5. RESULTADOS:

5.1. Obtencidn de extractos:
Se obtuvieron extractos macerados en agua, etanol y metanol, con diferentes

rendimientos (Tabla No. 3).

Tabla No. 3. Rendimiento de extractos macerados

Planta Extracto Rendimiento %*
A. striata Metanélico 6.5
Etandlico 5.43
Acuoso 5
A. asperrima Metandlico 4.82
Etandlico 4.1
Acuoso 4
A. americana Metandlico 4
Etandlico 3.05
Acuoso 3

* g de extracto seco por 100 g de planta fresca.
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5.2. Andlisis preliminar de inhibicién:

Se observé efecto inhibitorio del crecimiento de las 5 cepas de Aspergilfus por el
extracto metandlico de A. aspermma. El extracto metandlico de A. stniata produjo un
efecto inhibitorio de la esporulacion y del crecimiento de los hongo. El extracto

metandlico de A. americana no tuvo efecto inhibitorio aparente del crecimiento.

A ﬂg}ws 1273 A fiavus 1299

Figura No. 3. Halos de inhibicion del crecimiento de A. parasiticus 148 y A. flavus 1299,
1273 por extractos metanélicos de: 1) 4. striata, 2) A. asperrima y 3) A. americana, en
presencia de agua destilada estéril usada como control.
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5.3. Concentracion minima inhibitoria.

El extracto acuoso de A. asperrima tuvo una Concentracién Minima Inhibitoria
dentro del rango de 1.96 £ 0.9 a 2.8 + 0.25 mg/ml, el extracto metandlico tuvo una CMI
dentro de! rango de 0.95 + 0.37 a 1.5 1 0.37 mg/ml; el extracto acuoso de A. striala
tuvo una CMI dentro del rango de 1.3 £ 0.5 a 1.62 £ 0.37 mg/ml, el extracto metandlico
tuvo una CMI dentro del rango de 1.8 £ 0.625 a 2.25 + 0.62 mg/ml; los extractos acuoso
metandlico de A. americana en un rango de 1 a 50 mg/mi no tuvieron efecto inhibitorio
del crecimiento pero si de la esporulacion la cual se observdé por microscopia
electronica de barrido; los extractos acuoso y metandlico de A. tequilana y A. lechuguilla

no tuvieron efecto inhibitorio.
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Tabla No. 4. Concentracién Minima Inhibitoria del crecimiento de cepas de Aspergillius
Planta solvente CEPAS
A. parasiticus A. flavus
148 SU-1 1299 1273 1059
A.asperrima HO |26+037 19609 | 26+0.37 | 2.8%0.25 26037
CHsOH | 1+05 [13+037| 1.5+0.37 | 0.95+£0.37 1
A.striata H20 13205 11.320.75] 1622037 | 1.5+0.25 1.3+£1.25
CH,OH | 1.89% .87 | 2.1210.62 | 22562062 | 215+ 0.4 1.8+0.62
A.americana H:0 NI NI NI NI NI
NI NI NI NI “NI




5.4, Separacion parcial del compuesto activo.
5.4.1. Cromatografia en capa delgada (CCD).
Se ilustra la CCD del extracto metanélico de los tres agaves con actividad inhibitoria

después de iluminarlos con luz UV de 254-366 amp.

Figura No. 4. Separacion del compuesto activo de los extractos metandlicos de 1) A.
amernicana 2) A. asperrima y 3) A. striata, por cromatografia en capa fina en placas de

2.5 x 7.5 cm, dtilizando cloroformo : metanol 5:1 como fase mévil.
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5.4.2. Autobiografia:
Después de realizar la CCD con ésta técnica se determind cual de las bandas
formadas era la que contenia el compuesto activo. La banda bioactiva fue ia que

causé un halo de inhibicién en el crecimiento normal del hongo

Figura No. 5. llustracién de la técnica de autobiografia
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A. pa:asftk 148

Figura No. 6. ldentificacion de la fraccién activa contra el crecimiento de A. flavus
1273 y A. parasiticus 148, de las CCD hechas a los exiractos metandlicos de 1) A.

striata, 2) A. aspermimay 3) A. americana por la técnica de autobiografia.
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5.4.3.Cromatografia en capa preparativa (CCP).
Con esta técnica se obtuvo mayor cantidad del compuesto activo para pruebas
posteriores. A continuacion se ilustra la separacién de los extractos metandlicos de A.

americana, A. asperrima y A. striata, por CCP.

1 2

Figura No. 7. Separacién del extracto metandlico de 1) A. stnata, 2) A. aspermmay 3)
A. americana por CCP eluida con cloroformo:metanol 5:1 como fase mévil observado

con luz UV de 254-366 amp.
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Tabla No. 5. Rendimiento de la obtencion de la fraccion activa.

Planta Extracto Rendimiento %*
A. striata Metandlico 2.5
A. asperrima Metandlico 1.6
A. americana Metandlico 2.26

* mg de fraccion activa por 100 g de extracto seco.

Tabla No. 6. Colores de bandas, Rf y efecto inhibitorio de las fracciones separadas.
Planta Fraccién Color Rf (%) | Efectoenel
uv Luz Visible crecimiento
A. aspermima 1 Blanca Café 0.25 |

2 Blanca Blanca - 0.33 NI

3 Rosa Blanca 0.56 NI

4 Blanca Blanca 0.66 NI

5 Rosa Blanca 0.72 NI

6 Blanca Amarillo 0.77 NI

7 Blanca Blanca 0.87 NI

8 Rosa Verde 0.95 NI

A. americana 1 Blanca Café 0.24 IE

2 Rosa Verde 0.65 NI

3 Rosa Blanca 0.73 NI

4 Blanca Café 0.89 NI

5 Rosa Verde 0.97 N

A. striata 1 Blanca Café 0.4 |

2 Blanca 0.77 NI

3 Blanca 0.91 NI

4 Blanca 0.98 NI

Nota: I: Inhibicién del crecimiento, NI: No Inhibicion del crecimiento, 1E: solo inhibicién

de la esporulacién del hongo.
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5.4 4. Determinacién de saponinas.

De los tres tipos de macerado que se realizaron: acuoso, etandlico y metandlico
con A. asperrima, A. americana, y A. striata, el extracto metandlico fue el que provocd
mayor inhibicion del crecimiento normal del hongo. Ademas en las diferentes etapas de
obtencién de los macerados se producia el efecto de burbuja que perdura como panal
de abejas y dura mas'de 5 min. en desaparecer. Una vez identificada la fraccion
activa por autobiografia, se realizd CCP para obtener mayor cantidad de este
compuesto bioactivo, al que se le realizbé dos pruebas para confirmar saponinas dando
positivas la prueba de Salkowski con una coloracién rojo ladrillo y la prueba de
Libermann-Burchard dando también una coloracion rojo ladrillo (Dominguez, A. X,

1988).



5.5. Determinacién del efecto del 25, 50, 75 y 100% de la CMI
5.5.1. Observacién por microscopia de luz de cultivos desarrollados en portaobjetos
excavados.

Los extractos de A. asperrima y A. striata tuvieron efecto inhibitorio del
crecimiento de A. flavus 1273 y A. parasiticus 148 y su comportamiento en la variacion
de la CMI fue muy parecido. El control tipicamente muestra gran cantidad de
conidioforos, en donde la vesicula es de tamaiio normal cubierta con esterigmas que a
su vez sostienen cadenas de conidios o esporas. Al 100% de la CMI de los dos
extractos obviamente no hubo crecimiento del hongo. A 75 % de la CMI se observd
extensas hifas vegetativas entrelazadas y enfrecruzadas, sin produccion de cabeza
conidial, ni esporas. A 50 % de la CMI se observé cabezas conidiales reducidas en
tamarnio comparadas con el control, los esterigmas se observan deformados, y estos
sostienen a lo mucho entre 5 y 10 conidios. A 25 % de la CMI se observé una cabeza
aspergilar bien formada. Sin embargo no aparecen diferencias en la morfologia o el
tamaio de un conidioforo individual entre las cepas control y los bioensayos del 50 y
25% de la CMI.

El extracto de A. americana no inhibe el crecimiento de los hongos permitiendo
crecimiento de micelio vegetativo a diferentes concentraciones, se probaron desde 0
mg/ml hasta 50 mg/m! con invervalos de 5 mg. En las siguientes ilustraciones se
observan los efectos del 75, 50 y 25 % de la CMI de A. striafa comparado con el control

A. flavus 1273.

41



S . ¥

T

et SUUF

CONTROL 75 % CMI 50% CMI  25% CMI
Figura No. 8. Efecto de la variacion de la CMI del crecimiento de A. flavus 1273

fotografiado al microscopio de contraste de fases a 100X

El control A. flavus 1273 mostré gran esporulacion, grandes cadenas de conidios
sostenidas por esterigmas unidos a la vesicula de tamafio normal. Se observaron
extensas hifas vegetativas entrelazadas con gran reduccién en la formacién de
conidiéforos y ausencia de conidios. En el 50% de la CMI del crecimiento, se observé
una morfologia alterada, con una vesicula pequefia, reduccion del numero de
esterigrnas, elongados anormalmente, sosteniendo un numero pequeiio de conidios. En
el caso de el 25% de la CMI, se observé una cabeza conidial bien formada, con

esterigmas de tamafio normal y esporas.
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5.5.2. Observacién de cultivos por microscopia electrénica de barrido

_ Q* = '} "
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Figura No. 9. Efecto de extracto etandlico de A, americana en la morfologia de A.
parasiticus 148 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a 1000X, comparado

con el control

Se observé el control A. parasiticus 148 con grandes cadenas de conidios que
enmascaran los conidiéforos y el micelio que esta debajo. La produccion total del tubo
germinativo, la formacion de cabeza conidial, como de esterigmas y esporas de A.
parasiticus 148 se inhibié a 5 mg/ml de extracto etandlico de A. americana, solo se
observd crecimiento de micelio vegetativo. El extracto etandliico de A. americana no
inhibid el crecimiento y desarrollo del hongo como micelio vegetativo pero si el proceso

de esporulacion.
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Figura No. 10. Efecto de extracto etandlico de A. americana en la morfologia de A.
flavus 1273 fotografiado al microscopio electronico de barrido a 1000X, comparado con

el control.

La producci6n de esporas por A. flavus 1273 se inhibi6 a 50 mg/ml de extracto
etandlico de A. americana, solo se observé crecimiento de micelio vegetativo y en forma
muy aislada se observé la formacién de una cabeza conidial muy pequeiia en tamafio
comparada con el control, en el cual la forma de la cabeza conidial es radial y globosa,
lo cual lo dicta el arreglo de las fialides o eéterigma sobre la vesicula, y su tamaiio, es
decir, el tamafio de la cabeza conidial es determinado por el tamario de la vesicula y la

longitud de las cadenas conidiales.



"
3 I =1
vo AR o
! s -
]
\‘

X
\

L v
'l|l \'_-

Figura No. 11. Efecto de extracto etandlico de A. americana en la morfologia de A.

- TRATAM)%

flavus 1299 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a 30X, comparado con el

control.

El control A. flavus 1299 desarrolld esclerocios, los cuales son estructuras de
sobrevivencia, que son utilizadas por los hongos para viajar con el polvo en el viento,
formados por aglomeracién de micelio, masas duras de micelio, compactos, redondos,
varian en tamano y forma (Gourama, H., and L. B. Bullerman, 1995). Se observo que A.
flavus 1299 con concentraciénes de 10 mg/mi de extracto etandlico de A. americana

desarrolié hifas vegetativas y una morfologia alterada de lo que son los esclerocios.
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Figura No. 12. Efecto de extracto etandlico de A. americana en la morfologia de A.
flavus 1299 fotografiado al microscopio electronico de barrido a 200X el control y 400X

el tratamiento.

Esta es una magnificacion mayor a la de la figura anterior, es decir, en un acercamiento
que se hizo a 200X, se observé como el control desarrollé esclerocios firmes, redondos,
esfructuras multicelulares en reposo que normalmente no tienen esporas, también se
observé que a 400X A. flavus 1299 con concentraciénes de 10 mg/mi de extracto

etandlico de A. americana solamente desarrollé micelio vegetativo.

46



CONTROL s VT,

Figura No. 13. Efecto de exiracto etanélico de A. americana en la morfologia de A.
flavus 1299 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a 1000X, comparado con

el control.

Haciendo una magnificacién mayor ain de las dos figuras anteriores, y enfocando la
imagen en las partes de tejido contiguas a un esclerocio, se observé como en el control
se llevé a cabo el proceso de esporulacién, asi como A. flavus 1299 creciendo con 10

mg/ml de extracto etandlico de A. americana no lo desarrollb.

47



Figura No. 14. Control de A. flavus 1273 fotografiado al microscopio electronico de

barrido a 3000 X.

La cepa de A. flavus 1273 fué inoculada en caldo CD por 7 dias a 28°C, permitiendo el
tiempo adecuado para completar el ciclo de reproduccién asexual. Se tomaron
fotografias al microscopia electrénica de barrido y se observé a una magnificacién de

3000X gran esporulacién, grandes cadenas de conidios.
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Figura No. 15. Efecto del 75 % de la CMI del extracto metandlico de A. asperrima en la
morfologia de A. flavus 1273 fotografiado al microscopio electronico de barrido a

3000X.

Se observo extensas hifas vegetativas entrelazadas y entrecruzadas. No hay presencia

de cabezas aspergilares, ni esterigmas o esporas.
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Figura No. 16. Efecto del 50 % de la CMI del extracto metandlico de A. asperrima en la

morfologia de A. flavus 1273 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a 3000X.

Se observd una morfologia alterada de micelio vegetativo, combinado con cabezas

aspergilares irregulares y alguna espora aislada,
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Figura No. 17. Efecto del 25 % de la CMI del extracto metandlico de A. asperrima en la

morfologia de A. flavus 1273 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a 3000X.

Se observd cabezas aspergilares, cadenas de esporas no muy largas, en esta

concentracion de exiracto ya no causa demasiado dafo al desarrolio de la morfologia

caracteristica de A. flavus.
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Figura No. 18. Control de A. parasiticus 148 fotografiado al microscopio electrénico de

barrido a 1000 X.

La cepa de A. parasiticus 148 fué inoculada en caldo Czapek Dox por 7 dias a 28°C,
una vez transcurrido este tiempo, el cual es adecuado para completar el ciclo de
reproduccion asexual, se tomaron fotografias al microscopio electrénico de barrido y se
observo a una magnificacion de 1006)(, aglomeracién de cabezas aspergilares con gran
esporulaciéon, cadenas de conidios que enmascaran los esterigmas de que estan

sostenidos, la vesicula y el micelio.
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Figura No. 19. Efecto de! 75 % de la CMI del extracto metandlico de A. asperrima en la
morfologia de A. parasiticus 148 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a

1000 X.

Se observd micelio vegetativo entrelasado y entrecruzado, no hubo presencia de

cabezas conidiales o esterigmas.
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morfologia de A. parasiticus 148 fotografiado al microscopio electronico de barrido a

1000 X.

Se observé micelio vegetativo mezclado con un sinniimero de esporas, no hubo

presencia de cabezas conidiales o esterigmas.
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Figura No. 21. Efecto del 25 % de la CMIi del extracto metanélico de A. asperrima en la
morfologia de A. parasiticus 148 fotografiado al microscopio electrénico de barrido a

1000 X

Se observd desarrollo de cabezas aspergilares, en menor nimero comparado con el
control. Las cabezas aspergilares tienen una morfologia irregular comparada con el

control.
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6. DISCUSION.

Se evalué vegetales del mismo género, para buscar efectos parecidos o iguales,
como consecuencia de la extensa coincidencia de sus patrones genéticos. Entre los
numerosos tipos de substancias producidos por una planta, pueden 0 no encontrarse
en un determinado vegetal; por su abundancia o ausencia, proporcionan a una planta
caracteristicas quimicas Gtiles para su clasificacion botanica o su aprovechamiento por
el hombre (Dominguez, X. A., 1988). La zona noroeste de México corresponde a
regiones aridas y semiaridas en donde existe una gran variedad de plantas que
presentan una diversidad de adaptacion a la sequia (Villarreal-Rivera, L, of a/, 1991).

Se evaluaron 5 especies de Agaves para determinar su actividad antifungica. Las
CMI variaron dependiendo del tipo de extracto y de planta. El efecto de los extractos
macerados de Agaves puede verse en tres grupos: En el primero (A. asperrima y A.
striata) A. flavus y A. parasiticus son totaimente inhibidos. En el segundo (A. americana)
A. flavus y A. parasiticus retardan su crecimiento, posteriormente germinan y crece
micelio a un limitado nivel de producciéon de esporas después de 7 dias de incubacién.
En el tercero (A. lecheguilla y A. tequilana) A. flavus y A. parasiticus pueden crecer
similar a el control. En el tratamiento los macerados del primer grupo tienen buena
persistencia, y su principio permanece activo para inhibir el crecimiento del hongo, de

modo indefinido in vitro, es decir, si las condiciones permanecen estables.
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La resistencia y sensibilidad de los hongos depende grandemente de la cepa o
especie, también como del componente activo del compuesto. Especies diferentes de
hongos pueden mostrar diferente respuesta al mismo compuesto, resultando en una
reduccién en el crecimiento en unos casos y no efecto en ofros (Thompson, D. P,
1997). Por ello es importante ser capaz de determinar la resistencia de los hongos
toxigénicos a los compuestos metanélicos. La actividad inhibitoria de A. asperrima y A.
striata del crecimiento sugiere que sus compuestos activos tienen un gran potencial
para usarse como fungicidas naturales.

La técnica de microscopia de luz, fue indispensable para la MEB, de tal modo
que se tomé ventaja de ésta técnica para asegurar un mejor entendimiento sobre la
morfologia del organismo, y sus estructuras (Mims, Ch. W., 1991).

La iniciacién del desarrollo del conididforo en hongos filamentosos como A.
flavus y A. parasiticus es un proceso complejo. Los hongos filamentosos A. flavus y A.
parasiticus se reproducen asexualmente, por la formacion de una estructura multicelular
compleja llamada conidiéforo que sostiene cadenas de esporas unicelulares lamadas
conidios. El desarrollo del conidioforo ocurre de manera radial, de tal manera que se
vaya expandiendo la colonia, que consiste en el crecimiento vegetativo de hifas sobre el
borde de la colonia asi como de hifas que son diferenciadas en conidiéforos (Wieser, J.,

et al, 1997).
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Se ha reportado que las cepas de A. flavus y A. parasiticus que producen
conidios y esclerocios son altamente productoras de AF (Garber, R. K., and P. J. Cotty,
1997), (Bennett, J. W., and P. C. Horowitz, 1979), Los esclerocios pueden representar
una fuente importante de indculo en campos de maiz continuamente cultivados
(Wiclow, -D. T., and B. W. Homn, 1984). A. flavus 1299 como control presentd gran
produccion de esicerocios y creciendo con concentraciénes de 10 mg/ml de extracto
etandlico de A. americana desarrollé6 micelio vegetativo y una morfologia alterada de lo
que seria un esclerocio en el control.

La biosintesis de AF y el desarrollo del hongo parece compartir elementos
regulatorios, o los elementos regulatorios de uno interactuan con los del otro (Brown, M.
P., et al, 1999). La pérdida de esporulacion esta asociada con la pérdida de produccion
de AF {Guzman de Pefia D. and H. J Ruiz, 1997). Kale en 1996, observ6 la morfologia
de una cepa mutante de A. flavus, la cual producia un abundante micelio vegetativo,
nimero reducido de conidiéforos y conidios, ademas de esterigmas anormales y
negativa produccion de AF, asi en las fotografias al microscopio electrdnico de barrido
se observo los tres tipos de comportamiento de los extractos en el desarrolio de la
morfologia de A. flavus y A. parasiticus, es decir, aquellos que inhiben el crecimiento a
~ una determinada concentracion de los extractos de A. striata y A. asperrima, y que en la
variaciéon de la CMI, se ve alterado el proceso de formacion de conidiéforos, asl como
los extractos de A. americana que no inhiben el crecimiento de micelio vegetativo en un
rango de 1 a 50 mg/ml, pero reprimen el proceso de esporulacién y los extractos de A.
tequilana y A. lechuguilla que no afectan dicho proceso, por lo que no hubo necesidad
de analizares por MEB.  En las cromatografias desarrolladas para cada extracto se

detect6 igual separacién con los tres agaves con actividad antifungica, ésta separacion
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fue tan solo preliminar, ya que es posible que cada banda esté compuesta por dos ©
mas componentes. De igual modo, se determind tener semejanza con las saponinas.
Se recomiendan realizar estudios de caracterizacion de los compuestos activos en cada
Agave sobre todo por ser plantas que se encuentran en la region del Desierto
Chihuahuenise, relativamente accesibles para su uso. Una vez separado su compuesto
activo y con éste realizar estudios de campo, pueden llegar a utilizarse como
inhibidores del crecimiento de hongos aflatoxigénicos.

Los estudios sugieren futuras investigaciones sobre si los extractos aqui
estudiados son capaces bioquimicamente de biotransformar precursores de AF. Asi
como verificar la pérdida de expresién de una o ambas vias biosintéticas, ia estructural
oly la regulatoria, para asi poder hacer una correlacion de las alteraciones morfologicas
conidiales del hongo, con la regulacién de la via biosintética de AF, interrelacionando la

regulacién de la sintesis y la conidiogénesis.
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7. CONCLUSIONES

En base al objetivo de determinar la influencia de extractos de Agavaceas sobre
el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus, y de los resultados obtenidos en ef lab. se
concluye que la hipotesis se cumplié parcialmente tomando en cuenta lo siguiente:

1.- Se detecté la presencia de una sustancia quimica inhibitoria contra A. flavus y A.
parasiticus de las plantas A. americana, A. asperrima y A. striala.

2.- Los extractos acuoso, etandlicos y metandlicos de hojas de las plantas A.
americana, A. asperrima y A. striata presentaron actividad bioldgica contra A. flavus y A.
parasiticus, siendo el metandlico el de mayor eficacia.

3.- Los extractos acuoso, etandlico y metandlico de hojas de las plantas A. asperrima y
A. striata muestran una correspondencia directa entre la concenfracion del extracto y la
actividad biolégica contra A. flavus y A. parasiticus.

4.- Los extractos acuoso, etandlico y metandlico de A. americana permiten el
crecimiento de micelio vegetativo en un rango de concentraciones de 1 a 50 mg/ml,
cambiando [a morfologia del hongo de tal modo que no permitid la produccion de
conidiéforos.

5.- Los extractos acuosos, etandlicos y metanélicos de hojas de las plantas A. tequilana

y A. lechuguilla no presentaron actividad bioldgica contra A. flavus y A. parasiticus.
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