Composicion quimica de glomérulos producidos por Colletotrichum gloeosporioides
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Chemical composition of glomeruli produced by Colletotrichum gloeosporioides

Abstract. Itis a well known fact that Colletotrichum gloeosporioides is a phytopathogenic fungus
that affects various crops in all types of climates; it is known as the causative agent of antracnosis.
On the other hand, it has been observed that, unlike other phytopathogenic species, this one
produces glomeruli of fatty nature. However, although there are many reports in the literature
regarding fitotoxic metabolites of various species of Colletotrichun, relatively no relevance has
been given to a massive production of fatty acids using members of this genus when compared to
other phytopathogenic fungi. Based on this fact, the aim of this paper was to characterize the
chemical nature of the glomeruli which were found to be made up of palmitic, oleic, estearic and
linoleic acids in the proportions of 40.1, 35.2, 18.8 and 5.9 % respectively. This conclusion was
reached conducting spectroscopic techniques such as nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. Finally, the high production of fatty acids obtained in vitro as well as on fruiting
bodies by C. gloeosporioides opens the possibility of a better understanding about how this
species is able to produce massive amounts of fatty acids as a possible non-selective strategy of
invasion and penetration or as a mere evolutive characteristic of the genus which may be useful
for its identification in the field.
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Resumen. Es bien sabido que Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatégeno que
afecta adiversos cultivos, en casi todos los climas; a éste se le reconoce como el agente causal de
la antracnosis. Por otro lado, se ha observado que, a diferencia de otras especies fitopatégenas
produce glomérulos de aspecto graso. Sin embargo, aunque se tienen numerosos reportes en la
literatura acerca de los metabolitos fitotoxicos de diversas especies de Colletotrichum, no se ha
contemplado la importancia de la produccién masiva de acidos grasos por miembros de este
género en comparacion con otros hongos fitopatogenos; debido a ello, el objetivo de este trabajo
fue caracterizar la naturaleza quimica de los glomérulos, encontrando que estan constituidos de
los dcidos palmitico, oleico, estearico y linoléico, en una proporcion de 40.1, 35.2, 18.8 y 5.9 %,
respectivamente. Esta identificacién se llevé a cabo a través de técnicas espectroscopicas de
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas. Finalmente, la produccion elevada de
acidos grasos in vitro, asi como en el fruto por C. gloeosporioides abre la posibilidad de que esta
especie sea capaz de producir masivamente acidos grasos como estrategia no selectiva de
invasion y penetracion o simplemente como una caracteristica evolutiva del género que puede
ser de utilidad para su identificacion en campo.
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Introduccion

El género Colletotrichum engloba varias especies que
provocan enfermedades en una amplia variedad de cultivos,
en casi todos los climas; éste es reconocido como el agente
causal de la antracnosis, enfermedad que puede atacar
cualquier parte de la planta (Jeffries er al., 1990). La
antracnosis es una de las principales enfermedades
postcosecha del banano que afecta la calidad de la fruta. La
infeccion a los frutos se da normalmente durante su desarrollo
en el campo, quedando latente hasta la madurez de los
mismos, por lo que los sintomas se manifiestan generalmente
durante su almacenamiento y muchas veces hasta la venta,
trayendo consigo pérdidas econdémicas importantes. Los
sintomas se presentan como lesiones ovaladas, oscuras y
hundidas, con presencia de acérvulos de color naranja (Raut y
Ranade, 2004).

Se considera que C. gloeosporioides es el agente
causal de la antracnosis en cultivos de platano, con base en su
especificidad por el hospedero (Peres et al., 2002, Lima et al.,
2003, Jeger et al., 1995). Las especies del género
Colletotrichum, son conocidas por producir sustancias
fitotoxicas de bajo peso molecular y enzimas que les
confieren el caracter patogénico produciendo dafios en
diversos cultivos (Gohbara et al., 1978; Trigos et al., 1997;
Jayasankar et al., 1999; Garcia-Pajon y Collado, 2003); in
vitro pueden producir metabolitos con propiedades
fitotoxicas, que generalmente no son selectivos hacia el
hospedero, ya que al ser ensayados en varios cultivos
provocan sintomas similares a los causados por el hongo in
vivo (Jayashinghe y Fernando, 2000). En este sentido, se ha
encontrado que algunas especies de hongos fitopatdgenos son
capaces de producir metabolitos derivados de los lipidos
(oxilipinas), mas especificamente a partir de acidos grasos

insaturados, los cuales son capaces de regular el desarrollo, la

produccidn de toxinas y de mediar la comunicacion huésped-
patdgeno a fin de explotar los recursos de la planta para su
crecimiento y desarrollo (Noverr ef al., 2003; La Camera et
al., 2004, Singh y Del Poeta, 2011). Sin embargo, aunque se
tienen numerosos reportes en la literatura acerca de los
metabolitos fitotoxicos de diversas especies de
Colletotrichum, atin no se ha contemplado la importancia de
la produccidon masiva de acidos grasos por miembros de este
género, en comparacion con otros hongos fitopatdgenos;
debido a ello, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la
naturaleza quimica de los glomérulos producidos por C.

gloeosporioides en medios de cultivo sélido y en frutos.

Materiales y métodos

Material biologico

Lacepade C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. utilizada
para este estudio, fue donada por la Dra. Maria de Jests Yaiiez
Morales del Instituto de Fitosanidad del Colegio de
Posgraduados; ademas, se utilizaron 23 cepas de hongos
fitopatogenos (Tabla 1) para su comparacion macroscopica
sobre la produccion de glomérulos en medio de cultivo sélido,
las cuales provenian del cepario de hongos del Laboratorio de
Alta Tecnologia de Xalapa de la Universidad Veracruzana
(LATEX-UV); dichas cepas fueron aisladas de diferentes
cultivos e identificadas en funcion de sus caracteristicas
morfoldgicasy de claves dicotomicas (Barnett y Barry, 1998).
Todos los hongos fitopatégenos en estudio fueron sembrados
y mantenidos en cajas Petri con medio de papa-dextrosa y
agar (PDA) marca DIBICO e incubados a una temperatura

constante de25+2°C.

Prueba de patogenicidad de C. gloeosporioides
Empleando la técnica de asepsia de Finlay et al. (1992), dos
frutos de platano Roatan, variedad Valery (Musa sapientum),

libre de lesiones, se sumergieron en una solucion 50 % v/v



Tabla 1. Especies de hongos fitopatdgenos, aislados de diferentes cultivos, pertenecientes al cepario del LATEX-UV

Especie Hospedero Clave

Alternaria citri Limoén LAT-001
Alternaria porri Cebolla LAT-002
Alternaria tenuis Chile LAT-003
Ceratocystis adiposa Madera LAT-005
Coniella sp. Granada LAT-013
Curvularia lunata Maiz LAT-007
Epicocum sp. Pino LAT-014
Fusarium sp. Papaya LAT-049
Geotrichum sp. Madera LAT-016
Idriella sp. Hojarasca LAT-019
Lasiodiplodia sp. Plétano LAT-020
Macrophomina sp. Frijol, alfalfa y girasol LAT-021
Neocosmospora vasinfecta Alfalfa LAT-022
Pestalotia sp. Guayaba LAT-023
Pestalotiopsis sp. Eucalipto LAT-024
Phoma sp. Granada LAT-025
Phythophtora drechsleri Cartamo LAT-030
Rhizopus sp. Café LAT-033
Stemphylium lycopersici Tomate y cebolla LAT-035
Thicho derma sp. Semilla deeucalipto LAT-037
Thielaviosis basicola Suelo LAT-043
Ulo cladium sp. Fresa LAT-038
Zygomycota sp. Semilla deeucalipto LAT-039

agua/etanol durante 2 min y se dejo secar a flujo de aire.
Posteriormente, uno de estos se inoculd con esporas de C.
gloeosporioides, procedentes de un cultivo solido de PDA ¢
infusion de platano (200 g/L de fruta, 15 dias, 27 °C),
realizando dos incisiones de 1 ¢cm con una aguja estéril, la
primera en el extremo apical y la otra en la parte media. Tanto
el fruto inoculado como el blanco se incubaron en camara
htimeda a 2542 °C. Para re-aislar el hongo se tomaron
diariamente muestras del fruto durante 10 dias y se sembraron
en cajas con PDA incubando por 7 dias a 25+2 °C.
Finalmente, dichos aislamientos se observaron macro y
microscopicamente para identificarlos mediante claves

dicotémicas (Barnett y Barry, 1998).

Evaluacién macroscépica de glomérulos grasos en hongos
microscépicos

La cepa de C. gloeosporioides junto con las 23 cepas de
hongos fitopatdgenos, fueron cultivadas en cajas Petri con
PDA durante 10 dias a 27 °C. Concluido ese periodo, se

tomaron muestras para ser observadas macro y

microscopicamente en busqueda de formacion masiva de

glomérulos grasos.

Cultivo masivo de C. gloeosporioides

Un total de 14 L fueron cultivados en matraces Erlenmeyer de
500 mL, conteniendo 100 mL de un medio de infusion de
platano (200 g/L de platano Roatan variedad Valery),
inoculados con una suspension de 1 X 10" esporas/mL de C.
gloeosporioides, los cuales fueron mantenidos en agitacion
constante de 150 rpm y a una temperatura de 25 + 2 °C durante

15 dias (Trigos et al., 1997).

Extraccion y purificacion de compuestos

El caldo de fermentacion fue filtrado a través de papel filtro
(Whatman No. 42) y con ello la biomasa producida fue
separada y extraida exhaustivamente con acetato de etilo. El
caldo de cultivo resultante se extrajo en un equipo de
extraccion liquido-liquido, utilizando cloroformo como
unico disolvente; posteriormente, éste fue eliminado bajo

presion reducida y ambos extractos fueron purificados
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mediante cromatografia en columna, utilizando como fase
estacionaria gel de silice 60 (Merck 0.040-0.063 mm). Las
columnas fueron eluidas con hexano y mezclas de hexano-
acetato de etilo en gradiente ascendente de polaridad. Para
monitorear la separacion de los compuestos, se utilizd
cromatografia de capa delgada (CCD) de gel de silice (Merck
60 GF,,,de 0.2 mm de grosor).

Aislamiento de compuestos

De la fraccidon hexanica del extracto cloroférmico de caldo de
cultivo se obtuvieron 5.89 g de un sélido blanco con P.f. 39-44
°C, que se reveld bajo luz UV a 365 nm y presentd un Rf _ 0.6
(Hexano:Acetato de Etilo 9:1) y se denomind compuesto 1.
Posteriormente, de las fracciones de 8:2 Hexano:Acetato de
etilo, del extracto etil-acético, se obtuvieron 20 mg de un
solido cristalino blanco con P.f. 155-158 °C, tras revelar con
vapores de iodo, presentd un Rf_ 0.72 (Hexano:Acetato de

Etilo 7:3) y se denominé compuesto 2.

Esterificacion de los dcidos grasos

Los ésteres metilicos se prepararon de acuerdo con el método
de Stahl y Klug (1996), usando BF3 en metanol a 14 %. La
extraccion de éstos se realizo utilizando 1.0 mL de hexano
grado HPLC; posteriormente, el extracto hexdnico se secd
con Na,SO,, se filtrd y se inyect6 en el cromatdgrafo de gases

acoplado aun espectrémeto de gases como se indica.

Perfil de acidos grasos

Los compuestos fueron separados utilizando un cromatdgrafo
de gases Agilent Technologies modelo 6890N, equipado con
una columna DB-5 5%-fenil-metil polisiloxano (Agilent
Technologies), 60 m de largo con un diametro interno de 0.25
mm y 0.25 m de espesor de pelicula, con el siguiente
programa de temperatura: se mantuvo a 150 °C durante 5 min;
posteriormente, se calenté a 210 °C a 30 °C/min, de 210 °C
hasta213°Cal°C/minyde 213°Ca225°Ca20°C/miny

finalmente, se mantuvo a 225 °C durante 40 min, usando helio

como gas acarreador a una presion de 24.91 kPa. La
temperatura del inyector fue 250 °C, con una relaciéon de

division de inyeccion de 50:1.

Técnicas generales

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato
Electrothermal IA9000 Series/91000 y no fueron corregidos.
Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y
“C se realizaron a 300 y 75 MHz respectivamente, en un
espectrometro Varian, modelo Gemini 2000, utilizando como
disolvente cloroformo deuterado y como referencia interna
tetrametilsilano. Los desplazamientos quimicos de los
espectros se dan en partes por millén (ppm) y los valores de J
en Hertz (Hz). Los espectros de CG-MS fueron desarrollados
en un cromatografo acoplado a masas Hewlett Packard
G1800B a 70 ¢V utilizando el método de ionizacion directa,
previa derivatizacion con trifluoruro de boro de la muestra
apolar, utilizando estandares FAME-MIX (37 metil ésteres de
acidos grasos marca Supelco) y comparando con una base de

datos (NISTMS CHEMSTATION LIBRARY, version 1995).

Resultados

De la evaluacion macroscopica de glomérulos grasos
producidos por las cepas flingicas en estudio, solo C.
gloeosporioides presentd la capacidad de producir dichos
glomérulos en PDA (Figura 1) en comparacion con las 23
cepas flingicas mencionadas, por lo que se mantuvo en cajas
Petri con PDA y agar con infusion de platano a 25 + 2 °C.
Posteriormente, se utilizd este medio de cultivo para
comprobar que, a partir del hospedero principal del que fue
aislado C. gloeosporioides, éste seguia produciendo los
glomérulos de grasa observados macroscdpicamente en
medio PDA (Figura 2).

Como se comento, C. gloeosporioides fue la tinica

cepa en la que se observo la produccion de glomérulos de



Figura 1. Glomérulos grasos de Colletotrichum gloeosporioides
observados en un cultivo sélido de PDA.

Figura 2. Glomérulos grasos de Colletotrichum gloeosporioides
observados en platano Roatan variedad Valery (Musa sapientum).

apariencia grasa, por lo que la estrategia de purificacion se
orientd hacia las fracciones no polares; asi, a partir del
extracto cloroféormico del caldo de cultivo y de la fraccion
eluida con hexano, se obtuvieron 5.89 g de un sélido blanco
con P.f. 39-44 °C, que reveld bajo luz UV a 365 nm y presentd
un Rf=0.6 al ser eluido en un sistema de disolventes
Hexano:Acetato de Etilo 9:1, que éste solido resultd ser una
mezcla de acidos grasos de acuerdo con sus datos
espectroscopicos y que denominamos como compuesto 1.
De esta manera, el espectro de resonancia magnética nuclear
de protén (RMN'H) muestra una serie de sefiales complejas a

5.35,2.77,2.34,2.02, 1.63, 1.25 y 0.87 ppm, caracteristicas

para este tipo de compuestos, por lo que se procedid a
derivatizar y analizar mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-MS), con lo cual se
identificaron los componentes como acidos palmitico, oleico,
estedrico y linoléico en una proporcion de 40.1, 35.2, 18.8 y
5.9 % respectivamente. Posteriormente, de las fracciones
obtenidas con 8:2 hexano:acetato de etilo, del extracto etil-
acético, se obtuvo el compuesto 2, el cual es sensiblealaluzy
cuyos datos espectroscopicos de RMN 'H y comparacion
contra muestra auténtica, indicaron que se trataba de

ergosterol (Trigos y Ortega-Regules, 2002).

Discusion

Existen reportes de que la produccion de acidos grasos
saturados e insaturados son sintetizados por hongos
microscopicos, teniendo como sustrato grandes cantidades de
carbohidratos (fuente de carbono), especialmente cuando los
cultivos son mantenidos en medios aireados y con bajo
contenido de nitrégeno (Dembitsky er al., 1992; Kabhlos,
1996). En este trabajo, el medio de cultivo utilizado de
infusién de platano, presenta alta concentracion de
carbohidratos en comparacion con el contenido de proteinas
como fuente de nitrégeno, por lo que la produccién de acidos
grasos fue acorde a este hecho. Sin embargo, existen varios
estudios en hongos filamentosos, que demuestran el papel de
los acidos grasos insaturados (18:1, 18:2) en el desarrollo,
especialmente en lo que respecta a la formacion de esporas
asexuales y sexuales. Por ejemplo, Aspergillus nidulans
produce oxilipinas, sustancias derivadas de los acidos oleico
y linoleico, llamados factores psi (precocious sexual inducer);
estas moléculas funcionan como hormonas, ya que marcan el
inicioy el balance del desarrollo asexual y sexual (Champe et
al., 1987; Champe y El-Zayat, 1989; Calvo et al., 2001,
2002). Con relacion a lo anterior, se tiene evidencia de que los

acidos grasos de las plantas funcionan como factores
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inductores de la esporulacion en especies de Aspergillusy, por
tanto, propician la invasion del hongo al hospedero. De igual
forma, se ha encontrado que el acido linoleico tiene efectos
esporogénicos en otras especies fitopatdgenas como
Alternaria tomato (Hyeon, 1976) y Sclerotinia fructicola
(Katayama y Marumo, 1978). Por otro lado, existe también
una relacion entre los dcidos grasos de las plantas hospedero 'y
los mecanismos de activacion de genes que controlan la
produccion de sustancias esporogénicas y factores de
virulencia por parte de hongos fitopatdégenos (Burow ef al.,
1997). En este sentido, los acidos grasos presentes en las
semillas y la superficie de la mayoria de frutos son
principalmente acido linoleico, oleico y palmitico, los cuales
son aprovechados por los hongos fitopatogenos, utilizando
enzimas endogenas, del metabolismo de lipidos y oxilipinas
para colonizar con éxito al hospedero, reproducirse, y
sintetizar toxinas (Christensen y Kolomiets, 2011). De esta
manera, en etapas iniciales de la infeccion, las esporas de
hongos fitopatégenos se encuentran sobre la superficie de la
planta bajo condiciones limitadas, y por lo tanto los procesos
celulares relacionados con las infecciones, deben ser
promovidos a través del metabolismo de los compuestos de
almacenamiento (Kimura ef al., 2001). Kubo y Furusawa
(1991) y Asakura et al. (2012), reportaron que varias especies
del género Colletotrichum forman apresorios pigmentados
que en sus etapas prematuras contienen abundantes lipidos
melanizados (gotas) y que a medida que el apresorio madura
desaparece dicha abundancia de lipidos, debido a la lipolisis
que se da en el interior del mismo. Este hecho sugiere la
importancia de la degradacion de lipidos que genera acidos
grasos y glicerina, requerida para generar melanina a partir de
la ruta de los policétidos, la cual es necesaria para la infeccion
e invasion del huésped mediada por los apresorios (Asakura et
al., 2000).

La presencia de una concentracion alta de acidos
grasos puede ser considerada como un posible papel en la

patogenicidad de éste y otros géneros de hongos. En

conclusion, muchos hongos fitopatdgenos son capaces de
alterar su morfologia para infectar determinadas células y con
ello penetrar y crecer (formacion de haustorios) dentro de los
tejidos vegetales; esta diferenciacion parece estar
estrechamente controlada por las sefiales del medio ambiente
del hospedero (Xu y Hamer, 1996; Dean 1997; Kronstad et
al., 1998; Lee et al., 2003). Por lo tanto, la identificacién de
dichas sefiales y las vias necesarias para su reconocimiento es
un reto importante en la patogénesis fungica.
Adicionalmente, es posible que los acidos grasos presentes en
el huésped sean los responsables de la respuesta al
crecimiento filamentoso y que muestren especificidad debido
a las diferencias en su estado de saturacidn y longitud de la
cadena de carbonos (Klose et al., 2004), logrando con elloun
éxito en la colonizacion del hospedero. Finalmente, la
produccidn elevada de acidos grasos in vitro, asi como en el
fruto por C. gloeosporioides abre la posibilidad de que esta
especie sea capaz de producir masivamente acidos grasos
como estrategia no selectiva de invasion y penetracion o
simplemente como una caracteristica evolutiva del género

que puede ser de utilidad para su identificacién en campo.
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