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Resumen
El uso de metabolitos secundarios de diversas especies para el biocontrol de plagas, es

de gran provecho a los productores y al ambiente, dado que son biodegradables y su
aplicaciéon es una de las dreas de investigaciéon de la Biotecnologia actual. Las
acetogeninas producidas por las Anonaceas destacan entre estos metabolitos. Son
derivados de acidos carboxilicos, y se pueden extraer tanto de las raices como de las
hojas y semillas del fruto de especies como la guandbana (Annnoa muricata),
chirimoya (A. cherimolia) y otras. Las acetogeninas presentan una gama de actividades
citotdxicas, particularmente como antitumorales y antimicrobianas. Dado el impacto
de los hongos fitopatdégenos sobre la economia de los agricultores, disefiamos un
proyecto ensefianza aprendizaje para obtener y evaluar un extracto de guandbana rico
en acetogeninas sobre cultivos in vitro de hongos que infestan cultivos como jitomate,
ciruela y gladiola. Se demostrd la inhibicién significativa del crecimiento de nueve
hongos fitopatégenos, incluyendo Fusarium sp. y Sclerotium sp. Esto abre Ia
oportunidad de ofrecerlos a agricultores para uso en campo. Dos de los alumnos

participantes elaboraron su tesis de licenciatura con los resultados obtenidos.
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Introduccion

Considerando que en la filosofia actual de las Universidades pudiera aceptarse como
lema “hacer para aprender y para servir a la sociedad”, hemos disefiado un proyecto
de trabajo conjunto entre 3 Académicas radicadas en 3 Facultades de la universidad
Veracruzana. De forma interdisciplinaria atendemos los programas educativos de
Biologia, Ciencias Biolégico Agropecuarias y Quimica industrial, y hemos encontrado
convergencia en el ambito de la Bioquimica-Fitoquimica y Agroecosistemas. Nuestro
propuesta de trabajo se centra en la busqueda de alternativas de biocontrol frente a
diversas plagas que afectan cultivos regionales como chayote, papa, jitomate y un
cultivo ornamental, gladiola. Abordamos esta propuesta desde nuestra experiencia
previa en el uso de extractos de diversas plantas con bioactividad. En esta experiencia
hemos valorado la gran efectividad de extractos procedentes de anonaceas,
principalmente guanabana (Annona muricata), cuyas raices, corteza, hojas frutos se

distinguen por producir derivados de acidos carboxilicos, las acetogeninas.

Figura 1. Arbol con fruto de guanabana, y fruto mostrando las semillas dentro del

mesocarpo.
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Por su estructura se les ha propuesto como inhibidores del transporte electrénico

mitocondrial, a nivel del Complejo |, en el mismo sitio que la rotenona (flecha).
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Figura 2. Mecanismo de accidn propuesto para las acetogeninas. Se consideran a la

fecha, inhibidores del transporte electrdnico

Rotenona (flecha)

a nivel del Complejo |, igual que la

Como derivados de acidos carboxilicos, presentan una lactona Terminal, cadenas

hidrocarbonadas interrumpidas por uno o dos anillos tetrahidrofurano (flecha) y

grupos R, principalmente hidroxilos (-OH
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Figura 3. Estructura general de las

acetogeninas. El anillo de lactona
terminal se estd separado del
tetrahidrofurano por wuna cadena
hidrofébica.
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Al probar los extractos contra insectos de diversos géneros, tanto holometabolos
(culicidos como Aedes aegypti, Anastrepha Iudens) como hemimetabolos
(Blatellaperiplaneta) se encontrd una capacidad letal del 100% a dosis baja (25ppm). Al
analizar el dafio causado a los organismos expuestos, llegamos a la conclusion que el
mecanismo subyacente es diferente al propuesto en la literatura a la fecha, por lo que
estamos desarrollando un proyecto de investigacion bdsica paralelo al de aplicacién
para biocontrol de hongos. En este proyecto exponemos mutantes haploides de
levadura a la dosis proporcional de los extractos, eligiendo aquellas cepas con genes
potencialmente involucrados en un mecanismo de accidon en que se involucran
diversos aspectos de la morfogénesis, ya que en insectos expuestos a dosis subletales,

los procesos metamorficos se ven interrumpidos (Dominguez Martinez, et al., 2001).

El desarrollar dos aspectos del trabajo académico de forma simultanea, nos ha
permitido ofrecer a los alumnos una “plataforma de aprendizaje en acciéon”, en que

abarcamos al menos los siguientes aspectos de su formacién profesional:

e Aprendizaje de los fundamentos tedricos y practicos de Quimica Organica y

Fitoquimica que sostienen toda investigacion sobre metabolitos secundarios

e Entrenamiento en técnicas para la purificacién y analisis de metabolitos
bioactivos: cromatografia (capa fina y columna), reactividad de grupos

funcionales, etc..

e Desarrollo de destrezas para el cultivo y mantenimiento de estadios larvales de

culicidos

e Destrezas para el cultivo y manejo de mutantes haploides de levadura, como
organismo modelo para el estudio del mecanismo de accién de metabolitos

bioacivos.

e Conocimientos de la bioquimica del metabolismo de levaduras: determinacién
de productos de reaccidn en organismos knock out frente a metabolitos

bioactios.

e Ensayos de toxicidad para el biocontrol de hongos fitopatdgenos.
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Desarrollo de contenidos

*La  interdisciplinariedad para conciliar intereses y objetivos de

aprendizaje/investigacion

Al participar en 3 programas educativos diferentes, aunque pertenecientes a las
Ciencias Quimicas y Naturales, hemos logrado implementar técnicas de laboratorio
compatibles entre los programas especiales para el curso de Bioquimica a impartir en
las tres carreras. Esto se hizo congruente al considerar que el campo profesional
requiere de conocimientos no exclusivos de cada perfil formativo. Los profesionistas
actuales de las Ciencias bioldgico agropecuarias se ven involucrados en problemas de
alimentacion, salud, deterioro de medios ambientes. La Biotecnologia ofrece abordajes
importantes para la solucion de los mismos, y al estar fundamentada en las Ciencias
Quimico-Bioquimicas, es posible empatar los contenidos temdticos de los cursos

basicos.

Al buscar la aplicaciéon de la Fitoquimica a la obtencion de metabolitos naturales
aplicables en la biorremediacién, los Alumnos de los tres programas se ven motivados

a aprender:

e Los fundamentos de la relacién estructura quimica-purificacion, en base a la
regla de “lo semejante disuelve a lo semejante”.

e Las técnicas de separacién y andlisis quimico de biomoléculas: cromatografia en
capa fina, cromatografia en columna, reacciones de grupos funcionales.

e Laimportancia de la investigacion “basica” en el campo profesional

e La capacidad de disenar proyectos avocados a resolver problemas sociales.

Contando con preparaciones de compuestos de suficiente pureza, se integran a la

dinamica de busqueda de aplicacion.
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*Bioensayos

Para ello hemos elegido las pruebas de toxicidad con modelos biolégicos de manejo
sencillo. Habiendo iniciado con el establecimiento para el desarrollo de estados
larvarios de vida acuatica de Culex sp y particularmente Aedes aegypti, logramos un
sistema de bioensayo no sélo econdmico, sino didactico. La caracterizacién
taxondmica de insectos y el estudio de sus ciclos de vida permite integrar los
conocimientos de la Bioquimica y la Fitoquimica a la Entomologia y Parasitologia,

ademas de que el modelo brinda resultados a corto plazo.

Requerimos el implemento de condiciones de laboratorio para el desarrollo de las
etapas larvales de los mosquitos. Para ello se adecuaron “sistemas” sencillos
(recipientes con agua limpia, temperatura controlada y alimentacién de peces) para la
eclosién y desarrollo larvario A. aegypti. Los huevecillos fueron proporcionados por el
Departamento de Vectores de los Servicios de Salud de Veracruz. En las condiciones de
laboratorio, los estadios larvales I-IV tuvieron los tiempos normales de crecimiento,
por lo que la exposicion a los extractos bioactivos reflejé el verdadero impacto de los

metabolitos usados (Figura 4).

Trompa con o

malformaciones \a

Futuras patas del
adulto con
separacion andmala

Figura 4. Pupa de Aedes aegypti expuesta a extractos. Se advierte dafio severo al
desarrollo de trompa y patas (Flechas). El cuerpo no evoluciond y permanecié con

vestigios del estado larval.

El trabajo con culicidos nos permitié iniciar la etapa de atencidn a problemas

relevantes. Los culicidos no sélo afectan la salud humana, también la animal. Son
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notables las pérdidas que sufren los ganaderos por las parasitosis transmitidas por
estos insectos ya que son conocidos vectores de virus causantes de fiebre amarilla,
dengue, etc. ( REF). Siendo Veracruz uno de los principales Estados afectados por A.
aegypti, la incorporacién de Alumnos a los trabajos de muestreo de larvas y pupas en
zonas afectadas, el analisis de variacién estacional, la recopilacién de datos sobre la
capacidad de extensidn territorial que los mosquitos han mostrado en ultimos afios,
resulta una buena estrategia para propiciar la formacidn integral que se requerira en la

vida profesional.

*Los modelos bioldgicos

Al observar la bioactividad de nuestros extractos ricos en acetogeninas causaron serios
danos a pulas de A agegypti, nos llevd a iniciar los estudios sobre el posible mecanismo
de accidn diferente al reportado en la literatura. Puesto que observamos alteraciones
en la morfogénesis de las larvas, decidimos exponer mutantes haploides de levadura,
pertenecientes a la cepa MATa (proporcionadas amablemente por el Dr. Sergio

Encarnacion Guevara, del Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM).

El trabajo en laboratorio con estos organismos representa otro dmbito de formacién
para nuestros estudiantes. Se trata del modelo eucarionte mas utilizado en la
investigacion de la Biologia Molecular, en campos avanzados como la Gendmica vy
Protedmica, ya que permite, entre otras cosas, probar medicamentos y compuestos
bioactivos en mutantes de genes potencialmente involucrados en la accion sugerida de
los mismos. Una vez establecida la LDsg la mutante que muestre alteraciones en la
replicacion o en su metabolismo, serd aquella cuyo gen knock out esté involucrado en

la via de accién del compuesto en prueba.

De esta forma, nuestros alumnos aprendieron a:

e Establecer condiciones de cultivo y determinacion de la cinética de crecimiento
para las mutantes de levadura
e Realizar ensayos metabdlicos usando diferentes fuentes de Carbono

(sustratos), observando el efecto de diversas mutaciones sobre vias
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metabdlicas potencialmente involucradas: fermentacién aerobia o anaerobia,
ciclo de Krebs, biosintesis de pentosas.

e Analisis de cinéticas de crecimiento y su variacion atribuible a metabolitos
bioactivos.

e Integracién de vias metabdlicas. Al comparar la cinética de crecimiento de las
mutantes con diferentes fuentes de C, los Alumnos propusieron las vias de
biosintesis necesarias para la replicacion celular de las levaduras y el impacto

de los metabolitos bioactivos sobre las mismas.

*Biocontrol de hongos fitopatégenos

El trabajo experimental con mutantes de levadura, nos llevé a descubrir el impacto
de los metabolitos bioactivos en la via de biosintesis de quitina. La evidencia
principal son las alteraciones de la morfogénesis de cepas de levadura ACHS y
ACHD expuesta a extractos de guanabana. Encontramos alteraciones del ciclo
celular, asi como formacién anormal de septos, lo que causa un fenotipo parecido

a pseudohifas (Figura 5, tomada de Dominguez Martinez, et al., 2011).

Figura 5a. Mutantes de Mat a ACHS crecidas en ausencia de extracto. Se observan
células confluentes, redondas u ovales. Al exponerlas al extracto (b) aparecen
células con mds de una hija (circulos amarillos). Es evidente la malformacién del
septo, lo que causa que las nuevas células no se despeguen de la materna (circulo

rojo)
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Dado que las mutantes son haploides, tal crecimiento hace evidente la
participacion de los genes mencionados, cuyos productos son las enzimas quitina-
sintetasa y quitina-desacetilasa, ambas requeridas para la formacidn de la pared

celular de hongos.

Al exponer hongos fitopatégenos principalmente de los géneros Fusarium,
Alternaria, Rhizoctonia, Phoma y Phytophtora, se encontré un crecimiento
disminuido notable al cultivar los hongos en agar papa-dextrosa (APD) adicionados

con acetogeninas.

Figura 6. Inoculacidn de hongos en medio APD bajo condiciones de esterilidad.

Se comparé el didmetro micelial respecto al alcanzado en cultivos sin sustancias
tdxicas, y mediante un disefio completamente al azar con 3 repeticiones, se evalué

la varianza mediante el programa MINITAB versién 15.

Se encontrd que la accién inhibitoria de los extractos con acetogeninas es mayor
para Sclerotium sp y Fusarium (muestras aisladas de jitomate, ciruela y gladiola).
Para reportar estos resultados, los Alumnos disefiaron graficas y tablas

comparativas.
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Tabla 1

Efecto del extracto de acetogeninas

Hongos Fitopatégenos

‘ Fusarium sp Gladiola Blanca

Phoma sp

sobre el crecimiento de hongos fitopatégenos en estudio

% de inhibicion.

ISSN 2007 - 2619

La especie Fusarium oxysporum f. sp Gladioli resulté particularmente “resistente”

a extractos bioactivos ensayados en trabajos previos, como un extracto de ajo en

etanol, rico en eugenol. Tampoco hubo la inhibicién esperada con los metabolitos

de guanabana, por lo que representa la Unica especie en estudio que no se vid

afectada..

Se muestra a continuacién el crecimiento diferencial entre el testigo (izquierda) y

un cultivo con acetogeninas:
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Figura 7 a) b)

Figura 7. Cultivo de Fusarium sp en medio APD a) Testigo b)

presencia del extracto bioactivo.
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Cultivo en

Se determiné el didmetro como pardmetro de crecimiento del micelio en los

cultivos testigo y con sustancias bioactivas. En la siguiente figura se observa que el

hongo Fusarium aislado de jitomate y ciruela, (ademas de Selerotium sp), resulté

inhibido por el extracto de Annona muricata, a tal grado que su desarrollo fue

minimo, casi nulo.

Crecimiento micelial Dia 7
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Figura 8. Comparacion del crecimiento de hongos expuestos respecto a los

testigos.
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Los alumnos realizaron otras pruebas estadisticas que hace evidente el efecto,
utilizando al menos 2 referentes estadisticos (y prueba de Tukey), otro aspecto
relevante del disefio experimental. Los resultados se pueden apreciar mejor desde un

disefo integral:
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Figura 9. Crecimiento comparativo. Los hongos expuestos al extracto no logran un

desarrollo micelial. Aun pasados 7 dias.

Conclusion

El aprender haciendo para servir a la sociedad dentro de una Universidad publica y en

tiempos en que el accesos al mercado de trabajo es dificil, es una via para

e Ayudar alos estudiantes a hacer significativo su conocimiento.

e Motivarles para dedicar el esfuerzo necesario al estudio de experiencias
educativas tradicionalmente “dificiles” como la Quimica, Bioquimica vy
Estadistica, por las habilidades que reclaman: memoria de un lenguaje propio,
capacidad de abstraccion (férmulas y modelos quimicos) y creatividad

(habilidad para relacionar conceptos abstractos).
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e Desarrollar habilidades para trabajo en laboratorio experimental, que les serdn
requeridas en la vida profesional.
e Relacionar los aprendizajes universitarios con las demandas sociales.

e |Iniciarles en las futuras demandas de la vida profesional.

Bibliografia

Dominguez-Martinez, Verdnica G., Mariano Martinez Vazquez, Enrique Colar Gomez,
José Atzin Garcia and Fabidan L. Chimalpopoca. 2001. Pupicidal activity of
annonacin for Aedes aegypti (L.). (Diptera: Culicidae). Folia Entomoldgica
Mexicana 42(3):349.358.

Dominguez Martinez Verdnica G., Andrés Andrade Dominguez, Abigail Trejo
Herndndez, Norma A. Coria Gil, Mariano Martinez Vazquez. 2011. Las
acetogeninas, ¢émas que inhibidores del transporte electronico? En: Gonzalez
Esquinca, Alma Rosa, Lorena Mercedes Luna-Cazares, Javier Gutiérrez-Jiménez,
Maria Adelina Schlie-Guzman y Dolores Guadalupe Vidal Lopez
(Coordinadores). Anonaceas. Plantas antiguas, estudios recientes. UNICACH.
Pp475-496.

Hernandez Meneses, Juan. Evaluacién in Vitro de la actividad antifingica de extractos
de semilla de guanabana (Annona muricata) sobre el desarrollo de algunos
hongos fitopatdgenos. Tesis de Licenciatura. Universidad Veracruzana. Octubre
2011

Ortega Jiménez R, Veronica G. Dominguez Martinez, Marina Guevara Valencia 2009.
Reducciéon del desarrollo de hongos fitopatégenos en cormos de gladiola
(Gladiolus sp) con extractos de semillas de guanabana (Annona muricata).

Congreso de Investigacion de Academialournals.com: 37-43 (ISSN1948-2353)

Publicacion # 09 Julio — Diciembre 2012 RIDE



