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RESUMEN

Se ha corroborado la existencia de marcadas diferencias de sensibilidad de
varios hongos filamentosos frente a ciertos metabolitos naturales de origen vegetal.
Estas distintas sensibilidades constituyen marcadores que permiten el disefio de mé-
todos de seleccién y andlisis de hibridos obtenidos en experiencias de fusién celular
somatica, evitdndose asi la manipulacién del genoma de la cepa original para la ob-
tencidén de marcadores genéticos (auxotrofias, resistencias..) imprescindibles en to-
dos los métodos de seleccién utilizados hasta el momento.

Dada la escasez cuantitativa y cualitativa de fungicidas de sintesis resulta
interesante el alto poder inhibidor del crecimiento de bacterias y hongos presentado
por el extracto hidro-alcohdlico de Clematis vitalba, que ademads de ser comparable
en eficacia a los productos comerciales, presenta la ventaja de ser termoestable en
las condiciones de esterilizacién por autoclave y actuar en fase acuosa, lo que facilita
su manejo en el laboratorio, no debiendo descartarse la posibilidad de su posible uso
como fungicida comercial.

SUMMARY
Essay about the sensitivity of different fungoid species as opposed to natural
metabolites

The existence in several filamentous fungi of remarkable differences in sen-
sitivity to certain natural metabolites with a vegetable origin has been corroborated.
These differences in sensitivity can be used as markers which make possible the ex-
perimental design for the selection and analysis of hybrida released from somatic ce-
llular fusion, so avoiding the manipulation of the genome of the original strain.

Considering the quantitative and qualitative shortage of synthetic fungici-
des, the high inhibitory power on the bacterial and fungal growth of the hydro-
alcoholic extract of Clematis vitalba is very interesting. Furthermore, this extract is
so effective as the trading goods and it presents the advantages of: (1) being ther-
mo-stable at the autoclaving conditions and (2) acting in the watery phase; this ma-
kes easy its use in the laboratory. The possibility of its feasible usage as a commer-
cial fungicyd can not be discarded.
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INTRODUCCION

Los hongos inferiores son organismos
sencillos y faciles de cultivar en medios de-
finidos simples, poseen un ciclo generacio-
nal muy corto, presentan diferenciacion
morfoldgica y fisioldgica sencilla. Muchos
de ellos son productores de alimentos y
sustancias de interés comercial, mientras
que otros son responsables de enfermeda-
des o alteracion de muy diversos produc-
tos. Por todo ello, han atraido la atencion
de los bidlogos desde antiguo, habiendo
sido objeto de intensas investigaciones tan-
to en el campo de la biologia fundamental
(Beadle y Tatum, Pontecorvo, ...) como en
el de la biologia aplicada (Pasteur, Fle-
ming, ...).

En la actualidad, tras la puesta a punto
de las técnicas de ingenieria genética en
bacterias, se dispone de un poderoso méto-
do analitico para la realizacion de estudios
de genética molecular, asi como para la
manipulacidn genética y disefio de cepas.
Los hongos, por las caracteristicas mencio-
nadas, se constituyen en los candidatos
idoneos para la extension de estas técnicas
a organismos eucariotas. (CASE, 1979; STE-
WART, 1981; STOHL, 1983; BALLANCE,
1983).

Son muchos los investigadores que ac-
tualmente estan trabajando en este campo,
hecho éste potenciado por la facilidad de
obtener grandes cantidades de protoplastos
(células vivas desprovistas de su pared),
por métodos enzimaticos, que son capaces
de fusionarse entre si, con liposomas o de
absorber el DNA libre cuando se dan las
condiciones adecuadas y, posteriormente,
regenerar el organismo completo con gran
efectividad y rapidez en medios sencillos.
(ANNE, 1976; YAMADA, 1980; COCKING,
1981; FERENCZY, 1981; MAKINS, 1981;
RoOLLO, 1981).

No obstante, dado el bajo porcentaje de
fusionantes obtenibles en dichas experien-
cias, se hace imprescindible el disefio de
metodos de seleccion de los hibridos. Estos
se han basado tradicionalmente en la com-
plementacion genética de mutantes (auxo-
trofos, resistentes, termosensibles, ...) que
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hacen posible el crecimiento de los hibri-
dos en medios donde los parentales son in-
capaces de crecer. (ANNE, 1976; 1978;
1982; HARMS, 1981).

Sin embargo, no resulta conveniente en
algunas ocasiones modificar el genoma de
las cepas parentales como seria el caso de
las cepas industriales, ya de por si excesi-
vamente alteradas, con lo que el uso de
mutaciones como marcas genéticas queda
excluido. Para estos casos seria de gran in-
terés disponer de métodos de seleccion al-
ternativos, que podrian basarse en la exis-
tencia de acusadas diferencias naturales de
sensibilidad frente a inhibidores del creci-
miento presentadas por los distintos orga-
nismos (COCKING, 1974; NIELSEN, 1979),
principalmente en aquellos que por ocupar
nichos ecologicos proximos, practican la
antibiosis y disponen de un gran nimero
de mecanismos de ataque y resistencia
(ASENSIO, 1979).

Tras un primer estudio usando inhibi-
dores comerciales (ARMINANA, [982) y
dado su escaso numero Yy dificil acceso, se
decidio probar la efectividad de metaboli-
tos naturales producidos por los hongos en
estudio y, ademads, ya que existen prece-
dentes de sustancias antifiingicas en ciertas
plantas (CHAUMONT, 1978a; 1978b; 1979),
se abordo el estudio de la accion de sus ex-
tractos acuosos, alcohodlicos e hidro-
alcoholicos frente a los hongos con la espe-
ranza de encontrar efectos inhibitorios del
crecimiento, asi como diferencias en el
comportamiento de los mismos que pue-
dan ser utilizadas como marcadores com-
plementables para la seleccion y andlisis
de los hibridos.

Este enfoque se presenta atractivo bajo
distintos puntos de vista. Por una parte se
enmarcan en el estudio genético de estos
organismos, ya que se aplicardn los resul-
tados en el disefio de métodos de andlisis
de los productos de fusiéon. Por otra parte
pueden descubrirse relaciones ecoldgicas
entre los organismos utilizados y, por ulti-
mo, pueden contribuir al descubrimiento
de nuevos fungicidas de origen natural que
se unan a los pocos actualmente conoci-
dos.




MATERIALY METODOS

ORGANISMOS: Cepas de Penicillium
chrysogenum, P. expansum, Gliocladium
virens, suministradas por la Dra. M.2 An-
geles Calvo de la Facultad de Farmacia de
Barcelona, Aspergillus niger CECT 2090,
A. carbonarius CECT 2086, Trichoderma
koningii CECT 2412, A. nidulans (w pyro
y), A. nidulans (pro y) y A. rugulosus, estos
tres ultimos cedidos por el Dr. J. Peberdy
de la Universidad de Nottingham.

Tejidos frescos de Hyosciamus albus,
Digitalis purpurea, Solanum nigrum, Da-
tura stramonium, Ecballium elaterium,
Hedera helix, Taxus baccata y Clematis
vitalba.

MEDIOS:

Medio liquido extracto de malta (EM).
Extracto de malta 5 g/l, extracto de leva-
dura 5 g/l y glucosa 5 g/1.

Medio liquido Czapeck de Oxoid (CZ).

Medio agar extracto de malta (AEM).
Medio EM con el 2% de agar.

Medio agar extracto de malta inhibidor
(AEMI). Al medio AEM estéril y atempe-
rado a 50°C se le afiade el extracto inhibi-
dor esterilizado por centrifugacion excepto
cuando se quiere probar la termoestabili-
dad, en cuyo caso se afiade previamente al
paso por el autoclave.

EXTRACTOS VEGETALES: Se pro-
cede al homogeneizado con una triturado-
ra de cuchillas de 10-20 g de tejidos vege-
tales frecos en 100 ml de agua o alcohol, o
en 200 ml de alcohol y agua en la propor-
cion 1:1, se deja macerar durante 20-30
min, y después se filtra por una malla de
nylon. Se toman 40 ml y se esterilizan por
centrifugacion (40.000 g, 30 min.). Los ex-
tractos alcohdlicos e hidro-alcohdlicos se
concentran con rotavapor a 40°C y los
acuosos se liofilizan.

OBTENCION DE METABOLITOS
FUNGICOS: Matraces de 250 ml con
75 ml de EM o CZ se inoculan con una
suspension de esporas de cada hongo, se
incuban en agitacion orbital a 200 rpm du-
rante 20 dias a 28°C, tras lo cual se elimina
el micelio filtrando por una malla de nylon

y se esteriliza por centrifugacion tras lo
cual se concentra por rotavapor al igual
que los extractos vegetales. (Ver Fig. 1)

SIEMBRA E INCUBACION: Para la
siembra de las series de placas se utilizo un
replicador multiple de ocho puas que se
impregnaban con las suspensiones de espo-
ras de los hongos, exceptuando el Tricho-
derma koningii, que se encontraban en po-
cillos excavados sobre una capa de agar en
placa. Se incubaban durante 24 horas a
28°C y se procedia a sembrar en el centro
de la placa el T. koningii. Posteriormente
se mantenian en incubacién durante dos
dias tras los cuales se calculaba la efectivi-
dad del extracto midiendo el didmetro de
las colonias y comparandolos con los testi-
gos. La demora de un dia en la siembra del
Trichoderma se debe a que éste posee un
crecimiento muy expansivo e impide la
formacion normal de las colonias de las
demads especies.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tal como se observa en la Fig. 2 existe
una marcada antibiosis de la cepa de As-
pergillus rugulosus frente al Trichoderma
koningii cuando crecen juntos sobre una
placa con medio AEM. Este hecho supone
la existencia de una distinta sensibilidad
natural por parte de ambas cepas frente a
algun o algunos metabolitos producidos
durante el crecimiento. Ya que esta es la
base del sistema de seleccion que se pre-
tende poner a punto, se procedio al estudio
sisternatico de la accion de diversos meta-
bolitos extracelulares producidos por cada
uno de los hongos empleados en este traba-
jo, al crecer en medio liquido (EM o CZ),
frente a todas las demds cepas. Sin embar-
go, estas experiencias no repetian los efec-
tos de inhibicion observados en los culti-
vos mixtos sobre placa, lo que quizi se de-
biera a que en estos cultivos puros faltara
la induccidn para la produccion de los me-
tabolitos inhibidores por la ausencia de un
competidor o0 que se tratase de sustancias
ldbiles que se inactivaran o perdieran du-
rante la preparacion de las secreciones ex-
tracelulares. No obstante, las secreciones
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de Penicillium expansum y Aspergillus ru-
gulosus presentan cierta actividad que se
refleja en la reduccién del tamaifio de la co-
lonia como se aprecia en la Tabla 1. Es de
resaltar que las cepas de P. expansum y A.
rugulosus no se ven afectadas por sus pro-
pias secreciones, y es de esperar que au-
mentando las concentraciones, se podra
llegar a inhibir totalmente el crecimiento
del resto de las especies.

En la Fig. 3 se representa la variacién
de los tamarios de las colonias referidas al
testigo frente a las concentraciones de los
extractos extracelulares de Penicillium ex-
pansum. Como puede apreciarse, se obser-
va una respuesta distinta en cada hongo.

Como ya se ha dicho anteriormente, los
resultados de las experiencias de sensibili-
dad utilizando extractos fungicos extrace-
lulares no manifiestan grandes diferencias
entre los distintos hongos, por lo cual se
decidi6 continuar la bisqueda de metabo-
litos naturales procedentes de otras fuen-
tes. Desde la antigiiedad es conocido que
algunos extractos vegetales poseen activi-
dad antifiingica y/o antibacteriana y se de-

Pc. Pe Gy,

Hyosciamus albus =10.00 = 10.00 10.00

EtOH 5.00 5.00 .
Hyosciamus albus =20.00 =20.00 >20.00

Liof, 5.00 1.25 5.00
Digitalis purpurea 10.00 >10.00 >10.00

EtOH ¥ 2.50 2.50
Digitalis purpurea >20.00 >20.00

Liof. 400 5.00 10.00
Solanum nigrum = 10.00 10.00 = 10.00

E10H 2.50 i 0.63
Solanum nigrum >20.00 >20.00 >20.00

Liof. 2.50 10.00 5.00
Datura stramonium 10.00 =>10.00 10.00

EtOH 1.25 0.63 2.50
Datura stramonium >20.00 >20.00 =>20.00

Liof. <5.00 <5.00 <5.00
Ecballium elaterium

EiOH 10,00 10.00 10.00
Ecballium elaterium

Liof. 20.00 20.00 20.00
Hedera helix

E1OH 10.00 10.00 10.00
Hedera helix >20.00 =>20.00 >20.00

Liof, 10.00 2.50 10,00
Taxus baccata

EtOH 10.00 10.00 10.00
Taxus baccata

Liof. 20.00 20,00 20.00
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cidié proseguir la bisqueda en esta direc-
cion. En la Tabla | se resumen los resulta-
dos obtenidos con ocho plantas distintas
que poseen, en mayor o menor grado, toxi-
cidad para el hombre. Puede apreciarse
que no existe una correlacidon positiva en-
tre la toxicidad para el hombre y para los
hongos, pues Hyosciamus, Ecballium, He-
dera v Taxus se manifiestan completa-
mente inefectivas o solo influyen en el cre-
cimiento de las cepas afectadas por muta-
ciones deletéreas, mientras que Clematis
manifiesta un efecto fungicida muy impor-
tante. En el resto de extractos se aprecia la
existencia de sensibilidades diferenciales
mds o menos acusadas entre los distintos
hongos. Asi, en los extractos de Digitalis
destaca la sensibilidad de Aspergillus nidu-
lans (pro y), en el extracto alcohdlico de
Datura estas diferencias afectan a mas es-
pecies, destacando también la presentada
por el A. nidulans (pro y) que se destaca
incluso en el extracto acuoso, y, por ulti-
mo, es en los extractos de Clematis donde
estas diferencias se acentiian mas.

An Ac Anid | Anid 2 Ar. Tk
>10.00 S1000  >10.00
s 10.00 Mo ello 10.00 10.00
52000 >2000 2000 52000 >20.00 2000
2.50 5.00 1.25 1.25 10.00 g
51000 >1000  >1000 10.00
03 5.00 032  <<0.32 10.00 10.00
52000 2000 2000 1000 32000 000
<5.00 5.00 <5.00 < <500 <5.00 ’
>1000  >1000  >1000  >1000
2.50 2.50 250 <063 10.00 10.00
52000 52000 >2000  >2000
20.00 250 <250 <250 5.00 2000
>10.00 1000 >1000 5.00 10.00 1000
1.25 125 <063 <<063 0.63 :
52000 52000  >2000 2000  >2000 2000
<5.00 <5.00 <5.00 < <5.00 <500 :
10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
20,00 20.00 20,00 2000 20.00 20,00
S1000 1000 >1000  >10.00
5.00 2.50 063 <063 1000 1000
=20.00 =20.00 =>20.00 =20.00
5.00 2.50 1.25 <125 2000 20
51000 1000 >1000  >1000
5.00 5.00 125 <0.63 1000 10:00
52000 >2000 2000  >20.00
10.00 5.00 250 <250 20.00 2000



Pe. Pe [FRY An A Anid | Anid 2 Ar. Th.
Clematis vitalba <0.63 <063 <0.63 1.50 < (.63 <0.63 <0.63 <0.63 <0.63
EtOH < <063 < <0.63 < <063 <0.63 < <063 < <0.63 < < (.63 < <0.63 < <063
Clematis vitalba <5.00 <5.00 <500 < 5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 < 5.00
Liof. < < 5.00 < <35.00 < <500 < <500 < <500 <<300 <<500 < <500 < <500
Clematis vitalba 031 0.63 0.31 1.25 0.08 <0.04 =0.04 <0.04 1.25
EtOH/H;0 Hojas < <0.04 < <0.04 < <0.04 < <0.04 < < 0.04 < <0.04 < <004 < <0.04 < <0,04
Clematis vitalba 0.25 0.25 0.25 0.50 0.06 0.06 0.03 0.06 0.25
EtOH/H; 0O Semillas <0.01 <0.01 <0.01 =0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Aspergillus rugulosus =75.00 =>75.00 =75.00 =75.00 =75.00 =75.00 =75.00 75.00 =75.00
Secrecion 18.75 37.50 18.75 <18.73 <18.75 18.75 37.50 ; 18.75
Penicillium expansum = 100.00 = 100.00 = 100.00 = 100.00 = 100.00 > 100.00
Secrecion 625 9000 10000 020 <020 6.25 733 1000 625

TABLA |.-Valoracion del efecto inhibidor de los extractos que figuran en la columna de la izquierda frente al
crecimiento de los siguientes hongos: (P.c.) Penicillum chrysogenum. (P.e.) P. expansum. (G.v.) Gliocladium vi-
rens, (A.n.) Aspergillus niger. (A.c.) A. carbonarius. (A.nid. 1) A. nidulans (w pyro y). (A. nid. 2) 4. nidulans (y
pro). (A.r)) A. rugulosus. (T.k.) Trichoderma koningii.

El valor superior corresponde a la Concentracion Minima Inhibitoria y el valor inferior a la Concentra-
cion Maxima Inefectiva en % de volumen de extracto o secrecion/volumen de medio, estimadas ambas por
la ausencia total de crecimiento o el alcanzar un didmetro de colonia similar al que presentan las distintas
especies cuando crecen sobre placas testigos de AEM. Donde solo hay un unico valor se indica la mdxima
concentracion utilizada en las experiencias donde la especie fungica no muestra ningln tipo de inhibicién
del crecimiento, pues el diametro de la colonia es similar al de los testigos desde la primera placa con

maxima concentracion de la serie de diluciones.

En las Fig. 4 y 5 se plasma de un modo
grafico las distintas sensibilidades frente a
un extracto acuoso autoclavado de Clema-
tis donde se puede apreciar las sensibilida-
des de cada especie al comparar la apari-
cion de la primera colonia de cada organis-
mo en la serie de dilucion % en cada placa.

Es de destacar que Trichoderma konin-
gii solo es inhibido por los extractos de
Clematis y a una concentracion por lo ge-
neral inferior a la requerida para la inhibi-
cion de Aspergillus niger, hecho éste muy
importante a la hora de confeccionar un
medio selectivo para los productos de fu-
sion entre estas dos cepas, pues hasta la fe-
cha no habiamos encontrado ninguna sus-
tancia que seleccionase favorablemente a
A. niger frente a T. koningii. También es
importante resaltar que el extracto de Cle-
matis actia a concentraciones igual o me-
nores al 1,5% de peso fresco de planta/vo-
lumen de medio que, en una primera apro-
ximacion, equivale a las dosis empleadas
con los fungicidas comerciales. Ademas,
dada su termoestabilidad, pues no se de-
grada durante los tratamientos de esterili-
zacion en el autoclave, y su actuacion en
solucion acuosa, su manejo en el laborato-
rio se ve facilitado en gran medida.

De estos resultados podemos concluir
que este tipo de ensayos presentan interés
no solo desde un punto de vista de investi-
gacion fundamental y aplicada a las técni-
cas de fusidn de protoplastos, sino también
pueden descubrir nuevos fungicidas que
amplien la escasa gama existente.
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FiGuRa 1.-Diagrama del proceso seguido en la elaboracion de los extractos y secreciones, obtencion de los
distintos medios AEMI y formacion de la serie de diluciones 1/2 en placa y su siembra con un replicador multi-

ple.

FiGUrA 2.-Placa de medio AEM con los siguientes hongos: (1) Penicillium chrysogenum. (2) P. expansum.
(3) Gliocladium virens. (4) Aspergillus niger. (5) A. carbonarius. (6) A. nidulans (w pyro v). (7) A. nidulans
(v pro). (8) A rugulosus. (9) Trichoderma koningii. Obsérvese el halo de inhibicion de la cepa (8) frente a
la cepa (9), y en menor medida el de la cepa (4) frente a la (9).
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FiGURrA 3.—En la abcisa se representa las concentraciones de la serie de dilucion en % en v/v de secrecién extra-
celular de Penicillium expansum, y en la ordenada el % de crecimiento (diametro de la colonia referido al dia-

metro de la colonia testigo).

FiGuRrA 4.-Serie de dilucién del medio AEMI con el extracto de Clematis vitalba (acuoso y autoclavado) donde
se aprecian las distintas sensibilidades de las especies flingicas ensayadas. El orden de las especies es andlogo al
de la Figura 2.

~ El orden creciente de las concentraciones va de izquierda a derecha y de arriba a bajo. La placa del extre-
mo inferior derecho es el testigo.
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FIGURA 5.-Al igual que en la Figura 3, se representan las variaciones del crecimiento de las distintas especies
frente a las diluciones del medio AEMI con el extracto de Clematis vitalba (acuoso y autoclavado).



