en
extractos de partes poco valoradas de cultivos.

Objetivos Especificos
= Obtener extractos a partir de partes poco valoradas de cultivos mediante técnicas alternativas.
= Caracterizar los compuestos fitoquimicos de los extractos.
» Evaluar la efectividad biolégica in vitro de los extractos frente a hongos fitopatégenos.
» Realizar estudios de efectividad biologica de los extractos bajo condiciones de invernadero.
= Elucidar el mecanismo de accion por el cual los extractos vegetales inhiben el crecimiento de los hongos
fitopatogenos.

Hipotesis
Algunos compuestos fitoquimicos presentes en extractos de partes poco valoradas de cultivos poseen capacidad
antifingica, los que mediante uno o mas mecanismos de accion inhiben el crecimiento de hongos fitopatégenos.

3.-Revisién de Literatura

Dentro de los productos y subproductos de origen vegetal poco valorados se incluyen las hojas de moringa, las cuales
se pueden encontrar en México abundantemente en toda la costa del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas;
son comestibles, ricas en proteinas y con un perfil de aminoacidos esenciales muy balanceado, ademas se usan como
materia_prima en la produccion de aceites, alimentos, condimentos y farmacos, ya que poseen propiedades
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antimicrobianas, anticancerigenas, antiinflamatorias, diuréticas e hipotensoras (Peixoto et al., 2011). Aparte, la
guanabana es un fruto altamente apreciado en la industria de los jugos, produciéndose alrededor de 21 mil toneladas
por afio tan solo en México; y su hojas son utilizadas en la industria farmacéutica como antiflingicos, bacteriostaticos y
citostaticos de algunos componentes quimicos como flavonoides, alcaloides y acetogeninas, los cuales proporcionan
propiedades antibacterianas y se han utilizado para tratamientos médicos (Vit et al., 2014; SAGARPA, 2014). Por otro
lado, en México se producen anualmente 8 mil toneladas de residuos de café, de los cuales se estima que de 2 a 3
ton/ha por afo equivalen unicamente a residuos de pulpa de café, y entre sus componentes se encuentran
carbohidratos, fibra, proteinas, cafeina y polifenoles, siendo estos dos ultimos considerados como agentes
antinutricionales; ademas, la degradaciéon parcial de este material requiere de semanas a meses de la accion
microbiana nativa, por lo que al acumularse se incrementan los problemas de contaminacién (Lépez-Altunar et al.,
2011; Paz et al.,, 2013). Ademas, la produccion de sorgo en México equivale a 8.4 millones de toneladas, y existen
algunos cultivares de sorgo utilizados como control de plagas de péjaros debido a que los granos contienen altas
cantidades de taninos, y estos forman complejos con las proteinas por lo que el sorgo no puede ser aprovechado para
consumo animal, sin embargo, se ha reportado que posee propiedades antimicrobianas, antioxidantes vy
anticancerigenas (Clara and Rooney, 2009; Wu et al., 2012; FAOSTAT, 2017).

Para la obtencion de extractos vegetales se utilizan técnicas como Soxhlet o destilacion, pero existen técnicas
alternativas conocidas como técnicas verdes, donde se incluye la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y la
extraccién asistida por microondas (EAM), que proporcionan mayor cantidad de compuestos bioactivos de interés,
utilizan periodos mas cortos de extraccion, aumentan la calidad de los extractos, se pueden extraer compuestos que
son dificiles de obtener a través de técnicas convencionales, utilizan menos solventes y energia, hay menor
degradacion de compuestos termelabiles, mejores productos y mayores rendimientos (Ballard et al., 2010; Martins et
al., 2010).

Previamente se ha reportado el mecanismo de péptidos antimicrobianos (AMPs), como dafio a la membrana celular,
destruccion del citoesqueleto, e inhibicion de la sintesis macromolecular biolégica. Ademas, los AMPs pueden romper
la célula fungica y unirse al ADN para inhibir el desarrollo del hongo; por lo que el mecanismo de apoptosis celular del
hongo se puede desencadenar. Se ha reportado que el gen GRP78 desempefa un papel anti-apoptético importante y
controla la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria; el gen MET3 esta implicado en el metabolismo de la metionina
al catalizar la reduccion de sulfato a sulfito, por lo que tiene un papel importante en la fisiologia celular; los genes RTG
regulan el estado de la mitocondria en células y las funciones de la via de sefalizacion como homeostasis o
mecanismos de respuesta al estrés para regular varias actividades biosintéticas y metabdlicas cuando ocurre
disfuncion mitocondrial; y el gen RLM1 es un factor de transcripcion asociado con la biogénesis de la pared celular, el
cual es un factor vital en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, particularmente en el control del flujo de
polisacéridos en la biosintesis de la pared celular (Kong et al., 2016).

4 - Procedimiento Experimental

Primera parte

Para obtener los extractos, se tendran las fuentes vegetales donde se incluyen hojas de moringa, hojas de guanabana,
pulpa de café y sorgo con alto contenido de taninos, este material sera deshidratado y molido para después ser
tamizado hasta obtener un tamafio de particula entre 0.6 a 0.8 mm, y se almacenara en frascos a&mbar hasta su
utilizacion en los equipos de extraccion asistida por ultrasonido y microondas. Posteriormente, los extractos seran
separados en una columna de cromatografia con agua y etanol como solventes y amberlita XAD-16 como fase
estacionaria, y el etanol sera evaporado utilizando un rotavapor. Después se llevard a cabo la caracterizacion de los
compuesto fitoquimicos: taninos hidrolizables por el método Folin-Ciocalleu, taninos condensados utilizando HCI-
Butanol y reactivo férrico, saponinas por indice de espuma, terpenos mediante anhidrido acético y acido sulfarico, y
alcaloides por prueba de Wagner.

Segunda parte

Segaislarépn los hongos Phytophthora, Fusarium, Botrytis, Rhizopus y Alternaria, y se identificaran morfologicamente
empleando claves taxondmicas especificas para cada género, ademas se identificaran a nivel molecular, mediante la
extraccion de ADN, amplificacion de la region ITS, secuenciacion y comparacion con bases de datos. Posteriormente,
se evaluaran distintas concentraciones de los extractos empelando la técnica de microdilucion en placa para
determinar la mejor concentracién a la cual los extractos inhiben el crecimiento de los hongos fitopatégenos, para esto
se colocara por pozo el medio de cultivo estéril, mas un propagulo definido del micelio de los hongos y los extractos a
diferentes concentraciones, se incubaran durante un periodo-de 24 h a 28° C, para después realizar lecturas a las 0, 6,
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[12, 18 y 24 h a una longitud de onda de 630 nm, e determinara la Clsp y se realizara un analisis Probit.

Tercera parte

Se realizara un estudio de efectividad biolégica de los extractos en condiciones de invernadero, para lo cual se
utilizaran chiles inoculados con Phytophthora y Fusarium por el método de herida de raiz, inmersion en suspensién de
esporas (1x108 esporas/mL) y trasplante; también se tendran tomates inoculados con Alternaria por el método de
aspersion al follaje (1x108 esporas/mL), y las fresas seran inoculadas con Botrytis y Rhizopus por puncién, inmersién
en suspension de esporas (1x108 esporas/mL) e incubacion.

Cuarta parte

Se determinara la expresion diferencial de proteinas en células fungicas tratadas y no tratadas con los extractos
mediante separacion en 12 y 22 dimensién, después se obtendra el ARN total de los hongos de estudio, y se anadira la
enzima RNAasa H transcriptasa reversa, ademas de los iniciadores para los genes GRP78, RTG1, RTG3, RLM1 Y
MET3, con condiciones establecidas en el termociclador, para finalmente observar los productos esperados en un gel
de agarosa al 0.8%, y de acuerdo a la expresidn de los distintos genes se realizara la técnica de gPCR.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ENLES M AC | M ERER D A S TR RN T

x
x
x
X
X
x
X
=

Revision bibliografica X |%X | % |

Caracterizacion de compuestos fitoquimicos por el
método Folin-Ciocalteu, indice de espuma, pruebade | X | X | X | X |X
Wagner, entre otros.

Evaluacion de la efectividad bioldgica de los extractos | X | X | X X X X | X | X X 1% | X | X
por técnica de microdilucion en placa

Estudios de efectividad biologica en invernadero XK X K X | X X X
Elucidacién de los mecanismos de accion de los

genes GRP78, RTG1, RTG3, RLM1 Y MET3 por XX > G 0 [ ¢
técnicas moleculares

Congresos X X

Envio de manuscritos para articulos cientificos X X

Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar BRI F Mo EREE LM+ Jim AT S gl el

Caracterizacion de compuestos
fitoquimicos por el meétodo Folin-
Ciocalteu, indice de espuma, prueba de
Wagner, entre otros.

4% 4% 4% 4% 4%

le ividad bioldgica
E;altigglonexctlfza{!flosefeggr P, gde 24% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6% | 1.6%

microdilucion en placa

Estudios de efectividad biologica en

: 3.2% | 28% | 28% | 2.8% | 2.8% | 2.8% | 2.8%
| invernadero

Elucidacion de los mecanismos de
accion de los genes GRP78, RTG1,
RTG3, RLM1 Y MET3 por técnicas
moleculares

45% | 43% | 43% | 4.3% | 4.3% | 4.3%

0, 0,
Congresos 7% 7%

Duracién total del proyecto

| Afio de Inicio 2017 | Afo estimado de conclusion | 2019
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5.-Productos Esperados

Tres articulos cientificos.

Presentaciones en congresos Nacional e Internacional.

Manual para la obtencién de extractos a partir de productos y subproductos de origen vegetal poco valorados
mediante el empleo de extraccion asistida por ultrasonido y microondas.

Ficha tecnica sobre la composicion y actividad quimica de extractos de las cuatro fuentes vegetales.

Ficha técnica sobre la actividad biolégica de extractos de las cuatro fuentes vegetales.
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