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Resumen

En el presente trabajo se estudid el efecto de la terapia fotodinamica antimicrobiana sobre hongos
fitopatdégenos. Para este estudio se emplearon cepas de Alternaria sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp.,
Rizoctonia sp., H. Porium y Botrytis sp. Como agentes fotosensibilizadores se empleé azul de metileno, rosa
de bengala y clorofilina. Las muestras de hongos recibieron aspersiones de los fotosensibilizantes cada 24
horas y fueron expuestas a la radiacion solar. Diariamente se midio el crecimiento diametral de las muestras
de hongos y se compararon con muestras de control a las que no se les aplico ningun agente
fotosensibilizante para determinar el efecto de cada tratamiento de terapia fotodinamica sobre las cepas
seleccionadas.
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1. Introduccion

La terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) es una técnica basada en la activacién de un cromoéforo no
toxico llamado agente fotosensibilizador (FS), que puede ser activado por luz a cierta longitud de onda. Esta
exposicién induce la produccion de radicales dafinos, como las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y
oxigeno singlete (Sen Salinas, 2021). Los FS son compuestos que, en su estado basal, no presentan actividad
citotéxica, pero que, gracias a la luz visible y en presencia de oxigeno, poseen la capacidad de activarse,
potenciando los efectos de la radiacion luminosa. Para ser mas concretos, estos compuestos, excitados a
una longitud de onda adecuada, generan especies altamente reactivas de oxigeno. Las especies reactivas
de oxigeno dan lugar a productos toxicos para los microrganismos patdgenos, entre ellos, oxigeno singlete
('02) o radicales hidroxilo (HO-), lo que impide su crecimiento y diseminacién, y, por tanto, ocasionando la
muerte del agente patdégeno. (Albarran Vidal, 2021).

La terapia fotodinamica ha surgido como una alternativa eficaz para el tratamiento de diversas patologias,
entre ellas, varios tipos de cancer e infecciones microbianas. La TFDa es especialmente atractiva gracias a
su selectividad; esto es consecuencia tanto de poder disponer de un FS con una afinidad preferente por las
células microbianas respecto al tejido del huésped, como de que el efecto fotodinamico se restringe a la zona
tratada con luz. (Lopez-Chicén et. al, 2016)

En este trabajo de investigacion, el enfoque de aplicacion de la TFDa sera en hongos fitopatdégenos,
empleando como agentes fotosensibilizadores el azul de metileno (AM), rosa de bengala (RB) y clorofilina
sédica cuprica (CLF).

2. Marco Teorico
2.1 Mecanismo de accion de la TFD

Como ya se ha mencionado, en este tipo de terapia se emplea luz visible en conjunto con oxigeno para
producir ERO’s. De acuerdo con Miretti (2020), existen dos mecanismos de accion cuando el FS se encuentra
en estado triplete: las reacciones tipo | y Il.
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Reaccion tipo |

Las reacciones fotoquimicas tipo | implican reacciones de transferencia de hidrégeno o electrones desde el
estado triplete excitado *PS* a moléculas bioldgicas u oxigeno. Estas reacciones de transferencia de
electrones producen (directa o indirectamente) especies reactivas de oxigeno que son dafinas para las
células, como el superoxido (O--), el perdxido de hidrogeno (H20>), los radicales hidroxilo, y los radicales
hidroperoxilo (HOO). En la Figura 1 se presenta el diagrama de Jablonski que ilustra y permite mejor
entendimiento de los procesos involucrados en el mecanismo fotoquimico de la TFD.

Reaccion tipo

En las reacciones de tipo Il, se genera oxigeno singlete ('O2) como resultado de la transferencia de energia
del estado 3PS* al estado fundamental del oxigeno molecular. La eficiencia y el rendimiento de la produccion
de oxigeno singlete dependen directamente de la estructura del fotosensibilizador, la concentracién local de
oxigeno y el disolvente en el que se diluyen.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski para las foto-reacciones tipo 1y 2. Fuente: Miretti, 2020.

2.2 Tipos de agentes fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores se definen como sustancias capaces de absorber luz con una longitud de onda
especifica, desencadenando reacciones que llevan a procesos de destruccion celular. (Miretti, 2020). Taylor
y colaboradores (2011), mencionan que los fotosensibilizadores se clasifican en familias segun su estructura
quimica y su naturaleza catidnica, anidnica o neutra, ademdas por sus propiedades de distribuciéon y
selectividad y excrecion, se pueden clasificar como de primera, segunda o de tercera generacion.

Los agentes fotosensibilizadores de primera generacién presentan pobre excrecidon que origina posible
fotosensibilidad prolongada con pérdida de absorcion de luz, produccién de energia y poca penetracion. Los
agentes fotosensibilizadores de segunda generacion tienen mayor absorcion de luz y afinidad por el tejido
blanco, sin embargo, presentan acumulacién en 6rganos como el higado, rifidn y el bazo. Con el fin de mejorar
la selectividad por el tejido blanco de los agentes fotosensibilizadores y minimizar su toxicidad, han surgido
los de tercera generacion, que son aquéllos conjugados con anticuerpos dirigidos contra el antigeno tumoral,
a moléculas de LDL o de folato, cuyos receptores se expresan en células tumorales o estan dirigidos a las
vias metabdlicas de los microorganismos. (Taylor et. al, 2011).

2.3 Propiedades de los fotosensibilizadores

Dentro de la amplia gama de fotosensibilizadores se encuentra el rosa de bengala, el cual tiene actividad
antimicrobiana y tiene la capacidad de convertir el oxigeno de su estado fundamental a un estado activado.
Esto sucede cuando el rosa de bengala absorbe la radiacién luminosa a una longitud de onda alrededor de
los 580 nm y el fotosensibilizador para eliminar la sobrexcitacion es capaz de transferir esta energia al oxigeno
mediante un intercambio de electrones. Esta transferencia de electrones implica que el oxigeno se encuentre
en un estado de energia mayor; por lo tanto, se vuelve mas inestable y reactivo. (Albarran Vidal, 2021)

Otro fotosensibilizador recurrente es azul de metileno que tiene una banda de absorcion entre los 550 y 650
nm. El azul de metileno es un colorante al que normalmente se le da el uso de tinte; ademas, también es
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utilizado en otras areas tales como la medicina por sus propiedades antisépticas y su funcién como
cicatrizante interno, ademas de que tiene la capacidad de eliminar algunas plagas de hongos y parasitos.

Y por ultimo la clorofilina que es de color verde porque parte de su molécula que da el color (croméforo), es
responsable de absorber bandas de longitudes de onda en la region visible del espectro siendo una de ellas
la que se ubica en la regién azul (400-500 nm); mientras que refleja longitudes de onda en la region verde del
espectro (500-600 nm), entregando asi su color caracteristico.

2.4 Hongos fitopatégenos
2.4.1 Fusarium sp.

Las especies de Fusarium se encuentran entre los patdgenos de plantas mas comunes y extendidos en el
mundo y son de gran importancia economica (Leslie y Summerell, 2006). Fusarium ataca numerosas plantas
y cereales que son importantes para la nutricion humana y animal. Infecta especificamente ciertas partes de
ellos, como granos, plantulas, mazorcas, raices o tallos; ademas, causa diversas enfermedades.

Fusarium sp. presenta caracteristicas microscépicas propias de la especie. La fidlide es generalmente fina,
en forma de botella; simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de
la fialide) o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan forma de medialuna, hialinos y
septados. Los microconidios, son ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”) en cadenas largas o
cortas, Figura 2.

El género Fusarium tiene distribucion mundial. Varias de sus especies son patdgenas e infectan a una amplia
gama de cultivos, entre los mas importantes se encuentra el maiz (Zea mays L.), trigo (Triticum spp.), avena
(Avena sativa L.), y cebada (Hordeum vulgare L.), entre otros.

Las enfermedades causadas por Fusarium sp. pueden ser muy agresivas en climas humedos. El patdgeno
invade directamente la base de los tallos, cerca o debajo de la superficie del suelo o entra a la planta a través
de las raices (Cook, 2010). Las esporas de hongos luego germinan en el area afectada (herida), favorecida
por la alta humedad y temperaturas (Mokobi, 2020).

Fusarium sp. en maiz puede causar dafio en todas las etapas del cultivo, puede atacar las plantas en su
follaje, raices y, en algunas ocasiones, en semillas de arboles de vivero provoca una gran cantidad de
sintomas, desde manchas foliares hasta marchites y pudricion de los esquejes, la copa, el bulbo y hasta de
la raiz (Figueroa-Rivera et al., 2010; Buechel, 2018).

La infeccion se desarrolla en las raices de alimentacion y en lesiones causadas por la formacion secundaria
de raices. Las temperaturas de suelo frias (20 °C) favorecen el desarrollo de la enfermedad (Seminis, 2020).
Los marchitamientos de Fusarium sp. son beneficiados por las altas temperaturas del aire y del suelo (24 °C
a 30 °C) y la enfermedad puede no ocurrir a bajas temperaturas del suelo (por debajo de 20 °C). Una planta
infectada puede permanecer sin sintomas a temperaturas mas bajas (Koike et al., 2019).

2.4.2 H. Porium

Es un hongo ascomiceto y afecta principalmente a cultivos de maiz y cebada, Fig. 3. Aparecen bandas
amarillentas de la base hasta el extremo de la hoja, paralelas a la nerviacion. Posteriormente se vuelven de
un color marrén ya que el tejido se comienza a necrosar y puede llegar a tener una apariencia de desgarre
debido a que la lamina foliar empieza a desgarrarse. En casos mas graves el hongo puede detener el
crecimiento de la planta haciendo que los granos se atrofien dando como resultado una pérdida severa en la
cosecha.

El mecanismo de infeccién generalmente sucede desde la semilla debido a que el hongo esporula sobre las
hojas infectadas, con ayuda del viento los conidios se dispersan y llegan a las plantas jovenes. En las semillas
infectadas el micelio se localiza en las glumas, pericarpio y cubierta seminal. Cuando la semilla germina, el
micelio invade la plantula penetrando por la punta de la raiz y se desarrolla hacia arriba estableciéndose en
los primordios foliares. Este micelio produce conidios que infecta a plantulas adyacentes. La persistencia del
micelio en los restos de cosecha del suelo puede causar infecciones secundarias en las hojas, pero que soélo
causan pequefias lesiones (2-3 cm). La germinacion de las esporas es éptima con una humedad entre el 85
y 95%, y temperaturas entre 12 y 16 °C. (Helmintosporiosis - BASF Agricultural Solutions Espafia, s. f.)

2.4.3 Colletotrichum sp.

Tradicionalmente, el género Colletotrichum se ha identificado mediante caracteres morfolégicos que incluyen:
tamafio y forma de conidios, y apresorios; presencia o ausencia de setas, esclerocios, acérvulos, estado
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teleomorfo; asi como caracteristicas culturales como por ejemplo color de la colonia, textura y tasa de
crecimiento, Figura 4.

Las especies de Colletotrichum utilizan dos estrategias principales de infeccion: colonizacion hemibiotréfica
intracelular o colonizacion intramural subcuticular. El estado inicial de infeccion es muy similar en ambas: el
conidio se adhiere, germina sobre la superficie de la planta, produce el tubo germinativo y luego forma el
apresorio melanizado con el cual penetra directamente la cuticula; sin embargo, el proceso de colonizacién
es diferente en ambas estrategias

Ocasiona enfermedades como pudriciones y principalmente antracnosis en diferentes hospedantes; se
manifiesta en lesiones semicirculares con hundimientos en forma de anillos concéntricos. A nivel mundial se
reporta la antracnosis en frutas, hortalizas, cereales, plantas herbaceas, maderables y ornamentales, entre
otras; sobre todo en zonas templadas y tropicales.

Hay una gran variedad de huéspedes. En el sector ornamental son entre otros: anemone, azalea, bonetero,
hiedra, cornejo, lavatera, raninculo, rododendro, tulipan y fatsia. Entre las frutas estan la fresa, los arandanos
azules y grosellas (Ribes nigrum). En hortalizas son: pimiento de cayena, judia comin, pimiento, judias pintas,
pimiento morrén, espinaca, tomate, haba, cebolla y papa.

2.4.4 Rizoctonia sp.

El teleomorfo Thanatephorus cucumeris produce esterigmas en basidios que van de doliformes a claviformes
cortos. Sobre el estigma, producen basidiosporas hialinas, elipsoidales anchas a obovadas, lisas, de tamafio
7-12 x 4-8 pm: los basidios miden de 12 a 18 x 8 a 11 ym, los esterigmas (de 3a7)de5a12x2.5a 3.5 ym
(Messiaen y Blancard, 1994; Da Silveira et al., 2000), ver Figura 5.

La infeccion se produce de dos formas diferentes; uno es a través de la penetracion de hifas en aberturas y
heridas naturales, mientras que el segundo ocurre cuando penetran en la cuticula y la epidermis. La infeccion
comienza con la germinacion de basidiosporas durante periodos de alta humedad para formar apresorios que
penetran directamente en las células epidérmicas. Después, produce una estructura similar a un estroma,
que se desarrolla solo a partir de una infeccion de basidiosporas, dentro de las células epidérmicas invadidas
o las células de la capa superior del mesdfilo. Las lesiones pequefias se forman en las partes aéreas de los
hospedantes susceptibles (Naito, 1996).

R. solani con frecuencia afecta a las semillas durante la germinacion, en las plantulas induce muerte pre o
post emergente y en plantas pudre la raiz; en frijol puede ocasionar pudricién de raices, mal del talluelo,
pudricion del tallo. R. solani se disemina rapidamente a través del agua de riego, mediante el movimiento del
suelo y los residuos de cultivos infectados durante la preparacion de la tierra y mediante el uso de materiales
de plantacion infectados (Abawi, 1989). Los propagulos de este hongo incluyen esclerocios, hifas
melanizadas de paredes gruesas y basidiosporas (Naito, 1996).

2.4.5 Alternaria sp.

Su morfologia consiste en conidiéforos simples, tabicados de forma alargada u ovoide. En el extremo del
conidiéforo se forman unos conidios de color pardo, con septos transversales y verticales de disposicion
irregular. A nivel macroscépicamente presentan un aspecto velloso, al principio de color gris, después
adquieren tonos negros olivaceos en el centro y reverso, y con un borde gris blanquecino que rodea la colonia;
Figura 6.

Los huéspedes que infecta comunmente son los cultivos de cereales (excepto arroz), leguminosas y semillas
oleaginosas, hortalizas, raices y tubérculos. La transmisién se produce principalmente por contaminacion de
heridas o por inoculacién del hongo a través de cortes o pinchazos con herramientas o elementos
contaminados. La inhalacion de las esporas o de los fragmentos del micelio presentes en forma de aerosol
en los ambientes laborales conduce a procesos de sensibilizacién o alergia. Su presencia en ambientes
laborales se ha relacionado con el Sindrome del Edificio Enfermo y con el sindrome téxico por polvo organico
(fiebre del grano, micotoxicosis pulmonar). Ademas, la ingesta de alimentos contaminados puede provocar
intoxicaciones.

Las enfermedades que produce la Alfernaria son las micosis causadas principalmente por A. alternata, A.
infectoria y A. tenuissima que afectan principalmente a personas inmunocomprometidas. Normalmente son
superficiales (p.ej. onicomicosis), cutaneas y subcutaneas (se manifiestan en forma de lesiones Unicas o
multiples en forma de placas pardorrojizas, papulonodulares, pustulosas o ulcerocostrosas, localizadas en
las superficies corporales expuestas como piernas, brazos, pies, abdomen, etc.) y, en raras ocasiones,
sistémicas (p.ej. encefalitis). También, se ha relacionado a A. alternata y A. infectoria con queratomicosis y
endoftalmitis en personas que han sufrido un traumatismo o cirugia ocular.
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2.4.6 Botrytis sp.

Botrytis, podredumbre gris, 0 moho gris es probablemente el mayor causante de merma comercial o de
mortalidad de los cultivos. Se trata de un hongo filamentoso muy infeccioso que se desarrolla de forma
favorable en climas humedos y con temperaturas suaves, Figura 7. Ninguna especie vegetal esta exenta de
padecerlo y una vez que el tejido de la planta esta infectado es muy complicado revertir la situacion. Ademas,
sus efectos se propagan de una forma muy rapida y sencilla.

Botrytis provoca necrosis causando la muerte celular de la zona afectada. Se propaga con facilidad
especialmente en espacios cerrados y/o con poca aireacion o en cultivos muy espesos o con alta densidad
de vegetacion. El tejido afectado acaba oscureciéndose y, algunas veces, se reblandece y terminan por morir.
Se desarrolla de forma éptima en periodos de lluvia abundante y en cualquier circunstancia en la que la
superficie de la planta se encuentre mojada durante cierto tiempo. Si a esto le afiadimos la existencia de
heridas en hojas, tallos o flores, la germinacion del patdgeno sera inevitable. Los efectos de Botrytis se
pueden ver a simple vista ya que cuando esta activo, los tejidos afectados con el paso del tiempo pasan de
estar manchados a estar cubiertos por una capa de moho gris.

Figura 2. Fusarium sp. Figura 3. H. Porium. Figura 4. Colletotrichum sp.
Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 5. Rizoctonia sp. Figura 6. Alternaria sp. Figura 7. Botrytis sp.
Fuente: Elaboracioén propia. Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.

3. Materiales y métodos
3.1 Medicion de la absorbancia de los fotosensibilizantes

Para realizar la medicion de la absorbancia de los FS se sigui6 el protocolo descrito a continuacion con la
finalidad de poder realizar la medicién debido a que los FS pueden tener una coloracion intensa que ocasiona
que el espectrofotébmetro se sature ya que el haz de luz no penetra la celda con la muestra y por ende puede
medir su absorbancia. Por esta razon se realizaron disoluciones acuosas de los FS para disminuir la
concentracion del pigmento y obtener su absorbancia de 200 a 800 nm.

Los equipos y materiales usados para llevar a cabo este procedimiento fueron los siguientes. Reactivos: Azul
de metileno al 5%, Rosa de Bengala al 5%, Clorofilina sédica cuprica al 0.29% y agua destilada. Materiales y
equipo: Probetas de 100 ml, pipeta de 10 ml, celdas espectrométricas de cuarzo, espectrofotometro.
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El procedimiento implementado fue el siguiente:

1.

IR N

8.

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Se procede a tomar una muestra de cada FS con el fin de observar el nivel de coloracién.

Debido al alto nivel de pigmentacion se realizan diluciones con factor de dilucion de diez.

Con ayuda de una probeta se midieron 90 ml de agua destilada.

A la probeta se le afiaden 10 ml del FS correspondiente.

El rosa de bengala en su primera dilucion bajo la intensidad de la coloracién a un nivel adecuado.
Para el azul de metileno después del primer factor de dilucion de diez se volvio a realizar este
proceso dos veces mas; cada vez tomando la muestra de la disolucién anterior hasta que finalmente
la pigmentacién disminuye lo suficiente.

La clorofilina debido a la intensidad de su coloracion después de su primera dilucién con factor de
diez se requirié repetir el procedimiento una vez mas tomado la muestra de su primera dilucion.
Finalmente, para medir la absorbancia de cada fotosensibilizador se utilizé una muestra de cada
dilucion final.

La muestra se colocé en una celda de cuarzo.

En otra celda idéntica se afiadié agua destilada para usar como blanco.

Para realizar de manera adecuada las mediciones con el espectrofotdmetro es necesario calibrarlo
con el blanco en cada longitud de onda usada.

Después se puede introducir la celda con el FS a medir.

Una vez obtenido el valor de la absorbancia se saca la celda de la muestra y se procede a calibrar
nuevamente con el blanco a la nueva longitud de onda.

Cada FS se midi6 en un rango de los 200 a 800 nm con intervalos de 10 nm respectivamente.

Con los resultados obtenidos se obtiene las graficas con la absorbancia espectral de los FS.

3.2 Medio de cultivo de agar de papa y dextrosa (PDA) y preparacion de muestras en cajas Petri.

El agar de papa glucosado es un medio recomendado para la detecciéon y enumeracion de hongos. Este
medio es selectivo ya que su alto contenido de glucosa y bajo pH favorecen el crecimiento de hongos y
ademas el extracto de papa exalta el crecimiento miceliar aéreo y la formacién de pigmentos caracteristicos
sobre todo en Fusarium, Aspergillus y Penicillium. (Scharlau, 2022).

El método para la preparacion del agar de papa y dextrosa es el mostrado en la Figura 8.

( Preparacion de medio PDA )

Anadir el agar al vaso de precipitado con el agua.

v

Agitar 20 minutos en placa de calentamiento a
temperatura media.

v

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

,

Realizar vaciado en cajas Petri dentro de la
campana de flujo laminar.

’

( Sellar y almacenar en refrigerador. )

* 40 gr de polvo
PDA
« 1 litro de agua

Figura 8. Diagrama de flujo para la preparacién de medio de cultivo de agar de papa y dextrosa (PDA).
Fuente: Elaboracion propia.

3.3 Activacion y cultivos de hongos
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Para la activacion y cultivo de los hongos empleados en este trabajo se realiz6 el procedimiento resumido en
la Figura 9.

( Activacion y cultivo de hongos )

Y

Preparar las cajas Petri con medio PDA en campana
de flujo laminar.

!

Flamear en mechero un horadador y dejar enfriar por
unos segundos.

v

Tomar con el horadador una rodaja de la muestra del
hongo a activar.

!

Flamear en mechero unas pinzas y dejar enfriar por
unos segundos.

Y

Con las pinzas colocar la rodaja en contacto directo del
hongo con el medio PDA.

!

Sellar la caja Petri con plastico envolvente.

!

Mantener las cajas Petri con el hongo sembrado a
condiciones de temperatura ambiente y sin luz
(preferentemente).

!

( Esperar de 3 a 5 dias para su crecimiento. )

Figura 9. Diagrama de flujo para la activacién y cultivo de los hongos.
Fuente: Elaboracion propia.

3.4 Tratamientos de Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

Mediante el procedimiento descrito en la seccion 3.3 se cultivaron cuatro muestras de cada uno de los
siguientes hongos fitopatégenos: Fusarium sp., H. Porium, Collecotrichum sp., Rizoctonia sp., Alternaria sp.
y Botrytis sp. Una muestra de cada hongo fue utilizada como control; es decir, no se les aplico ningun
fotosensibilizante. Luego, una muestra de cada uno de los seis hongos fue asperjada con una solucién acuosa
de clorofilina al 0.29%, otra muestra de cada hongo fue rociada con una solucion acuosa de azul de metileno
al 5%; y finalmente otra muestra de cada hongo fue rociada con rosa de Bengala al 5%. Tanto las muestras
tratadas con algun fotosensibilizante, como las muestras de control fueron irradiadas con radiacion solar
indirecta en un espacio con iluminancia de aproximadamente 30000 Ix durante un periodo de 7 horas,
seguidas de 17 horas de oscuridad a una temperatura de 30 °C. La aplicacion de los fotosensibilizantes y los
periodos de irradiacion y oscuridad se repitieron diariamente durante 15 dias consecutivos. Cada dia se midio
el diametro o la longitud caracteristica de las muestras de hongos en las cajas Petri y se analizaron los
cambios en la apariencia del micelio.

Los resultados de los tratamientos de terapia fotodinamica que fueron aplicados a las muestras de los 6
hongos fitopatégenos considerados en este estudio se muestran en la siguiente seccion.

www.jovenesenlaciencia.ugto.mx
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4. Resultados

En los graficos 1, 2 y 3 se muestran los espectros de absorbancia obtenidos para disoluciones acuosas de
los fotosensibilizantes empleados: azul de metileno, rosa de Bengala y clorofilina sédica cuprica.

Azul de metileno Rosa de Bengala
2.50 A 2.50 A
2.00 2.00 A
o ©
g 150 4 2 1.50 -
(0] @
2 8
S 1.00 - 2 1.00 4
o)
2 <
<
0.50 - 0.50 -
0.00 \ . : . 7 ! 0.00 — + — —
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda A (nm) Longitud de onda A (nm)
Grdfico 1. Absorbancia del azul de metileno a distintas longitudes de onda. Grdfico 2. Absorbancia del rosa de bengala a distintas longitudes de onda.
Fuente: Elaboracién propia. Fuente: Elaboracion propia.
Clorofilina
2.50
2.00
o
2 150
[0
2
@ 100
e}
<
0.50
0.00 . . . : v 4
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda A (nm)

Grdfico 3. Absorbancia de clorofilina a distintas longitudes de onda.
Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, se midié diariamente la extension diametral de las muestras de hongos a las que se les
aplicaron distintos tratamientos de terapia fotodinamica. El crecimiento de las muestras de hongos tratados
con terapia fotodinamica fue comparado con muestras de control que no recibieron agentes
fotosensibilizantes, solo radiacién solar. Los resultados se muestran en las graficas 4 a 9 y en el anexo.
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Fusarium sp. H. Porium

9.5

8.5

6.5

Diametro (cm)
wv
wn
Diametro (cm)
w

0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 -4 20 44 68 92 116 140 164 188 212 236 260 284 308 332 356 380

Tiempo (Hrs) Tiempo (Hrs)
Grdfico 4. Crecimiento radial de Fusarium sp. tratado mediante terapia Grdfico 5. Crecimiento radial de H. Porium tratado mediante terapia
fotodinamica y azul de metileno (azul), rosa de Bengala (rosa) y fotodinamica y azul de metileno (azul), rosa de Bengala (rosa) y
clorofilina (verde), control (rojo). clorofilina (verde), control (rojo).
Colletotrichum sp. Rizoctonia sp.
35 95
3 9
25 8.5
g £
E 2 E 8
£ 15 ERE _/\/\/—
a — a
1 7
05 6.5
0 6

0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

Tiempo (Hrs) Tiempo (Hrs)

Grdfico 6. Crecimiento radial de Colletotrichum sp. tratado mediante
terapia fotodinamica y azul de metileno (azul), rosa de Bengala (rosa)
y clorofilina (verde), control (rojo).

Grdfico 7. Crecimiento radial de Rizoctonia sp. tratado mediante
terapia fotodinamica y azul de metileno (azul), rosa de Bengala (rosa)
y clorofilina (verde), control (rojo).

Alternaria sp. Botrytis sp.
9.5
8.5
8
g ! E s
2 2 1
@ @
£ 55 E 5
o )
o o
4 3.5
25 2
-4 20 44 68 92 116 140 164 188 212 236 260 284 308 332 356 3¢ -4 20 44 68 92 116 140 164 188 212 236 260 284 308 332 356 380
Tiempo (Hrs) Tiempo (Hrs)

Grdfico 8. Crecimiento radial de Alternaria sp. tratado mediante terapia

C ; Grdfico 9. Crecimiento radial de Botrytis sp. tratado mediante terapia

fotodinémica y azul dPT lmet/leno (azul), rosa ‘i’e Bengala (rosa) y fotodinamica y azul de metileno (azul), rosa de Bengala (rosa) y
rye cLor ofilina (verde), control {rojo). clorofilina (verde), control (rojo).

5. Analisis de resultados

Con la informacion obtenida una vez transcurrido y finalizado el tiempo de observacion y medicién del
diametro todos los hongos se realizaron las graficas mostradas en los resultados, esto con la finalidad de
comparar el efecto de cada uno de los FS en cada variedad de hongo, mostrando que en la mayoria de los
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hongos se obtuvo una respuesta positiva en cuanto a la inhibicién de su crecimiento e incluso en ciertos casos
la disminucion del area abarcada por el hongo.

El rosa de Bengala tuvo mayor eficacia variedades de hongos tales como la Rizoctonia y el H. Porium en
donde gracias a la aplicacion de este FS se pudo retrasar su crecimiento e incluso inactivarlo. Mientras tanto
la clorofilina también logré obtener buenos resultados en ciertas variedades de hongos como Fusarium y
Alternaria. En este ultimo caso el FS logré disminuir el area abarcada por el hongo y en los otros casos pudo
inhibir el crecimiento. Y por ultimo el azul de metileno obtuvo buenos resultados para la inhibicion del
crecimiento del hongo Colletotrichum. En general la eficiencia de los FS fue buena para combatir a los hongos,
aungue hubo una excepcion que fue el hongo Botrytis cuyo crecimiento no fue inhibido por ninguno de los FS
empleados en este trabajo.

6. Conclusiones

Como se mencioné al inicio de este trabajo de investigacion, la terapia fotodinamica antimicrobiana presenta
una gran ventaja debido a su alta selectividad, dado que el efecto fotodinamico ataca a las células del agente
contaminante sin extenderse significativamente a otras areas. Por lo tanto, la implementacion de este método
para el control de hongos fitopatégenos puede ser una alternativa viable para combatir las plagas fungicas
que suelen atacar los principales cultivos agricolas si se aplica el fotosensibilizante apropiado, con la ventaja
de que las plantas no sufren dafios durante o después de la aplicacion del tratamiento de TFDa; ademas de
ser una alternativa mas amigable tanto con el ambiente, como con el cultivo ya que se reduce el uso de
agentes quimicos como los fungicidas al sustituirlos por sustancias como el azul de metileno, rosa de Bengala
y clorofilina, que resultan ser mas seguras y faciles de manejar.
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7. Anexo

En las figuras 10 a 12 se muestran algunos hongos tratados con terapia fotodinamica antimicrobiana
empleando distintos fotosensibilizantes para evaluar su crecimiento.

Dia 3 Dia 5
Fusarium sp. sin fotosensibilizante (control).

Dia 3
Fusarium sp. tratado con clorofilina al 0.29%.

Dia 1

Dia 3
Fusarium sp. tratado con rosa de benaala al 5%.

Dia 1

Dia 3

Dia 5
Fusarium sp. tratado con azul de metileno al 5%.

Figura 10. Crecimiento de muestras de Fusarium sp. tratadas mediante terapia fotodinamica antimicrobiana y
distintos fotosensibilizantes. Fuente: Elaboracién propia.
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Dia 3

Dia 5
Rizoctonia sp. sin fotosensibilizante (control).

Dia 3
Rizoctonia sp. tratado con clorofilina al 0.29%.

Dia 3

Dia 5
Rizoctonia sp. tratado con azul de metileno al 5%.

Dia 3

— pag 12
Dia 1 Dia 3 Dia 5

Alternaria Sﬁ. sin fotosensibilizante icontrol‘.
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