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RESUMEN

Las infecciones humanas y animales causadas por hongos han aumentado considerablemente en
los Gltimos afios, algunos de los hongos que se ven altamente implicados en estas enfermedades
son los hongos del género Fusarium, no solo de manera epidérmica, sino también sistémicos.
Ganoderma lucidum ha sido ampliamente estudiada por sus propiedades antioxidantes,
inmunomoduladoras y antitumorales, se encuentran reportes de actividad antibacteriana y
antiviral, pero pocos reportes sobre actividad antiflngica. En este trabajo se evallo la actividad
antifungica de extractos obtenidos a partir del cuerpo fructifero (maduro — esporulado e
inmaduro — no esporulado) de Ganoderma lucidum, adquiridos en un cultivo en Cumaral
(Meta), del micelio cultivado en medio liquido y del caldo de cultivo, éstos posteriormente
fueron probados frente a cepas de Fusarium de interés clinico. Los extractos se obtuvieron
empleando diferentes fraccionamientos, seriado con biomasa y liquido-liquido partiendo del
micelio y de los cuerpos fructiferos liofilizados con solventes de diferente polaridad, partiendo
del mas apolar, Eter de petrdleo, diclorometano (CH,Cl,), acetato de etilo (AcOEt) y etanol
(EtOH), éste altimo es el de mayor polaridad. A su vez, se realiz6 cromatografia de capa
delgada (CCD) para separar los diferentes compuestos segun su polaridad y capacidad de
adsorcion, caracterizados por tincién con cinco reveladores: Vainillina, cloruro de antimonio 111,
reactivo de Neu, y anisaldehido, lograndose reconocer bandas con tonalidades correspondientes
a terpenoides, cumarinas, flavonoides, glucdésidos, aldehidos y cetonas. Finalmente, a pesar de
la variedad de metabolitos encontrados en Ganoderma lucidum, no se presentd ninguna
inhibicion hacia los Fusarium estudiados, lo cual se puede deber a que estos no tienen un blanco

de accion especifico hacia la membrana del patdgeno.

Palabras clave: Ganoderma lucidum, estadios de desarrollo, polaridad y apolaridad, actividad

antifungica, extractos, CCD.



1. INTRODUCCION

Las infecciones humanas y animales causadas por hongos han aumentado considerablemente en
los ultimos afios siendo una causa muy alta de mortalidad, no solo en Colombia sino en el
mundo. Algunos de los hongos que se ven altamente implicados en estas enfermedades son los
hongos del género Fusarium, no solo de manera epidérmica, sino también sistémicos. Una de
las causas de este aumento es que estos hongos han empezado a tener una alta resistencia a los
antimicéticos, lo cual ha ejercido cierta influencia sobre la investigacion y el desarrollo de

nuevos farmacos.

Los hongos patdgenos de interés en el estudio usualmente se tratan con Anfotericina B, el cual
se ha considerado el “gold standar” en terapias antifiingicas a pesar de su alta toxicidad.
Después de un tiempo, se introdujeron nuevas formulaciones como los triazoles (fluconazol e
itraconazol, entre otros) con lo que se acelerd el desarrollo de nuevas drogas, pero se sigue

conservando su toxicidad.

Por estas razones, se requiere orientar los esfuerzos en la basqueda de nuevos antimic6ticos que
superen dichas limitaciones e implicaciones de toxicidad y que sean de origen natural. Algunos
estudios realizados en Brasil, mostraron que habia actividad antiflngica y antibacteriana en
extractos crudos de algunos basidiomicetes, también han revelado que existen al menos 270
especies de hongos que poseen propiedades terapéuticas y farmacolégicas relacionadas con la
produccion de los metabolitos secundarios. Entre estos hongos se encuentra el hongo
Ganoderma lucidum, el cual tras varias investigaciones ha mostrado que sus metabolitos
secundarios poseen potente efectividad contra algunas bacterias, pero no hay estudios de este
frente a hongos patdgenos; se plantea entonces la evaluacion de metabolitos secundarios de
Ganoderma lucidum con actividad antifingica frente a cepas de Fusarium spp. aisladas de

lesiones en humanos y animales.

Este trabajo hace parte del proyecto “Evaluacion de metabolitos de Ganoderma lucidum con
actividad antifungica frente a aislamientos de dermatofitos, Aspergillus y Fusarium de
infecciones humanas y animales ”, dirigido por el grupo de investigacion UNIDIA (Unidad de

Investigaciones Agropecuarias).

El objetivo de este trabajo se centra en evaluar los metabolitos secundarios del hongo
Ganoderma lucidum (Ganodermataceae) con actividad antifingica frente a aislamientos de

Fusarium spp. epidérmicos y sistémicos, comparando extractos de los hongos en diferentes



estadios de desarrollo, inmaduro (sin esporular), maduro (esporulddo), micelio secundario

producido en medio liquido y el medio liquido (caldo) en donde se produjo este micelio.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y JUSTIFICACION:

Durante las ultimas décadas se ha observado a nivel mundial un notable aumento de las
infecciones causadas por hongos y un incremento de la resistencia farmacologica de varias
especies de hongos a los diferentes antimicdticos que se utilizan en la préactica médica (Mesa-
Arango et al. 2004). Entre los hongos més implicados en las infecciones oportunistas
encontramos el género Fusarium (Petrikkos & Skiada, 2007). En los ultimos afios las
infecciones micdticas han mostrado un incremento importante afectando a gran parte de la
poblacién, lo cual disminuye la calidad y expectativas de vida por la morbimortalidad; unido
esto a la resistencia que han empezado a tener estos agentes a los antimicoticos, lo cual ha
ejercido cierta influencia sobre la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos, ligado al
empefio de encontrar medicamentos para el manejo del cancer, en donde algunos antifungicos
con los que hoy en dia contamos son medicamentos fallidos contra tumores. Esta situacion ha
llevado a explorar y valorar el uso de productos naturales como fuente de nuevos y variados

agentes antimicaticos, con un mayor espectro de accién y menor toxicidad.

Colombia por su ubicacion geografica, variedad en su vegetacion, clima y otros factores
favorece el desarrollo de una gran diversidad de hongos macromicetos. Existen sin embargo,
muy pocas publicaciones sobre sus propiedades medicinales y reportes en la evaluacion de
extractos de hongos introducidos con efectos antifingicos. Algunas investigaciones relacionan
actividad antitumoral e inmunomoduladora de extractos de diferentes especies pertenecientes a
la division Basidiomycota (Yi lu). Teniendo en cuenta el efecto antitumoral y actividad
antimicrobiana (bacterias y virus) de extractos de este grupo, se considera de interés en el

campo del estudio de nuevos antifungicos.

Teniendo en cuenta los anteriores factores, los hongos disponen de una fuente importante de
metabolitos secundarios con actividad bioldgica, los cuales podrian ser utilizados como una
alternativa para el disefio y formulacion de farmacos para tratamiento clinico. La familia
Ganodermataceae, constituye un grupo de hongos productores de metabolitos secundarios con
atribuciones farmacoldgicas (Berovic et al. 2003). Dentro de las especies pertenecientes a esta
familia, Ganoderma lucidum ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades antioxidantes,
inmunomoduladoras y antitumorales (Wang & Ng 2005). Adicionalmente se encuentran
reportes de actividad antibacteriana y antiviral (Li et al. 2005), pero son pocos los reportes sobre

actividad antifungica (Ofodile et al. 2005). Se plantea entonces encontrar metabolitos



secundarios de Ganoderma lucidum con actividad antifingica frente a aislamientos de Fusarium

spp. de interés clinico.

3. MARCO TEORICO

3.1 Reino Fungi

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de organismos (se han descrito
aproximadamente 500.000, pero se estima que pueden existir entre 1 y 1,5 millones de especies)
que presentan una amplia distribucién en la naturaleza, contribuyendo a la descomposicion de la
materia organica y participando en los ciclos bioldgicos, solo un pequefio nimero son patdgenos
a animales y plantas. Inicialmente, los hongos fueron clasificados dentro del Reino Plantae ya
qgue fueron considerados organismos inmdviles presentando estructuras que se asientan
firmemente en el sustrato sobre el que crecian. Sin embargo, cuando se ha aplicado la biologia
molecular en los estudios taxondmicos se ha observado que estan mas préximos al Reino
Animalia que al Plantae. Los hongos son organismos eucariotas tipicos y sus células se
diferencian de las células de las plantas en la composicién de la pared celular, en que carecen de
cloroplastos y clorofila, y de las humanas en que tienen pared celular y en la presencia de

ergosterol en la membrana citoplasmica (Santafe & Zuluaga, 2007).

Actualmente el reino de los hongos se clasifica en cinco Divisiones: Chytridiomycota,
Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota y Glomeromycota (Hawksworth et al., 1995;
Alexopoulos et al., 1996; Schibler et al., 2001.).

Division Chytridiomycota: Es la division definida por la presencia de zoosporas, con un solo
flagelo liso con pequefios pelos laterales, que le permite una adaptacién a habitats acuaticos
(Moore, 1996).

Division Zygomycota: Se caracterizan por su reproduccién sexual por la fusion de dos

gametangios, la cual culmina en la formacién de la zigospora (Moore, 1996).

Division Basidiomycota: Segun Hawksworth y colaboradores en 1995, esta division cuenta con
cerca de 23,000 - 30,000 especies, segun Kirk y colaboradores en el 2001 incluye los hongos
macroscopicos mas comunes como Amanita muscaria, setas comestibles y royas. El grupo se
caracteriza por sus basidiosporas, las cuales cuentan con un Unico nacleo haploide y se
producen en una célula especializada llamada basidio. La familia Ganodermataceae hace parte

de este grupo y dentro de ella Ganoderma lucidum.
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Division Ascomycota: Es la division méas extensa agrupando entre 30,000 a 32,000 especies
(Hawksworth et al., 1995; Moore, 1996). Se caracterizan por formar sus esporas sexuales dentro
de un asco. En esta division se encuentran las levaduras utilizadas en la industria para la
obtencidn de alcohol y en industria alimentaria estan las trufas, en medicina para la obtencion de
antibioticos como la penicilina por el uso de Penicillium chrysogenum y patégenos como
Coccidioides immitis, agente causal de la enfermedad de fiebre del valle (Mueller et al., 2004).

Division Glomeromycota: Se caracteriza por carecer de cualquier tipo de reproduccién sexual y
ser simbiontes obligados de plantas terrestres (Schiibler et al., 2001).

3.2 Clase Basidiomycetes - Familia Polyporaceae .

Presentan una fase vegetativa formada por micelio macroscépico. Los basidiomicetos pasan por
tres fases de desarrollo que corresponden a tres formas de micelio: primario, secundario y
terciario. El primero es el micelio que se origina luego de la germinacion de una basidiospora,
esta formado por hifas septadas, monocaridnticas y haploides. EI micelio secundario se deriva
del primario, y en éste las hifas son dicaridnticas. Se forman estructuras en forma de grapa
(fibulas) para mantener la condicién dicariontica, migran los nicleos de un septo a otro; en esta
fase las hifas forma un pseudotejido llamado plecténquima, que es pseudotejido del carp6foro.
El micelio terciario corresponde a la parte fértil del cuerpo fructifero, se encuentra dispuesta en
un estrato definido, el himenio, en el cual se forman los basidios y las basidiosporas. El
carpoforo se encuentra constituido por un pie (estipite), que sostiene una estructura en forma de
cupula, el sombrero (pileo), en cuya parte inferior se encuentra el himenio, formado por laminas
tubos o poros. Cuando el carp6foro estd joven el himenio se encuentra protegido por una tela
muy delgada, llamada velo parcial, que al romperse deja una estructura sobre el estipite llamado
anillo; en algunos hongos toda esta estructura se encuentra envuelta en un velo universal, el cual

al romperse forma unas escamas sobre el pileo (Trigos- Landa, 2000).

Existen alrededor de 25 000 especies de basidiomicetes de las cuales 500 pertenecen a la familia
Polyporaceae distinguiéndose de otras que presentan poros, por su tipica dureza exterior y a que
crecen sobre la madera como descomponedores, la mayoria de estos hongos incluso puede
encontrarse durante tiempo seco o en el invierno, algunos son perennes y otros producen

basidiocarpos de corta duracion (Volk, 2000).
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3.3 Ganoderma lucidum

Este hongo también conocido como Reishi, pertenece al género Ganoderma caracterizado por
tener un sistema hifal dimitico lo que le confiere dureza estructural, unas inusuales esporas de
color café con una doble pared y causa putrefaccion blanca en la madera (degradan la lignina).
Crece libremente en bosques de casi todas las latitudes célidas del planeta, tanto asidticas como
americanas y amazoénicas, mas en los climas subtropicales que en los templados. Su crecimiento
natural se desarrolla anualmente en el tronco de los &rboles dafiados o muertos, sobre todo roble,
arce, olmo, sauce, magnolia, algarrobo y ciruelo (Santafé & Zuluaga, 2007).

3.4 Morfologia de Ganoderma lucidum.

Fig. 1. Cuerpo fructifero sin esporular de Ganoderma lucidum, foto tomada por Nifio-Arias, 2010.

Carpdforo: 2-20 cm de largo; al principio irregularmente nudoso, pero a través de madurez mas
0 menos adquiere una estructura definida (oreja 6 rifién); con una superficie a menudo lisa a
rugosa con una apariencia brillante barnizada, cuando madura presenta un color castafio rojizo
con zonas amarrillo brillante y blanco hacia el margen; algunas veces presenta tintes azulados.
Alcanza hasta 5 cm de espesor al final de su crecimiento.

Himenio: Tubos de 2 cm de profundidad, la superficie del poro es blanca, llegando a ser
castafio oscuro a medida que envejece; de 4-7 poros por mm (diminutos a simple vista).
Estipite: A veces ausente, pero cominmente presente; 3-14 cm de longitud; a 3 cm espesor; del
mismo color del carp6foro; por lo general crece en forma lateral.

Rasgos microscopicos: Esporas mas o menos elipticas, a veces con un extremo truncado; a

amplificaciones mas grandes pueden parecer de forma aspera (Santafe & Zuluaga, 2007).

3.5 Metabolitos secundarios como tratamiento clinico.

Los medicamentos de origen natural (microbiano, vegetal o animal) ocupan la mayoria del

mercado para tratamientos en salud humana. Ejemplos como ciclosporina y lovastatina
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claramente demuestran el potencial innovador de los productos naturales y su impacto en el

progreso del descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Grabley & Thiericke 2000).

Aunqgue los actuales enfoques en el descubrimiento de nuevos farmacos, como la quimica
combinatoria y los disefios de modelacion computacional, han ganado un mayor protagonismo
en los dltimos afios, los productos naturales contindan siendo la mayor fuente de moléculas
bioactivas (Gréfe 2000). Tradicionalmente una de las fuentes naturales més estudiadas en el
campo del desarrollo de nuevos farmacos son las plantas (etnofarmacologia); sin embargo el uso
de microorganismos como fuente de moléculas bioactivas también ha sido ampliamente

explorado y desarrollado (antibidticos).

Ambas fuentes ofrecen sus propias ventajas en cuanto a la naturaleza quimica de las moléculas;
en plantas las rutas metabdlicas de los terpenoides y fenilpropanoides son predominantes,
mientras que en microorganismos lo son las rutas de las policetonas (Verpoorte 1998). En
contraste con las plantas, en el trabajo con microorganismos es mas sencillo obtener mayor
cantidad de biomasa para el aislamiento de los metabolitos, ademas de ser mas viable la
induccidn de su biosintesis. En el campo de los antimicrobianos, los actimomycetes han sido y
permanecen siendo una de las mayores fuentes de nuevos compuestos (Horan 1994 citado en
Cragg et al. 1997).

Aunque la extraccion de compuestos bioactivos a partir de diferentes hongos tiene una larga
historia, hasta hace poco tiempo se han desarrollado estudios donde se evidencia la diversidad y
el uso de los metabolitos secundarios generados por hongos diferentes a los producidos por los
hongos mitosporicos (Grabley & Thiericke 2000). En cuanto a hongos macromicetos, desde la
antigliedad, civilizaciones como la mesopotamica y aztecas los usaban para fines terapéuticos
(Ruiz 2001). Actualmente los hongos basidiomicetos estan siendo objeto de interés en el campo
de la farmacologia gracias a las propiedades inmunomoduladoras de sus metabolitos (Lull et al.
2005).

Debido a que no se encuentran muchos compuestos naturales puros para ser sometidos a
pruebas para determinar actividad biolégica, se usan extractos de fuentes naturales; pero estos
pueden presentar problemas a nivel experimental, como el solapamiento del efecto bioldgico
por mayores concentraciones de otros metabolitos sin funcion bioldgica o falsos positivos por
sinergismo entre varios compuestos. Por esta razon es necesario realizar un fraccionamiento de
los extractos de origen natural. Este enfoque es también empleado en los programas de pruebas

de tecnologia de punta (“high throughput screening”) para los desarrollos mas avanzados en

13



farmacologia (Schmid et al. 1999). En los Ultimos afios se han descubierto metabolitos

bioactivos a partir de hongos (Russell & Paterson 2006).

3.6 Importancia de Ganoderma

Los hongos que pertenecen al género Ganoderma se encuentran en la cima de la medicina
oriental desde hace muchos afios, y es uno de los grupos mas importantes de productos naturales
en Asia y Norte América (Berovic et al. 2003). Ganoderma es un basidiomycete polyporal,
perteneciente a la familia Ganodermataceae, de caracteristicas lignoceluloliticas, conocido como
“Ling zhi” en China y “Reishi” en Japon. Ganoderma ha sido utilizado ancestralmente por las
culturas orientales por sus bondades medicinales, en el tratamiento de migrafia, hipertension,
artritis, bronquitis, asma, diabetes, hipercolesterolemia y problemas cardiovasculares. También
se afirma que tiene propiedades anticancerigenas y antimicrobianas. Dentro de los metabolitos
bioactivos se destacan polisacaridos y terpenoides especialmente triterpenos (Paduch et al.
2007, Zjawiony 2004).

3.7 Terapias clinicas antifiingicas

Por mas de 50 afios Anfotericina B fue considerado el “gold standar” en terapias antifungicas a
pesar de su alta toxicidad. Hacia los afios 90 se introdujeron nuevas formulaciones como los
triazoles (fluconazol e itraconazol) con lo que se aceler6 el desarrollo de nuevas drogas. Afios
mas tarde se introdujeron otros triazoles y nuevas equinocandinas los cuales contribuyeron con
nuevas opciones de tratamiento (Petrikkos & Skiada 2007). Aunque Anfotericina B se considere
el “gold standar” de las terapias antiflingicas, patogenos oportunistas como Fusarium,
Sporothrix schenkii y Scedosporium apiospernum presentan resistencia a este antifingico (Ellis
2002).

Sin embargo en los dltimos afios se han visto cambios muy marcados en cuanto al diagnéstico y
tratamiento de las micosis, donde han cobrado gran importancia las micosis invasivas,
constituyendo asi una problematica en el uso de antimicoticos por el aumento de infecciones
sistémicas, caracterizadas por una alta mortalidad. También se viene presentando aumento en la
falla terapéutica asociada a resistencia, sobre todo en candidiasis y aspergillosis invasivas y un
aumento de infecciones causadas por hongos emergentes (Cordoba et al. 2008, Donnelly et al.
2008, Espinel 2008, Moellering 2007, Rogers 2006, Chamilos & Kontoyiannis 2005).
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4. OBJETIVOS:

4.1 GENERAL

e Evaluar metabolitos secundarios del hongo Ganoderma lucidum con actividad

antifangica frente a cuatro cepas de Fusarium de interés clinico.

4.2 ESPECIFICOS

e Separar tipos de metabolitos de acuerdo a su polaridad a partir de biomasa de

Ganoderma lucidum.

e Caracterizar quimicamente los extractos a nivel de grupo funcional.

e Evaluar la actividad antifingica de los extractos del hongo Ganoderma lucidum frente a

hongos de interés clinico.

5. METODOLOGIA

5.1 Obtencioén de cuerpos fructiferos.

Los cuerpos fructiferos del hongo se obtuvieron de un cultivo localizado en Cumardl, Meta,
tanto los inmaduros-no esporulados (Muestra 1 o M1) 30 g, como los maduros-esporulados
(Muestra 2 o0 M2) 30 g (ANEXO 10.1). Estas muestras se liofilizaron para reducir la mayor
cantidad de agua, seguido a esto, se trituraron en un molino, para facilitar la extraccién por

maceracion en frio.

5.2 Obtencion de micelio secundario y caldo.

El micelio secundario (Muestra 3 0 M3) (ANEXO 10.1) 30 g fue producido en medio de cultivo
liquido, bajo las condiciones optimizadas por Romero & Zarate en 2009 (ANEXO 10.2). Este
micelio fue filtrado por vacio y liofilizado para eliminar asi la mayor cantidad de agua, la cual
habria podido obstaculizar una buena extraccion de los metabolitos presentes en la muestra. El

caldo (Muestra 4 o M4) obtenido tras la filtracion se tom0, para posterior extraccion.
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5.3 Obtencion de extractos a partir de biomasa por fraccionamiento sélido- liquido

Una parte de la biomasa de los cuerpos fructiferos inmaduros- M1 (10 g), maduros- M2 (10 g) y
el micelio secundario- M3 (10 g) se llevo a extraccion por separado en éter de petroleo y bajo
agitacion constante durante 48 h, para arrastrar los compuestos de polaridad méas baja, luego de
esto, se filtraron; los tres marcos (biomasa filtrada) se llevaron de nuevo a extraccion con el
mismo solvente por otras 48 h y posteriormente se filtraron; los extractos de 48 y 96 h se

almacenaron a 4°C.

Posteriormente, cada uno de los marcos fueron llevados a extraccion con diclorometano
(CH,CI,) para arrastrar los compuestos de polaridad media, por 48 h, estos fueron filtrados, y
los marcos llevados a extraccion con el mismo solvente por 48 h més. Los extractos de CH,ClI,

de 48 y 96 hrs se almacenaron a 4°C.

Este mismo procedimiento se realizd6 de manera seriada con los solventes acetato de etilo
(AcOEt) para compuestos de polaridad media-alta y etanol (EtOH) compuestos de polaridad

alta. Todos los extractos fueron se almacenaron a - 4°C.

Los extractos se concentraron por rotaevaporacion hasta sequedad a presion reducida, se
determind el peso de cada uno de los extractos, para posteriormente resuspenderlos en el mismo

solvente de extraccion (1 mL).

5.4 Obtencién de extractos etanolicos o crudos de los cuerpos fructiferos y biomasa

producida en medio liquido de G. lucidum:

Otra porcion de la biomasa de los cuerpos fructiferos M1 (10 g), M2 (10 g) y micelio
secundario M3 (10 g), se colocaron por separado en una licuadora con etanol al 96 % v/v y se
procedi6 a extraccion con el mismo solvente durante 48 horas por el método de maceracion, este

se realizo en frio y bajo agitacion.

Luego los extractos se filtraron y concentraron por rotaevaporacion hasta el minimo volumen o
sequedad a presion reducida, logrando de esta forma extractos etanolicos totales, llamados
extractos crudos. Este proceso se realizé por duplicado, obteniendo asi dos extractos A y B de
cada una de las muestras; los extractos A se concentraron por rotaevaporacion hasta sequedad a
presion reducida, se hallo el peso de cada uno de los extractos, cada uno de ellos fue suspendido

en (1 mL) y los extractos B a volumen de 2.5 mL.

16



5.5 Obtencidn de fracciones por separacion liquido-liquido:

Se tomd el extracto crudo B de cada una de las tres muestras (M1, M2 y M3) por separado, y se
les adicion6 2.5 mL de H,O destilada (porcion hidroalcoholica) y se sometieron a separacion
discontinua liquido-liquido con bencina de petréleo (5 mL) por 3 repeticiones, asi se obtuvieron
las fracciones de compuestos apolares, grasas y aceites que se denomind fraccion petrol y se
llevd a sequedad en el rotaevaporador a presion reducida. Luego se sometieron las fracciones
hidroalcoholicas a fraccionamiento con diclorometano (CH,CI,), solvente de polaridad media,
igualmente con 3 repeticiones de 5 mL cada una obteniendo las fracciones CH,Cl,, que también
se concentraron en el rotaevaporador a presion reducida. Por altimo, las fases hidroalcoholicas
se sometieron a fraccionamiento con acetato de etilo (AcOEt), solvente de mayor polaridad que
los anteriores, con 3 repeticiones de 5 mL cada una obteniendo las fracciones AcOEt, que se
llevaron a sequedad en el rotaevaporador a presion reducida. Igualmente, los residuos etanolicos
(fracciones hidroalcohdlicas) de todos los extractos obtenidos se concentraron por
rotaevaporacion hasta sequedad a presion reducida, se determiné el peso de cada uno de los
extractos, para luego resuspenderlos en cada uno de los solventes de extraccion (1 mL). Este

procedimiento se muestra a continuacion en la figura 2:

Obtencion de fracciones por separacion liquido-liquido

Extracto crudo B— M1 Extracto crudo B—M2 Extracto crudo B— M3
2.5mL 2.5mL 2.5mL

W
Agregaron 2.5 mL de H20 destilada
(porcidn hidrolcoholica- HA)

v . !

Adicién 5 mL de Bencina de petrdleo Adicién 5 mL de Bencina de petréleo Adicién 5 mL de Bencina de petréleo *]»
X3

Agregaron 2.5 mL de H20 destilada
(porcion hidrolcoholica- HA)

Agregaron 2.5 mL de H20 destilada
(porcion hidrolcoholica - HA)

i 1 v

Fraccion HA  Fraccién AcOEt

Fraccion HA  Fraccion AcOEt

Figura 2. Diagrama de flujo de obtencion de fracciones por separacion L-L.

Fraccion HA  Fraccién AcOEt

~ Agitacion por 30 seg Agitacion por 30 seg Agitacion por 30 seg -
v
— Separacién \/ Separacién\\[ —  Separacion T,
r \ \Vr / N N
Fraccion HA  Fraccién Petrol Fraccion HA  Fraccién Petrol Fraccién HA  Fraccion Petrol
v
[ Adicién 5 mL de CH,Cl, Adicién 5 mL de CH,CI, Adicién 5 mL de CH,CI, 1
B 7 7 N J‘ X3
~ Agitacién por 30 seg Agitacion por 30 seg Agitacién por 3(1 seg -
— ~ v
_— Separacion w/ \V Separacion \\1‘ " Separaciom
v V% v
Fracc‘\]/o’n HA  Fraccién CH,Cl, Fracci\?/n HA  Fraccidn CH,Cl, Fracciérll};m Fraccién CH,Cl,
Adicign 5 mL de AcOEt Adicién 5 mL de AcOEt Adicion 5 mL de AcOEt
v oy v % X3
Agitacion por 30 seg Agitacion por 30 seg Agitacion por 30 seg
— Separacién — Separacién ~ Separacién
¥ Y \’ / v
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5.6 Obtencidn de extractos a partir de caldo por fraccionamiento liquido-liquido

En un embudo de separacion se tomaron 500 mL de caldo (Muestra 4 o M4), se le adicionaron
50 mL de Bencina de petrdleo, se agitd por 30 segundos y posteriormente se tomo la porcion de
bencina, este procedimiento se realizd cinco veces (utilizando el mismo volumen de solvente)
hasta obtener una fraccion de extracto de bencina del caldo de 250 mL aproximadamente. Este
procedimiento se realiz6 de manera seriada y de la misma forma con los solventes CH,Cl, y
AcOEt; finalmente se tomé el liquido restante y se denomind extracto caldo. Los cuatro
extractos se llevaron a sequedad en rotaevaporador a presion reducida, se determiné el peso de
cada uno de los extractos, cada uno de ellos fue suspendido en (1 mL).

5.7 Caracterizacién quimica de los extractos crudos, fracciones y caldo.

Se realizaron cromatografias en capa delgada (CCD) tomando alicuotas de los extractos
etandlicos o crudos, fracciones liquido- liquido y caldo, se sirvieron en placas de silica gel de
poro fino con indicador de fluorescencia en base de aluminio (Alugram® Nano-Sil G/UV s, —
Macherey-Nagel). Para la fase movil se probaron diferentes combinaciones de solventes hasta
obtener la mejor resolucion de bandas para las diferentes muestras. La deteccion de los
compuestos se hizo por fluorescencia bajo luz ultravioleta (254nm y 366nm) y por tincion con

reactivos para deteccion de diferentes tipos estructurales (Sherma 1996).

Los reactivos para tincion de CCD se seleccionaron basandose en grupos funcionales y las
posibles estructuras basicas en los que se han reportado metabolitos con actividad
antimicrobiana. De este modo se probd un revelador genérico Vainillina (en H,SO,) y
reveladores especificos: cloruro de antimonio Ill (terpenoides), reactivo de Neu — &cido
difenilborico-2-aminoetil ester (flavonoides), hidroxido de potasio (cumarinas), hidroxilamina —
cloruro férrico (lactonas) y 2,4-dinitrofenil hidracina (cetonas) (Jork et al. 1990, Geissmann &
Griffin 1971, Merck 1980) (ANEXO 10.4).

5.8 Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos crudos, fracciones y caldo.

A partir de la concentracion inicial de cada uno de los extractos (ANEXO 10.3), usando como
solvente DimetilSulfoxido DMSO, se llevd cada extracto a una concentracién de 10mg/mL,
luego se impregnaron discos de papel filtro (Wathman No. 1) de 6mm de didmetro con 10 pL de
cada dilucién, quedando asi una cantidad de 100 pg de extracto por cada disco (Vivot et al.
2007; Abad- Reyes, 2006; Zuluaga et al, 2007).
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Las cepas de Fusarium (ANEXO 10.7) se incubaron para produccién de conidios en agar avena
(ANEXO 10.2.2) durante 5 dias a 28°C.

Se evaluo la actividad antifungica utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con 2% de
glucosa (ANEXO 10.2.2). Se obtuvo una suspension de conidios por desprendimiento con
perlas y solucion salina haciendo diluciones hasta lograr una concentracion de 10° conidios/mL.
Se sembraron masivamente 100 pL de la suspension, se colocaron los discos previamente
impregnados con cada uno de los extractos; finalmente se incubaron a 28°C y se midid el
didmetro de la zona de inhibicion del crecimiento en mm a las 48 y 72 h de cultivo. Se
montaron controles con los solventes (Eter de petréleo, CH,Cl,, AcOEt y EtOH y DMSO),
impregnando discos de papel Wathman (0.6 cm de diametro) con 10 pyL.También se monto
control de crecimiento y como control positivo se utilizo terbinafina disuelta en DMSO (a una
concentracion de 2,5 mg/mL), a cada disco se le impregnaron 10 L de esta solucién, se escogid
terbinafina ya que es uno de los antifingicos mas utilizados para el tratamiento de micosis

superficiales y sistémicas; todos los bioensayos se realizaron por cuadruplicado.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion de extractos

Doce extractos a partir de fraccionamiento solido-liquido

Eter de
. petréleo CH2Cl2 AcOEt EtOH
E_xtractos a partir de M1 M1 M1 M1
biomasa por
fraccionamiento M2 M2 M2 M2
solido- liquido M3 M3 M3 M3

Seis extractos crudos a partir de cuerpos fructiferos y biomasa.

Extractos

etanodlicos 0

crudos de 0S| Extracto Crudo A Extracto Crudo B
cuerpos

fructiferos y

blomasg M1 M1

producida  en M3 M2

medio liquido de

G. lucidum M3 M3
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Doce extractos a partir de la separacion liquido.liquido:

) Eter de
Fracciones | petroleo | CH2Cl2 AcOEt Hidroalcoholica
bor — Im1 M1 M1 M1
Separacion
liquido- | M2 M2 M2 M2
liquido | M3 M3 M3 M3

Cuatro extractos a partir de separacion liquido-liquido del caldo.

Extractos a
partir de caldo
por
fraccionamiento
liquido-liquido

Eter de
petréleo CH2CI2 AcOEt Caldo
M4 M4 M4 M4

6.2 Caracterizacion quimica de los extractos crudos, fracciones y caldo.

6.2.1 Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

Para desarrollar la cromatografia se realizaron ensayos previos con diferentes solventes, los

cuales fueron escogidos segun los metabolitos que se esperaban en cada una de las fracciones.

Ademas, se tuvo en cuenta la polaridad de los solventes tratados para realizar el procedimiento

de fraccionamiento. A continuacion se presenta una tabla con los solventes seleccionados para

cada cromatografia y muestra:

Tabla 1. Solventes y placas seleccionadas para las cromatografias segun tipos de extraccion y muestra.

Extracto

Muestra

Solventes

Proporcion

Tipo de Placa

Bencina

Seriado biomasa M1

Seriado biomasa M2

Seriado biomasa M3

Seriado liquido-liquido M1

Seriado liquido-liquido M2

Seriado liquido-liquido M3

Hexano - Acetona 9:1

Silica gel

CH.ClI,

Seriado biomasa M1

Seriado biomasa M2

Seriado biomasa M3

Seriado liquido-liquido M1

Seriado liquido-liquido M2

Seriado liquido-liquido M3

Cloroformo :
AcOEt

7:3

Silica gel

AcOEt

Seriado biomasa M1

Seriado biomasa M2

Seriado biomasa M3

Cloroformo :
MetOH

9:1

Silica gel
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Seriado liquido-liquido M1
Seriado liquido-liquido M2
Seriado liquido-liquido M3
Seriado biomasa M1 Cloroformo -
Seriado biomasa M2 MetOH 1:1 Silica gel
Seriado biomasa M3
Etanol - —
Hidroalcoholica M1 Cloroformo -
Hidroalcoholica M2 MetOH 1:1 RP18
Hidroalcoholica M3
Bencina de petréleo
CH2CI2 Cloroformo ; . -
Caldo ACOE MetOH 1:1 Silica gel
Caldo

A continuacion se muestran las diferentes cromatografias corridas con los solventes y placas
especificadas en la tabla 1 para cada muestra.

Figura 3. Cromatografia de capa delgada sin revelar. A) Bencina de petréleo luz UV onda larga (Hexano-Acetona 9:1). B) Bencina de petréleo luz
UV onda corta (Hexano-Acetona 9:1). C) CH,Cl, Luz UV onda larga (Cloroformo:AcOEt 7:3). D) C) CH.Cl, Luz UV onda corta (Cloroformo:AcOEt
7:3). E) AcOEt luz UV onda larga (Cloroformo- MetOH 9:1). F) AcOEt luz UV onda corta (Cloroformo- MetOH 9:1). G) Etanol biomasa luz UV onda
larga (Cloroformo:MetOH 1:1). H) Etanol biomasa luz UV onda corta (Cloroformo:MetOH 1:1). 1) Hidroalcohdlica luz UV onda larga
(Cloroformo:MetOH 1:1). J) Hidroalcohdlica luz UV onda corta (Cloroformo:MetOH 1:1). K) Caldo luz UV onda larga (Cloroformo:MetOH 1:1) L)
Caldo luz UV onda corta (Cloroformo:MetOH 1:1). 1) Muestra 1 Biomasa. 2) Muestra 2 Biomasa. 3)Muestra 3 Biomasa. 4) Muestra 1 seriado liquido-
liquido. 5) Muestra 2 seriado liquido- liquido. 6) Muestra 3 seriado liquido-liquido. 7) Porcion hidroalcoholica M1. 8) Porcion hidroalcoholica M2. 9)
Porcion hidroalcoholica M3. 10) Caldo seriado liquido- liquido Bencina. 11) Caldo seriado liquido- liquido CH,Cl,. 12) Caldo seriado liquido-
liquido AcOEt. 13) Caldo seriado liquido- liquido fraccion caldo.
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6.2.2 Cromatografia en Capa Delgada con reveladores genéricos y especificos.

Se revelaron las placas de HPTLC con cada uno de los reveladores, el genérico (Vainillina) y
los especificos, los datos obtenidos de los Rf estan referenciados en el ANEXO 10.6. Cabe
resaltar que no existen reportes de perfiles de metabolitos en diferentes estadios de desarrollo en

hongos, lo que si se evalud en este estudio.

Las placas reveladas con vainillina (revelador genérico) (ANEXO 10.6.1), muestran una
presencia inespecifica de alcoholes, fenoles, esteroides y aceites esenciales en todos los estadios
de desarrollo del hongo y en el caldo, excepto en la fraccion con acetato de etilo, donde no se
encontraron estos compuestos; la mayor parte de las bandas, se revelaron en las muestras de

bencina de petréleo.

Para las placas reveladas con cloruro de antimonio (I11) (terpenoides) (ANEXO 10.6.2), existen
diferencias en los resultados segun las muestras y los métodos de extraccion, la mayor cantidad
de estos compuestos se encuentran en las muestras de bencina es decir compuestos de polaridad
mas baja. En las muestras extraidas con CH,Cl, no se evidenciaron bandas en el método de
extraccion liquido-liquido para la muestra 1; para las muestras con acetato de etilo con método
seriado biomasa tampoco se revelaron compuestos terpenoides; finalmente en la fraccion
hidroalcohdlica y en el caldo no hay terpenos tampoco. En estudios previos de Ganoderma se
ha encontrado que hay una alta concentracion de compuestos derivados del ergostano y
lanostano (principalmente los esteroles y &cidos lanostanicos) (Santafé & Zuluaga, 2007). Los
compuestos quimicos con mayores propiedades bioactivas, segun Santafé y Zuluaga 2007, son
los triterpenoides y polisacaridos. Los polisacaridos existen extensamente en los hongos y son
ademas los mayores componentes de las paredes celulares, sin embargo, los triterpenoides son
especialmente encontrados en el género Ganoderma y los que han sido aislados corresponden
principalmente a acidos ganodéricos, &cidos lucidénicos y ganodérioles; los &cidos ganodéricos

son los que se encuentran en mayor cantidad.

Algunos compuestos de origen terpenoide en estudios previos han mostrado diversos tipos de
actividad biol6gica, por ejemplo anti-VIH-1 (ganoderiol F y ganodermanontriol), anti-colesterol
(4cido ganodérico B y C), antihistaminico (acidos ganodéricos C1 y C2), actividad anti-VIH-1
proteasa (lucidumol B y ganodermanontriol), efectos citotoxicos contra Meth-A (sarcoma)
(ganodermanondiol y lucidunoles A 'y B), carcinoma de pulmén de Lewis (LLC) (lucidunoles A
Y B y acido ganodérico 0), y T-47D (cancer de seno) (ganodermanondiol); como también es
conocida la inhibicion de la glucosiltransfersa de la bacteria cariogénica Streptococcus mutans (
acidos ganodéricos S1 'Y C) (Santafé & Zuluaga, 2007).
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Cuando se revel6 con el reactivo de Neu (flavonoides) (ANEXO 10.6.3) se evidenciaron bandas
en las muestras de bencina de petréleo, CH,Cl, y EtOH, mientras que en las muestras de AcOEt,
hidrolcohdlica y caldo no se detecta presencia de flavonoides. Los flavonoides contienen en su
estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades
de quelacién del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de
dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de patologias, incluyendo la
cardiopatia isquémica, la arteriosclerosis o el cancer, ademéas de tener propiedades antivirales;
por otra parte en las plantas los flavonoides tienen el papel antfingico y bactericida (Martinez-
Flérez et al, 2003). Los requerimientos estructurales para la actividad antibacteriana y/o
antifungica ain no han sido bien definidos, sin embargo hay un acuerdo de que al menos debe
estar presente un grupo OH vy cierto grado de lipofilicidad. Estos mismos requerimientos se
encuentran en los fungicidas comerciales, los cuales ejercen su toxicidad a través de la acidez
del grupo hidroxilo por desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Los protones son
conducidos a través de la membrana mitocondrial destruyendo el diferencial de protones
producidos en el transporte electrénico requerido para la formacién de ATP. Para compuestos
fendlicos con una dada lipofilicidad, mientras mayor sea su nimero de grupos hidroxilos,
resultaran mas eficientes desacopladores, ya que podrian transferir mas protones por molécula
(Modak et al, 2002)

Con el revelador de hidroxido de potasio (ANEXO0 10.6.4), se encuentran bandas caracteristicas
de cumarinas, estas fueron evidentes en las muestras 1 y 2 en los solventes (éter de petréleo,
diclorometano , acetato de etilo y etanol). En las fracciones hidroalcohdlicas y caldo al igual que
en la muestra 3 (micelio secundario ) no se evidenciaron estos compuestos, esto nos podria
mostrar que las cumarinas se sintetizan cuando el hongo forma el cuerpo fructifero y no durante

su etapa inicial de crecimiento (micelio primario o secundario).

Con el revelador para lactonas (Hidroxilamina- cloruro férrico) (ANEXO 10.6.5), se observaron
bandas caracteristicas en las muestras de CH,Cl,, AcOEt y Etanol, lo cual muestra una
tendencia de lactonas de polaridad media y alta. No se evidenciaron bandas en la porcion

hidroalcoholica ni en el caldo.
Para las placas reveladas con Dinitrofenil- hidracina (cetonas y aldehidos libres) (ANEXO

10.6.6), se encontraron en mayor proporcion en los compuestos con solventes de polaridad baja

(Bencina y CH,Cl,), aunque también se evidencian algunas bandas en los solventes de mayor
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polaridad (EtOH y AcOEt), en el caldo y la fraccion hidroalcohdlica no se muestran o

evidencian cetonas ni aldehidos libres.

Finalmente el revelador Anisaldehido (glucdsidos) (ANEXO 10.6.7), mostr6 bandas de
presencia de estos compuestos en las fracciones de bencina y CH,Cl, en mayor proporcion, en el
extracto etandlico de seriado biomasa no se evidencian bandas al igual que en la fraccion
hidroalcoholica. Por otra parte, en el caldo, al cual se le realizo el fraccionamiento liquido-
liquido, se encuentran glucoésidos en todos los solventes utilizados (Eter de petroleo, CH,Cl,,
AcOEty ETOH).

Cardona en el 2001 menciona los componentes activos encontrados en varios estudios de
Ganoderma lucidum, entre ellos nombra alcaloides, nucleétidos, polisacaridos y triterpenos en
el cuerpo frutifero, lo cual es evidenciado y confirmado en este estudio con los reveladores
especificos para estos compuestos; por otra parte Cardona en 2001, también nombra los
compuestos activos encontrados en el micelio que son polisacaridos, proteinas, esteroides,
triterpenos y un acido graso no saturado, acido oleico, que también son confirmados como
presentes en este estudio basandose en los reveladores especificos de la cromatografia de capa

delgada.

6.3. Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos crudos, fracciones y caldo
(bioensayos).

Tras la evaluacion de los extractos de Ganoderma frente a los aislamientos de Fusarium de
interés clinico, se encontr6 que no hubo inhibicién con ninguno de los extractos, lo que no
sucedié con el control (terbinafina), el cual si tuvo resultados inhibitorios y mostrd efectividad
antifangica (ANEXO 10.7). En los extractos de Ganoderma lucidum se han encontrado
triterpenoides y estos han tenido inhibicién altamente positiva frente a bacterias. Los extractos
de setas y sus derivados han demostrado actividades antimicrobianas, entre ellos, los
metabolitos secundarios extracelulares como secreciones miceliales presentan actividad
antibacteriana y antivirica; por ejemplo, los exudados del micelio del hongo tienen actividad
antimicrobiana y antiparasitica contra Plasmodium falciparum, el agente causal de la malaria
(Chen, 2003). Los polisacéridos de la pared celular de Ganoderma lucidum y sus triterpenoides
también han mostrado actividad antimicrobiana; mas especificamente sus extractos actGan
contra Bacillus y no parecen tener efecto contra otro tipo de bacterias. Los triterpenos del
complejo Ganoderma applanatum exhiben actividad antibacteriana principalmente contra

bacterias gran positivas, tales como Bacillus cereus y Staphylococcus aureus (Gerber et al.,
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2000). Al observar los resultados obtenidos en varios estudios previos frente a bacterias, en este
trabajo se esperaba hubiera una buena respuesta por parte de los metabolitos hacia la inhibicion
de Fusarium, pero no fue asi, posiblemente debido a la complejidad de la pared del hongo con
respecto a la pared de las bacterias y a la resistencia que puede tener el ergosterol o la sintesis
del frente a los extractos de Ganoderma lucidum Ademas Fusarium es un patégeno que posee
metabolitos secundarios que generan gran resistencia, tales como tricotecenos, que son toxicos
potentes de las células eucari6ticas y causan lesiones dérmicas, alteraciones de la respuesta
inmunoldgica e inhibicion de la sintesis de macromoléculas. También presentan fumonisinas
que son fitotoxinas y ademas micotoxinas que interfieren en el metabolismo de los
esfingolipidos, asociadas al cancer esofagico humano y la leucoencefalomalacia equina y el
edema pulmonar porcino, estas dos moléculas son demasiado complejas lo cual dificulta la

inhibicién por parte de este tipo de compuestos de origen natural (Carrillo, 2003).

Por su parte, la terbinafina la cual si inhibié a los cuatro aislamientos de Fusarium es un
derivado sintético de la alilamina con actividad antimicética de amplio espectro, esta posee
actividad fungicida o fungistatica contra las levaduras dependiendo de la especie; es fungicida
contra dermatdéfitos y ciertos hongos dimérficos a bajas concentraciones. La terbinafina
ocasiona la muerte celular en el hongo al inhibir la sintesis del ergosterol, componente
fundamental de la membrana del hongo y a la acumulacién de su precursor, el escualeno. La
terbinafina bloquea la sintesis de ergosterol, esencial para la membrana celular flngica,
mediante la inhibicion de la enzima escualeno-epoxidasa (MK-Tecnoquimicas, 2010). Esto nos
muestra que a pesar de la variedad de metabolitos secundarios encontrados en la caracterizacion
de grupos funcionalesde Ganoderma lucidum como terpenoides, flavonoides y cumarinas, entre
otros, al parecer ninguno de ellos tiene un blanco de accion frente a la enzima escualeno-
epoxidasa, la cual es la fundamental para la sintesis de escualeno y por ende la sintesis del
ergosterol, tampoco otras enzimas o estructuras relacionadas con la sintesis o integridad de la

membrana celular.

7. CONCLUSIONES

v' Ganoderma lucidum mostr6 una variedad de compuestos terpenoides, flavonoides,
cumarinas, aldehidos, cetonas y glucésidos en todos los estadios de desarrollo

evaluados.

v' La mayor cantidad de compuestos encontrados fueron de origen terpenoide, lo cual se

pudo evidenciar con el revelador cloruro de antimonio (111).

25



v' A pesar de la variedad de metabolitos encontrados en Ganoderma lucidum, no se
presentd ninguna inhibicion hacia los aislamientos de Fusarium estudiados, lo cual se
puede deber a que estos no tienen un blanco de accidn especifico hacia la membrana del
patdgeno, el cual si tiene la terbinafina.

8. RECOMENDACIONES

1. Dentro de la metodologia de fraccionamiento se podria trabajar solvente por solvente y
no seriado, es posible que la bencina arrastre la mayoria de los compuestos presentes en
el extracto, un fraccionamiento separado permitiria una separacion de compuestos y una

separacion mas significativa entre las fracciones.

2. Aumentar la concentracion del extracto en los ensayos de actividad antifungica con el
fin de observar si el resultado no inhibitorio es realmente porque no tiene inhibicion

contra estos hongos o porque la concentracion es muy baja.

3. Examinar las muestras por cromatografia de gases para asi determinar mas
especificamente los compuestos encontrados por cromatografia de capa delgada y los

reveladores.
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10. ANEXOS

ANEXO 10.1. Fotografias del Ganoderma lucidum

Figura 4. A. Cuerpo fructifero Ganoderma lucidum inmaduro (sin esporular). B. Cuerpo
fructifero Ganoderma lucidum maduro (esporulado), foto tomada por Nifio-Arias, 2010.

Figura 5. Montaje para produccion de micelio producido en medio liquido de Ganoderma

lucidum, foto tomada por Nifio-Arias, 2010.

ANEXO 10.2. Medios de cultivo.

ANEXO 10.2.1 Medio de cultivo liquido optimizado para Ganoderma lucidum por Romero &

Zarate en 20009.

MEDIO BASE

Concentracion (g/L)

Cloruro de amonio 2
KH,PO, 1
K,HPO, 1

MgS0,.H,0 0,5
Clorafenicol 0,1

MEDIO PRE-DICHO

Aceite de oliva (%v/v) | 4.04 | Aceite deoliva(mL) | 64,64
Extracto de carne (g/L) | 17.46 |Extracto de carne (g) | 27,93
Sacarosa (g/L) 50 Sacarosa (g) 80
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ANEXO 10.2.2 Calculos y preparacion de Medios de cultivo utilizados para esporulacion Agar
avenay para montaje de prueba Muller — Hinton.

MEDIO HARINA DE AVENA

Componentes Cantidad (g/L)
Harina de avena 20
Agar bacteriol6gico 15

Indicaciones

Disolver la harina de avena y el agar bacteriologico y aforar a un litro con agua destilada calentar
hasta ebullicion, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C.

MEDIO MULLER HINTON MODIFICADO 2 % GLUCOSA

Componentes Cantidad (g/L)

Glucosa 20
Azul de metileno 100 pL por litro
Peptona de caseina 17,5
Almidon 15
Extracto de carne 4
Agar-agar 15

Indicaciones

Disolver la glucosa, peptona de caseina, almiddn, extracto de carne y el agar agar, aforar a un litro
con agua destilada calentar hasta ebullicién, agregar el azul de metileno, tapar y autoclavar por 15

minutos a 121°C.

ANEXO 10.3 Tabla 2. Pesos y concentraciones de cada uno de los extractos evaluados.

CONCENTRACION DEL EXTRACTO
EXTRACTO CON SOLVENTE(g/mL)
M1-1 0,261
M1-2 0,119
M1-3 0,328
M1-4 0,562
M1-5 0,054
M1-6 0,256
M1-7 0,015
M1-8 0,011
M1-9 0,171
M2.1 0,387
M2-2 0,064
M2-3 0,229
M2-4 0,277
M2-5 0,057
M2-6 0,207
M2-7 0,055
M2-8 0,014
M2-9 0,236
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M3-1 0,678
M3-2 0,155
M3-3 0,131
M3-4 0,092
M3-5 0,059
M3-6 0,018
M3-7 0,017
M3-8 0,010
M3-9 0,054
M4-2 0,651
M4-3 0,083
M4-4 0,083

ANEXO 10.4. Tabla 3. Reveladores utilizados para evidenciar grupos funcionales

bandas azules.

absorcidn.longitud de
onda de

Revelador y Tratamiento | Visualizacion |Fundamento de la | Referencia
grupo post-aspersion reaccion
funcional
identificado
Vainillina Calentar la Luz visible Merck 1980
(Alcoholes, placa a 100-
fenoles, 120°C hasta
esteroides, obtener mayor
aceites intensidad de
esenciales) color de bandas
Cloruro de Calentar la Luz UV de El cloruro de Merck 1980
antimonio (1) |placaa 100°C |onda larga, las |antimonio (I11) forma
(terpenoides) por 5 minutos | bandas se complejos P

observan de (coloreados) con los

color amarillo | sistemas de dobles

rojizo a azul- | enlaces

violeta
Rectivo de Neu |- Luz UV de El acido Jork et al. 1990
(Flavonoides) onda larga las | difenilborico 2-

bandas se aminoetil ester

observan de reacciona para

color amarillo | formar complejos

arojo. Sihay |con las 3-

cumarinas hydroxyflavonas,

estas se cambiando la

observan como | maxima

Cloruro ferrico
(Lactonas)

Hidroxido de Luz visible y Merck 1980
potasio luz UV de
(cumarinas) onda larga
Hidroxilamina - Luz visible Merck 1980
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Dinitrofenil Calentar la Luz visible. La 2,4-dinitrofenil Jork etal. 1990 y
hidrazina placaa 110°C |Los aldehidos |hidrazina reacciona |Merck 1980
(Aldehidos por 10 a 20 se observan con las aldosas y
libres, Cetonas) | mins. como bandas | cetosas generarndo
de color verde |osazonas coloreadas.
olivoy las
cetonas azules.
Anisaldehido Calentar la Luz visibley |Los cationes Jork etal. 1990 y
(modificado placaa 100°C |luz UV de ciclopentenilicos de | Merck 1980
para hasta obtener | onda larga los glocdsidos se
glucosidos) mayor condensan con el
intensidad de anisaldehido y
color en las forman compuestos

bandas

coloreados
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ANEXO 10.5 Cromatografias (reveladores genéricos y especificos). La letra a) en todas las

fotos muestra la distancia recorrida por la fase movil utilizada.

ANEXO 10.5.1
Revelador Muestra Fotografia Rf
Bencina de R Rf, = 0,053
petroleo Rf, =0,18
Rf3 =0,21
Muestras de izg-der, M1 —
ger;%soras bieor:12z:?sa,er M2 Rf4 =0,53
seriado  biomasa, M3
seriado  biomasa, M1
seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L.
Rf;=0,56
Fase movil: Hexano - —
Acetona (9:1) Rfs =0,64
Rf, =0,77
Rfg= 0,90
CH2C|2 Rfl = 0127
(Muestras de izg-der, M1 _
seriado  biomasa, M2 Rf, =0,45
seriado  biomasa, M3 Rf3 =0,53
seriado  biomasa, M1 —
seriado L-L, M2 seriado Rf4 —0,63
L-L y M3 seriado L-L.
Rf;=0,69
Fase movil: Cloroformo - —
ACOEt (7:3). Rfs=0,75
Rf,=0,83
ng =0,91
Vainillina | AcOEt Rf, = 0,37
(Muestras de izg-der, M1
(alcohples, seriado  biomasa, M2 sz =0,42
ester0|des, seriado  biomasa, M3
fenoles y seriado  biomasa, M1
. seriado L-L, M2 seriado
aceites L-L y M3 seriado L-L.
esenciales) Rf; =0,78
Fase movil: Cloroformo -
MetOH (9:1) Rf, =0,89
Hidroalcoholica Rf, = 0,38
de izg-der:
I(-|idroalcoholica i M1, sz =0,48
Hidroalcoholica M2 'y
Hidroalcoholica M3)
Rf; =0,65
F 6vil: Clorof -
MeOH (11) Rf, =0,71
Caldo Rf,=0,12
( De izg-der, fase bencina
de petrdleo, fase de sz =0,55
diclorometano, fase de
AcOEt y fase Caldo) Rf3 :0,88
Fase movil: Cloroformo — —
MetOH (1:1) Rf,=0,93
Rf;=0,96
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ANEXO010.5.2

Revelador Muestra Fotografia Rf
Bencina de Rf;=0.05
petréleo Rf,=0.1
(Muestras de izg-der, M1 ’
seriado biomasa, M2 seriado ng =0.12
biomasa, M3 seriado
biomasa, M1 seriado L-L, Rf4 :021
M2_ seriado L-L y M3
seriado L-L. Rf5 =0.35

Rfs=0.47
Rf7 =0.64
Rfg = 0,74
ng =0.84
Rf10=0.96
CH2C|2 Rfl =(0.58
(M_uestras_ de izqg-der, _Ml
bomasa, M3 seriads Rf, =0.66
biomasa, M1 seriado L-L,
M2 jado L-L M3 -
seriadzelr_lfiL.0 Y Rf3 =0.70
Fase movil: Cloroformo - Rf4 =0.77
AcOEt (7:3).
Rfs=0,87
Cloruro de
antimonio (I11) —
(Terpenoides) Rfs=0,97
AcOEt Rf;=0.35
(Muestras de izg-der, M1
iado bi , M2 seriad -
frs o, 2 o R, =0.46
biomasa, M1 seriado L-L,
M2 seriado L-L y M3 Rf; =0,61
seriado L-L.
Fase movil: Cloroformo - R1:4 =0172
MetOH (9:1)
Rf;=0,85
Rfs=0,96
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EtOH biomasa = Rf,;=0.78
(de izq-der, EtOH —biomasa- ]‘
M1, EtO_H- biomasa- M2 y ‘
EtOH- biomasa- M3) " ‘ sz =0.84
Fase moévil: Cloroformo — | 2
MetOH (1:1) 2
Rf3 =0,91
Rf4 =0,95
Hidroalcoholica No revelo nada -
Crudo » — , Rf;=0.73
Rf, =0.82
Rf; =0,86
3
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ANEXO 10.5.3

Revelador Muestra Fotografia Rf
Bencina de | . Rf,=0.05
petréleo
(Muestras de izq-der, M1 sz =0.11
seriado  biomasa, M2
seriado  biomasa, M3 5
seriado  biomasa, M1 Rf3 =0.31
seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L. Rf =0.42

a 4 —V.
Fase movil: Hexano - 3
Acetona (9:1) , Rf5 =0.63
Rfs=0,98
CH2C|2 T Rfl = 0,73
(Muestras de izg-der, M1
seriado  biomasa, M2
seriado  biomasa, M3 —
seriado  biomasa, M1 Rf, =0.82
seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L
Fase mévil: Cloroformo - Rf3 =0.96
AcOEt (7:3).
Reactivo de
Neu
Fl id AcOEt Rf,=0.11
( avonolaes y (Muestras de izg-der, M1 B
cumarinas) seriado  biomasa, M2 Rf, =0.61
seriado  biomasa, M3 3
seriado  biomasa, M1 2 Rf3 =0.83
seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L. Rf4 =0.93
Fase movil: Cloroformo -
MetOH (9:1) 1
EtOH biomasa Rf = 0,59
(de izg-der, EtOH — 4 —
biomasa-M1, EtOH- | | Rf; =0.68
biomasa- M2 y EtOH- Rf3 =0.80
biomasa- M3) 2
1 Rf, =0.94
Fase mévil: Cloroformo —
MetOH (1:1)
Hidroalcoholica | No revelo nada -
Caldo No revelo nada -
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ANEXO 10.5.4

Revelador

Muestra

Fotografia

Hidroxido de
potasio
(Cumarinas)

Bencina de

petréleo

(Muestras de izg-der, M1
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado biomasa,
M1 seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L.

Fase mévil: Hexano — Acetona
(9:1)

CH,Cl,

(Muestras de izg-der, M1
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado biomasa,
M1 seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L.

Fase movil: Cloroformo -
AcOEt (7:3).

AcOEt

(Muestras de izg-der, M1
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado biomasa,
M1 seriado L-L, M2 seriado
L-L y M3 seriado L-L.

Fase movil: Cloroformo -
MetOH (9:1)

Rf

Rf;=0.09

Rf, =0.82

Rf;=0.11

Rf, =0.17

Rf; =0,31

Rf, =0,90

Rf1= 0,10

EtOH biomasa

(de izg-der, EtOH —biomasa-
M1, EtOH- biomasa- M2 y
EtOH- biomasa- M3)

Fase movil: Cloroformo —
MetOH (1:1)

Rf;=0.55

Rf, =0.63

Hidroalcohdlica

No revelo nada

Caldo

No revelo nada
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ANEXO 10.5.5

Fotografia

Revelador Muestra
Bencina de
petréleo
(Muestras de izqg-der, M1
seriado  biomasa, M2
seriado  biomasa, M3
seriado  biomasa, M1
seriado L-L, M2 seriado L-
Ly M3 seriado L-L.
Fase movil: Hexano -
Acetona (9:1) 1
CH,CI,
(Muestras de izqg-der, M1
seriado  biomasa, M2
seriado  biomasa, M3
seriado  biomasa, M1
seriado L-L, M2 seriado L-
L y M3 seriado L-L.
Fase movil: Cloroformo -
ACOEt (7:3).

Hidroxilamina

cloruro férrico AOE

(lactonas) COEt

(Muestras de izqg-der, M1
seriado  biomasa, M2
seriado  biomasa, M3
seriado  biomasa, M1
seriado L-L, M2 seriado L-
L y M3 seriado L-L.

Fase movil: Cloroformo -
MetOH (9:1)

PNWS

Rf

Rf,=0.09

Rf, = 0.04

Rf, =0.28

Rf3 =0.46

Rf, =0.82

Rf;=0.93

Rf;=0.13

Rf, =0.17

Rf3 =0.24

Rf, =0.32

Rf5 =0.48

Rf;=0.85

Rf; = 0.94

EtOH biomasa

(de izg-der, EtOH —

biomasa-M1, EtOH-
biomasa- M2 y EtOH-
biomasa- M3)

Fase movil: Cloroformo —
MetOH (1:1)

Rf,=0.89

Hidroalcohodlica

No revelo nada

Caldo

No revelo nada
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ANEXO 10.5.6

Revelador Muestra Fotografia Rf
Bencina de Rf;=0.11
petréleo 7 Rf,=0.14
(Muestras de izg-der, M1 —
seriado  biomasa, M2 Rf; =0.15
seriado  biomasa, M3 Rf, =0.21
seriado  biomasa, M1
seriado L-L, M2 seriado L- Rf5 =0.46
Ly M3 seriado L-L. RfG =0.53
Fase movil: Hexano - Rf7 = 0,9
Acetona (9:1) 4

H
CH2C|2 Rfl =0.08
(Muestras de izg-der, M1 -
seriado  biomasa, M2 Rf, =0.15
seriado  biomasa, M3 Rf3 =0.2
seriado  biomasa, M1 —
seriado L-L, M2 seriado L- R1:4 —028
Ly M3 seriado L-L. Rf5 =0.68
Fase movil: Cloroformo - Rfe =0.78
Dinitrofenil
hidracina
(cetonas y
aldehidos AcOEt Rf,=0.79

H (Muestras de izg-der, M1

|Ibl’€‘S) seriado  biomasa, M2
seriado biomasa, M3 —
seriado  biomasa, M1 Rf,=0.87
seriado L-L, M2 seriado L-
L y M3 seriado L-L.
Fase movil: Cloroformo -
MetOH (9:1)
EtOH biomasa Rf,=0.88

(de izg-der, EtOH -

biomasa-M1, EtOH-
biomasa- M2 y EtOH-
biomasa- M3)

Fase movil: Cloroformo —
MetOH (1:1)

Hidroalcohdlica

No revelo nada

Caldo

No revelo nada
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ANEXO 10.5.7

Revelador Muestra Fotografia Rf
Bencina de Rf =0.13
petréleo
(Muestras de izg-der, M1 ng =0.45
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado —
biomasa, M1 seriado L-L, Rfs =0.52
M2 seriado L-L y M3 seriado
L-L). Rf4 =0.76
Fase mévil: Hexano -

Acetona (9:1) Rf;=0.89
Rfs=0.95
CH2C|2 Rfl =0.44
(Muestras de izqg-der, M1
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado
biomasa, M1 seriado L-L, sz =0.63
M2 seriado L-L y M3 seriado
L-L.
Fase movil: Cloroformo - Rf3 =0.75
AcOEt (7:3).
Rf4 =0.94
Anisaldehido =3 aEr Rf,= 039
(gIUCOS|dOS) (Muestras de izqg-der, M1
seriado biomasa, M2 seriado
biomasa, M3 seriado
biomasa, M1 seriado L-L, sz =0.62
M2 seriado L-L y M3 seriado
L-L.
Fase movil: Cloroformo - Rf3 =0.8
MetOH (9:1)
Rf, =0.92
EtOH biomasa No revelo nada -
Hidroalcoholica No revelo nada -
Caldo Rf =0.48
( De izg-der, fase bencina de
petrdleo, fase de
diclorometano, fase de
AcOEt y fase Caldo)
Fase movil: Cloroformo —
MetOH (1:1
eon ) Rf,=0.72
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ANEXO 10.6

Tabla 4. Comparacion fotogréafica de los resultados (Extracto, control terbinafina y control de
crecimiento).

Foto representativa de un
Hongo extracto Control con terbinafina Control crecimiento

Fusarium 8

Fusarium
108

Fusarium
121

Fusarium
203
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Tabla 5. Control de solventes y DMSO.

Fotografia

Hongo Control Solventes y DMSO
Bencina de petréleo y DMSO
CH,Cl,y DMSO
Fusarium 8
AcOEt y DMSO
EtOH y DMSO

Fusarium 108

Bencina de petréleo y DMSO

CH,Cl,y DMSO

AcOEt y DMSO
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EtOH y DMSO

Fusarium 121

Bencina de petréleo y DMSO

AcOEt y DMSO

EtOH y DMSO

Fusarium 203

Bencina de petréleo y DMSO

CH,Cl,y DMSO
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AcOEt y DMSO

EtOH y DMSO
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Anexo 10.7

COLECCION DE MICROORGANISMOS DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA - PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

Responsable: IMelba Linares Linares
Nimero CMDM-PUJ | 24 (8)
Microorganismo Fusarium sp
Fuente Origen Aislado de Ufia de
Humano pie
Almacenamiento Agua
destilada en
discos de
agar
Nivel de 2 Conservacidn Agua destilada
seguridad
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura 25°C durante 3-5
dias.

Pruebas bioldgicas Caracteristicas morfolégicas
Caracteristicas Macroscédpicas: crecimiento
rapido (3-5 dias)

Anverso: color morado
Reverso: color morado y blanco
Textura: algodonosa, micelio aéreo
Aspecto: radial
Caracteristicas Microscédpicas: las células
conididégenas estadn aisladas o agrupadas en
esporodoquios. Macroconidios curvados,
pluriseptados. Microconidios unicelulares,
elipsoidales, fusiformes. hialino
Reacciones atipicas No presenta
Forma de Persona-Persona
Identificacidén de transmisidé | Lesiones, traumatismos
peligros n
3-5 dias
Periodo de
incubacidén | Onicomicosis, Queratitis, lesidn cutdnea
localizada, Micetoma, Endocarditis.
Enfermedad
es que
produce

Medidas de
proteccién/Manipulacidn

EL personal debe usar equipo de
proteccidén normal (Uso apropiado de bata,

guantes, tapabocas, gorro)
- Eliminacidén y tratamiento apropiado de
desechos

Higiene personal: Lavado de manos

Intervencidén solo por personal capacitado

Conservacién del microorganismo

Conservacidén en agua

Objetivos a conseguir en todo proceso de
conservacién de microorganismos son el
mantenimiento de:

Viabilidad: Debe de ser posible recuperar
el microorganismo conservado cuando sea
necesario.

Estabilidad: Los microorganismos
recuperados deben presentar las mismas
caracteristicas genotipicas y fenotipicas
de aquellos de los que provienen.

Pureza: Los cultivos en conservacidn no
deben presentar ningtn tipo de
contaminacién.




COLECCION DE MICROORGANISMOS DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA - PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

COLECCION DE MICROORGANISMOS DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA - PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

Responsable: IMelba Linares Linares
Numero CMDM-PUJ | ]21 (108) |
Microorganismo Fusarium sp
Fuente Origen Aislado de lesidn
Animal de ojo de vaca

Almacenamiento Agua

destilada en

discos de

agar
Nivel de 2 Conservacidén Agua destilada
seguridad

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura 25°C durante 3-5
dias.

Pruebas bioldgicas

Caracteristicas morfolégicas

Caracteristicas Macroscédpicas: crecimiento
rapido (3-5 dias)

Anverso: color café a amarillo

Reverso: color blanco

Textura: algodonosa, micelio aéreo

Aspecto: radial

Caracteristicas Microscépicas: las células
conididégenas estédn aisladas o agrupadas en
esporodoquios. Macroconidios curvados,
pluriseptados. Microconidios unicelulares,
elipsoidales, fusiformes. hialino

Reacciones atipicas

No presenta

Identificacidén de
peligros

Forma de
transmisid
n

Periodo de
incubacidn

Enfermedad
es que
produce

Persona-Persona
Lesiones, traumatismos

3-5 dias

Onicomicosis, Queratitis, lesidn cutdnea
localizada, Micetoma, Endocarditis.

Medidas de

proteccién/Manipulacidn

- EL personal debe usar equipo de
proteccidén normal (Uso apropiado de bata,
guantes, tapabocas, gorro)

- Eliminacidén y tratamiento apropiado de
desechos

- Higiene personal: Lavado de manos
- Intervencidén solo por personal capacitado

Conservacién del microorganismo

Conservacidén en agua

Objetivos a conseguir en todo proceso de
conservacién de microorganismos son el
mantenimiento de:

- Viabilidad: Debe de ser posible recuperar
el microorganismo conservado cuando sea
necesario.

- Estabilidad: Los microorganismos
recuperados deben presentar las mismas
caracteristicas genotipicas y fenotipicas
de aquellos de los que provienen.

- Pureza: Los cultivos en conservacién no
deben presentar ningtn tipo de

contaminacién.
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COLECCION DE MICROORGANISMOS DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA - PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

Responsable: |Melba Linares Linares
Numero CMDM-PUJ | [22 (121)
Microorganismo Fusarium sp
Fuente Origen animal
Animal
Almacenamiento Agua
destilada en
discos de
agar
Nivel de 2 Conservacidn Agua destilada
seguridad

Condiciones de crecimiento

Aerobio estricto. Temperatura 25°C durante 3-5
dias.

Pruebas bioldgicas

Caracteristicas morfolégicas

Caracteristicas Macroscédpicas: crecimiento
rapido (3-5 dias)

Anverso: color rojo oscuro

Reverso: color amarillo verdoso a rojo claro
Textura: algodonosa

Aspecto: radial

Caracteristicas Microscédpicas: las células
conididégenas estadn aisladas o agrupadas en
esporodoquios. Macroconidios curvados,
pluriseptados. Microconidios unicelulares,
elipsoidales, fusiformes. hialino

Reacciones atipicas

No presenta

Identificacién de
peligros

Forma de
transmisid
n

Periodo de
incubacién

Enfermedad
es que
produce

Persona-Persona
Lesiones, traumatismos

3-5 dias

Onicomicosis, Queratitis, lesidn cutdnea
localizada, Micetoma, Endocarditis.

Medidas de

proteccién/Manipulacidn

- EL personal debe usar equipo de
proteccidébn normal (Uso apropiado de bata,
guantes, tapabocas, gorro)

- Eliminacidén y tratamiento apropiado de
desechos

- Higiene personal: Lavado de manos

- Intervencidédn solo por personal capacitado

Conservacién del microorganismo

Conservacidén en agua

Objetivos a conseguir en todo proceso de
conservacién de microorganismos son el
mantenimiento de:

- Viabilidad: Debe de ser posible recuperar
el microorganismo conservado cuando sea
necesario.

- Estabilidad: Los microorganismos
recuperados deben presentar las mismas
caracteristicas genotipicas y fenotipicas
de aquellos de los que provienen.

- Pureza: Los cultivos en conservacidn no
deben presentar ningun tipo de
contaminacién.
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Responsable:

|Melba Linares Linares

Nimero CMDM-PUJ | ]23 (203)
Microorganismo Fusarium sp
Fuente Origen Aislado de lesidn
Humano queratitis
Almacenamiento Agua
destilada en
discos de
agar
Nivel de 2 Conservacidn Agua destilada
seguridad
Condiciones de crecimiento Aerobio estricto. Temperatura 25°C durante 3-5
dias.

Pruebas bioldgicas Caracteristicas morfolégicas
Caracteristicas Macroscédpicas: crecimiento
rapido (3-5 dias)

Anverso: color morado claro a amarillo crema
Reverso: color morado y blanco
Textura: algodonosa, micelio aéreo
Aspecto: radial
Caracteristicas Microscédpicas: las células
conididégenas estadn aisladas o agrupadas en
esporodoquios. Macroconidios curvados,
pluriseptados. Microconidios unicelulares,
elipsoidales, fusiformes. hialino
Reacciones atipicas No presenta
Forma de Persona-Persona
Identificacidén de transmisidé | Lesiones, traumatismos
peligros n
3-5 dias
Periodo de
incubacidén | Onicomicosis, Queratitis, lesidn cutdnea
localizada, Micetoma, Endocarditis.
Enfermedad
es que
produce

Medidas de
proteccién/Manipulacidn

EL personal debe usar equipo de
proteccidébn normal (Uso apropiado de bata,

guantes, tapabocas, gorro)
- Eliminacidén y tratamiento apropiado de
desechos

Higiene personal: Lavado de manos

Intervencidén solo por personal capacitado

Conservacién del microorganismo

Conservacidén en agua

Objetivos a conseguir en todo proceso de
conservacién de microorganismos son el
mantenimiento de:

- Viabilidad: Debe de ser posible recuperar
el microorganismo conservado cuando sea
necesario.

Estabilidad: Los microorganismos
recuperados deben presentar las mismas
caracteristicas genotipicas y fenotipicas
de aquellos de los que provienen.

Pureza: Los cultivos en conservacidn no
deben presentar ningun tipo de
contaminacién.
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