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RESUMEN

Torres-Salinas, Ariana, Fabiola MCA. Tecnolégico Nacional de México campus Tepic
Efecto de fracciones de metabolitos secundarios producidos por elicitacion del sistema
de defensa de aguacate Hass (Persea americana) sobre la inhibicion de Colletotrichum
gloeosporioides. Noviembre 2020. Director: Dra. Martina Alejandra Chacon Lopez
Co-Director: Dra. Rosa Isela Ortiz Basurto

La antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides ocasiona grandes pérdidas
en la produccion de aguacate y una de las alternativas para el manejo de la enfermedad
es el uso de inductores del sistema de defensa. El objetivo de este trabajo fue probar el
efecto de los extractos metabdlicos completos y fraccionados producidos a través de la
induccioén del sistema de defensa, sobre el desarrollo del hongo causante de la antracnosis.
Se aplicaron distintos elicitores (Metil Jasmonato (MeJ, 0.1 mM), 4cido salicilico (AS, 2
mM), perdxido de hidrégeno (H2O2, 10 mL/L), inulina 20 g/L, acemananos 20 g/L, FAGP
20 g/L y Quitosano 15 g/L) al epicarpio de frutos de aguacate Hass. Se extrajeron los
metabolitos inducidos mediante solventes y fueron probados de forma in vitro e in vivo
contra el patdgeno. Se cuantifico el contenido de fenoles totales y se identificaron algunos
de los metabolitos presentes en los extractos. En la inhibicioén del crecimiento micelial,
los extractos metabdlicos mostraron una reduccion estadisticamente significativa
respecto al control negativo, obteniendo el mejor resultado con la aplicacion de inulina
(80.24+1.82%) como inductor. En el pardmetro de esporulacion, se obtuvieron
inhibiciones de la esporulacion de hasta 83.8%. En cuanto a la germinacion de esporas,
se obtuvieron resultados de hasta 0+0%. En las pruebas in vivo de severidad de la
enfermedad, el mejor efecto se obtuvo con la fraccion de metabolitos retenidos
producidos mediante la aplicacion de quitosano como inductor (0.11£0.16 mm). Al
analizar el contenido de fenoles totales, se encontraron diferencias significativas en
relacion a los inductores y fracciones estudiadas, observando los mejores resultados con
el extracto completo (16.18+6.62) del inductor quitosano (18.53%+1.74). Se identifico la
presencia de compuestos de tipo fenolico. De acuerdo con los resultados obtenidos en
este trabajo, el uso de metabolitos secundarios inducidos fue efectivo para el control de
C. gloeosporioides en condiciones in vitro € in vitro, incluso siendo competitivo con

fungicidas sintéticos utilizados comercialmente.

Palabras clave: Aguacate, inductor, Colletotrichum
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ABSTRACT

Torres-Salinas, Ariana, Fabiola MCA. Tecnolégico Nacional de México campus Tepic
Effect of secondary metabolites fractions produced by elicitation of the defense system
of Hass avocado (Persea americana) on the inhibition of Colletotrichum
gloeosporioides. Noviembre 2020. Director: Dra. Martina Alejandra Chacon Lopez
Co-Director: Dra. Rosa Isela Ortiz Basurto

Anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides entail great losses in avocado
production, one of the alternatives for the management of the disease is the use of elicitors
of the defence system. The objective of this work is to assay the secondary metabolites
produced through the induction of the defence system on the development of the fungus
causal agent of the disease. Different elicitors (methyl jasmonate (MeJ, 0.1 mM), salicylic
acid (AS, 2 mM), chitosan (15 g/L), hydrogen peroxide (H202, 10 mL/L), fructanos 20
g/L, acemannan 20 g/L and inuline 20 g/L) were applied to Hass avocado fruits. The
metabolites were extracted from the epicarp of the fruit using solvents. The extracts were
tested in vitro and in vivo assay on the pathogen. Regarding the inhibition of mycelial
growth, the metabolic extracts caused a statistically significant reduction with respect to
the negative control, obtaining the best result with the application of inulin (80.24 +
1.82%) as inductor. When comparing this variable with respect to the positive control
(azoxystrobin), the mycelial reductions of up to 107.84 + 2.45%. In the sporulation
parameter, the best result was an inhibition of sporulation of up to 83.8%, using H20; as
elicitor. Regarding the spore germination, we obtained results of up to 0 + 0%. In vivo
tests of disease severity, related differences were observed between the treatments, the
negative control and the control with preformed metabolites. Obtaining the best
antifungal effect in vivo by the fraction of retained metabolites produced by applying
chitosan as an inducer (0.11 £ 0.16). Likewise, the best results in the quantification of
phenolic were obtained by the complete extract (16.18 + 6.62) and the inducer chitosan
(18.53 + 1.74). The partial identification of the phenolic, demonstrated the presence of
epicatechin, naringenin, trans-cinnamic acid, mevalonic acid, taxifolin and kaempferol.
The application of secondary metabolites extracted from the epicarp of the avocado,
produced through the induction of defence system, were effectives for the control of C.
gloeosporioides in vitro and in vitro conditions, even, they are competitive against

commercially synthetic fungicides.

Key words: Avocado, elicitor, Colletotrichum
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El aguacate es un fruto de origen mexicano que cuenta con mas de 400 variedades
distintas, entre ellas, la variedad Hass que es la de mayor interés comercial a nivel
mundial (SAGARPA, 2000; 2018). Entre las limitantes mas relevantes para su
exportacion se encuentran las de origen fitosanitario, siendo las infecciones fungicas las
mas comunes. La antracnosis es una de las enfermedades mas importantes debido a que
ocasiona pérdidas de entre 20 y 30% de la produccion, siendo su agente causal

Colletotrichum sp. (Zamora-Magdaleno y cols., 2001; Intagri 2017).

Para el control de afecciones de origen fingico generalmente se emplean fungicidas
sintéticos, los cuales pueden ocasionar dafios a la salud humana, medio ambiente y
fomentar el desarrollo de cepas de alta resistencia a los ingredientes activos de dichos
productos (Torres-Calzada y cols., 2013; Landero-Valenzuela y cols., 2017). Debido a lo
anterior, es necesaria la busqueda de alternativas a la utilizacion de este tipo de sustancias,

siendo una de las opciones estudiadas, el uso de elicitores.

Los elicitores son factores fisicos, quimicos o biologicos que estimulan respuestas
fisiologicas o morfoldgicas de las plantas. Estos pueden ser derivados del mismo receptor,
de su respuesta inmune, parte del organismo patdégeno o factores abioticos (Radman y
cols., 2003). A partir de la respuesta inmune de la planta se genera una gran variedad de
compuestos, entre los que encontramos metabolitos secundarios de interés para la

proteccion de la planta (Conrath y cols., 2001).

Por lo anterior, el presente trabajo de tesis evalua la utilizacion de distintos elicitores para
la induccion el sistema de defensa del fruto, con el objetivo de aumentar la concentracion
de metabolitos secundarios con poder antiflingico en el epicarpio del fruto de aguacate,
evaluando a los mismos en funcion de su capacidad antiflingica sobre el hongo

Colletotrichum gloeosporioides mediante pruebas in vitro.

Una vez determinado el elicitor con mayor efecto, los extractos de metabolitos obtenidos
de frutos tratados con ellos, fueron fraccionados para su respectiva evaluacion contra el

patdgeno mediante pruebas in vivo.



Finalmente, para comprobar si efectivamente hubo una induccion del sistema de defensa
del fruto, traduciéndose esto en la biosintesis de los metabolitos, se realizo la
cuantificacion e identificacion parcial de los compuestos presentes en la fraccion con

mayor actividad antifingica
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ANTECEDENTES

CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del aguacate

El fruto del aguacate, es de origen mexicano; se describe como “drupa carnosa”, es decir,
que la parte interna del pericarpo (endocarpo) se vuelve dura y pétrea, rodeando y
protegiendo a una Unica semilla, hueso o pireno. El fruto se constituye por epicarpio
(céscara), mesocarpio (pulpa) y endocarpio (semilla) (Fig.2.1) (Robayo-Medina, 2016;
SAGARPA, 2018). Existen mas de 400 variedades de aguacate en el mundo, siendo la
variedad Hass la que mas se consume (SAGARPA, 2000).

Figura 2.1. Apariencia fisica del fruto del aguacate (Persea americana). A: Epicarpio; B:

Mesocarpio; C: Endocarpio.

El aguacate es unos de los productos mas exitosos de la exportacion agroalimentaria

nacional, siendo M¢éxico el principal productor de este fruto a nivel mundial, con una



ANTECEDENTES

aportacion del 45.95%, que representa el 4.39% del PIB agricola nacional. El 78% de la
produccion nacional de aguacate se cultiva en Michoacan, que, junto con Jalisco, son los
unicos Estados con certificacion para exportar a Estados Unidos. Sin embargo, los
problemas fitosanitarios son considerados una de las principales causas que limitan la

exportacion del fruto (SENASICA 2017; SAGARPA, 2018).

2.2 Principales problemas fitosanitarios del aguacate

Entre los problemas sanitarios del aguate, se encuentra el barrenador de ramas del
aguacatero (Copturus aguacatae), la palomilla barrenadora del hueso (Stenoma
catenifer) (SENASICA, 2017), los nematodos Helicotylenchus sp., Rotylenchulus sp. y
Pratylenchus sp., y algunas otras enfermedades causadas por hongos, entre las que
destaca la antracnosis, una enfermedad causada por hongos del género Colletotrichum
spp., principalmente por Colletotrichum gloeosporioides (Zamora-Magdaleno y cols.,

2001).

2.3 Antracnosis en aguacate por Colletotrichum gloeosporioides

Como se ha mencionado, la antracnosis causada por C. gloeosporioides es una de las
principales patologias que atacan al fruto de aguacate, llegando a causar pérdidas de entre
el 20 y el 30%. Es una enfermedad que ademas de dafiar el amarre de la flor y el fruto,
también dafa ramas tiernas y hojas, con lo cual se limita la capacidad fotosintética del
arbol (Intagri, 2017). En frutos, aparecen pequefias protuberancias de color verde
brillante, las lesiones son circulares, tornandose posteriormente de color café a negro

claro (Fig.2.2) (Vidales-Fernandez y cols., 2005).

La enfermedad puede dispersarse por medio del aire o por salpicaduras de lluvia, cuando
se dispersan, los conidios se adhieren al huésped por medio de una capa compuesta de

polisacaridos y glucoproteinas (T¢éliz y Mora, 2007).



ANTECEDENTES

Figura 2.2. Dafo causado por Colletotrichum gloeosporioides Penz en el fruto del
aguacate (Nelson, 2008).

La infecciéon del hongo inicia con el establecimiento de la espora a través del
reconocimiento de alcoholes grasos y ceras en la superficie del fruto. Una vez que se
establece la espora y encuentra condiciones favorables se forma el apresorio (hifas
unicelulares laterales cortas cuyo propdsito es la fijacion mecénica a la cuticula del
hospedero) y finalmente se producen las hifas infectivas, las cuales proveen de presion y
secretan enzimas que degradan la pared celular de las células vegetales (Beno-Moualem
y Prusky, 2000). Los frutos de aguacate contienen metabolitos secundarios como las
especies reactivas de oxigeno (ROS), compuestos del tipo fendlico o terpenos, los cuales
tienen un efecto fungistatico, que mantienen al hongo en latencia; conforme el fruto va
alcanzando su madurez de consumo, la concentracion de estos compuestos disminuye, lo
que favorece el desarrollo del hongo y por ende la aparicion de los sintomas de la

antracnosis (Rodriguez-Lopez y cols., 2009; Aymacafia-Alban, 2018).

2.4 Control de la antracnosis

Entre los métodos de control empleados contra C. gloeosporioides, la estrategia mas
ampliamente utilizada es la del enfoque quimico, especificamente el uso de plaguicidas.
Lamentablemente, el uso de plaguicidas puede conllevar nuevas amenazas contra la salud
humana y el medio ambiente, ademas de que su aplicacién indiscriminada ha abierto la
puerta al surgimiento de cepas con resistencia a dichos compuestos (Torres-Calzada y

cols., 2013; Landero-Valenzuela y cols., 2017).
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Para el caso concreto del aguacate, se puede encontrar una amplia gama de opciones
(Cuadro 2.1) entre las que encontramos el oxicloruro de cobre, hidroxido de cobre y el
azoxystrobin, que han tenido resultados satisfactorios para el control de la antracnosis

(APEAM, 2014; Intagri, 2017).

Cuadro 2. 1 Fungicidas empleados en el control de la antracnosis.

Plaguicida Compuesto activo

Piraclostrobina N-(2-{[1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-3-ilJoximetil} fenil) N-metoxi
carbamato de metilo
Folpet 2- (triclorometilsulfanil) isoindol-1,3-diona
Sulfocop-f Azufre elemental y Oxicloruro de cobre
Azoxystrobin (E)-2-{2-[6-(2-cianofenoxi) pirimidin-4-iloxi]fenil } -3-metoxiacrilato
de metilo
Fludioxonil 4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-il)-1H-pirrol-3-carbonitrilo
Tiabendazol 2-(tiazol-4-il)bencimidazol, o bien 2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazol

Los potenciales peligros del uso de pesticidas pueden ser alertados, por ejemplo, al leer
la descripcion de los productos. Al pesticida oxicloruro de cobre, se le ha demostrado
genotoxicidad y efectos cronico hepatotoxico en humanos; en cuanto al medio ambiente,
se ha reportado toxicidad media en abejas, aves y lombrices, ser muy toxico para
organismos acudticos y es catalogado en cuanto a su persistencia en suelo como

“Extrema” (IRET, 2017).

2.5 Alternativas a los fungicidas

Dados los problemas que pueden generar los fungicidas sintéticos, varios investigadores
han buscado alternativas para inhibir el desarrollo de fitopatégenos como Colletotrichum
sp. Se ha probado el uso de aire caliente (Karabulut y Baykal, 2004), tratamientos
hidrotérmicos (Gutierrez-Alonso y cols., 2004), altas presiones (Ragazzo-Sanchez y
cols., 2015), microorganismos como agentes antagonicos (Spadaro y Gullino, 2004; Vos

y cols., 2014) y extractos de plantas (Bautista-Bafios y cols., 2003).

En el trabajo de Pefiuelas-Rubio y cols., (2015), se probo el efecto del extracto de la

gobernadora (Larrea tridentata (D.C) Coville L.) sobre Alternaria tenuissima,



ANTECEDENTES

Aspergillus niger, Penicillium polonicum y Rhizopus oryzae, la cual produce
metabolitos secundarios con actividad biocida, como son el dcido nordihidroguaiarético
(ANDG). Por su parte, Bautista-Bafios y cols., (2003), estudiaron extractos vegetales de
ajo (Allium sativum L.), acuyo (Piper auritum HBK.), guayaba (Psidium guajava L..) y
eucalipto blanco (Eucalyptus globulus Labill.) y los evaluaron sobre el desarrollo de C.
gloeosporioides, documentando la reduccion significativa del crecimiento micelial en
54.3, 48.8, 47.7 y 39%, respectivamente. Adicionalmente, la preocupacion por la
proteccion del medio ambiente y la salud humana han incentivado el desarrollo de un tipo
diferente de modulador del desarrollo de hongos como son los inductores o elicitores del

sistema de defensa vegetal.
2.6 Los elicitores del sistema de defensa de las plantas
2.6.1 Generalidades de los elicitores

El término “elicitor” es utilizado para denominar los factores fisicos, quimicos y
biologicos que son responsables de las respuestas fisiologicas o morfologicas de las
plantas. Segun su origen y estructura molecular pueden ser clasificados como bidticos (de

composicion simple o compleja) o abidticos, fisicos o quimicos (Radman y cols., 2003).

Los elicitores, son capaces de inducir mecanismos defensivos en las plantas ante el ataque
de patdgenos, es decir, producir resistencia sistémica (RS). Lo anterior se ha evidenciado
por el incremento de enzimas como fenilalanina-amonio liasa (PAL), (EC 4.3.1.24),
responsable de la formacion de metabolitos secundarios involucrados en la defensa
vegetal como las fitoalexinas, ademas, estos inductores estimulan la sintesis de enzimas
involucradas en la defensa, como glucanasas (EC 3.2.1.6 y EC 3.2.1.8), quitinasas (EC
3.2.1.14), quitosanasas (EC 3.2.1.132) y peroxidasas (EC 1.11.1.7). Esta clase de
compuestos pueden ser aplicados de forma preventiva directamente a las plantas para
evitar o reducir su colonizacidon por organismos patégenos (Inui y cols., 1997

Sathiyabama y Balasubramanian, 1998).

En general, el mecanismo de accion de esta clase de compuestos se basa en la interaccion
de la molécula elicitora con un receptor de la membrana vegetal, que, a través de un
mecanismo que aun no esta completamente dilucidado, activa genes especificos, lo que
resulta en la sintesis de casi todas las clases de metabolitos secundarios producidos en la

planta (Cosio y cols., 1990).
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2.6.2 Mecanismos de accion de los elicitores

Para entender el mecanismo de accion de los elicitores, es necesario comprender la
interaccion planta patdogeno, en especifico, la diferencia entre interaccion compatible e
incompatible. En una interaccion incompatible, la infeccion o desarrollo del patdgeno es
detenida por una combinacion de barreras quimicas y estructurales de la planta, gracias a
la activacion de mecanismos de defensa que son inducidos mediante el reconocimiento
del patdégeno por una proteina del huésped que percibe elementos de virulencia (Honée,

1999).

La activacion de los mecanismos de defensa se lleva a cabo en tres etapas, siendo la
primera el reconocimiento del patdgeno, la segunda la emision de una sefial o mensajero
primario que desencadena una cascada de sefializacion que llevan a la tercera y ultima
etapa que es la activacion de genes vinculados a la defensa del fruto, que a su vez
ocasionan la biosintesis sincronizada, sistemadtica (resistencia sistematica) y/o localizada
de metabolitos secundarios con el efecto de retrasar o detener la colonizacion o el
desarrollo del agente patogeno (Honée, 1999; Van-Loon y Van-Strien, 1999). En el caso
contrario, al tratarse de una interaccion compatible planta-patdégeno, alguna de las etapas
antes descritas falla y el patogeno logra infectar y desarrollarse en el huésped (Morales,

1998).

La Resistencia Sistémica (RS), (Fig.2.3), es un conjunto de reacciones que ocurren en la
planta para protegerse de una infeccidn por patdgenos biotroficos, necrotroficos y
hemibiotréficos, en ella se busca la transformacion de una relacion compatible en una
incompatible mediante su interferencia en alguna de las etapas antes descritas, a fin de
encontrar la mejor forma de activacion del sistema de defensa del fruto, que como se ha
descrito con anterioridad, este proceso se lleva a cabo mediante el reconocimiento,

sefalizacion y activacion de la expresion de genes especificos (Leite y cols., 1997).

La etapa de reconocimiento se da por la interaccion de un elicitor con un receptor presente
en la célula vegetal. Generalmente, el receptor es de naturaleza proteica y puede estar
localizado tanto en la membrana plasmatica como dentro de la célula vegetal. La union
receptor-elicitor, puede no ser especifica y el elicitor puede unirse a mas de un receptor o
en mas de un sitio del mismo receptor, es decir, es multivalente (Bertozzi y Kiessling,

2001).
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Figura 2.3 Esquema general de la Resistencia sistémica (RS). Siendo: 1- Interaccion
Inductor/Receptor. 2-Cascada de sefalizacion. 3-Aumento de la expresion de genes
especifico.

Después de la etapa de reconocimiento se ha especulado que uno de los eventos
necesarios para el estimulo de las reacciones de defensa es la modificacion de la
conformacion de la molécula receptora, lo que lleva a la exposicion de un sitio de union
para proteina G, donde este tipo de proteinas son las encargadas de percibir informacion
del medio extracelular y transmitir sefiales a componentes de sefializacion dentro de la
célula (Urano y Jones, 2013, Wolfenstetter y cols., 2015). Después de la union de la
proteina G con el receptor modificado, aumenta la afinidad de la proteina por el guanosin
trifosfato (GTP), activandola y causando la separacion de sus subunidades. El anterior
proceso conlleva a la activacion de proteinas, como la fosfolipasa (EC 3.1.4.11), canales
de iones, adenil ciclasa (EC 4.6.1.1) y receptores de las quinasas (Leite y cols., 1997; Low

y Schroeder, 2001).

Con el objetivo de que ocurra la respuesta defensiva es necesaria la generacion de sefiales
primarias, las cuales activan reacciones en cascada que causan la activacion o represion
de genes relacionados a la defensa. La identidad de los sefializadores primarios se ha

hipotetizado como una sefial eléctrica (Ku¢, 1995).

11
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Los procesos antes descritos llevan a la formacion de mensajeros secundarios, como las
ROS (moléculas derivadas del oxigeno, los radicales y los no radicales), Ca>", proteina
quinasa, jasmonatos, acido salicilico (4cido 2-hidroxibenzoico), entre otros (Leite y cols.,

1997; Benezer-Benezer y cols., 2008).

Una vez activado el sistema de defensa se desarrolla una serie de eventos, como el cambio
en el flujo de iones a través de la membrana citoplasmatica (Ca**, K™ y H"), la alteracion
de la concentracion del adenosin monofosfato ciclico (cAMP), fosforilaciones y
desfosforilaciones de las proteinas reguladoras y la explosion oxidativa (Leite y cols.,
1997, Low y Schroeder, 2001). Lo que lleva a la modificacion del pH intracelular y de la
actividad de las enzimas (debido a su pH 6ptimo de trabajo), que resulta en la activacion
de genes de defensa y en el mantenimiento de otros genes en estado de “primming” o
alerta. Una vez establecido el primer contacto con el patdogeno los genes en estado de
alerta se activan, llevando a la sintesis de metabolitos secundarios y al aumento de la
actividad de enzimas propias de la defensa, como la PAL y peroxidasa (POD), la sintesis

de compuestos toxicos y la formacion de barreras (Conrath y cols., 2001).

2.6.3 Elicitores empleados para inducir el sistema de defensa vegetal

Con base en bibliografia, los elicitores tienen la capacidad de inducir mecanismos de
defensa en las plantas debido a que imitan en algin punto las interacciones o reacciones
naturales de defensa de la planta ante la presencia de un patogeno. Existen estudios donde
se han aplicado diversas moléculas que tienen capacidad elicitora, a continuacion, se

describen las de interés para este estudio.

2.6.3.1 Quitosano (Qt)

Para el control de patdgenos, el quitosano presenta doble efecto: inhibir el crecimiento
micelial de algunos hongos fitopatdogenos y activar mecanismos defensivos en las plantas
(Sathiyabama y Balasubramanian, 1998). Este elicitor y sus derivados han demostrado
estimular la sintesis de enzimas defensivas y una disminucion de los sintomas de diversas
enfermedades producidas por fitopatogenos como la Phytophthora parasitica

(Pospieszny, 1999, Falcon y cols., 2002).

Falcon y cols., (2002) aplicaron Qt a plantulas de tabaco y las infectaron con

Phytophthora parasiticase, logrando una induccion de la actividad de las enzimas PAL

12
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y glucanasa. Por otro lado, en hojas de mani después de aplicar Qt, se infectaron con
Puccinia arachidis y se observo una estimulacion en la actividad quitinasa y glucanasa,
que indujo a una disminucion de las lesiones causadas por la enfermedad (Sathiyabama
y Balasubramanian, 1998). En cuanto al cultivo del arroz (Oryza sativa, L.) Rodriguez y
cols., (2004) encontraron que la adiciéon de Qt y derivados estimulan la produccion de
enzimas defensivas como PAL, B-1,3 glucanasa, quitinasa y quitosanasa, las cuales son

importantes para la el sistema de defensa de la planta.
2.6.3.2 Metil jasmonato (MeJA)

El 4cido jasmoénico (JA, (1R,2R)-3-Ox0-2-(2Z)-2-fentenil-cyclopentaneacetico 4cido), y
sus derivados han demostrado ser reguladores hormonales naturales en plantas. En
trabajos como el de Ramirez y cols., (2014), se estudi6 el efecto de distintos elicitores
entre ellos el MeJA, con el que lograron una disminucion del desarrollo de Dickeya sp.
en banano (Musa sp.) del 59% en condiciones de invernadero. Belhadj y cols., (2008)
encontraron que el MeJA en presencia de carbohidratos como sacarosa inducen varios
mecanismos de defensa, entre ellos, la estimulacion de varias enzimas como fenilalanina

amonio liasa, chalcona sintasa, estilbeno sintasa y la expresion de quitinasa.

2.6.3.3 Acido salicilico (AS)

El acido salicilico es una fitohormona, la cual tiene entre sus funciones mediar un tipo de
RS, la resistencia sistémica adquirida (RSA). La RSA, a diferencia de la Resistencia
sistémica inducida (RSI), tiene como caracteristica estar regulada por el AS, ser respuesta
tanto a estrés de tipo bidtico como abidtico y se genera un aumento en la sintesis de
proteinas relacionadas a la patogenicidad (PR). La RSI es mediada por jasmonatos/etileno
(eteno, ET), es respuesta a un inductor unicamente de tipo bidtico y no se genera un

amento de proteinas PR (Samaniego-Gamez y cols., 2017).

Una alternativa para disminuir el efecto de fitopatdogenos en el cultivo, es la utilizacion
de metabolitos secundarios de plantas, entre ellos polifenoles y otros metabolitos
secundarios (Castillo-Reyes y cols., 2017). Arora y cols., (2010) incrementaron en 14
veces el contenido de estibeno (trans-1,2-difeniletileno) en el cultivo de células de
Cayratia trifolia con la adicion de 3% sacarosa en combinacion con el acido salicilico y

un extracto de cuscuta. Roat y Ramawat (2009) realizaron estudios en el cultivo de células

13
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de Cayratia trifolia revelando el efecto del AS, el MeJA y el etefon (4acido 2-

cloroetilfosfonico), en la produccion de polifenoles.

2.6.3.4 Peroxido de hidréogeno (H202)

El H>O, pueden actuar en los sistemas de sefializacion intracelular para lograr la

aclimatacion y la tolerancia al estrés biotico y abiotico .(Foyer y cols., 1997).

Leon y cols., (1995) reportaron que el H>O indujo la acumulacion de 4cido benzoico libre
(BA) y SA en las hojas de tabaco (NVicotiana tabacum L. cv Xanthi-nc). Seis horas
después de la infiltracion con 300 mM de H2O», los niveles de BA y SA en las hojas

aumentaron 5 veces sobre los niveles detectados en las hojas control.

2.6.3.5 Fructanos de Agave como elicitores

Los fructanos son la reserva energética de los agaves; son polimeros de fructosa de
diferentes longitud y/o grado de polimerizacion (GP) que van desde dos a cientos de
residuos unidos; estos, pueden ser clasificados de acuerdo a esta caracteristica o a su

estructura (lineal o ramificada) (Ritsema y Smeekens, 2003).

De acuerdo con su grado de polimerizacion, que varia, por ejemplo, entre 2 y 80 para
Agave tequilana Weber, los fructanos pueden ser clasificados como de bajo (2-9
residuos) o fructooligosacaridos (FOS), medio (10-40) o alto grado de polimerizacion
(FAAGP, mayor a 40 residuos unidos), (Montafiez-Soto y cols., 2011; Espinosa y Ortiz,
2013).

Las estructuras de los fructanos dependen del tipo de enlace que contienen, categorizados
en: estructuras lineales con glucosa final; inulinas f (2—1) y levanos B (2—6); con
glucosa interna (fructanos neoseries) y ramificados con enlaces  (2—1) y B (2—6) con
glucosa external (graminanos). En especifico, los fructanos de agave que poseen la
estructura mas compleja, es clasificada como agavinas (por su origen), formada por
enlaces B (2—1) y B (2—6) con glucosa intermedia (Fig.2.4), (Lopez y cols., 2003; Ortiz-
Basurto, 2008; Mellado-Mojica y Lopez-Pérez, 2013). Los fructanos de agave se
caracterizan por es una mezcla de todos los isomeros reportados, en los que el principal

es agavinas. A la fecha no existen muchos reportes sobre su efecto elicitor.
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Figura 2.4 Estructura quimica de los fructanos de agave: (a) Inulinas. (b) Levanos, (¢)

Graminanos y (d) Agavinas.

Respecto a la estructura de carbohidratos con actividad elicitora, se debe resaltar la

importancia del grado de polimerizacion para dicha propiedad; generalmente solo los

oligomeros dentro de una banda estrecha de GP son activos (Svalheim y Robertsen, 1993;

Slovéakova y cols., 2000). Los carbohidratos con poder elicitor han sido aislados de la

pared celular fungica (Schaffrath y cols., 1995; Schweizer y cols., 2000), muchos de los

cuales son compuestos, como glucanas, y oligdmeros de manano. La habilidad elicitora

de estos compuestos, plantea la posibilidad de que las enzimas asociadas a la actividad

de defensa en plantas, tales como

quitinasa y P-1,3-glucanasa, pueden liberar estos

compuestos, los cuales a su vez activan el sistema de defensa de la planta

(Hammerschmidt, 1999).

Los fructanos también son producidos por algunas bacterias y hongos; las especies de

hongos que producen levanos se encuentran en los géneros Aspergillus, Aureobasidium,
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Penicillium, Fusarium, Pestalotiopsis, Myrothecium, Trichoderma, y Phytophthora.
Los grados de polimerizacion de las levanas producidas por mohos varia entre especies
del mismo género. Por ejemplo, las levanas sintetizadas por Aspergillus sydowi llegan a
un grado de polimerizacion arriba de las 30 unidades, mientras que Aspergillus niger,
Aspergillus phoenix, Aspergillus foetidus y Aspergillus oryzae forman cadenas con
grados de polimerizacion entre 3 y 8. Se ha reportado la existencia de levanas sintetizadas
tanto por bacterias Gram positivas como por Gram negativas, mientras que la inulina sélo
se ha encontrado en especies Gram positivas como Streptococcus mutans, Lactobacillus
reuteri y Leuconostoc citreaum. Las levanas e inulinas producidas alcanzan grados de

polimerizacion de entre 10* a 10° unidades monoméricas (Madrigal y Sangronis 2007).

Una posible explicacion para la actividad elicitora de estos compuestos y de la
importancia que tiene el GP sobre dicha actividad, podria ser explicada por la similitud
estructural de los fructanos con compuestos similares (levanas o inulinas) sintetizados por
bacterias u hongos. En el caso de ser dada por la similitud con levanas o inulinas,
podriamos tener un proceso de elicitacion con GP variados, de 3 a 30 para mohos y de

10* a 10° unidades monoméricas para bacterias (Madrigal y Sangronis, 2007).

2.6.3.6 Acemananos

Otros compuestos de caracteristicas similares presentes en la pared celular de hongos son
los acemananos, los cuales son mucopolisacaridos, polimeros de manosa. Los
acemananos estan abundantemente presentes en el gel de Aloe vera, a esta planta se le ha
demostrado capacidad fungicida y antibiotica, propiedades que han sido relacionadas con
la presencia de dichos compuestos (Hernandez-Monzén y Romagosa-Ibieta 2015; Pérez

y cols., 2016).

Si bien, inicamente se ha determinado su capacidad fungicida por accidn directa, el hecho
de que compuestos similares como los mananos se encuentren formando parte de la pared

celular de hongos, los hace un candidato viable para presentar caracter elicitor.

2.7 El mercado de los inductores de defensa

En la actualidad ya existe un interés comercial por el uso de elicitores para el control de
patogenos, entre los que destacan el Oryzemate®, Bion®, Messenger®, Oxycom™ vy el

Elexa®.
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El Oryzemate ® (probenazol) es un producto lanzando en 1975 que ha sido empleado
para el control de Pyricularia, causante de la bruzzone o quemado del arroz, sin
surgimiento de resistencia por parte del patdgeno. Ademds de su aplicacion en el arroz,
este elicitor ha sido utilizado con ¢éxito en algunos cultivos horticolas mostrando
efectividad contra hongos, bacterias y virus (Koganezawa y cols., 1998). Del Bion ®
(acido benzolar S-metilo, ASM), existen formulaciones en donde el ASM es el producto
activo y otras en las que el ASM se encuentra conjugado a un fungicida, este ultimo,
debido a que se ha reportado que el uso de un inductor de resistencia, junto con un
fungicida, presentan un efecto sinérgico (Molina y cols., 1998; Hammerschmidt, 1999).
Por su parte Messenger ® contiene una proteina producida por un gen hrp de Erwinia
amylovora. ELEXA ® contiene Qt (Safescience, 2001), OXYCOM™ es una
combinacion de nutrientes y una mezcla de acido peracético (dcido etanoperoxoico),

acido acético (acido etanoico) y H>O2 (Kim y cols., 2001).

Los ingredientes activos de estos productos comerciales son elicitores, por consiguiente,
tienen la capacidad de activar una cascada de sefializacion que desemboca en la
produccion de metabolitos secundarios propios de la defensa de la planta contra
fitopatogenos. Cuando se activa el sistema de defensa vegetal, muchos de los genes
involucrados en este proceso codifican para enzimas que participan en la biosintesis de
metabolitos secundarios con actividad antifungica. De aqui la importancia de conocer los
metabolitos secundarios que se pueden biosintetizar al inducir el sistema de defensa

vegetal.

2.8 Metabolitos secundarios
2.8.1 Generalidades de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos que, si bien no cuentan con una funcioén en
el metabolismo primario, es decir en el crecimiento o reproduccion, si tienen otras
funciones, como la defensa contra herbivoros, virus, hongos, bacterias, tal es el caso de,
las sustancias alelopaticas, fitoalexinas o disuasorios nutritivos, etc., mientras que otros
tienen una funcion fisioldgica, como transporte, almacenamiento o proteccion contra

rayos ultravioleta (Bourgaud y cols., 2001; Wink, 2008; Shilpa y cols., 2010).

Como ya se ha mencionado en anteriores puntos, algunos metabolitos secundarios son

caracteristicos de la defensa de las plantas, por lo que la aplicacion de este tipo de
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compuestos al fruto podria ser la primera linea de defensa contra organismos patogenos,
ademas de tener una posible actividad elicitora. Para lograr obtener de manera diferencial
los metabolitos secundarios con actividad elicitora se requeriria de su extraccion y un
posterior fraccionamiento, con el fin de evitar la presencia de los metabolitos supresores
en los extractos, los cuales podrian interferir o reprimir la accion de elicitacion o represion

(Shiraishi y cols., 1997; Wulff'y Pascholati, 1999).

2.8.2 Extraccidon de metabolitos secundarios

La extraccion de metabolitos secundarios suele hacerse mediante el uso de solventes. El
solvente adecuado para realizar la extraccion es aquél que permite extraer la mayor
cantidad del compuesto deseado empleando la menor cantidad de solvente para obtener
el mayor grado de pureza (Treybal, 1998; Kim, 2004). Para la obtencion de los mejores
resultados es recomendable combinar la extraccion tradicional con técnicas que permitan
aumentar la solubilidad del metabolito o la velocidad de transferencia de masa
(Vongsangnak y cols., 2004), por ejemplo la utilizacion de microondas o ultrasonido
(Hemwimol y cols., 2006), donde este ultimo es ampliamente utilizado con el propdsito
de liberar los compuestos intracelulares al medio, debido a que aumenta la penetracion
del solvente y permeabiliza la pared celular, mediante la colision de burbujas de
cavitacidon que causa una mayor reduccion en el tamano de las particulas, facilitando la

lixiviacion (Soria y Villamiel, 2010).

Para la extraccion de metabolitos secundarios se han empleado diversos solventes y
combinaciones de solventes. Lenis y cols., (2007) extrajeron metabolitos secundarios de
Bostrychia calliptera mediante un proceso de extraccion con una mezcla de etanol:agua
(90:10) a temperatura ambiente y posteriormente fraccionada con hexano (4x100 mL),
luego con cloruro de metileno (4x500 mL) y finalmente con etanol. Stashenko y cols.,
(2003) obtuvieron metabolitos secundarios volatiles de plantas de la familia Verbenaceae
utilizando agua como solvente e hidrodestilando durante 2 h. Garcia-Pefia y cols., (2009)
extrajeron metabolitos secundarios de muestras secas de Passiflora incarnata L.,
Matricaria recutita L. y Morinda citrifolia L. en condiciones isocraticas utilizando 0.1 g

de base seca/20 mL metanol como solvente de extraccion en condiciones ambientales.
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2.8.3 Fraccionamiento de metabolitos secundarios

El objetivo principal del fraccionamiento, es la separacion de componentes de una mezcla
compleja, a fin de lograr mayor efectividad en el proposito que se persigue, en este caso,
en la prevencion de enfermedades causadas por fitopatdogenos. En el caso de los elicitores,
como se ha mencionado con antelacidn, la purificacion cobra mayor importancia, debido
a la posible presencia de compuestos que pueden tener actividad supresora, los cuales

podrian interferir con la accion de elicitacion (Shiraishi y cols., 1997; Wulff'y Pascholati,

1999).

Entre los métodos de separacion mas empleados encontramos la tecnologia de filtracion
con membranas, la cual se aplica a un amplio rango de procesos de separacion,
purificacién y/o concentracion, debido a que ofrece ventajas respecto a otros métodos,
tales como un costo reducido, mayor selectividad y menor aparicion de productos no
deseados, es un método simple, con un bajo consumo de energia, facilidad de

combinacion con otros procesos y de facil escalamiento (Férez-Martinez, 2004).

2.8.3.1 Filtracion con membranas

La filtracion permite la separacion de dos o mas componentes de una corriente fluida, la
membrana (Fig.2.5) actiia como barrera selectiva entre las dos fases: el retenido en donde
se concentran las particulas que no logran pasar por restriccion de tamafio y el filtrado o
permeado, compuesto por particulas de menor tamafio que se mantienen dentro del

sistema en equilibrio osmotico con el retenido (Cheryan, 1986).
2.8.3.2 Clasificacion de los procesos de separacion por membranas

Los procesos de separacion por membranas que involucran la aplicacion de presiones
pueden ser clasificados en cuatro categorias en funcion del tamafio de poro de la
membrana, las cuales son: microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF), nanofiltracion (NF)
y 6smosis inversa (RO). Las categorias se ven explicadas en el Cuadro 2.2 (Cheryan,

1986).
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Retenido

Ll

4= Alimentacion

Permeado

Figura 2. 5 Diagrama general de un proceso de filtracion por membranas.

2.8.3.3 Purificacidon de metabolitos secundarios mediante membranas

Valencia-Arredondo y cols., (2015; 2017) realizaron la purificacion de antocianinas a
partir de capulin en el que el extracto recuperado fue sometido a un proceso escalonado
de clarificacion por membranas, aplicando inicialmente microfiltracion (0.05 pm) para la
retencion de bacterias y clarificacion y una segunda etapa de ultrafiltracion (5 kDa) para
la obtencion de dos fracciones de metabolitos. Palmeros-Parada (2007) uso membranas
de 10 y 30 kDa con el proposito de concentrar metabolitos secundarios para la
determinacion de la actividad de estrictosidina sintasa y su correlacion con la produccion
de alcaloides indol terpénicos en cultivos de Uncaria tomentosa. A nivel planta piloto
existen trabajos como el de Russo (2007) en el que probd microfiltracion (MF),
ultrafiltracion (UF) y osmosis inversa (RO), utilizando un flujo tangencial y membranas
ceramicas y poliméricas, para la MF se empled membranas cerdmicas de 0.8 y 0.45 um
y polimérica en espiral de 500 kDa y para la UF 1 kDa de ceramica y 6 kDa polimérico;
lo anterior con el objetivo de separar selectivamente y recuperar hidroxitirosol, agua y

compuestos organicos como polifenoles.

Una vez lograda la separacion, la identificacion total o preliminar de los compuestos
presentes (metabolitos) en una mezcla compleja, permite el reconocimiento de algunos
de los compuestos ya identificados con poder antifungico. Por otro lado, es posible
contrastar los resultados con lo reportado por otros autores, ademas, de tener la
posibilidad de establecer la presencia de otros compuestos nunca aislados en el fruto o de

los que no se conocia actividad antifingica.
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Cuadro 2.2 Clasificacion de los procesos de separacion por membranas.

Tamafio Peso Aplicaciones Presion Tipo de
molecular proceso
g/mol
100pum Retencion de sélidos 0.5 - 3 bar Microfiltracion
suspendidos, procesos de
clarificacion y
10pm pasteurizacion.
Ium
1000 A
(100nm)
100 A
100,000 Purificacion de 1-10bar Ultrafiltracion
10 A 10,000 b1op011meros,' emg}smnes y
pasteurizacion.
1000 Separacion de oligopéptidos, 5-30 bar Nanofiltracion
enzimas, antibidticos,
herbicidas, pesticidas e
insecticidas.
14 Concentracion de zumos, 10-50bar  Osmosis reversa

azucares, separacion de
iones Na*ClI™ y purificacion
de agua.

2.8.4 Identificacion preliminar de metabolitos secundarios

Es importante lograr la identificaciéon preliminar de la naturaleza de metabolitos
secundarios para establecer la mejor técnica de purificacion y facilitar su posterior
identificacion, para ello, pueden ser realizadas en los extractos crudos pruebas analiticas
como son Liebermann-Burchard para la identificacion de esteroides y triterpenos,
Borntréger para quinonas libres, Shinoda para flavonoides, las de Dragendorff y Mayer
para alcaloides, la de la gelatina para taninos, Rosenheim para leucoantocianidinas, las
de la espuma para las saponinas, Baljet para lactonas y cumarinas, Kedde para
cardenolidos, tricloruro férrico para fenoles y taninos, acidez titulable para acidos

organicos, fenoles totales para compuestos fenolicos y prueba de Molisch para determinar
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la presencia de carbohidratos (Ruiz-Reyes y cols., 2010). Cuando se tiene una idea clara
de qué compuestos pueden estar presentes en un muestra, se pueden aplicar, para lograr
la purificacion y/o identificacion, técnicas mas complejas y exactas como la

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

HPLC, es un método ampliamente utilizado cuyo fin es separar los componentes de una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar y una fase movil (Miranda y Martin,
2013). La muestra se transporta en la fase mdvil dependiendo de sus caracteristicas
intrinsecas y de la columna elegida para la cromatografia, de acuerdo a las interacciones
no-covalentes de los compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas, son la
fuerza determinante para la separacion de los contenidos en la muestra. Por tltimo, llegan
a un detector; la utilizacion de un determinado detector dependera de la naturaleza de los
compuestos a analizar y del objetivo de la determinacion (Mikkelsen y Corton, 2010;

Morales-Chicaiza, 2014).

Ejemplos de trabajos donde se empled este tipo de andlisis es el de Ariza y Sanchez,
(2012), en este trabajo realizaron una determinacion de metabolitos secundarios
producidos por Bacillus subtilis con efecto biocontrolador sobre Fusarium sp. El andlisis
se llevo a acabo mediante HPLC y espectrometria de masas, encontrando la presencia de
Iturina A, la cual presento6 actividad antifiungica contra Fusarium sp. Otro estudio es el
realizado por Andersen y cols., (2002) en el que se analizaron los metabolitos producidos
por distintas especies del género Alternaria, encontrando un perfil de 68 metabolitos
distintos. Por ultimo, Granda y cols., (2005) utilizaron HPLC para analizar los
compuestos aromaticos producto de la fermentacion de residuos de platano por el hongo

Lentinus crinitus.

La extraccion con solventes y el fraccionamiento de metabolitos secundarios
incrementados al inducir el sistema de defensa del fruto de aguacate con los diferentes
inductores propuestos, que por lo tanto son propios de la defensa del fruto y su posterior
fraccionamiento mediante un sistema de membranas, para su posterior aplicacion en el
epicarpio de los frutos podria proporcionar una linea de defensa sélida para el control de
C. gloeosporioides, sustentando una estrategia para el control de la antracnosis en el

aguacate.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Meéxico es el principal productor de aguacate a nivel mundial, con una aportacion del
45.95%, representando el 4.39% del PIB agricola nacional. Siendo la variedad Hass la de

mayor demanda comercial a nivel mundial.

Algunas de las limitantes para la comercializacion del aguacate son las de caracter
fitosanitario, una de las més recurrentes y dafiinas es la antracnosis, enfermedad causada
por Colletotrichum gloeosporioides, la cual llega a causar pérdidas de entre el 20 y 30%
de la produccion. Para el control de patogenos, la estrategia mas comun es el uso de
pesticidas, sin embargo, el uso de estos productos conlleva a riesgos para la salud humana
y para el medio ambiente, por lo que se buscan alternativas para disminuir o eliminar el

uso de estos compuestos.

Debido a la importancia de la comercializacion del aguacate para la economia nacional,
es de vital importancia la implementacién de estrategias para el aseguramiento de la
calidad del cultivo, sin poner en riesgo al ser humano y al medio ambiente. El uso de
inductores del sistema de resistencia que promueva en el fruto la produccién de
metabolitos secundarios con poder antifungico, es una forma prometedora para el control
de fitopatogenos. Por otro lado, la separacion de los metabolitos en fracciones, permitira
definir los de mayor poder antifingico. Esta tesis es la base para el desarrollo de
fungicidas concentrados y de amplio espectro, que potencialmente podrian ser micro
encapsulados en un sistema de liberacion controlada que amplie los periodos de efecto en

productos agricolas.

Por lo anterior se plantea, estudiar el efecto de metabolitos secundarios purificados
producidos por elicitacion del sistema de defensa del fruto de aguacate (Persea

americana) variedad Hass sobre la inhibicion de C. gloeosporioides.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

La aplicacion de elicitores en el epicarpio del aguacate Hass induce la sintesis de
metabolitos secundarios con poder antifiingico, la aplicacion de los extractos y fracciones
especificas, permite limitar el desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides en

pruebas in vitro y reducir la severidad de la enfermedad en pruebas in vivo.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1. General

Estudiar el efecto antifingico sobre Colletotrichum gloeosporioides de extractos
metabolicos y fracciones, obtenidos por elicitacion del sistema de defensa del

aguacate Hass mediante la aplicacion de distintos elicitores

5.2 Especificos

Aplicar distintos elicitores (Qt, MaJA, AS, H>0,, acemananos, FAAGP e inulina)
como inductores del sistema de defensa de aguacate Hass y extraer los metabolitos
sintetizados.

Evaluar in vitro el efecto antifingico de los extractos sobre el hongo C.
gloeosporioides.

Fraccionar el extracto que presente el mayor efecto antifungico in vitro.

Evaluar el efecto antifungico de las fracciones y el extracto completo contra el
hongo C. gloeosporioides mediante pruebas in vitro.

Cuantificar los fenoles totales presentes en las fracciones y extractos con mayor
efecto in vivo.

Identificar parcialmente los componentes presentes en las fracciones y extractos

con mayor efecto in vivo.
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CAPITULO 6. METODOLOGIA

El proyecto se llevara a cabo en 3 etapas (Fig.6.1):

Etapa 1. Aplicacion de los diferentes elicitores en el fruto de aguacate, obtencion de los
extractos y evaluacion del poder antifiingico in vitro de los mismos.
Etapa 2. Fraccionamiento del extracto con mayor efecto y evaluacion in vivo de las

diferentes fracciones obtenidas.

Etapa 3. Identificacion parcial de metabolitos secundarios de la fraccion con mayor

efecto.
‘:‘U Elicitacion, ‘c\‘u Fraccionamiento y ":; Identificacion
2. extraccién y = pruebas de 2. parcial de
i pruebas de /3 inhibicion in vivo. o metabolitos
inhibicion in vitro secundarios

Figura 6.1 Esquematizacion general de las etapas del proyecto.

6.1 Etapa 1: Elicitacion, extraccion y pruebas de inhibicion in vitro

6.1.1 Material vegetal

El material vegetal, es decir, aguacates variedad Hass de categoria orgéanica, en estadio
fisioldgico, de tamafio uniforme y con peso unitario en el rango de entre 120 y 150 g, se

obtuvieron de la empresa “Aguacates Echartea”, ubicada en el municipio de Xalisco, en

el estado de Nayarit

6.1.2 Elicitacion del sistema de defensa del fruto

Para esta etapa del estudio se siguid la metodologia propuesta por Xoca-Orozco (2017).

Se seleccionaron aguacates comprendidos dentro de madurez intermedia, es decir, con
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una firmeza alrededor de los 54 N. La firmeza fue evaluada empleando la metodologia
propuesta por Villa-Rodriguez y cols., (2011) utilizando un texturémetro EXTECH

modelo FHT 200 y seleccionando la punta de penetracion de 8 mm.

Se prepararon soluciones de metil jasmonato (MeJA, 0.1 mM), acido salicilico (AS, 2
mM), peroxido de hidrogeno (H20>, 10 mL/L), inulina 20 g/L, acemananos 20 g/L,
FAAGP 20 g/L y quitosano (Qt) 15 g/L en solucién de acido acético a una concentracion

de 20 mL/L.

Los frutos fueron limpiados con un escobillon, lavados con solucion de hipoclorito de
sodio (NaClO) a una concentracion de 10 mL/L durante 1 min, enjuagados con agua

corriente y dejados secar a temperatura ambiente.

Se contemplaron 6 frutos por tratamiento, los cuales fueron sumergidos durante 1 min en
las soluciones de prueba, al concluir el tiempo, los frutos fueron secados a 25 °C durante
1 h, enseguida se les retir6 el epicarpio, mismo que se almaceno hasta su uso en un

ultracongelador a -80°C.

Se incluy6 un tratamiento control que consisti6 en simular el procedimiento sumergiendo

frutos en agua destilada.

6.1.3 Extraccion y concentracion de metabolitos secundarios

Para la extraccion de los metabolitos secundarios se emple6 la metodologia propuesta por
Saura-Calixto y cols., (2007) con modificaciones, se tomaron porciones del epicarpio
congelado a -80°C y se procedid a macerarlo con ayuda de nitrogeno liquido. Por
tratamiento, se procedid a realizar las extracciones de los metabolitos secundarios
tomando 2 porciones de 1 g del epicarpio macerado, las cuales fueron introducidas
individualmente en tubos falcon de 50 mL, adicionando también 40 mL de una solucion
metanol-agua acidificada (50:50 v/v) (8 mL/L HCI). Los tubos falcon fueron sumergidos
en un bafio ultrasonico Fisher Scientific modelo 15337410 a 40 KHz durante 60 min,
siendo resuspendidos cada 15 min con ayuda de un vortex marca Labnet durante 15 s. Al
finalizar el procedimiento, los tubos se centrifugaron a 3000 g durante 15 min, a 25°C, se
decant6 el contenido de cada tubo y el sobrenadante se conservé en refrigeracion a 4°C,
en condiciones de obscuridad, hasta su utilizacion. El precipitado se resuspendio en 40

mL de una solucion acetona-agua (70:30 v/v) y se re-introdujo nuevamente en el bafio
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durante 60 min, el extracto fue centrifugado a las mismas condiciones, se decantd el

sobrenadante y se almacend a las mismas condiciones antes descritas.

Ambos sobrenadantes se combinaron y concentraron con ayuda de un rotavapor marca
Vante modelo RE 100-Pro acoplado a un refrigerante de circulacion marca Yamada
modelo CF301 durante 45 min a 45°C y ajustando el volumen a 45 mL (22.5 mL de
extracto/g de epicarpio). El concentrado se almacend en condiciones de obscuridad a -
20°C hasta su utilizacion. El procedimiento fue repetido para cada uno de los

tratamientos, con el control y con el solvente de extraccion.

6.1.4 Pruebas de inhibicion in vitro
6.1.4.1 Re-inoculacion de cepa pre aislada de Colletotrichum gloeosporioides

Se inocularon 50 pL de una suspension de esporas criogenizadas pre-aisladas e
identificadas de una cepa de C. gloeosporioides, aislada de aguacate, en placas de agar
papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 27+1 °C durante 9 dias, se descarto la presencia de
contaminacion y se procedid a re-inocular una porcion de micelio de 8 mm de didmetro
en placas de PDA estériles, las mismas fueron incubadas a 27+1 °C durante 9 dias

(Fernandez-Barbosa y Suarez-Meza, 2009).

6.1.4.2 Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Micelial (%ICM)

Se prepararon por triplicado, placas PDA que contenian el extracto de metabolitos
secundarios extraidos del epicarpio del aguacate (previamente tratado con los inductores
propuestos) a las concentraciones de 50 30 y 15% (v/v), para hacer el ajuste de
concentraciones se prepararon medios con déficit de agua, la cual fue sustituida por los
extractos de metabolitos secundarios, mismas concentraciones a las que se les referird en
el presente documento como concentracion Alta, Media y Baja, respectivamente,
posteriormente se inoculd una porciéon de 8§ mm de micelio del hongo con 9 dias de
crecimiento, esto con ayuda de un sacabocados. Las placas se incubaron a 27 £1 °C hasta
que el control negativo, que contenia unicamente al hongo en aguar puro, abarcé el total

de la caja.

Como control positivo se utilizd azoxystrobin, preparado segin recomendaciones del
comerciante (100 g/150 L) y como controles negativos se empled el solvente de
extraccion rotaevaporado y metabolitos secundarios extraidos del aguacate sin ningun

tratamiento, ambos a las mismas concentraciones aplicadas en los tratamientos.

32



METODOLOGIA

Una vez concluido el experimento, se evalud el porcentaje de Inhibicion del Crecimiento
Micelial (%ICM) (Eq.1) y el porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Micelial con

respecto a un control positivo (%ICMC+) (Eq.2) para cada uno de los tratamientos.

La evaluacion de la capacidad de inhibicion de los metabolitos secundarios se estudid
mediante la variable de %ICM, cuantificando el diametro de crecimiento con ayuda de
un calibrador “Pie de rey” y restando el efecto del solvente sobre la inhibicion (Suarez-

Meza y cols., 2008).

Didmetro colonia control — Didmetro colonia de tratamiento
%ICM = — ; " X100 (Eq.l)
Diametro colonia control — Diametro del sacabocados

Por su parte, la Inhibicion Micelial con respecto a un control positivo (ICMC+), se evalud

empleando la Ecuacion 2.

ICM1X100>

ICM?2 (Eq.2)

ICMC+= (
Donde:
ICM1: ICM del tratamiento.

ICM2: ICM del control positivo.

6.1.4.3 Prueba de esporulacién

Una vez evaluados los porcentajes de ICM e ICMC+, se procedid a adicionar 5 mL de
agua destilada estéril a cada una de las placas, con ayuda de la parte superior de una punta
de micropipeta estéril se procedi6 a desprender las esporas, por ultimo, la suspension fue
filtrada con ayuda una gasa estéril. Se tomaron 40 pL del filtrado y se colocaron en una
camara de Neubauer, el conteo se visualizo a través de un microscopio B-380 de la marca
OPTIKA® utilizando el objetivo 40X. Se determind el nimero de esporas/mL para cada
una de las réplicas de los experimentos utilizando la siguiente ecuacion Eq. 3, ademas,
utilizando los datos de la esporulacion, se determind el porcentaje de inhibicion de la

esporulacion (%IE) siguiendo la Eq. 4:
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esporas

N 4.106
== -4-10° (Eq3)

mL

Donde:
N: Suma total de esporas contadas de 80 cuadrados (5x16).

80: Numero de cuadrados contados en cada camara.

=P (t)x100
%IE = 100 — ~esp.—— (Eq4)

mL
Donde:

Esp/mL (t): Esporulacion observada con el tratamiento.

Esp/mL (c): Esporulacion observada con el control negativo.

6.1.4.4 Prueba de germinacion (%G)

Para evaluar la variable de %G se utilizé la metodologia propuesta por Xoca-Orozco
(2017) con algunas modificaciones. Se realizé una suspension de esporas a partir de una
cepa de 9 dias de crecimiento micelial del hongo C. gloeosporioides. Se prepararon tubos
éppendorf con un volumen total de 1 mL de solucion de esporas y metabolitos secundarios
a las concentraciones antes estudiadas y ajustando la concentracion de esporas a 1x10°
esporas/mL. Los tubos se mantuvieron en agitacion constante en una plancha de agitacion
marca IKA® a 180 rpm y 25 °C, durante 24 h. Una vez trascurrido el tiempo de
incubacion, se tomo una alicuota de 40 pL del resultante y con ayuda de una camara de
Neubauer se realiz6 el conteo de esporas germinadas y no germinadas. Se consider6 a
una espora germinada aquella cuyo desarrollo del tubo germinativo fue el doble de la
longitud de la espora. Para calcular el %G se utilizo la Eq. 5 y a partir de dicha variable

se determino el porcentaje de inhibicion de la germinacion (%IG) utilizando la Eq.6:

esporas germinadas

%G =

100 (Eq. 5)

esporas germinadas+esporas no germinadas

%G (t)x100

%IG = 100 — %G ()
0

Donde:
%G (t): %G observado con el tratamiento.

%G (c): %G observado con el control negativo.
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6.1.4.5 Evaluacion de capacidad fungicida y fungistatica sobre espora y micelio

Para determinar si el efecto de los metabolitos secundarios extraidos es de tipo fungicida
o fungistatico, a partir de las placas empleadas en el ensayo de %ICM, se sustrajo un
disco de 8 mm de diametro del micelio, el cual fue re-inoculado en una caja de PDA sin
la presencia de metabolitos. Se observd si el hongo re-inoculado se desarrollaba

normalmente con respecto al control.

Para la segunda prueba, se tomaron los tubos éppendorf del ensayo de %G, los tubos se
centrifugaron a 5000 g por 10 min, se retird el sobrenadante y se le adicioné 1 mL de
agua destilada estéril, repitiendo el procedimiento 3 veces para asegurar la eliminacion
de los metabolitos secundarios. Por ultimo, se tomaron 50 pL y se inocularon en cajas
con medio PDA. Las placas fueron incubadas a 27 £1 °C. Nuevamente se observo si las
esporas inoculadas se desarrollaban con normalidad respecto al control (Xoca-Orozco,

2017).

6.1.4.6 Disefio experimental y analisis estadistico de Etapa 1

Para la evaluacion de %ICM, %ICMC, %IE y %IG, los resultados fueron analizados
estadisticamente utilizando un disefio factorial 10x3 con un andlisis de varianza
(ANOVA), se realizaron comparaciones de medias por una prueba de Tukey (P<0.05),
empleando el paquete estadistico STATISTICA 10. Teniendo como variables
independientes los inductores y las concentraciones, mientras que como variables
dependientes el %ICM, %ICMC, %IE y %IG. Ademas, se incluyo al control negativo

(hongo creciendo en agar no envenenado) y al control positivo (azoxystrobin).

6.2 Etapa 2: Fraccionamiento y pruebas de inhibicion in vivo.
6.2.1 Fraccionamiento de metabolitos secundarios

En esta etapa inicamente se prosiguio con los inductores que tuvieron mayor efectividad
en las pruebas in vitro y los de mayor interés cientifico, es decir inulina, acemananos,

quitosano y fructanos.

El fraccionamiento de la solucién de metabolitos secundarios se realizé mediante un
sistema de filtracion frontal tipo tanque agitado de 500 mL a 150 rpm, 25 °C, con presion

transmembrana promedio de 3 bar generada con una bomba de peristaltica modelo
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WP6111560 de la marca Merck (Alemania) acoplado a una membrana de 1 kDa,

obteniendo dos fracciones, una proveniente del retenido y otra del permeado de la misma.

6.2.2 Ajuste de las concentraciones mediante andlisis de sélidos disueltos

Para el ajuste de la concentracion de sélidos en las fracciones, se procedio a evaluar
gravimétricamente los sélidos disueltos en las fracciones de metabolitos preformados. Se
pusieron capsulas de porcelana a peso constante y se les adiciond 5 g de cada solucion.
Las muestras fueron secadas en un horno a 110°C hasta alcanzar peso constante. Los

solidos disueltos fueron determinados utilizando la siguiente formula Eq 7:

%SélidOS — Peso residuo %100 (Eq.7)

Peso muestra

6.2.2 Prueba in vivo con las fracciones de metabolitos
6.2.2.1 Preparacion de suspension de esporas

Para la prueba in vivo, se tomd un cultivo del patogeno de 9 dias de crecimiento y se
cubrié con 10 mL de agua destilada estéril. Usando una varilla de vidrio en “L” se
procedid a desprender las esporas. Se recaudo la solucion y se filtré utilizando una gasa
estéril para retener residuos del medio de crecimiento y micelio. Se ajustd la

concentracion de esporas a 1x10° esp/mL mediante la medicién en cdmara de Neubauer.

6.2.2.2 Prueba in vivo con fracciones de metabolitos secundarios

Se utilizaron frutos de aguacate en madurez fisioldgica, los cuales fueron sanitizados
como se describid con anterioridad. Utilizando como referencia los resultados
provenientes de las pruebas in vitro, se determind una concentracion del 30% (v/v),
ajustando dicha concentracion en funcion del contenido de so6lidos de las fracciones. Las
fracciones y el extracto metabdlico completo se aplicaron por inmersion del fruto durante
un minuto.

Una vez trascurridas 24 h, se procedi6 a inocularlos con la ayuda de un punzon realizando
3 heridas de 3 mm de profundidad y adicionando 20 pL de la suspension de esporas

(1x10% esp/mL) con una micropipeta.

36



METODOLOGIA

Como controles se utilizaron los metabolitos secundarios del aguacate sin induccion,
aguacates no inoculados con esporas y el control positivo con azoxystrobin (100 g/150

L).

6.2.2.3 Porcentaje de severidad de la enfermedad

En los dias pos-inoculacion se midié el desarrollo del hongo en las heridas hechas e
inoculadas con 20 pL de la suspension de esporas del patdogeno. La severidad de la
enfermedad se calculd midiendo el diametro de la lesion con un vernier, reportando los
resultados en mm. El experimento se detuvo una vez que la infeccion en los frutos control
(frutos con patdgeno, pero sin tratamiento) hubiera desarrollado una lesion necrotrofica

cuyo didmetro aproximado fuera de 10 mm.

6.2.3 Diseno experimental y andlisis estadistico de la Etapa 2

Los resultados fueron analizados estadisticamente utilizando un disefio factorial 7x3 con
un ANOVA, se realizaron comparaciones de medias por una prueba de Tukey (P<0.05),
empleando el paquete estadistico STATISTICA 10. Estableciendo los inductores y la
fraccidn como variables independientes y como variable dependiente la severidad. Se
considerd como control, negativo frutos no tratados inoculados con el patégeno y como

control positivo la aplicacion del fungicida azoxystrobin.

6.3 Etapa 3: Cuantificacion de fenoles totales e identificacion parcial de los compuestos

fendlicos

Uno de los efectos mas observados después de un proceso de elicitacion es un aumento
en la concentracion de fenolicos presentes en el fruto. Para esclarecer el mecanismo de
accion de los extractos, se realizaron cuantificaciones en el contenido de compuestos

fenodlicos y la identificacion parcial de los compuestos presentes en los mismos.

En la etapa 3 de la investigacion se utilizaron los extractos con los mejores resultados

observados en la etapa 2, es decir inulina y quitosano.
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6.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

Se tomaron alicuotas de 120 uL de cada uno de los extractos, a cada una de las alicuotas
se les adicionaron 120 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, ambos fueron mezclados e
incubados durante 2 min a 40 °C. Una vez terminada la incubacidn inicial, se adiciond
960 pL de una solucion de Na,COs3 al 5%, se mezclaron y se dejaron incubando durante
20 min a 40 °C. Transcurrido el tiempo, se leyo6 la absorbancia a A =765 nm. Se determin6
la concentracion de fenoles en los extractos comparando las absorbancias con una curva
patrén de acido galico, expresando los resultados en mg/mL de equivalentes de acido

galico (mg GAE/g), (Miramontes, 2020).

6.3.2 Identificacion de los componentes

Con el objetivo de identificar los componentes de las fracciones mas efectivas o de mayor
interés para el control del desarrollo del patégeno en pruebas in vivo, es decir, las
fracciones provenientes de los extractos metabolicos obtenidos del epicarpio de aguacate
Hass elicitado con quitosano e inulina, se procedi6 a realizar un analisis cromatografico
por HPLC-SEC. La identificacion se llevo a cabo mediante la utilizacion de un detector
de matriz de fotodiodos (PDA) a A=280 y estandares de compuestos de interés:
epicatequina, naringenina, &cido trasn-cinamico, 4acido mevaldnico, taxifolina y
kaempferol. Para el analisis se utiliz6 la columna XBridge C18 (4.6x150 mm) mantenida
a 35°C, un tiempo de inyeccion de 10 min, flujo de entrada constante de 0.8 mL/min. y
un gradiente empleando dos eluyentes (Cuadro 6.1), A: metanol y B: agua acidificada (4

mL/L de 4cido acético).

Cuadro 6.1. Método empleado para el analisis cromatogréafico en razon a eluyente B ( %).

Tiempo (min) % B
0 95
1.9 95
2 90
4.4 90
4.5 75
9.9 75
10 50
15.9 50
16
30.9
31 95
40 95
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Para la inyeccion de los estandares, se prepararon soluciones a 1 mg/mL de metanol y se
utilizo el mismo método analitico utilizado con los extractos. Se evaluaron los tiempos
de retencién y se compararon con los tiempos de retencion observados en los

cromatogramas de los extractos.

Con el objetivo de determinar si alguno de los metabolitos estudiados estaba presente en
mayor proporcion con respecto al control con metabolitos preformados, es decir, que se
indujo su sintesis como parte de un proceso de activacion del sistema de defensa del fruto,
se determind la proporcion entre el area de los picos del control de metabolitos

preformados contra el de los tratamientos.

6.3.2 Diseno experimental y analisis estadistico de la Etapa 3

Para el analisis de datos de fenoles totales se utilizd como disefio experimental un disefio
factorial 32, siendo las variables independientes el extracto y la fraccion y la dependiente
los mg GAE/g. Los resultados fueron analizados estadisticamente utilizando un ANOVA
y mediante una comparacion de medias Tukey (P<0.05), empleando el paquete estadistico

STATISTICA 10.

Para el analisis de datos de las relaciones de areas, se utilizd como disefio experimental
un disefio factorial de una via, siendo la variable independiente el tratamiento y la
dependiente la relacion de las 4areas en los andlisis HPLC. Los resultados fueron
analizados estadisticamente utilizando un ANOVA y mediante una comparacion de

medias Tukey (P<0.05), empleando el paquete estadistico STATISTICA 10.
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1: Elicitacion, extraccion y pruebas de inhibicion in vitro
7.1.1 Inhibicidn del crecimiento micelial (ICM)

Los resultados obtenidos del analisis de la inhibicion de crecimiento micelial en pruebas
in vitro mediante la aplicacion de extractos metabdlicos inducidos y preformados a
distintas concentraciones se muestran en el Cuadro 7.1 y el Anexo 10.1. Los extractos
metabolicos obtenidos a partir del epicarpio de frutos de aguacate bajo los diferentes
tratamientos de induccion, lograron inhibir el desarrollo micelial de Colletotrichum
gloeosporioides de manera significativa (p<0.05) con respecto al control negativo
(Fig.7.1 B y C). Se obtuvieron los mejores resultados utilizando los extractos a
concentracion media (30% v/v; 1.08 mg/mL) y empleando a la inulina como inductor,
observando una ICM de 80.24+1.82%, pero sin observar diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos con acemananos (79.62+1.26%), H,O> 76.41+.26 y
quitosano 75.18+.45, a la misma concentracion. Por su parte, al contrastar los resultados
evaluando los extractos provenientes de los tratamientos de inulina, acemananos,
peroxido de hidrégeno y quitosano contra el control positivo con azoxystrobin (Fig.7.1
D), lograron superar significativamente al control, empleando una concentracion alta
(50% v/v;1.8 mg/mL) y media. Asimismo, se observaron diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos con metabolitos preformados (presentes en el epicarpio
sin induccion) en comparacion con la aplicacion de extractos con metabolitos inducidos
con el elicitor inulina, con excepcidon de aquellos a concentracion alta (Fig.7.1 A). Este
resultado sugiere que perse en el epicarpio de aguacate estan presentes metabolitos con
capacidad antifingica y que al inducir el sistema de defensa estos metabolitos pueden
estar aumentando en concentracion, ya que se obtiene una mayor inhibicion del hongo,

a excepcion de la concentracion alta.
Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de concentraciones altas en los

tratamientos con metabolitos secundarios preformados e inducidos pueden ser

explicados si se considera que todos los tratamientos llegaron al 100% de inhibicion
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bruta (antes de restar el efecto del solvente sobre el desarrollo del patdgeno), si
consideramos los resultados obtenidos con los metabolitos preformados a otras
concentraciones, donde presentaron resultados inferiores con respecto a los inducidos,
se intuye que es posible obtener inhibiciones brutas del 100% a concentraciones de

extracto inferiores al 50% v/v.

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). ICM (%)': Inhibicion del crecimiento micelial con respecto dado en relacién

al control negativo.

Para la determinacion del %ICM en cada uno de los tratamientos se resto el efecto del
solvente, el cual obtuvo un %ICM de 21.05% a la concentracion mas alta, esta inhibicion
es atribuible a la acidificacion del medio por parte del solvente. En trabajos anteriores
como el de Gutierrez-Montalvan y Mastrocola-Racines (2018) se observo una inhibicion
maxima del 68.66+5.92% en el desarrollo del patdgeno aplicando 2000 ppm de acido
acético y un tratamiento térmico a 49°C, utilizando como fruto modelo a Papaya (Carica
papaya L.), lo que indicaria que en condiciones de pH acido se ve afectado el desarrollo

de Colletotrichum sp.

Por su parte, las diferencias entre los tratamientos aplicados pueden ser explicados por
los distintos mecanismos de induccidn, tanto identificados como desconocidos, que
podrian estar involucrados, recordando que los elicitores bidticos y abidticos tienen
diferentes mecanismos de elicitacion (Zhao y cols., 2001). También es posible que las
diferencias estructurales entre tratamientos en los que se aplicaron biopolimeros que
guardan similitudes estructurales con compuestos encontrados en patdogenos, como es el
caso de acemananos, inulina y FAAGP. Asimismo, se podria relacionar los efectos
observados a la distribucion y concentracion de los receptores especificos en la célula

vegetal.
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Cuadro 7.1 Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Micelial (%ICM), se muestran las
diferencias significativas entre tratamientos.

Elicitor Concentracién ICM (%)!
Controles
Control (-) NA 0+0 a
Azoxystrobin (Control +) Establecida 74.40+£8 f, g
Preformados 15% v/v (0.54 mg/mL) 30.61+1.56 b
Preformados 30% v/v (1.08 mg/mL) 60.01+.82 ¢
Preformados 50% v/v (1.8 mg/mL) 78.94+0 g, h, i
Tratamientos 15% v/v (0.54 mg/mL)
_Acemananos 33.83+1.75b
Acido Salicilico 34.52+3.28 b, ¢
Inulina 39.50+3.26 ¢, d
Fructanos 42.26+3.12d
Metil Jasmonato 41.11+4.26 d
Peréxido de hidrégeno 40.35+1.05d
Quitosano 40.88+.53 d
Tratamientos 30% v/v (1.08 mg/mL)
Acemananos 79.62+1.26 h, i
Acido Salicilico 71.50£1.6 f
Inulina 80.24+1.82 1
Fructanos 73.65+.8 f
Metil Jasmonato 71.96=1.14 f
Peroxido de hidrégeno 76.41+.26 f, g, h, i
Quitosano 75.18+45f, g, h, i
Tratamientos 50% v/v (1.8 mg/mL)
Acemananos 78.94+0 g, h, i
Acido Salicilico 78.94+0 g, h, i
Inulina 78.94+0 g, h, i
Fructanos 78.94+0 g, h, i
Metil Jasmonato 78.94+0 g, h, i
Peréxido de hidrégeno 78.94+0 g, h, i
Quitosano 78.94+0 g, h, i
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Concentraciones

—~

C) Hongo en agar
no envenenado

A)
Preformados

B)
Inulina

Figura 7.1 Inhibicion del crecimiento micelial. A) Aplicaciéon de metabolitos
secundarios preformados a las concentraciones estudiadas. B) Aplicacion de metabolitos
secundarios producidos por induccién del sistema de defensa mediante la aplicacion de
inulina a las concentraciones estudiadas. C) C. gloeosporioides en agar no envenenado
como control negativo. D) Aplicacion de azoxystrobin como control positivo.

Los resultados obtenidos con inulina, FAAGP y acemananos como Factores Inductores
de Metabolitos (FIMs), podria ser evidencia que apoye la reciente propuesta del
concepto de ‘sweet immunity’ o ‘sugar-enhanced defence’, en la que se establece que
“sacaridos enddgenos podrian actuar como moléculas de senalizacion que se activan
por la exposicion al estrés, y por lo tanto, inician la amplificacion de la sefal y
conducen a una activacion mas rapida y robusta de defensa, inmunidad y tolerancia al

estrés” (Ceusters y cols., 2017).

Considerando otros enfoques, existe la posibilidad de que las similitudes estructurales
con compuestos producidos por agentes patdogenos jueguen un papel en el
reconocimiento de dichos polimeros. En el caso de los acemananos, existe homologia
con los mananos, un polimero estructural encontrado en la pared celular de los hongos
que ya ha mostrado capacidad inductora como FIMs (Kirakosyan y cols., 2000).
Adicionalmente, se ha establecido la capacidad como inductores de diversos
polisacaridos estructurales obtenidos de hongos (Yamaguchi y cols., 2000;Zhao y

cols., 2005; Ramos-Solano y cols., 2008).
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En el caso de los fructanos y la inulina, la diferencia entre la respuesta del fruto podria
ser explicada por las variantes estructurales de las mismas, que son explicadas en la
seccion de antecedentes. Si bien, existe escasa informacion sobre el mecanismo
inductor de estos compuestos en plantas, se sabe que la fructanos con enlaces f 2 — 1
son capaces de unirse y ser identificada por las células epiteliales intestinales humanas
en el receptor tipo Toll-Like 2 (TLR2) y en menor medida, TLR4, TLRS, TLR7 y
TLR8 (Vogt y cols., 2014); si bien los FAAGP cuentan con este tipo de enlace, los
enlaces B (2—6) que también presentan (Lopez y cols., 2003; Ortiz-Basurto, 2008;
Mellado-Mojica y Lopez-Pérez, 2013) podrian dificultar su percepcion. Un ejemplo
muy conocido de moléculas estructuralmente similares, pero que no comparten receptor,
es el caso del quitosano y la quitina, donde la quitina tiene como receptor a uno de tipo
kinasa denominado CERK1 (Quitina Elicitor Receptor Kinasa), mientras que atn se

desconoce el perteneciente al quitosano (Larez-Velasquez y cols., 2019).

El efecto de la inulina como inductor fue recientemente identificado en lechuga
(Lactuca sativa), induciendo el sistema de defensa y disminuyendo los sintomas
contra el moho gris (Botrytis cinerea) (Tarkowski y cols., 2019). También se han
estudiado otros tipos de polimeros de fructosa como es el fructooligosacarido de
Bardana (OFB), un polimero lineal de fructosa con enlaces P-2,1, el cual ha
demostrado la habilidad de inducir la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) contra
Colletotrichum orbiculare en plantulas de pepino (Zhang y cols., 2009) y contra el virus
del mosaico del tabaco (Wang y cols., 2009), encontrando un aumento en la actividad
de enzimas relacionadas con la defensa, como es el caso de la fenilalanina amoniaco
liasa (PAL), la cual a su vez se relaciona activamente con la ruta de los fenilpropanoides

y por ende en la sintesis de compuestos fendlicos.

La acumulacion de compuestos fenolicos a partir de un proceso de induccidén no es
exclusiva de la inulina o de los OFB, en el Cuadro 7.2 se plasman diversos trabajos en
los que se reportan los efectos que tienen diversos inductores sobre variados frutos. Entre
los efectos de los inductores fue posible observar acumulacion de compuestos fendlicos
o el aumento de la actividad de enzimas relacionadas con el proceso de sintesis de este

tipo de compuestos.
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Cuadro 7.2 Inductores y sus efectos sobre los frutos.

Inductor

Fruto modelo

Efecto

Referencia

Quitosano

Bicarbonato de
sodio (NaHCOs3)
con agua
electrolizada (ew)
Aceite de tomillo

Acido salicilico

Acido salicilico

Metil jasmonato y
salicilato de metilo

Sequia al 50%

Agua caliente

(HWT)

Frutos de aguacate
(Persea americana)
en madurez
fisiologica,
intermedia y de
consumo
Naranja x sinensis
(L. Obseck) cv.
Navelina

Durazno (Prunus
persica)

Mango (Mangifera
indica L. cv.

Tainong)

‘Taaptipjaan’
manzana de cera
(Syzygium
samarangenese)

Aguacate Hass
(Persea americana)

Chile (Capsicum
annuum)
Kiwi (Actinidia
deliciosa cv.

‘Yate”)

Induccién de genes involucrados en
la biosintesis de los
fenilpropanoides.

Aumento de la actividad de las
enzimas Quitinasa, POD, PAL y -
1,3-glucanasa

Aumento de la actividad de PAL

Aument6 de las actividades de
quitinasa, B-1,3-glucanasa, PAL y
POD e incremento de la
concentracion de compuestos
fenodlicos totales y lignina.
Incremento la actividad de enzimas
POD y CAT, mayor actividad
antioxidante y aumento de la
concentracion de fenoles totales.

Aumento de actividad de las
enzimas [ -1,3-glucanasa y PAL

Aumento significativo en la
concentracion de fenoles.
Incremento significativo en la

actividad de las enzimas CAT y
POD vy de la concentracion de

compuestos fendlicos totales.

(Xoca-Orozco y
cols., 2018)

(Fallanaj y cols.,
2016)

(Chairin &
Petcharat, 2017)

(He y cols., 2017)

(Supapvanich y
cols., 2018)

(Glowacz y cols.,
2017)

(Vargas y cols.,
2014)
(Chen y cols.,

2015)

La acumulacién de compuestos fenolicos a partir de la induccion del sistema de defensa

de un fruto, es debido al papel que tienen este tipo de compuestos para la defensa contra

microrganismos fitopatogenos. Debido a su pequefio tamafio, se favorece su difusividad

y facilidad de atravesar estructuras de resistencia como son membranas y paredes

celulares. En gran medida la capacidad antimicrobiana de los compuestos fenolicos esta

dada por interacciones electrostaticas de los mismos con las proteinas de membrana
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presentes en la pared celular, desembocando en una mayor permeabilidad y lisis de la
membrana (Avello-Lorca y cols., 2012, Upadhyaya y cols., 2014). A su vez, el dafo a
las membranas puede llegar a causar el colapso de los conidios e hifas resultando en una
pérdida de la integridad celular y eventualmente en la muerte del microrganismo

(Toyoshima y cols., 1994, Moreno y cols., 2006).

En el trabajo de Veloz-Garcia y cols., (2010), se reporta que los compuestos fendlicos
encontrados en el extracto de cascalote (Caesalpinia cacalaco) evaluados de manera in
vitro sobre Colletotrichum lindemuthianum fueron capaces de inhibir la actividad de
algunas enzimas importantes para el desarrollo del hongo, como son la celulasa y la
poligalacturonasa. En otro estudio, Gamble y cols., (2000), encontraron que los
compuestos presentes en el extracto de lino son capaces de inhibir la actividad de

celulasas y pectinasas.

Otros mecanismos de actividad antimicrobiana son: la interferencia con la produccion
de ATP (Yahyazadeh y cols., 2008, Avello-Lorca y cols., 2012), la liberacion de
moléculas atrapadas en el espacio intraliposomal y la agregacion de liposomas presentes
en la membrana fingica (Ikigai y cols., 1993), asimismo, algunos compuestos fenodlicos,
presentes en el aguacate, como el 1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-heneicosa 12, 16 dieno,
estan relacionados con la inhibicion de la elongacion del tubo germinativo de la espora

(Prusky y cols., 1991, Ardi y cols., 1998).

Los resultados obtenidos del control negativo (tejido no inducido), indican la existencia
de compuestos preformados en el epicarpio del aguacate con poder antifingico. Roy y
cols., (2018) estudiaron el efecto de compuestos fenolicos extraidos de fresa (Fragaria
x ananassa, Duch)., observando un efecto antiflingico sobre Colletotrichum spp., por
parte del acido trans-cinamico, el acido fertlico y por el acido p-cumarico, siendo los
mismos identificados previamente en el fruto del aguacate por Contreras-Gutiérrez y
cols., (2013). El efecto antifingico de extractos vegetales con presencia de compuestos
fendlicos es un punto de referencia para evaluar los extractos obtenidos de tejidos
vegetales a los que se les ha aplicado inductores del sistema de defensa.

Urdaneta y cols., (2013), reportaron un %ICM de hasta el 86.1% sobre Colletotrichum

acutatum empleando una concentracion de 2% de un extracto etanolico de Gliricidia
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sepium, efecto atribuible a la presencia de metabolitos secundarios como son los
isoprenoides alcaloides, fenoles simples y flavonoides. Tomando en cuenta las
caracteristicas de la extraccion y el contenido de materia seca de las hojas del trabajo de
Urdaneta y cols., (2013), que varia de un 8.75 a un 13.39% segln lo reportado por
Cuervo-Jiménez y cols., 2013, se obtiene un equivalente en concentracion del 64.88%

del extracto de G. sepium.

En el trabajo de tesis de licenciatura de Carranza-Arévalo (2017) se estudio el efecto de
diversos extractos vegetales sobre Colletotrichum sp., entre ellos los extractos vegetales
de manzanilla (Matricaria recutita), chamico (Datura ferox), marco (Ambrosia
arborescens Mill.), lavanda (Lavandula officinalis) y ortiga (Urtica dioica), obteniendo
valores maximos de inhibicion de 63.27% y minimos de 11,87% respectivos a los

extractos vegetales de lavanda y ortiga a una concentracion maxima de 85% v/v.

En el trabajo de tesis de maestria de Xoca-Orozco (2017), aplicando condiciones
similares de extraccion e induccion (tiempo, fruto modelo e inductores) a las empleadas
en el presente proyecto, se obtuvo un %ICM de entre el 49 y el 74% utilizando una
concentracion maxima de 16 mg/mL de metabolitos secundarios extraidos del epicarpio
del aguacate. Para obtener una correcta comparacion, se realizo un analisis gravimétrico
de los extractos obtenidos en el presente trabajo de tesis, estableciendo una
concentracion de solidos disueltos del 0.367%, tomando en cuenta que los mejores
resultados fueron obtenidos a una concentracion del 30%, fue posible establecer una
concentracion de 1.08 mg/mL para los extractos estudiados en la presente tesis,

diferencia que puede ser atribuida a los procesos de concentracion de ambos extractos.

7.1.2 Inhibicion del crecimiento micelial con respecto a un control positivo (%ICM C+)

Con base en una comparacion relativa entre los resultados obtenidos con el control
positivo con azoxystrobin y los obtenidos con los tratamientos, se obtuvieron los
resultados mostrados en el Cuadro 7.3, observando inhibiciones del crecimiento micelial
de hasta el 107.8442.45% utilizando una concentracion del 30% v/v del extracto en el
que se utiliz6 inulina como inductor. En cuanto a los resultados de acuerdo a la

concentracion, se obtuvieron %ICMC+ del 106.1+0% para todos los tratamientos a
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concentracion alta (50 v/v), de hasta 107.8442.45% al utilizar una concentracion media
(30% v/v) de metabolitos secundarios producidos al utilizar inulina como inductor y del
56.84+4.19 para tratamientos a concentracion baja (15% v/v; 0.54 mg/mL) con FAAGP
como inductor. Igualmente se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre la
mayoria de los tratamientos con metabolitos preformados y aquellos con metabolitos
inducidos, con excepcion de aquellos en los que se utiliz6 la concentracion alta, atribuido

al mismo principio del apartado anterior.

Los resultados obtenidos se podrian explicar debido a la existencia de cepas de C.
gloeosporioides que ya presentan resistencia al fungicida, como fue reportado por
Gutiérrez-Alonso y Gutiérrez-Alonso en 2003. El azoxystrobin pertenece a la familia de
las estrobilurinas, por lo tanto, tiene efecto en un sitio especifico, es decir el citocromo
b (cyt b), sin embargo, esta caracteristica facilita el desarrollo de resistencia por parte
del patdgeno (Pérez, 2006). La resistencia que presentan algunas comunidades fingicas
a este tipo de fungicidas ha sido atribuida a una mutacion puntual G143 A, ademas de

ser identificada la sobreexpresion del gen cyt b (Alfaro-Alvarado, 2019).

Los resultados que se obtienen del presente experimento indican que el uso de
metabolitos secundarios obtenidos por elicitacion del sistema de defensa puede rivalizar
con fungicidas ampliamente utilizados como es el caso del azoxystrobin y por lo tanto
podria ser una alternativa viable para el control de microorganismos fitopatogenos.
Ademas, debido a la variedad de compuestos presentes en extractos vegetales seria mas

complejo el desarrollo de cepas patogenas resistentes.
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Cuadro 7.3 Porcentajes de Inhibicion del Crecimiento Micelial con respecto a un control
positivo (%ICMC+H).

Elicitor Concentracion ICMC+ (%)!
Controles
Preformados 15% v/v (0.54 mg/mL) 41.15¢2.1a
Preformados 30% v/v (1.08 mg/mL) 80.65+1.11 ¢
Preformados 50% v/v (1.8 mg/mL) 78.94+0 g, h, i
Tratamientos 15% v/v (0.54 mg/mL)
Acemananos 45474235 a
Acido Salicilico 46.4+4.41 a, b
Inulina 53.09+4.38 b, ¢, d
Fructanos 56.844.19 d
Metil Jasmonato 55.26+£5.73 d
Peroxido de hidrégeno 54.23+1.41 c,d
Quitosano 54.95+.71d
Tratamientos 30% v/v (1.08 mg/mL)
Acemananos 79.62+1.26 h, i
Acido Salicilico 96.1£2.16 f
Inulina 107.84£2.45 h
Fructanos 98.98+1.08 f, g
Metil Jasmonato 96.72+1.54 f
Peroxido de hidrégeno 102.69+.35f, g, h
Quitosano 101.04+.61 f, g, h
Tratamientos 50% v/v (1.8 mg/mL)
Acemananos 106.1+0 g, h
Acido Salicilico 106.1£0 g, h
Inulina 106.1+0 g, h
Fructanos 106.1£0 g, h
Metil Jasmonato 106.1+0 g, h
Peroxido de hidrogeno 106.1+0 g, h
Quitosano 106.1£0 g, h

Los valores representan la media + desviacidon estandar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). ICMC+ (%)": Inhibicion del crecimiento micelial en funcion a los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de azoxystrobin.

50



RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.3 Efecto de la aplicacion de los diferentes tratamientos sobre la esporulacion

Los resultados obtenidos al evaluar la inhibicion de la esporulacion después de aplicar
los extractos (Cuadro 7.4), presentan diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre todos los tratamientos y el control negativo. Adicionalmente, se observaron
diferencias (p<0.05) entre el control positivo (39.6+£5.96%;) y los extractos metabdlicos
inducidos. Comparando los resultados obtenidos al aplicar metabolitos preformados, no
se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre la mayoria de los tratamientos y
el control, exceptuando los obtenidos a partir de la utilizacion de fructanos
(78.05+4.67%) y quitosano (84.55+0.12) a una concentracion baja de extracto,
resultados que pueden ser relacionados con la reduccion del crecimiento micelial

reportado en este mismo estudio. La explicacion se describe a continuacion.

Los resultados obtenidos variaron en un rango de 94.45-61.05% de inhibicién de la
esporulacion. En cuanto a los tratamientos con los diferentes inductores del sistema de
defensa, el mejor resultado en este parametro se obtuvo con el HO> (93.89+0.7%),
empleando el extracto a concentracion media (30% v/v), pero sin presentar diferencias
significativas positiva entre este mismo tratamiento y los obtenidos mediante la

aplicacion de los demas inductores tanto a concentracion media como alta.

Contrariamente a lo esperado, no en todos los casos al aumentar la concentracion de
metabolitos secundarios tuvo un efecto positivo sobre la inhibicion de la esporulacion.
Si bien, existi6 una disminucidn del crecimiento micelial con respecto a al aumento de
la concentracion de metabolitos secundarios, no se observd una disminucion de la
esporulacion de acuerdo a la reduccidon micelial; tales resultados son atribuibles a la
relacion inversa entre tasa de crecimiento y la esporulacién que ha sido reportada con
anterioridad (Dahlberg y Etten, 1982). Una posible explicacion para el fenomeno en
relacion a los compuestos fenodlicos, es la capacidad de algunos para limitar la formacion
de ATP (Wulandari y cols., 2009, Braun y cols., 2011). Se ha establecido que las
condiciones nutrimentales escasas favorecen la esporulacion, teorizandose la existencia
de sensores que indican el estado de los nutrientes en la célula, por lo que la limitacion
de ATP y los cambios en la permeabilidad de membrana podrian simular “un medio con

escases de nutrientes”(Ozcan y cols., 1996, Roncal y Ugalde 2003).
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Cuadro 7.4. Inhibicion de la esporulacion (esp/mL) bajo los diferentes tratamientos.

Elicitor Concentracion %IE!
Controles
Control (-) NA 0+5.84 h
Azoxystrobin (Control +) Establecida 39.6£5.96 g
Preformados 15% v/v (0.54 mg/mL) 65.02+5.73 e,f
Preformados 30% v/v (1.08 mg/mL) 86.04£1.28 a,b,c
Preformados 50% v/v (1.8 mg/mL) 86.14+0.7 a,b,c
Tratamientos 15% v/v (0.54 mg/mL)
’Acemananos 73.17£2.69 c,d,e.f
Acido Salicilico 61.39+1.99 f
Inulina 88.68+1.05 a,b
Fructanos 78.05+4.67 b,c,d,e

Metil Jasmonato
Perodxido de hidrégeno
Quitosano

Tratamientos 30% v/v (1.08 mg/mL)
Acemananos

Acido Salicilico
Inulina
Fructanos
Metil Jasmonato
Peroxido de hidrégeno
Quitosano

Tratamientos 50% v/v (1.8 mg/mL)
Acemananos

Acido Salicilico
Inulina
Fructanos
Metil Jasmonato
Peroxido de hidrégeno
Quitosano

71.62+1.17 d,e,f
61.06+6.08 f
84.55+0.12 a,b,c,d

89.11+0.23 a,b
89.44+1.17 a,b
90.43+£0.23 a,b
87.52+0.58 a,b
93.8+0.35a
93.89+£0.7 a
92.74+0.23 a

87.79+0.47 a,b
69.64+2 8 e.f
93.07+0.93 a

89.17+1.99 ab

90.76+0.47 a,b

88.68+1.05 a,b

91.75+0.93 a,b

Los valores representan la media + desviacidon estandar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). Inhibicién de esporulacion (%IE)': Porcentaje de esporulacién en relacion al
control negativo.
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Para ofrecer una posible explicacion a la limitacion del proceso de conidiacion en C.
gloeosporioides por parte de compuestos del tipo fenolico, es necesario establecer que
la produccion de esporas en Colletotrichum sp. implica la diferenciacion del
compartimento apical en una célula reproductora especializada llamada fialida, la cual
sufre sucesivas divisiones mitdticas, cada una de las cuales da como resultado una espora
(Leandro y cols., 2002; Roncal & Ugalde, 2003). Entre los mecanismos antifiingicos ya
mencionados que tienen los compuestos fenolicos, se tiene la interaccion con
componentes de membrana llevando al colapso de las hifas vegetativas que se
diferenciaran en filiadas para la produccion de los conidios (Toyoshima y cols., 1994,
Moreno y cols., 2006; Ilk, Saglam, & Ozgen, 2017). Tomando en cuenta lo anterior, son
explicables las diferencias entre los %IE de los tratamientos con metabolitos secundarios
y los obtenidos con el control positivo (que no ocasiona colapso de hifas, pero si el

estrés).

En algunos casos, la activacion de los mecanismos de defensa de los seres vivos se
activan hasta un punto especifico de dafio (Chassot y cols., 2007), escases de nutrientes
o concentracion de ciertos compuestos (Roncal & Ugalde, 2003). Contrastado lo anterior
con los resultados obtenidos en la presente seccion, encontramos que hasta cierto punto
la inhibicion del crecimiento micelial reduce la esporulacion del patogeno, sin embargo,
una alta inhibicidon o bien la alta presencia de compuestos antiflingicos activan los
mecanismos de defensa del patdgeno promoviendo la esporulacion, como es observado
respectivamente con los tratamientos de fructanos (78.05+4.67%) y quitosano

(84.55%0.12) y con el control positivo del azoxystrobin (39.6+5.96).

Para el control de hongos del género Colletotrichum se ha estudiado el efecto de
extractos vegetales y los compuestos fendlicos presentes en ellos, obteniendo en trabajos
como el de Urdaneta y cols., (2013) indices de esporulacion de hasta el 94.69%
empleando la concentracion de 2% de un extracto etandlico de G. sepium, equivalente

en términos de extraccion a 64.88% v/v .

En el trabajo de tesis de licenciatura de Carranza-Arévalo en 2017 donde se estudio el

efecto de diversos extractos vegetales (85% v/v) sobre Colletotrichum spp., obteniendo
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valores maximos de inhibicion de la esporulacion de 65.45% y minimos de 7.92%

propios de los extractos vegetales de lavanda y ortiga respectivamente.

7.1.4 Germinaciéon de esporas (%G) obtenidos mediante la aplicacion de los

tratamientos.

El andlisis de los datos (Cuadro 7.5), muestra que existe diferencias significativas
(p<0.05) entre los porcentajes de germinacidén en la mayoria de los tratamientos y los
resultados obtenidos con el control negativo (21.804+4.25%), con excepcion del
tratamiento con perdxido de hidrégeno a concentracion alta (18.5343.43%). Ademas, no
se observaron diferencias significativas (p<0.05) positivas entre el control positivo
(1.23£2.13%) y los tratamientos, mismo caso que el control con compuestos
preformados del epicarpio del aguacate. En cuanto al porcentaje de germinacion, los

mejores resultados se obtuvieron al usar los extractos en baja concentracion, llegando a

un %G de hasta el 0+0.

En cuanto al porcentaje de germinacion, los mejores resultados se obtuvieron al usar los
extractos en baja concentracion, insinuando la presencia de compuestos que inducen la
germinacion en los extractos, como es el caso de las ceras epicuticulares del epicarpio,
sin ser observables diferencias significativas (p<0.05) contra la mayoria de los
tratamientos a otras concentraciones. Es posible observar un marcado aumento de la
germinacion al utilizar peroxido de hidrégeno como inductor y la concentracion alta de
extracto, llegando a ser incluso equiparable con el control negativo, hecho que podria
respaldar lo planteado en el trabajo de tesis de maestria de Xoca-Orozco (2017), en el
que teoriza que el peréxido de hidrogeno induce la sintesis de distintos metabolitos
secundarios a los producidos con otros inductores. Ademas, se conoce que la
acumulacion de ROS puede provocar la muerte de celular (Apel & Hirt, 2004) y la

posterior liberacion del material celular.
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Cuadro 7. 5 Porcentajes de germinacion (%) de esporas de C. gloeosporioides para los

tratamientos.

Porcentajes de Germinacion (%) de esporas de C. gloeosporioides para los tratamientos

Elicitor Concentracion
Controles
Control (-) NA
Azoxystrobin (Control +) Establecida

Preformados 15% v/v (0.54 mg/mL)
Preformados 30% v/v (1.08 mg/mL)
Preformados 50% v/v (1.8 mg/mL)

Tratamientos 15% v/v (0.54 mg/mL)
Acemananos

Acido Salicilico
Inulina

Fructanos
Metil Jasmonato

Peréxido de hidrégeno

Quitosano
Tratamientos 30% v/v (1.08 mg/mL)
Acemananos

Acido Salicilico

Inulina
Fructanos
Metil Jasmonato

Peréxido de hidrégeno
Quitosano
Tratamientos 50% v/v (1.8 mg/mL)
Acemananos

Acido Salicilico
Inulina
Fructanos
Metil Jasmonato
Peréxido de hidrégeno

Quitosano

%IG!

0+19.52 ¢
94.36+£9.8 a,b
67.39+29.9 a,b,c,d,e
64.82+13.16 a,b,c,d,e
50.83+11.08 d,e.f

1000 a
1000 a

97.02+5.19 a,b
1000 a
1000 a

54.17+£7.76 ¢,d,e,f
100£0 a

78.62+0 a,b,c,d
78.62+0 a, b,c,d

74.13£7.79 a,b,c,d
74.4+7.35 a,b,c,d
78.62+0 a,b,c,d

56.83+13.15 b,c,d,e,f
69.54+5.09 a,b,c,d,e

63.58+0 a,b,c,d,e
63.58+0 a,b,c,d,e
63.58+0 a,b,c,d,e
63.58+0 a,b,c,d,e
63.58+0 a,b,c,d,e
15+15.74 f,g
60.64+8.34 a,b,c,d,e

Los valores representan la media +desviacion estandar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). Inhibicion de la germinacién (%IG)': Porcentaje de esporas germinadas en

relacion al control negativo.
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Asimismo, la presencia de algunos de los componentes de la célula en el medio, sobre
todo los producidos por el dafio oxidativo, podrian simular para el patdgeno una herida,
aumentar la concentracion de nutrientes o proporcionar una sefial para la germinacion,
explicando los efectos observados a las concentraciones mas altas y sobre todo con la
aplicacion de H>O». Ejemplo de lo anterior es que se ha identificado que algunos
compuestos con longitudes caracteristicas de alcoholes primarios de cadena larga (C24-
C32) de frutos de aguacate, estimulan la formacion del apresorio en esporas de C.

gloeosporioides (Kerstiens, 1996).

Ademas de posibles compuestos inductores de la germinaciones, los extractos vegetales
estudiados en la presente tesis contienen compuestos del tipo fendlico que cuentan con
una amplia gama de mecanismos antifungicos, algunos de los cuales han sido
mencionados con anterioridad, como son: la interferencia con la formacion de ATP
(Yahyazadeh y cols., 2008, Avello-Lorca y cols., 2012), la inhibicién de la actividad
enzimatica (Gamble y cols., 2000; Veloz-Garcia y cols., 2010) o el dafio a membranas
(Toyoshima y cols., 1994, Moreno y cols., 2006), sin embargo, otra posible explicacion
para la reduccion de la germinacion de las esporas del patdgeno, podria ser la inhibicion
de la proteina CaMK (KN93), la cual afecta la formacion del apresorio y es inhibida
mediante la utilizacion de compuestos quelantes (Kim y cols.,1998), siendo esta una de

las propiedades de los compuestos fenolicos (Gutiérrez-Guerrero, 2008).

El efecto de extractos vegetales ya ha sido estudiado como una alternativa al uso de
pesticidas para el control de la germinacidn de esporas de Colletotrichum sp., Carranza-
Arévalo (2017) report6 valores maximos de %G de 86,75 % y minimos de 44,17%, al
aplicar los extractos vegetales de ortiga y lavanda, respectivamente. Por su parte, Veloz-
Garcia y cols., (2010) evaluaron la actividad antifingica de extractos de cascalote
(Caesalpinia cacalaco) a una concentracion 350 pg/mL, sobre Colletotrichum
lindemuthianum, observando %G superiores al 60%, es decir 40% de inhibicion de la
germinacion. Los resultados obtenidos por Veloz-Garcia y cols., (2010) son atribuidos

a la presencia de compuestos fenolicos en el extracto.

Por ultimo, Xoca-Orozco y cols., (2018) aplicaron extractos metabdlicos provenientes

del tejido de epicarpio inducido y no inducidos de frutos de aguacate Hass, en madurez
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intermedia, sobre esporas de C. gloeosporioides, sin encontrar diferencias significativas
entre los %G obtenidos por tratamientos a la concentracion mas similar a la estudiada
en el presente trabajo de tesis (2 mg/mL), lo que respaldaria la premisa de la existencia
de compuestos antifungicos preformados en el fruto del aguacate capaces de reducir el

pardmetro estudiado.

Ademas de los compuestos fendlicos, la presencia de otros metabolitos secundarios
previamente identificados en el fruto, como es el caso del 1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-
heneicosa 12, 16 dieno, estan relacionados con la inhibicion de la elongacion del tubo
germinativo de la espora debido a la similitud del metabolito con la estructura del 4cido
linoleico, pudiendo remplazarlo en la sintesis de glicéridos, siendo estos importantes
sefiales quimicas para el proceso de germinacion (Prusky y cols., 1991, Ardi y cols.,

1998).

7.1.5 Efecto fungicida vs fungistatico de extractos de metabolitos secundarios

En las Figuras 7.2 y 7.3 se muestran los resultados de las pruebas para discernir si los
tratamientos tienen un efecto fungicida o fungistatico. En la Fig.7.2 se muestra el
resultado del desarrollo del micelio de hongo resembrado, es decir, al recuperar una
muestra de micelio crecido en presencia de metabolitos sembrado en un medio en
ausencia de éstos; y en la Fig.7.3 se muestran las esporas de C. gloeosporioides
resembradas después del estudio de germinacion. Estos resultados muestran un claro
efecto fungistatico, que los metabolitos extraidos del epicarpio son capaces de limitar el
crecimiento y desarrollo del hongo mientras estan presentes, pero una vez retirados (Fig.
7.2 y 7.3 C), el hongo vuelve a desarrollarse de manera similar al control negativo tanto
en micelio (Fig.7.2 B) como en espora (Fig.7.3 B), siendo poco favorable para el control

del patdgeno.
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Figura 7.2 Efecto fungicida vs fungistatico en el micelio. A- Control positivo de
azoxystrobin, B- Micelio de hongo sin exposicion al extracto, C- Fragmento de micelio
extraido del tratamiento con metabolitos secundarios (30% v/v) sintetizados a partir de
la utilizacion de inulina como inductor.

Control positivo (A

Tratamiento (C)

Figura 7.3 Efecto fungicida vs fungistitico en esporas. A- Control positivo de
azoxystrobin, B- Esporas del hongo sin exposicion al extracto, C- Esporas expuestas al
tratamiento con metabolitos secundarios (30% v/v) sintetizados a partir de la utilizacion
de inulina como inductor.

Los resultados del presente experimento son respaldados por lo reportado por Vio-
Michaelis y cols., (2012), los cuales estudiaron el efecto antifingico in vitro de extractos
metanolicos y etandlicos de las plantas Ephedra breana, Fabiana imbricata y Nolana
sedifolia contra Botrytis cinérea, observado un efecto fungistatico durante 14 dias desde

la aplicacion inicial. Los resultados fueron atribuidos a la presencia de compuestos
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fenolicos como son el acido clorogénico, 4cido cindmico, acido p-cumarico, acido
feralico, vanillina, acido vanilico, rutina, acido cafeico, acido 3, 4-hidroxibenzoico,
acido 3, 4-dimetoxicinamico (dimetil éster del acido cafeico) y acido protocatécuico,
siendo algunos previamente identificados en el fruto de aguacate por Contreras-

Gutiérrez y cols., (2013).

Ademas, el efecto fungistatico otorgado por compuestos fenolicos sobre hongos
fitopatogenos ha sido identificado en trabajos como los de Aquino y Santander (2009),
Asmad (2015) e Iturbide-Zuiiga y cols., (2017), respaldando los resultados obtenidos

en el presente trabajo.

Para el control positivo de azoxystrobin, se observé un cambio morfologico tanto en el
desarrollo del fragmento del micelio (Fig.7.2 A) como en el desarrollo de las esporas
(Fig.7.3 A) expuestas al mismo, aunado a la disminucién del crecimiento micelial, nos
indica que tal modificacion puede ser atribuible al mecanismo de accion del fungicida,
el cual interfiere en la trasferencia de electrones en la cadena respiratoria, llevando a la
consecuente disminucién en la formacion de ATP, causando cambios morfologicos

propios de situaciones de estrés por escases de nutrientes (Syngenta, 2020).

El cambio morfologico tanto en micelio como espora, podria deberse a un proceso de
melanizacion, este es un proceso natural en Colletotrichum, sin embargo, el patdogeno
también produce el pigmento como mecanismo de defensa (Uran & Cano, 2008). Para
explicar la falta de melanizacion en los tratamientos con metabolitos del epicarpio, aun
teniendo como parte de sus mecanismos antifingicos la limitacion de ATP, podriamos
considerar, de nuevo, como posible explicacion la inhibicion de la proteina CaMK
(KN93), la cual, también modula la melanizacion y, como se menciond con anterioridad,
es inhibida mediante la utilizacién de compuestos quelantes (Kim y cols.,1998), siendo

esta una de las propiedades de los compuestos fenolicos (Gutiérrez-Guerrero, 2008)

59



RESULTADOS Y DISCUSION

7.2 Efecto antifiingico in vivo de fracciones de metabolitos secundarios producidos por

elicitacion del sistema de defensa del fruto

De las pruebas de determinacion de solidos para el ajuste de las concentraciones, se
determino que la fraccion permeada tendria una concentracion de 75.4% v/v y la retenida

9.9 % v/v, mismas que se mantuvieron para los posteriores analisis.

El fraccionamiento de los extractos de metabolitos secundarios se realiz6 con el objetivo
de mejorar la actividad antifungica de los extractos al concentrar en alguna de las
fracciones aquellos con alta actividad antifingica. Las fracciones obtenidas fueron
aplicadas sobre frutos de aguacate en madurez fisiologica y posteriormente inoculados
con 20 pL de una solucién de esporas del patdogeno a una concentracion de 1x10°. Los
resultados correspondientes a las pruebas in vivo, 8 dias después de la inoculacion, se

presentan en el Cuadro 7.6, en la Fig.7.4 y en el Anexo 10.2.

La fraccion del extracto que obtuvo mayor efecto para el control de la antracnosis, fue
el obtenido de los frutos al aplicar el inductor quitosano perteneciente a la fraccion
retenida (0.11£0.16) (Fig.7.4 C). Al comparar los didmetros de las lesiones resultantes
del desarrollo del patdogeno, se observan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre todos los tratamientos y el control negativo, es decir, esporas de C.
gloeosporioides inoculadas en aguacates sin tratamiento (9.85+0.61) (Fig.7.4 B).
Ademas, fue posible observar diferencias significativas (p<0.05) entre los didmetros de
las lesiones de los frutos tratados con fracciones de metabolitos secundarios
preformados y los obtenidos al aplicar la misma fraccion de metabolitos inducidos
(retenida, permeada y completa) (Fig.7.4 C), con excepcion de los metabolitos inducidos
al aplicar FAAGP en la fraccion de tipo permeado (2.51+1.21), el inductor con los

resultados menos favorables en la fase in vitro y que se incluy6 por interés cientifico.
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Cuadro 7.6 Efecto sobre la disminucion de severidad de fracciones de metabolitos
secundarios producidos por elicitacion del sistema de defensa de fruto.

Tratamiento Fraccion Didametro de la lesion (mm)
Patégeno (C-) 9.8540.61 d
Azoxystrobin (C+) 1.23+191 a
C 5.63£3.49b, ¢
Preformados 8.6£1.72d,c,d
P 6.04£1.22 b, c, d
Quitosano
C 0.31+0.46 a
Quitosano R 0.11+0.16 a
P 1+0.17 a
Fructanos
C 0.64+0.28 a
Fructanos 0.85+0.62 a
P 2.51+1.21 a,b
Inulina
C 0.95+1.13 a
Inulina R 0.39+0.38 a
P 0.61+0.17 a
Acemananos
C 0.4+0.08 a
Acemananos R 1.7£0.63 a
P 0.35+0.57 a

Los valores representan la media +desviacion estandar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey

(p<0.05).
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A) Azoxystrobin (C+) B) Fruto de aguacate sin tratamiento (C-)

Completo Permeado Retenido

A) Preformados

Inulina
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Continua Figura 7.4

Acemananos

i

Figura 7.4 Efecto de fracciones de metabolitos secundarios producidos por elicitacion
del sistema de defensa de fruto en la severidad de antracnosis. A) Control positivo
aplicando de azoxystrobin; B) Control negativo, frutos sin la aplicacion de metabolitos;
C). Frutos aplicando fracciones de metabolitos secundarios preformados y obtenidos
mediante la aplicacion de los inductores.

Por su parte, la aplicacion de las diferentes fracciones de metabolitos secundarios no
mostro diferencias significativas entre las fracciones obtenidas, llegando a la conclusion
de que un proceso de fraccionamiento, a las condiciones estudiadas, no aumenta la
capacidad antifungica de los extractos, hecho que puede ser atribuidos a la presencia de
compuestos con actividad antifungica en ambas fracciones. En el fruto del aguacate se
han identificado gran variedad de compuestos del tipo fendlico y no fenolico con
actividad antifiingica, desde compuestos de bajo peso molecular como el acido p-
cumarico o el acido cafeico, hasta glucosidos de quercetina, dimeros de procianidina o
rutina, los cuales son de alto peso molecular (Rosero y cols., 2019) y que también

cuentan con actividad antimicrobiana (Sombra-Arguielles, 2019).

Tampoco fue posible observar diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los tratamientos y el control positivo (azoxystrobin) (1.23+1.91), los resultados
demuestran que la aplicacion de extractos de metabolitos secundarios, si bien, no
lograron superar los resultados obtenidos mediante la aplicacion de un pesticida

comercial, podrian ser una posible alternativa para el control de la antracnosis.

Los resultados obtenidos con el control positivo pueden ser comparados con los
obtenidos por Gutiérrez-Alonso y Gutiérrez-Alonso (2003), en los que se reporta una

eficacia del 74.19% para el control del mismo patégeno en frutos de guayaba (Psidium
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guajava L.) por parte del azoxystrobin, mientras que en el presente trabajo se observo
una eficacia del 87.51% para el control de la severidad de la enfermedad causada por el
mismo patdgeno, las diferencias encontradas pueden ser atribuidas al tipo fruto y a la

resistencia de la cepa estudiada.

El efecto de los extractos de metabolitos secundarios y sus fracciones sobre el fruto
pueden ser atribuidos a un efecto inductor por parte de algunos metabolitos secundarios,
como son los compuestos fendlicos, mismos efectos que son previamente observados en
trabajos como el trabajo de tesis de Verde-Yafiez (2017) en que se observo que la
aplicacion de un extracto de Moringa oleifera en el medio extracelular de suspensiones
celulares de Capsicum annuum var. annuum es capaz de aumentar significativamente
la concentracion de compuestos fenolicos en las células a partir de las 72 h de aplicacion
a concentraciones de 0.25 y 0.75 mg/mL. Por su parte, Malick y cols., (2016) reporta
que la aplicacion de vapores de aceite de tomillo a una concentracion de 1% sobre frutos
de aguacate (Persea americana Mill.) de las variedades Hass y Ryan, aumenta la
actividad de enzimas PR como la -1,3-glucanasa y la quitinasa e induce la expresion
de genes que codifican para las mismas enzimas en el fruto. En este mismo trabajo se
observo que el tratamiento logré disminuir la severidad de las lesiones causada por C.

gloeosporioides de 25 a 8 mm.

Durante el presente documento se estableci6 el papel de la resistencia sistémica inducida
y adquirida como las principales rutas de sefializacion para la defensa del fruto, sin
embargo, existen otros mecanismos de resistencia independientes a las sefiales de SA,
ET yJA, tal es el caso del aumento en la expresion de los genes LTP , PER y PI (Chassot
y cols., 2007), los cuales estan relacionados a diversos procesos como son el
entrecruzamiento de acidos fenolicos (McLusky y cols., 1999), formacion de las capas
de cutina y suberina (Heredia, 2003), lignficacidn, inhibicion del crecimiento de hongos,
desintoxicacion de H,0O: y las respuestas a heridas y a patdogenos (Tognolli y cols.,

2002), por lo que no se debe descartar rutas de sefializacion alternas con efecto sinérgico.

Para comparar el efecto de un tratamiento con inductores contra la aplicacion de

metabolitos secundarios producidos mediante la induccion del sistema de defensa, sobre

64



RESULTADOS Y DISCUSION

el fruto de aguacate (Persea Americana), es conveniente comparar con el trabajo de
tesis de Xoca-Orozco (2017), en que utilizando metil jasmonato (0.1 mM), peroxido de
hidrogeno (1% v/v), acido salicilico (2 mM) y quitosano (1.5% v/v), se consiguieron
reducciones del desarrollo del patogeno superiores al 80%. Las diferencias entre ambos
resultados pueden ser atribuidas al estado de madurez del fruto (intermedia y fisiologica,
respectivamente) y al posible doble efecto que pueden tener los compuestos fendlicos,
al intervenir directamente con el desarrollo del patogeno y a la posibilidad de que actien

como inductores del sistema de defensa por si mismos.

La presencia de compuestos fenolicos en extractos vegetales y sus efectos sobre agentes
patogenos ya ha sido establecida e incluso evaluada individualmente, teniendo como
ejemplo los resultados mostrados por Xu y cols., (2018), demostrando que algunos
compuestos como la naringenina, cumarina, resveratrol, acido fertlico, piceatannol y
pterostilbeno cuentan con actividad antifiingica in vivo, logrando reducir las lesiones
causadas por B. cinérea en uvas de 14 mm a 0 mm (% de reduccion de la severidad del
21.43%), utilizando 1 mg/mL de cada compuesto individual, trascurridos 6 dias desde
la inoculacion. Comparando los resultados obtenidos por los compuestos individuales
previamente identificados en el aguacate variedad Hass, es decir, naringenina, cumarina
y acido feralico (Di Stefano y cols., 2017), con los obtenidos por el extracto completo
estudiado en el presente trabajo de tesis, se demuestra que el efecto antifingico de los

extractos no es producto de un solo compuesto antifiingico.

Los extractos vegetales ya han sido estudiados como alternativa para el control in vivo
de patogenos como el C. gloeosporioides. Bolivar y cols., (2009), utilizaron extractos
etanolicos vegetales, a una concentracion equivalente del 6.73%, sobre frutos de mango
(Mangifera indica L.), obteniendo una reduccion maxima del didmetro de la lesion del
37.1% comparando con los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, es decir,
en una reduccion maxima de la severidad del 98.99% observamos valores superiores,
atribuibles a las concentraciones, componentes de los extractos y frutos estudiados. Los
efectos de los extractos fueron atribuidos la presencia metabolitos secundarios como
alcaloides, aceites esenciales, polifenoles, taninos, saponinas, antraquinonas y
flavonoides, que también podrian estar presentes en los extractos estudiados

(Aymacafia-Alban, 2018).
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Para validar un efecto antifingico directo por parte de los compuestos fendlicos es
necesario establecer que la difusiéon de un compuesto se da en funcion de ciertas
propiedades como el tamafio, forma, polaridad, concentracion, etc. En el caso de la
difusién de sustancias como compuestos fenolicos al interior del fruto del aguacate, el
cual cuenta con una cuticula que es particularmente gruesa, se tendria que considerar
que no es una capa totalmente homogénea y que cuenta con accesos como fracturas y
lenticelas (Schroeder, 1950). Ademas, existen estudios utilizando cuticulas extraidas
tanto de plantas como frutos que confirman que compuestos organicos como el acido
silicico, el acido benzoico y el acido 2,4-dichlorophenoxyacetico son capaces de

difundir en la cuticula siguiendo la misma ruta que el agua (Niederl y cols., 1998).

Si bien, la aplicacién de extractos vegetales se perfila como una alternativa para el
control de patdégenos en postcosecha, al ser competitivo con un fungicida comercial, los
compuestos presentes en el extracto son sensibles a las condiciones ambientales, para la
practica deberian combinarse con recubrimientos, ser encapsulados, o bien, ser
estabilizados en emulsiones previo a su aplicacion, como se ha mostrado en trabajos
como los de Yuan y cols., (2016), Escudero-Jami y cols., (2019), Gonzélez-Guevara y

cols., (2019) y Saltos-Mendoza y cols., (2019).

7.3 Cuantificacion de fenoles totales e identificacion parcial de los compuestos fenodlicos

7.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

Los compuestos fenolicos como se ha comentado, presentan poder antifingico y en
algunos casos se les ha atribuido un efecto inductor, por ello en el presente trabajo se
considerd evaluar la concentracion de estos compuestos en cada una de las fracciones

de los extractos de metabolitos secundarios.

Con el objetivo de contrastar los resultados obtenidos con estudios anteriores podemos
tomar como referencia lo reportado por Wang y cols., (2010), los cuales determinaron
un valor de 12.6 + 0.3 mg GAE/g para epicarpio de frutos de aguacate en madurez de
consumo, las diferencias entre ambos valores pueden ser explicadas de acuerdo a lo

establecido por Villa-Rodriguez y cols., (2011), estudio en el que se relaciona el
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contenido de fenoles con los estadios de maduracion del fruto, encontrando un mayor
contenido fenolico en las ultimas etapas de maduraciéon con respecto al estadio

intermedio en el cual se realizaron las extracciones metabolicas.

Cuadro 7.7- Concentracion de fenoles totales presentados por las fracciones estudiadas.

Tratamiento Fraccion Concentracion 'mg GAE/g
Preformados C 8.72+0.55d
R 11.47+0.17 ¢
P 9.01+0.25d
Quitosano C 19.66+£0.76 a
R 16.29+0.43 b
P 19.65+£0.13 a
Inulina C 20.15+0.45 a
R 15.29+0.15b
P 15.98+1.1b

Los valores representan la media +desviacion estindar (n=3). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). ' mg GAE/g: mg equivalentes de dcido galico (GAE) por g de epicarpio.

Uno de los fendomenos mas observados como producto de un proceso de elicitacion es
el aumento del contenido de compuestos fendlicos en el fruto debido a la activacion de
determinadas rutas metabolicas (Fig.7.5) (Vargas y cols., 2014; Chen y cols., 2015; He
y cols., 2017), por lo tanto, analizar el contenido de este tipo de compuestos es un

excelente punto de partida para el estudio de un presunto proceso de induccion.

Para explicar el aumento en la concentracion de compuestos fendlicos presentes en los
extractos, se puede tomar como referencia el estudio presentado por Xoca-Orozco y
cols,. (2018), en el que se observo que la aplicacion de quitosano sobre frutos de
aguacate Hass, en madurez intermedia, induce la expresion de los genes pall, chs y 4cl,
los cuales estan relacionados con la ruta de los fenilpropanoides al ser traducidos en las
enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS) y 4-coumarato-CoA

ligasa (4CL), respectivamente. En este mismo estudio se identifico un aumento en la
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expresion del gen avfae que codifica para una elongasa de acidos grasos relacionada con
la sintesis de persina, un metabolito secundario, no fendlico, relevante para la defensa

del fruto.

Fenilalanina
lPAL

Ac. Cindamico
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Auc. P -curmdarico Soetilios

I PN o
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Figura 7.5 Principales rutas metabdlicas relacionadas con compuestos del tipo fenolico
que son activadas por procesos de induccion (Ruiz-Garcia, 2014). ACAC: acetil-CoA
carboxilasa; PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: cinamato 4 hidroxilasa; 4CL: 4
cumarato ligasa; STS: estibeno sintasa; CHS: chalcona sintasa; CHI: chalcona
isomerasa; F3'H: flavonoide 3’-hidroxilasa; FLS: flavonol sintasa; GT: glucosil
transferasa; DFR: dihidroflavonol 4-reductasa; ANS: antocianidina sintasa; ANR:
antocianidina reductasa.

La sintesis de compuestos no fenodlicos como parte de la respuesta a un proceso de
induccion, nos permite explicar y relacionar los resultados obtenidos con los de las fases
in vitro e in vivo, al establecer, el efecto conjunto de los metabolitos presentes en los
extractos podria no estar inicamente dado por compuestos del tipo fenolico. Es decir, el
aumento en la concentracion de compuestos fenolicos explica los resultados positivos
obtenidos en la fase in vitro, pero el efecto casi nulo de las fracciones preformados en la
fase in vivo abre la puerta a la posibilidad de que el efecto se deba en parte a la presencia

de compuestos no fenolicos, o bien, a que la presencia de metabolitos inducidos hasta
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ciertas concentraciones se perciba como una advertencia de peligro y se produzca una

respuesta sistematica semejante.

Al observar el efecto del quitosano como inductor en otros frutos modelos, se ha
demostrado que su aplicacion en pera (Pyrus pyrifolia L. cv. Xuehua) incrementa la
actividad de las enzimas PAL, polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) (Meng y
cols., 2010).

La aplucacion de quitosano sobre distintos frutos modelos ha demostrado tener un efecto
benéfico sobre el contenido de compuestos fendlicos. La utilizacion de recubrimientos
de quitosano al 1.8% p/v sobre frutos de naranjas (Citrus sinensis) logrdé aumentar en
un 7.1% el contenido de fenoles en el jugo de los frutos con respecto al control
(Contreras-Oliva y cols., 2012). Por su parte, Barrientos-Carvacho y cols., (2014)
reportan que la aplicacion de quitosano (10 umol/L) sobre brotes de brécoli (Brassica
oleracea var. Italica) aumento significativamente el contenido de fenoles (18.61 £ 1.2
mgGAE/g), correspondiente a un aumento del 52% en comparacion con los brotes de
control. Por ultimo, Baque y cols., (2012) aplicaron quitosano (0.2 mg/mL) sobre
cultivos de raiz de Morinda citrifolia (L.), observando un aumento significativo del

contenido de fenoles (24.19+0.023 a 48.57+0.187 mgGAE/g), equivalente al 200.07%.

En caso del mecanismo de induccion por parte de la inulina, lamentablemente no existen
estudios tan completos, sin embargo, compuestos similares han demostrado tener un
efecto positivo sobre la actividad de la enzima PAL, la cual se encuentra ampliamente

relacionada con la ruta de los fenilpropanoides (Wang y cols., 2009).

7.3.2 Identificacion y relacion de éareas de los componentes en los extractos de
metabolitos secundarios

La identificacion parcial de los compuestos fendlicos presentes en los extractos
estudiados mediante HPLC, se llevd a cabo mediante el uso de estandares. Se
determinaron los tiempos de retencion de cada uno de los estandares empleados (Cuadro
7.8). Al comparar los tiempos de retencion observados, se pudo detectar la presencia de
epicatequina, naringenina, acido trans-cindmico, acido mevaldnico, taxifolina y

kaempferol, en cada uno de los extractos.
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Cuadro 7.8. Tiempos de retencion registrados por los estandares estudiados.

Compuesto Masa molecular Tiempo de retencién
(g/mol) (min)
Epicatequina 290.26 8.23
Taxifolina 304.25 9.06
Naringenina 272.257 13.06
Kaempferol 286.23 13.234
Ac. Trans-cindmico 148.1586 13.454
Ac. Mevalénico 148.16 18.62

La presencia de los compuestos identificados en la muestras ya habia sido demostrada
previamente en trabajos como el de Contreras-Gutiérrez y cols., (2013) y Di Stefano y
cols., (2017). Su presencia confirma la existencia de compuestos de caracter

antifingicos en los extractos o bien de compuestos relacionados a la defensa del fruto.

En cuanto a metabolitos con actividad antimicrobiana directa, se puede considerar al
kaempferol, la taxifolina, naringenina y el 4cido trans-cindmico. Para ejemplificarlo, el
kaempferol cuenta con actividad antimicrobiana confirmada contra Candida
parapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis y Candida krusei, causando
una disminucion de la velocidad metabdlica y de la biomasa (Rocha y cols., 2019) y
contra Fusarium oxysporium, en el cual se observd la inhibicién micelial y del
crecimiento por extension de las hifas (Ilk y cols., 2017). Roy y cols., (2018)
establecieron un efecto antifingico sobre Colletotrichum spp. por parte del acido trans-
cinamico. Xu y cols.,, (2018) reportan que la naringenina cuenta con actividad
antifingica in vivo, logrando reducir las lesiones causadas por B. cinérea en uvas.
Finalmente, Ahamad y cols., (2019) determinaron que la taxifolina es capaz de inhibir

significativamente el desarrollo de Streptococcus mutants en pruebas in vitro.

Algunos de los metabolitos secundarios identificados en los extractos son precursores
de otros compuestos con actividad antifingica comprobada, tal es el caso de la
epicatequina con la epicatequina-3- O -B-glucopirandsido y la epicatequina (2- (3,4-
dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,5,7-trio, y la taxifolina con el 6- (p-

hidroxibencil) taxifolin-7- O -B- D - glucosido, los cuales son capaces de inhibir
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significativamente el desarrollo de los hongos Alternaria alternata.(P.) Keissler,
Aspergillus fumigatus Fresenius, Aspergillus niger van Tieghem, Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid y Penicillium citrii, a partir de una concentracion de 100 ppm

(Kanwal y cols., 2010).

Otros de los metabolitos identificados son peldafios iniciales de importantes rutas
metabolicas como la del Shikimato, para la sintesis de aminoacidos aromaticos y de los
fenilpropanoides (4cido trans-cindmico) (Kulik y cols., 2017) y la del mevalonato para

la sintesis de isoprenoides (4cido mevalonico) (Tetali, 2019).

Realizando una comparacion entre las areas de los picos pertenecientes a compuestos de
interés se obtuvieron los resultados del Cuadro 7.9, calculando las relaciones entre areas
se tomando a la media del control con preformados como la unidad. Se observaron
escasas diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, sin embargo,
se observa una mayor acumulacion de compuestos que se encuentran corriente abajo en
las rutas metabolicas de sintesis de compuestos fenolicos, con excepcion del kaempferol.
La acumulacion de compuestos de interés mas positiva con respecto al control con

preformados se observé con la epicatequina.

Para explicar la pobre presencia del kaempferol y la alta proporcién de epicatequina en
los extractos se puede utilizar como referencia a la Fig.7.6 y al trabajo de Xoca-Orozco
y cols,. (2018), en el que se observd que la aplicacion de quitosano sobre frutos de
aguacate Hass, en madurez intermedia, induce la expresion de los genes pall, chs y 4cl,
que traducen en enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS) y 4-
coumarato-CoA ligasa (4CL), respectivamente., sin embargo, en el mismo estudio no se
identifico un aumento en la expresion del gen fls que se traduce en la enzima flavonol
sintasa, la cual es indispensable para la sintesis de kaempferol, la limitada formacion de
este compuesto sugiere que en la ruta se favorece la sintesis de epicatequina, ademas, al
aumentar la actividad enzimatica corriente abajo pudo disminuir la concentracion de
acido trans-cinamico, explicando la reduccion en la concentracion de dicho compuesto.
Sin embargo, se necesitarian mas estudios para determinar si la acumulacion de
epicatequina se realiza directamente a partir de la naringenina o logra llegar a

dihidrokaempferol.
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Cuadro 7.9. Comportamiento de la concentracion de los metabolitos secundarios en
relacion al control.

Extracto completo Fraccion permeada Fraccion retenida
Epicatequina
Q I Q I Q I
59.91+£1043a  53.05+2.86 a 4.99+1.89 a 7.76£1.89 a 2.374£0.39 a 2.02+1.24 a
Taxifolina
22.05+8.31 a 6.2+5.27 a 2.47+1.76 a 3.24+135a 1.21+£1.06 a 5.39+5.89 a
Naringenina
3.66+0.99 a 6.95+2.25a 0.9340.04 a 2.03+0 b 124424437 ab  234.94492.93
Kaempferol °
0.31+0.07 a 0.33t.01 a 0.86+0.02a,b  0.35+0.02 a 3.15+0.45 b 1.2240.25 a
Ac. Trans-cinamico
0.71+£0.1 a 0.8+0.16 a 0.76+0.06 a 0.76+0.02 a 0.95+0.15a 0.91£0.19 a
Ac. Mevalonico
0.55+0 a 0.66+0.1 a 0.6£0.01 a 0.58+0.01 a 0.84£0.08 a 0.774£0.13 a

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=2). Las diferentes letras
muestran las diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05). Siendo: I (inulina) y Q (quitosano).

Con respecto a la epicatequina, se ha establecido que el aumento en la activacion
transcripcional de los genes involucrados en la biosintesis de epicatequina es paralela a
un aumento en la concentracion del dieno, uno de los metabolitos secundarios
principales en la lucha contra la antracnosis (Prusky y cols., 2000), lo anterior puede ser
explicado por la alta actividad antioxidante de la epicatequina (Nabavi y cols., 2013),
caracteristica que limita la accion de las lipoxigenasas y permite la acumulacion de
persina, ademas, se ha demostrado que la aplicacion de inductores como el quitosano
produce un aumento en la expresion del gen avfae que codifica para una elongasa de

acidos grasos relacionada con la sintesis de persina, (Xoca-Orozco y cols., 2018).
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Figura 7.6 Ruta metabolica explicada para frutos inducidos en madurez intermedia de
acuerdo a datos cromatograficos (Ruiz-Garcia, 2014).ACAC: acetil-CoA carboxilasa;
PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: cinamato 4 hidroxilasa; 4CL: 4 cumarato ligasa;
STS: estibeno sintasa; CHS: chalcona sintasa; CHI: chalcona isomerasa; F3'H:
flavonoide 3’-hidroxilasa; FLS: flavonol sintasa; GT: glucosil transferasa; DFR:
dihidroflavonol 4-reductasa; ANS: antocianidina sintasa; ANR: antocianidinareductasa.

Del analisis de areas quedan interrogantes muy marcadas, sobre todo las referentes a las
fracciones. Hablando del extracto metabolico inducido por quitosano, se observo que la
relacion de areas en el extracto completo no se reflejo en las fracciones, una posible
explicacion es un proceso de colmatacion progresivo de la membrana que disminuy¢ la
permeabilidad de la membrana y que pudo reducir el paso de compuestos,
lamentablemente no se tomaron anotaciones sobre de la secuencia de los
fraccionamientos realizados, pero los resultados sugieren que el extracto metabdlico
inducido por quitosano pudo ser filtrado después del inducido por inulina, explicando
una mayor retencion de compuestos, otra posible explicacion es un mayor contenido de
fibra o proteinas con las que los compuestos fenolicos pudieron asociarse (Velderrain-
Rodriguez, 2013), disminuir su paso por la membrana y quedar atrapados sobre la

membrana.
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En cuanto a las proporciones de areas de los compuestos estudiados, se observaron
semejanzas entre los tratamientos con metabolitos inducidos, lo que indica que el
mecanismo de elicitacion de compuestos como la inulina, hablando exclusivamente de
la ruta de los fenilpropanoides es similar a la del quitosano, sin embargo debido a los
resultados obtenidos en este estudio, como perspectiva se recomienda el andlisis de la
actividad de la enzima chalcona hidrogenasa, debido a que un aumento en ella podria
ser la causa del incremento en la concentracion de la naringenina en el extracto. Aun se
desconoce el papel de los metabolitos no fendlicos presentes en los extractos, por lo que
seria conveniente realizar un tamiz bioquimico para identificar metabolitos de otras

naturalezas en los extractos.

Si bien, la ultimacion de extractos metabolicos inducidos demostré una prometedora
capacidad para el control de la antracnosis en el fruto del aguacate, ain queda por
investigar la mejor alternativa para la aplicacion de los mismos, alternativas entre las
que podriamos encontrar la utilizacion de emulsiones, encapsulados, pulverizacion con
ultrasonido, etc. También queda pendiente la evaluacion de otros métodos de

fraccionamiento con limites de corte molecular inferiores.
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El uso de metabolitos secundarios preformados extraidos del epicarpio del aguacate tuvo
un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre la inhibicion micelial,
esporulacion y germinacion del hongo Colletotrichum gloeosporioides aislado de

aguacate, con respecto al control negativo.

La aplicacion de metabolitos secundarios inducidos y extraidos del epicarpio del aguacate
tuvo un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) positivo sobre la inhibicion
micelial, esporulacion y germinacion del hongo C gloeosporioides aislado de aguacate,
con respecto al control negativo y en algunos casos con el tratamiento con metabolitos

preformados.

Los inductores mas efectivos para la biosintesis de compuestos antifiingicos en pruebas
in vitro fueron inulina (80.24+1.82) y acemananos (79.62+1.26), lo que indica que estos
compuestos estan ejerciendo una induccion en la biosintesis de compuestos antifungicos

en el epicarpio aguacate.

En pruebas in vivo, se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos, el control negativo y el control con metabolitos preformados. Por su parte
no se observaron diferencias significativas entre las fracciones estudiadas. Por lo tanto,
la aplicacion de fracciones especificas, siguiendo el método empleado, no permite reducir

la severidad de la enfermedad causada por C. gloeosporioides en pruebas in vivo.

La fraccion de metabolitos retenidos por UF, producidos mediante la aplicacion de
quitosano como inductor (0.11£0.16), present6 el mejor efecto antifiingico in vivo sobre

el desarrollo del patdgeno.

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre el contenido de compuestos
fenolicos totales presentes en los extractos metabolicos provenientes de frutos no-

inducidos, inducidos y fraccionados. Observandose los mejores resultados en los
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extractos completos de quitosano (19.66+£0.76) e inulina (20.15+0.45) y la fracciéon
permeada del quitosano (19.65+0.13).

Se identificd la presencia de epicatequina, naringenina acido trans-cinamico, acido
mevalonico, taxifolina y kaempferol en los extractos completos y fracciones estudiadas,
confirmandose la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana o relacionados

con ella en los extractos.

Se indujo la sintesis de metabolitos secundarios con poder antifingico como resultado
del proceso de induccion, siendo el caso de epicatequina, naringenina y taxifolina,
validando la hipoétesis de investigacion “La aplicacion de elicitores en el epicarpio del

aguacate Hass induce la sintesis de metabolitos secundarios con poder antifungico”.

Sobre estos resultados, se propone a los metabolitos extraidos del epicarpio del aguacate
como una alternativa capaz de sustituir el uso de fungicidas comerciales como el

azoxystrobin para el control de C. gloeosporioides en pruebas in vitro € in vivo.

El estudio de la actividad antifingica de extractos metabolicos obtenidos del epicarpio
del aguacate sentd las bases para la formulacion de posibles tratamientos contra la

antracnosis en aguacate.

Como recopilacion de lo sugerido a lo largo del presente documento, y de las
caracteristicas del tipo de metabolitos estudiados, me permito recomendar la evaluacion
de posibles formas de aplicacion y de almacenamiento de los tratamientos, especialmente
la encapsulacion, nano emulsion o la combinacion con recubrimientos o ceras, ademas,
debido a las condiciones necesarias para la exportacion del aguacate, la ampliacion de los
tratamientos podria ser mediante pulverizacion sonica o nebulizacion, se requieren

mayores estudios para determinar la mas propicia.

Como complemento, seria interesante la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos contra otros patdgenos y aplicados en otros frutos modelos, recordando la
existencia de reportes de un cierto indice de toxicidad por parte de algunos de los
metabolitos identificados, por lo que se recomienda su aplicacion en frutos con cascara,
o de lo contrario, realizar un estudio con Artemia salina para identificar los efectos de

dicha toxicidad a las concentraciones estudiadas.
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Por ultimo, es de gran importancia contrastar los resultados de la presente tesis con los
analisis transcriptdmicos que se estan realizando en el grupo de trabajo una vez obtenidos

los resultados.
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CAPITUILO 10. ANEXOS

10.1 Evidencia fotografica de la prueba in vitro.

ANEXOS

Se muestra el efecto in vitro de extractos metabolicos producidos por elicitacion del sistema de defensa del fruto, especificamente

las pertenecientes a la fase uno de la investigacion “Inhibicion del crecimiento micelial” por inductor y por concentracion

estudiada.
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Figura 10.1 Evidencia fotografica de la prueba in vitro: Inhibicion del crecimiento micelial.
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10.2 Evidencia fotografica de la prueba in vivo.

ANEXOS

Se muestran las imagenes obtenidas de la fase dos de la investigacion, donde se muestra la reduccion de la severidad en

pruebas in vivo por inductor y por fraccion estudiada.

Controles

Control
Azoxystrobin

Aguacate con
patogeno

Imagenes

Inulina

109



ANEXOS

Fraccion

Retenidos

Permeados

Completos

Ima

genes

Quitosano

110



ANEXOS

Fraccion

Retenidos

Permeados

Completos

Fructanos

111



ANEXOS

Fraccion

Retenidos

Permeados

Completos

Acemananos

112



ANEXOS

Fraccion

Retenidos

Permeados

Completos

Preformados

113



ANEXOS

Fraccion - _ ‘ Ima genes
Retenidos ' 4
Permeados
Completos
\
Figura 10.2 Evidencia fotografica de la prueba in vivo: Severidad de la enfermedad.
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