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Resumen de la tesis que presenta Andrea Guzmán Páez como requisito parcial para la obtención del grado 
de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Microbiología Celular y Molecular. 
 
 

Identificación de sideróforos y ácido oxálico producidos por Lasiodiplodia spp. 
 
 
Resumen aprobado por: 
 

___________________________ 
Dra. Rufina Hernández Martínez 

Directora de tesis 
 
 
El género Lasiodiplodia es uno de los agentes causales de enfermedades de la madera en gran número de 
plantas hospederas. Las especies de este género pueden producir distintas moléculas bioactivas, 
denominadas metabolitos secundarios, derivados de vías metabólicas centrales y aminoácidos. Los 
sideróforos son moléculas de bajo peso con gran afinidad por el hierro, reportados como un factor de 
virulencia en hongos fitopatógenos. Estudios previos indicaron que algunas especies de Lasiodiplodia 
producen sideróforos, pero, se desconocían los tipos. Un ensayo universal CAS reveló la producción de 
más de un tipo de sideróforo en L. brasiliense y una cantidad significativamente mayor de unidades de 
sideróforos (46%) comparado con Lasiodiplodia gilanensis (32%). Usando la cepa de L. brasiliense, se 
hicieron extracciones preliminares de moléculas de naturaleza hidroxamato y catecolato, encontrándose 
toxicidad de los extractos crudos, principalmente de los de naturaleza catecolato, en discos de hojas de 
vid. Por otro lado, uno de los compuestos que producen algunos hongos fitopatógenos para iniciar la 
despolimerización de la pared celular del hospedero, es el ácido oxálico. Este compuesto está involucrado 
en la supresión de la generación de especies reactivas de oxígeno comprometiendo la acción de los 
mecanismos de defensa del hospedero, pero, su síntesis en el género Lasiodiplodia no había sido 
estudiada. Por ello, se evaluó la capacidad de Lasiodiplodia brasiliense y L. gilanensis para producir cristales 
de oxalato de calcio. Los análisis de microscopía óptica y SEM-EDS, evidenciaron la presencia de cristales 
mayormente tetragonales, compuestos de carbono, hidrógeno y oxígeno. La titulación con permanganato 
de potasio confirmó la presencia del ion oxalato en los cristales recuperados. Adicionalmente, se encontró 
que la producción de ácido oxálico es común en miembros de familia Botryosphaeriaceae. Este trabajo 
contribuye con el análisis de metabolitos secundarios de Lasiodiplodia spp. y el papel que podrían jugar 
en la patogénesis como un paso inicial para el diseño de estrategias para contender los daños causados 
por los hongos de la madera. 
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Abstract of the thesis presented by Andrea Guzmán Páez as a partial requirement to obtain the Master of 
Science degree in Life Sciences with orientation in Cellular and Molecular Microbiology 
 
 

Identification of siderophores and oxalic acid  produced by Lasiodiplodia spp. 
 
 

Abstract approved by: 
 

_____________________________ 
PhD. Rufina Hernández Martinez 

Thesis Director 
 
 
The genus Lasiodiplodia is one of the causal agents of trunk diseases in a wide range of host plants. Species 
of this genus produce different bioactive molecules, called secondary metabolites, derived from central 
metabolic pathways, and amino acids. Siderophores are low weight molecules with high affinity for iron 
that have been reported as virulence factor in some phytopathogenic fungi. Previous studies showed that 
some Lasiodiplodia species produce siderophores, but the types were unknown. A universal CAS test 
revealed the production of more than one type of siderophore in Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 and 
a significantly higher number of siderophore units (46%) than Lasiodiplodia gilanensis UCD256Ma (32%). 
Using the L. brasiliense strain, preliminary extractions of hydroxamate and catecholate molecules were 
made, and toxicity of the crude extracts, mainly those of a catecholate nature, in vine leaf discs were 
found. On the other hand, one of the compounds produced by some phytopathogenic fungi to initiate the 
depolymerization of the host cell wall is oxalic acid. This compound is involved in the suppression of the 
generation of reactive oxygen species, compromising the action of the host defense mechanisms, but its 
synthesis in the Lasiodiplodia genus had not been studied. Therefore, the ability of L. brasiliense and L. 
gilanensis to produce calcium oxalate crystals was evaluated. Optical microscopy and SEM-EDS analyzes 
showed the presence of mostly tetragonal crystals, composed of carbon, hydrogen and oxygen. Titration 
with potassium permanganate confirmed the presence of the oxalate in recovered crystals. Additionally, 
oxalic acid production was found to be common in members of the Botryosphaeriaceae family. This work 
contributes to the analysis of secondary metabolites of Lasiodiplodia spp. and the role they could play in 
the pathogenesis, as an initial step for the design of strategies to control the damage caused by wood 
fungi. 
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Capítulo 1. Introducción  

Las enfermedades de la madera de vid están mundialmente distribuidas en cultivos tanto de uva de mesa 

como las destinadas a la elaboración de vino y son consideradas como uno de los principales factores que 

limitan el desarrollo y la productividad de los viñedos. Estas enfermedades son principalmente causadas 

por hongos ascomicetos y basidiomicetos que infectan las vides a través de heridas, provocando 

decaimiento como resultado de la colonización vascular y/o la producción de toxinas (Gramaje et al., 

2018). 

Los hongos de la familia Botryosphaeriaceae son ascomicetos con una distribución cosmopolita, 

considerados agentes patógenos de enfermedades degenerativas en un amplio rango de plantas leñosas 

incluyendo la vid (Phillips et al., 2013). Los principales síntomas que causan son: manchas en hojas, 

pudrición de la fruta, muerte regresiva, necrosis del brote, decoloración vascular y cancros perennes 

(Úrbez-Torres, 2011).  

Dentro de las Botryosphaeriaceae se encuentra el género Lasiodiplodia. Las principales características que 

distinguen a este género de otros estrechamente relacionados son la presencia de paráfisis en picnidios y 

estriaciones longitudinales en conidias maduras. Hasta ahora se han descrito 20 especies que se 

diferencian en función de la morfología conidial (Sutton, 1980) y por el análisis de su ADN (Phillips et al., 

2013). Lasiodiplodia theobromae, especie tipo del género, se ha reportado como agente causal de 

numerosas enfermedades que afectan árboles frutales, hortalizas y plantas ornamentales alrededor del 

mundo, incluida la vid, en donde es uno de los patógenos más virulentos (Úrbez-Torres y Gubler, 2009). 

Este hongo se caracteriza por propagarse rápidamente dentro de la planta (Úrbez-Torres et al., 2008). 

Además, se ha descrito su capacidad de producir una gran cantidad de metabolitos secundarios, que se 

cree podrían estar involucrados en la patogénesis (Aldridge et al., 1971; Keller, 2019). 

Los hongos son fuente de moléculas bioactivas, denominadas metabolitos secundarios, producidas por 

taxa fúngicos específicos que pueden tener efectos nocivos o beneficiosos (Nesbitt et al., 1962; Quinn, 

2013; Krause et al., 2018). Estos metabolitos secundarios se derivan de las vías metabólicas centrales y las 

reservas de metabolitos primarios, y son actores cruciales en el desarrollo de hongos y sus interacciones 

con otros organismos (Keller, 2019). 
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Uno de los compuestos metabólicos que producen algunos hongos, específicamente descomponedores 

de madera, para iniciar la despolimerización de la pared celular previo a la acción enzimática, es el ácido 

oxálico (Machuca et al., 2001; Goodell, 2003). En algunos hongos, este compuesto está involucrado en la 

supresión de la generación activa de oxígeno, comprometiendo la acción de mecanismos de defensa del 

hospedero (Cessna et al., 2000). 

El ácido oxálico posee tres propiedades principales, es fuente de electrones, fuente de protones y es un 

importante quelante metálico (Cessna et al., 2000). Debido a sus múltiples características químicas y 

ecológicas ha recibido bastante atención. Entre sus características, destacan su uso para la 

biorremediación de distintos contaminantes orgánicos, el daño a cultivos causado por organismos 

fitopatógenos productores de ácido oxálico y como fuente de electrones para la fijación de nitrógeno en 

plantas (Maxwell y Bateman, 1968; Magro et al., 1984; Barr y Aust, 1994; Trinchant et al., 1994). Siendo 

Lasiodiplodia un patógeno altamente virulento, es muy probable que produzca ácido oxálico en etapas 

tempranas de su proceso de infección, por ello, uno de los objetivos de este trabajo fue probar la capacidad 

de Lasiodiplodia spp. de producir ácido oxálico. 

Por otra parte, los sideróforos son moléculas de bajo peso molecular, péptidos no ribosomales, con alto 

grado de afinidad por el hierro, secretados por bacterias, hongos y plantas en condiciones de deficiencia 

de hierro en el entorno (Kashinath y Demkowicz, 2011). Actúan como agentes quelantes para secuestrar 

y transportar hierro insoluble y reducirlo a un estado aprovechable para todos los seres vivos, por ello 

juegan un papel esencial en el metabolismo de casi todas las formas de vida (Aguado-Santacruz et al., 

2012).  Hay evidencia previa que indica que los sideróforos actúan como factor de virulencia en hongos. 

Un ejemplo de ello se encontró al estudiar la interacción planta-patógeno de Microbotryum violaceum con 

Silene latifolia, un hongo fitopatógenos cuyas mutantes experimentales deficientes en la capacidad de 

acumular ácido rodotorúlico, perdieron la patogenicidad comparadas con el tipo silvestre (Ruddat et al., 

1991). Estudios previos indican que especies del género Lasiodiplodia producen sideróforos, pero su 

naturaleza química no ha sido elucidada. Por ello, en este trabajo se propuso identificar la producción y la 

naturaleza química de los sideróforos producidos por cepas de Lasiodiplodia. 
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1.1 Antecedentes  

1.1.1 El género Lasiodiplodia  

Las especies de hongos del género Lasiodiplodia se clasifican dentro de los Ascomicetos en el orden de los 

Botryosphaeriales. Este género es uno de los 29 que conforman la familia Botryosphaeriaceae (Liu et al., 

2012). Son hongos cosmopolitas encontrados principalmente en los trópicos y subtrópicos, conocidos por 

provocar numerosas enfermedades que se han encontrado en alrededor de 500 plantas hospederas (Ismail 

et al., 2012), incluyendo monocotiledóneas, dicotiledóneas y gimnospermas (Picos-Muñoz et al., 2015).  

Lasiodiplodia spp. pueden presentar una etapa de crecimiento saprófita o endófita, por lo que se les 

considera patógenos latentes. Se encuentran como endófitos en tejidos sanos de la planta, pero cuando 

el hospedero está debilitado o bajo algún tipo de estrés, pueden entrar en una fase de crecimiento 

patogénico (Rubini et al., 2005; Mohali et al., 2005; Picos-Muñoz et al., 2015). También se les considera 

hongos patógenos oportunistas en humanos, causando lasiodiplodiasis, keratitis, onicomicosis y úlceras 

de la córnea y piel (Rebell y Forster, 1976; Maslen et al., 1996; Summerbell et al., 2004; Woo et al., 2008). 

La principal característica que distingue al género Lasiodiplodia de otros géneros cercanos es la presencia 

de conidios de forma ovalada, generalmente hialinos y aseptados, pero que con el tiempo se pigmentan y 

se observa la formación de un septo (Phillips et al., 2013). Lasiodiplodia theobromae es la especie tipo del 

género, y fue descrita por primera vez alrededor de 1890 por Saccardo, afectando frutos de cacao 

(Theobromae cacao) en Ecuador (Crous y Palm, 1999). Anteriormente la mayoría de las cepas reportadas 

de Lasiodiplodia estaban agrupadas dentro de L. theobromae. Sin embargo, recientemente se ha descrito 

como una especie críptica, y a partir de la secuenciación de las regiones espaciadoras transcritas del rDNA 

(ITS) y el factor de elongación 1 alfa (EF-1) se han descrito alrededor de 35 especies dentro de este género 

(Dissanayake et al.,2016; Mehl et al., 2017; de Silva et al., 2019).  

En diferentes partes del mundo se ha reportado que L. theobromae es el agente causal de numerosas 

enfermedades que prosperan en climas tropicales y que pueden afectar árboles frutales, hortalizas y 

plantas ornamentales con alto interés económico tales como: mango (Johnson et al., 1992), aguacate 

(Pegg et al., 2002), papaya (Netto et al., 2014), plátano (Alves et al., 2008), litchi (Liu et al., 2003), vid (van 

Niekerk et al., 2004), cítricos y duraznos (Damm et al., 2007), entre otros. 
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En México, L. theobromae  se describió por primera vez en 1976, y desde entonces se ha asociado con la 

muerte regresiva y pudrición de frutos en cultivos de interés como el durazno (Picos-Muñoz et al., 2015), 

mango (Becerra, 1995), vid (Úrbez-Torres et al., 2008), papaya (Carica papaya) (Mosqueda et al., 1996; 

Rojo, 2013), rambután (Picos-Muñoz et al., 2015), caña de azúcar (Picos-Muñoz et al., 2015), aguacate 

(Ochoa-Ascencio et al., 2007) y cítricos (Alvidrez-Villareal et al., 2012; Varela et al., 2013).  

 

1.1.2 Metabolitos secundarios 

Los hongos pueden ser fuente tanto de compuestos beneficiosos como de compuestos dañinos para el ser 

humano. Los metabolitos secundarios son moléculas bioactivas, producidas naturalmente por plantas, 

bacterias y distintos taxa fúngicos, principalmente Ascomicetos y Basidiomicetos. Estos metabolitos 

derivan de rutas metabólicas centrales y reservorios metabólicos primarios (Keller, 2019). 

La síntesis de metabolitos secundarios ocurre a través de varias rutas metabólicas. Entre éstas, la ruta 

mediada por las sintasas de policétidos, cuya función básica consiste en la condensación de moléculas de 

acetil-CoA o malonil-CoA, derivados de la glucólisis y la modificación del piruvato en la mitocondria. El otro 

tipo de metabolitos secundarios son los péptidos no-ribosomales, los cuales se sintetizan a partir de ciertos 

aminoácidos; su síntesis no requiere de ARN mensajero, sino de módulos enzimáticos que se encargan de 

unir aminoácidos (Walsh et al., 2013). 

Distintas especies de Lasiodiplodia, producen metabolitos en diferentes condiciones ambientales, que se 

cree están involucrados con la capacidad del hongo para colonizar distintos hospederos, y por ende en el 

establecimiento de la enfermedad (Félix et al., 2018). Estudios previos reconocen a Lasiodiplodia spp. 

como excelente productor de ácido jasmónico, cuya obtención involucra la síntesis de distintos 

metabolitos con actividad biológica como lasiodiplodina, meleína y ácido indol acético, entre otros 

(Aldridge, 1971; Pandi et al., 2011; Shen et al., 2014). 

1.1.3 Producción de sideróforos 

Los sideróforos (del griego sideros phoros “portadores o acarreadores de hierro”), son pequeñas moléculas 

de bajo peso molecular (300-2,000 Da) con alta afinidad por el hierro (Dybas et al., 1995; Neilands, 1995). 
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Son sintetizados y secretados por diferentes microorganismos como bacterias y hongos, así como por 

algunas plantas (fitosideróforos), en condiciones deficientes de hierro (Drechsel y Jung, 1998; Ratledge y 

Dover, 2000). Su principal función es la quelación y transporte de hierro insoluble al interior de la célula 

donde es reducido a Fe2+ (Neilands, 1995). 

El hierro es uno de los elementos más importantes para los seres vivos, juega un papel muy importante 

en los procesos metabólicos esenciales como: la síntesis y reparación de ácidos nucleicos, respiración, 

transporte fotosintético, reducción de nitratos, fijación de nitrógeno y desintoxicación de radicales libres 

(Liu et al., 2007; Narrillos-Rodríguez, 2014). Además, el hierro es uno de los elementos más abundantes 

en la corteza terrestre (Cornell y Schwertmann, 2003), pero su biodisponibilidad se ve limitada por su baja 

solubilidad. 

Los sideróforos se encargan de quelar los iones Fe3+ dando lugar a complejos metálicos denominados 

ferrisideróforos, los cuales son transportados mediante un sistema de transporte activo de alta afinidad 

dependiente del ATP, a través de proteínas y receptores de membrana específicos (Narrillos-Rodríguez, 

2014). Una vez en el interior de la célula, el hierro es liberado del complejo con el sideróforo mediante un 

proceso redox, mediado por ferri-reductasas citoplasmáticas que intervienen en la formación del complejo 

Fe+2-sideróforo a partir de la reducción del complejo Fe+3-sideróforo. Dado que la afinidad del sideróforo 

hacia el Fe2+ es mucho menor que hacia el Fe3+, la disociación se ve facilitada, lográndose introducir el 

metal en el interior del organismo (Ratledge y Dover, 2000; Narrillos-Rodríguez, 2014). 

El hierro liberado es incorporado a proteínas o almacenado intracelularmente. Algunos sideróforos tras 

este proceso pueden ser secretados otra vez al medio para capturar una nueva molécula de hierro 

(Narrillos-Rodríguez, 2014). 

 

1.1.3.1 Características estructurales de los sideróforos 

Las principales características estructurales que determinan la selectividad de un sideróforo por el ion 

férrico son: el tipo, número de átomos en un solo ligando que se unen al metal (denticidad) y distribución 

espacial de los grupos de unión a metal (Boukhalfa y Crumbliss, 2002). A pesar de los más de 500 

sideróforos identificados hasta la fecha, la diversidad de los grupos funcionales que coordinan el ion férrico 

es escasa.  La mayoría de sideróforos se pueden agrupar en hidroxamatos, catecolatos, ácidos α-
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hidroxicarboxílicos y sideróforos mixtos. Los hidroxamatos son sideróforos que se caracterizan por utilizar 

un grupo hidroxamato para unirse al hierro; se pueden clasificar en ferricromos, ferrioxaminas, 

coprogenos y fusarininas. Dentro de este grupo el sideróforo más representativo es la aerobactina 

(Narrillos-Rodríguez, 2014). Por otro lado, en los catecolatos el centro de unión deriva del corismato y se 

pueden clasificar en catecoles sensu stricto, formados por ácido 2,3-dihidroxibenzoico (DHBA) o fenolatos, 

compuestos por ácido salicílico (Crosa y Walsh, 2002). Finalmente, los ácidos α-hidroxicarboxílicos son 

sideróforos con un grupo similar al de un hidroxamato, en el que se sustituye uno de los radicales por un 

doble enlace con oxígeno y un nitrógeno del esqueleto por un carbono (Narrillos-Rodríguez, 2014). 

 

1.1.3.2 Efectos y aplicaciones de los sideróforos 

Los sideróforos son ampliamente aplicados en diversos campos, por ejemplo, en la agricultura, donde la 

inoculación del suelo con microorganismos productores de sideróforos aumenta el crecimiento y el 

rendimiento de varias plantas (Kloepper et al., 1980). Los sideróforos de tipo hidroxamato están presentes 

en varios suelos, cumpliendo la función de reducir la acumulación de metales pesados, que resulta tóxica 

para la mayoría de las plantas y contamina el suelo, derivando en la disminución de la actividad microbiana 

y por ende la fertilidad del suelo (Powell et al., 1980; McGrath et al., 1995). 

Los sideróforos se han reportado también como inhibidores del crecimiento de diversos hongos 

fitopatógenos, como Phytophthora parasitica (Seuk et al., 1988), Phythium ultimum (Hamdan et al., 1991), 

Fusarium oxysporum veri dianthi (Buysens et al., 1996) y Sclerotinia sclerotiorum (McLoughlin et al., 1992). 

La capacidad de un microorganismo de usar sideróforos le confiere una ventaja competitiva sobre otros 

organismos, pues le permite obtener el hierro disponible, mejorando su crecimiento, al mismo tiempo que 

limita la disponibilidad de hierro a otros microorganismos presentes en el ambiente. 

Algunas especies no patógenas de Fusarium producen sideróforos más eficaces y en mayor cantidad que 

las especies patógenas, lo que les permite inhibir el crecimiento de otros hongos (Lemanceau et al., 1986). 

Aspergillus ochraceous produce distintos tipos de sideróforos, algunos de los cuales restringen el 

crecimiento de organismos competidores por la inhibición activa del transporte de sus sideróforos (Jalal 

et al., 1984). 
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El transporte de hierro mediado por sideróforos también influye en la patogenicidad de los 

microorganismos. Los patógenos microbianos deben adquirir hierro para sobrevivir en su hospedero 

(Weinberg, 1999a) y uno de los mecanismos de defensa utilizados por la planta hospedante, es restringir 

su disponibilidad (Weinberg, 1999b). Hay evidencia de que los sideróforos actúan como factores de 

virulencia. Por ejemplo, las cepas mutantes del hongo fitopatógeno, Microbotryum violaceum, deficientes 

en la producción de ácido rodotorúlico, un tipo de sideróforo, muestran una importante reducción o 

ausencia de patogenicidad comparadas con el hongo silvestre (Ruddat et al., 1991). 

 

1.1.4 Ácido Oxálico 

El ácido oxálico es otro agente quelante ampliamente estudiado debido a su capacidad para disolver 

diferentes minerales. Algunos hongos fitopatógenos y descomponedores de madera secretan ácido 

oxálico, lo que sugiere que está involucrado en la degradación no enzimática de la pared celular del 

hospedero, por la producción de radicales libres en etapas tempranas de la degradación de celulosa y 

lignina (Machuca et al., 2001; Goodell, 2003). Por ejemplo, en Sclerotinia spp., la principal función del 

oxalato en la patogénesis es la supresión de la generación de especies reactivas de oxígeno, 

comprometiendo la defensa del hospedero. Por otra parte, la sobresecreción de oxalato en Beauveria 

basiana, probablemente facilita la penetración del patógeno en la cutícula del insecto hospedero (Wagner 

y Lewis, 2000; Fomina et al., 2005). 

Por otro lado, el oxalato tiene un impacto en la competencia entre especies de hongos, afectando el 

equilibrio ecológico en la microflora del suelo y la relación planta-patógeno, además mejora la 

disponibilidad de nutrientes por la vegetación asociada (Dutton y Evans, 1996). 

 

1.1.4.1 Síntesis del Ácido Oxálico 

La síntesis de ácido oxálico está ampliamente descrita en hongos y se han propuesto varias vías para su 

biosíntesis (Foster, 1949). Las vías más probables implican el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) o el ciclo 

del glioxilato en la biosíntesis de oxalato (Cleland y Johnson, 1956; Jakoby y Bhat, 1958; Hodgkinson, 1977), 
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que involucra la escisión hidrolítica del oxaloacetato a oxalato y acetato (Nord y Vitucci, 1947), o la 

oxidación del glioxilato a oxalato (Maxwell y Bateman, 1968; Müller y Frosch, 1975; Müller, 1986). 

 

1.1.4.2 Funciones del Ácido Oxálico en la patogénesis  

Los patógenos de plantas pueden generar y segregar en su entorno concentraciones milimolares de 

oxalato (Cessna et al., 2000; Rollins y Dickman, 2001), y esta producción durante la infección de la planta 

se ha implicado como un determinante principal de la patogenicidad. Las evidencias de la participación del 

ácido oxálico en la patogénesis, se basan en su recuperación del hospedero y en la reproducción de los 

síntomas de la enfermedad al inyectarlo en plantas sanas (Dutton y Evans, 1996). Al principio de la 

patogénesis, el ácido oxálico se acumula en los tejidos infectados, aumentando su concentración a medida 

que el patógeno coloniza el tejido del hospedero; al mismo tiempo que disminuye el pH a 4.5 (McCarroll y 

Thor 1978; Noyes y Hancock 1981). Dado que el pH óptimo de las enzimas extracelulares producidas por 

hongos fitopatógenos generalmente está por debajo del pH 5.0, esta disminución favorece su actividad 

(Bateman y Beer, 1965; Magro et al., 1984; Maxwell y Lumsden, 1970). 

 

1.2 Justificación 

El género Lasiodiplodia es uno de los agentes causales de enfermedades de la madera en un gran número 

de plantas hospederas. Los hongos pertenecientes a este género tienen la capacidad de producir una gran 

variedad de metabolitos secundarios con distintas actividades biológicas. No obstante, la relación entre la 

síntesis de éstos con los mecanismos de patogenicidad del hongo ha sido poco estudiada. Se sabe que 

Lasiodiplodia spp. producen sideróforos, pero falta conocer el tipo y estructura química de éstos para 

continuar con el estudio de su papel en la patogénesis. Por otro lado, el ácido oxálico ha sido reportado 

como un factor de virulencia en distintos hongos fitopatógenos, pero su síntesis en el género Lasiodiplodia 

no ha sido estudiada. Además, estos metabolitos resultan de interés biotecnológico, entre otras cosas, por 

su potencial para el control biológico de microorganismos fitopatógenos.  
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1.3. Hipótesis  

Lasiodiplodia spp. produce ácido oxálico y más de un tipo de sideróforo. 

 

1.4. Objetivos  

1.4.1 Objetivo general 

Caracterizar los metabolitos secundarios, sideróforos y ácido oxálico, producidos por Lasiodiplodia spp.  

 

1.4.2 Objetivos específicos 

 Evaluar la producción de sideróforos en Lasiodiplodia spp. en ensayos in vitro. 

 Identificar el tipo de sideróforo(s) producido por Lasiodiplodia sp. usando técnicas bioquímicas. 

 Evaluar la producción de ácido oxálico en Lasiodiplodia spp. mediante técnicas de microscopía. 
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Capítulo 2. Metodología 

2.1. Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento 

Para la realización de este trabajo, se seleccionaron dos cepas del género Lasiodiplodia. Lasiodiplodia 

brasiliense MXBCL28 aislada del cancro de una planta de vid del Valle de Guadalupe, Ensenada, Baja 

California, previamente aislada e identificada molecularmente en el laboratorio de fitopatología de CICESE 

(Paolinelli-Alfonso et al., 2016), y L. gilanensis UCD256Ma, aislada de una planta de vid de Madera County 

en California con presencia de cancros (Úrbez-Torres et al., 2006) y donada al laboratorio por el Dr. Douglas 

Gubler de la Universidad de California, Davis. Ambas cepas fueron recuperadas de resguardos de glicerol 

al 20% a 4°C. Una vez recuperadas, la cepas se mantuvieron para su uso rutinario  en medio agar papa 

dextrosa (PDA) a 30±2°C. 

Ambas cepas se caracterizan por la presencia de micelio aéreo de apariencia algodonosa, colonias 

inicialmente blancas tornándose grisáceas y crecimiento acelerado comparado con otras especies 

fúngicas. Específicamente, las colonias de L. brasiliense se caracterizan por la presencia de micelio aéreo 

denso color gris claro que se va intensificando en la zona cercana al punto de inoculación (Figura 1). Las 

colonias de L. gilanensis tienen aspecto algodonoso con abundante micelio aéreo que se vuelve gris humo 

después de exponerse a la luz o de una incubación larga (Figura 1). 

 
Figura 1. Características macro y microscópicas de Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 (A y B) y Lasiodiplodia gilanensis UCD256Ma 
(C y D). A y C, morfología de la colonia en agar PDA; B y D, morfología de esporas en diferentes estados de maduración, esporas 
hialinas aseptada y esporas pigmentadas septadas (100X). Barra de escala 10 μm. 

 

Para los ensayos de producción de ácido oxálico en la familia Botryosphaeriaceae se analizaron distintas 

especies de la familia (Tabla 1). 
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2.2 Sideróforos 

2.2.1. Evaluación de la producción de sideróforos 

La capacidad de producir sideróforos se evaluó mediante el ensayo Universal CAS (cromo azurol s) en 

medio sólido (Schwyn y Neilands, 1987). Este método, es el más utilizado para la detección de sideróforos 

debido al complejo ferricromogénico que cambia de color como consecuencia de la pérdida de hierro.  

Todo el material utilizado para la preparación de medios de cultivo y soluciones fue lavado con potasa 

alcohólica (0.5 N) para eliminar residuos orgánicos y evitar contaminaciones. El medio CAS-agar se preparó 

partiendo de las soluciones A y B. La solución A se preparó añadiendo 60.5 mg de cromo azurol s (CAS; 

Sigma-Aldrich 199532), 10 mL de una solución férrica de HCl 10 mM con FeCl3·6H2O 1 mM y 72.9 mg de 

bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA; Sigma-Aldrich H6269) disueltos en un volumen final de 100 

mL de agua destilada. El CAS se disolvió en aproximadamente 40 mL de agua destilada para 

posteriormente agregar la solución férrica con lo que se observó un viraje de anaranjado rojizo a rojo 

obscuro, después se adicionó el H.D.T.M.A. obteniendo una solución púrpura. Finalmente, la solución se 

aforó a un volumen final de 100 mL con agua destilada. Por separado, como solución B, se preparó el 

medio mínimo 9 (MM9) sólido (10 g/L de glucosa, 0.5 g/L de NaCl, 0.3 g/L de K2PO4, 0.1 g/L de NH4CH3CO2, 

5.0 g/L de Soytona, 30 g/L de MES) se ajustó el pH del medio a 6.8 y se agregaron 15 g/L de agar  para 

aforarse a 900 mL con agua destilada.    

Ambas soluciones fueron esterilizadas por separado a 120°C y 15 lb de presión durante 15 minutos. Una 

vez estériles las soluciones A y B se dejaron enfriar hasta aproximadamente los 40°C y se mezclaron los 

100 mL de la solución CAS con los 900 mL de MM9 para obtener 1L de CAS-agar, adquiriendo la 

característica coloración azul del medio.  

El medio se vació en cajas Petri, una vez solidificado se inoculó en el centro un disco micelial de 5 mm de 

diámetro de un cultivo de 3 días de crecimiento de cada una de las cepas. Los cultivos se mantuvieron en 

observación de 3 a 5 días incubados a 30°C. La producción de sideróforos se consideró positiva al observar 

un viraje de azul a amarillo, anaranjado o púrpura dependiendo del tipo de sideróforo presente (Pérez-

Miranda et al., 2007). Como controles se usaron cajas con medio CAS-agar sólido sin inocular. Los ensayos 

se realizaron por triplicado.  
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2.2.2. Cuantificación de unidades de sideróforos 

Nuevamente, todo el material utilizado para la preparación de medios de cultivo y soluciones se lavó con 

potasa alcohólica (0.5N) para eliminar residuos orgánicos y evitar contaminaciones.  

Para cuantificar las unidades de sideróforos producidas, se utilizó como medio de cultivo el MM9 líquido 

(10 g/L glucosa 1%, 5 g/L de acetato de amonio, 1.5 g/L de KH2PO4, 2.5 g/L de NaCl) ajustado a pH 5.8. Se 

transfirieron 100 mL de medio a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, los cuales fueron esterilizados a 120°C 

y 15 lb de presión durante 15 minutos. Una vez fríos, cada matraz se inoculó con tres discos miceliares de 

5 mm de diámetro de un cultivo de 3 días de alguna de las cepas. Cada una se inoculó por triplicado. Como 

control se usaron matraces con medio MM9 sin inocular. Los matraces se incubaron a 30±2°C en agitación 

a 100 rpm durante 15 días, recuperando alícuotas de 1 ml de sobrenadante cada tercer día durante 15 

días. Al final, los cultivos se filtraron y el sobrenadante libre de células se utilizó para los ensayos de 

identificación y cuantificación de unidades de sideróforos producidos.  

La cuantificación de los sideróforos se realizó mediante el ensayo CAS líquido (Schwyn y Neilands, 1987). 

Para esto, se preparó la solución Fe-CAS con 7.5 mL de CAS 2 mM, 1.5 mL FeCl3·6H2O 1 mM, 21.9 mg de 

HDTMA y 9.76 g de MES en 100 mL y se ajustó el pH a 5.6. Se tomaron 100 µL de sobrenadante libre de 

células, y se les agregó 100 µL de la solución CAS-Fe en una microplaca de 96 pozos. Para cada cepa se 

hicieron dos réplicas biológicas y tres réplicas técnicas de cada replica biológica. El medio MM9 sin inocular 

fue utilizado como control. La absorbancia de las muestras se midió en un lector de placas Multiskan sky 

a 630 nm. Finalmente, las unidades de sideróforos producidos por cada cepa se determinaron de acuerdo 

a la ecuación propuesta por Sayyed y colaboradores (2005): 

% unidades de sideróforos = { 
[𝐴𝑟−𝐴𝑠]

𝐴𝑟
}× 100                                                  (1) 

Dónde:  

Ar: Absorbancia de referencia (blanco) 

As: Absorbancia de la muestra 
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2.2.3 Análisis estadístico 

Para determinar diferencias significativas en la producción de sideróforos se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) seguido de una prueba de Tukey (α <0.05) utilizando el paquete STATISTICA 8.0. 

 

2.2.4 Extracción de sideróforos  

De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccionó la cepa L. brasiliense MXBCL28 para continuar con la 

extracción selectiva de los distintos tipos de sideróforos producidos y recuperados en el sobrenadante 

filtrado. 

 

2.2.4.1 Hidroxamatos 

Un volumen de 500 mL de sobrenadante de medio MM9 inoculado con L. brasiliense (MXBCL28) se 

transfirió a un embudo de separación y se le realizaron seis extracciones con 25 mL de alcohol bencílico 

para formar un total de 150 mL de fase orgánica (FO), la cual fue lavada con 50 mL de una solución saturada 

de sulfato de amonio (fase acuosa) y secada con sal anhidra.  

Una vez seca la fase orgánica, se adicionaron 1.5 L de cloruro de metileno y enseguida se realizaron 10 

extracciones con 50 mL de agua destilada cada una. Esta nueva fase acuosa fue lavada con 100 mL de 

cloruro de metileno, los cuales fueron separados y descartados. Finalmente, el extracto acuoso fue 

evaporado a presión reducida en un rotaevaporador, para permitir la obtención del extracto de 

sideróforos de tipo hidroxamato. 

La presencia de moléculas tipo sideróforo se evaluó por medio de cromatografía de capa fina (TLC, por sus 

siglas en inglés), empleando sílica gel como fase estacionaria y de n-butanol/agua/ácido acético en 

proporción 60:15:25 como fase eluyente. Finalmente, la CCF se visualizó con luz ultravioleta y 

posteriormente fue revelada con una solución de FeCl3 3%. 
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2.2.4.2 Catecolatos   

Para la extracción de sideróforos del tipo catecolatos, se analizó un volumen de 250 mL de sobrenadante 

de medio MM9 que se acidificó con una solución de HCl 6 M hasta pH de 2-3, para disminuir la afinidad de 

los catecolatos hacia el hierro. Enseguida se transfirió a un embudo de separación y se realizaron tres 

extracciones con acetato de etilo. La fase orgánica se lavó con agua destilada, se secó con sal anhidra y se 

concentró a presión reducida para la obtención del extracto.  

Se realizó un monitoreo de la presencia de moléculas tipo sideróforo por medio de CCF, empleando sílica 

gel como fase estacionaria y diclorometano/metanol en distintas proporciones como fase eluyente. 

Finalmente, la CCF se visualizó con luz ultravioleta y posteriormente fue revelada con una solución de FeCl3 

3%. 

 

2.2.5. Bioensayo en hojas de vid  

Los extractos orgánicos crudos, así como los parcialmente purificados de las moléculas de tipo catecolato 

e hidroxamato producidos por L. brasiliense MXBCL28, se evaluaron en hojas de vid como posibles factores 

de virulencia del hongo. Para ello, se tomaron muestras de tejido foliar de aspecto saludable de vid cv. 

Merlot, y se cortaron fragmentos circulares de 5 mm de diámetro con ayuda de un sacabocados estéril. 

Los fragmentos obtenidos se sumergieron en 150 µL de cada una de las soluciones a evaluar, las cuales 

fueron el sobrenadante filtrado libre de células, y 0.05 g/mL de los extractos parcialmente purificados de 

naturaleza catecolato e hidroxamato resuspendidos en H2O destilada estéril. Para el tratamiento control 

se utilizó H2O destilada estéril. Cada fragmento foliar se colocó en un pocillo en una placa de 96 pozos con 

fondo blanco para favorecer el contraste. El aspecto del tejido foliar se evaluó después de 24 horas de 

incubación a temperatura ambiente. 

 

2.3 Producción de cristales de Oxalato de Calcio 

Para evaluar la producción de cristales de oxalato de calcio en las cepas, L. brasiliense MXBCL28 y L. 

gilanensis UCD256Ma, se utilizó el medio Agar Extracto de Malta (MEA). Este es un medio de cultivo 
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complejo, debido a la cantidad variable de calcio procedente del grano de cebada que puede contener 

(Guggiari et al., 2011).  

El medio MEA se preparó utilizando 33.9 g de medio de cultivo MEA comercial (Conda, cat. 1038.00) por 

litro. Para inducir la producción de cristales de oxalato de calcio, se adicionaron 5 g/L de CaCO3 

(MEA+CaCO3). Una vez preparado el medio fue esterilizado a 120°C y 15 lb de presión durante 15 minutos. 

El medio se vació en cajas Petri de 6 cm de diámetro. Una vez solidificado, se colocó una membrana de 

celofán estéril sobre el medio, para remover la mayor parte del tejido fúngico previo al análisis 

microscópico y favorecer la observación de los cristales producidos. Las cajas se inocularon con un disco 

micelial de 5 mm de diámetro de alguna de las cepas, L. brasiliense MXBCL28 o  L. gilanensis UCD256Ma. 

Los cultivos se incubaron a 30°C durante 3 días, con fotoperiodos de 12 hrs de luz por 12 hrs de obscuridad 

y en observación constante. Como control se usaron cajas con medio MEA. El ensayo se realizó por 

triplicado. 

 

2.3.1 Microscopía de campo claro/DIC 

La evaluación preliminar de la presencia de cristales de CaC2O4 en los cultivos fúngicos de 3 días de 

incubación se realizó mediante microscopía óptica. Se tomó un trozo de agar de distintas zonas del cultivo, 

de aproximadamente 0.5 cm2 cada uno  y se observó en un microscopio óptico invertido Zeiss Axiovert 200 

empleando la técnica de bloque de agar invertido (Hickey et al., 2004). Las imágenes fueron capturadas 

con una cámara Axiocam 200 y se analizaron con el software Zeiss AxioVision SE64, Rel. 4.9.1. 

Adicionalmente se realizó el análisis de la producción de cristales de oxalato de calcio en varias cepas de 

la familia Botryosphaeriaceae (Tabla 1) siguiendo el mismo protocolo. 

 

2.3.2 Recuperación de cristales para evaluación microscópica 

Una vez transcurridos tres días de incubación, se retiró la membrana de celofán sobre la cual se inoculó el 

hongo. En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL se recuperaron los cristales formados tomando pequeños 

trozos de agar inoculado con el hongo. Se les agregó etanol (70%) para favorecer la precipitación de los 
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cristales y se recuperaron por pipeteo. Para eliminar el recubrimiento de agar que persistía en la superficie, 

los cristales se lavaron con agua destilada caliente cinco veces, removiendo el líquido con una micropipeta. 

 

2.3.3 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)  

Para analizar a detalle la superficie y la geometría de los cristales producidos, se tomaron 3 μL de los 

cristales suspendidos en agua y se montaron en un botón de aluminio portamuestras para microscopía 

electrónica de barrido (SEM) de 10 mm de diámetro. Como controles se usaron CaCO3 y CaC2O4. En cada 

botón se colocó una muestra de cristales de oxalato biogénicos, CaCO3 y CaC2O4. Una vez montadas las 

muestras, los botones se resguardaron en un horno a 65°C para favorecer la evaporación del agua y 

proteger las muestras hasta su observación por microscopía electrónica de barrido (SEM). Finalmente, se 

observaron con un microscopio electrónico de barrido (SEM Hitachi SU-3500) en condiciones de bajo 

vacío, con la finalidad de preservar las características superficiales de las muestras.  

Para conocer la composición química de los cristales observados (Do Rio et al., 2008), se realizaron ensayos 

micro-elementales con el microscopio electrónico de barrido acoplado a un detector EDS (ZEISS-EVO® MA 

15 Analytical SEM). 

 

2.3.4 Identificación del ion oxalato mediante prueba de permanganato  

La identificación del ion oxalato se realizó mediante la reacción con permanganato de potasio (KMnO4), 

siguiendo la metodología propuesta por Kalbus y colaboradores (2004). La reacción es colorimétrica, 

puesto que la solución inicial del permanganato es color rosa intenso, mientras que la forma que adopta 

al reducirse (Mn2+) en presencia del ion oxalato es incolora. La reacción rédox se basa en la reducción del 

ion permanganato en medio ácido según la reacción global:  

5 C2O4
2− + 2 MnO4

− + 16 H+ → 10 CO2 + 2 Mn2+ + 8 H2O                                              (2) 

Para realizar la prueba, en un tubo de ensayo de fondo redondo de 75 x 10 mm, se adicionaron 100 μL de 

una solución de cristales de oxalato obtenidos de las cepas L. brasiliense MXBCL28 y L. gilanensis 

UCD256Ma como se describió arriba. Como control positivo se usaron tubos conteniendo   una solución 
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de oxalato de calcio (8 g/L), y como controles negativos H2O estéril y una solución de carbonato de calcio 

(8 g/L) añadidos en exceso al medio MEA. A todos los tubos se agregaron 200 μL de una solución de 

permanganato de potasio 0.4 mM. Para completar la reacción se agregaron 2 gotas de una solución de 

ácido sulfúrico 1.5 M. El cambio de color de rosa intenso a incoloro indicó la presencia de oxalato de calcio. 
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Capítulo 3. Resultados 

3.1 Producción de sideróforos 

3.1.1 Análisis cualitativo de la producción de sideróforos 

La producción de sideróforos en medio CAS en las cepas L. brasiliense MXBCL28 y L. gilanensis UCD256Ma 

se observó a los tres días de incubación. El cambio de coloración en el medio CAS a anaranjado indica la 

producción de sideróforos alcalinos, mientras la formación de un halo rojizo-morado indica la naturaleza 

ácida de los sideróforos que se están secretando al medio. Considerando lo propuesto por Pérez-Miranda 

y colaboradores (2007), en L. brasiliense MXBCL28 se infirió la producción de moléculas de sideróforos de 

tipo catecolato e hidroxamato (Figura 2a). Mientras en L. gilanensis UCD256Ma se observó el viraje a 

anaranjado indicando la producción únicamente de hidroxamatos (Figura 2b). 

 

Figura 2. Evaluación de producción de sideróforos en cepas de Lasiodiplodia en medio CAS después de tres días de incubación. A, 
Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28; B, Lasiodiplodia gilanensis UCD256Ma; C, medio sin inocular como control. La presencia de un 
halo de color amarillo en carboxilatos, naranja-rojizo para hidroxamatos, o morado para catecolatos, alrededor de la colonia indica 
la secreción de sideróforos al medio. En L. brasiliense MXBCL28 se infirió la producción de moléculas de sideróforos de tipo 
catecolato e hidroxamato; mientras en L. gilanensis UCD256Ma únicamente de hidroxamatos. 

 

3.1.2. Cuantificación de sideróforos 

El porcentaje de unidades de sideróforos en la cepa L. gilanensis UCD256Ma fue mayor que el de L. 

brasiliense MXBCL28 al día 3, pero posteriormente solo tuvo un incremento discreto con un máximo de 

32.82 ± 3.92% unidades de sideróforos al día 15 de incubación. En la cepa L. brasiliense MXBCL28, las 

unidades de sideróforos incrementaron con el tiempo, alcanzando la mayor producción de sideróforos en 

el día 15 con 46.43 ± 3.76% (Figura 3; Anexo A). Los resultados del análisis estadístico (ANOVA), indicaron 
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diferencias significativas en el porcentaje de unidades de sideróforos producidas por ambas cepas durante 

los últimos días del ensayo (Figura 3). Por lo tanto, se consideró el día 15 como el óptimo para la producción 

de sideróforos y se seleccionó la cepa Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 para la posterior caracterización. 

 

Figura 3. Cuantificación de unidades de sideróforos producidas por cepas de Lasiodiplodia spp. Barras indican el error estándar. 
Barras acompañadas con letras diferentes indican diferencias significativas (α<0.05). 

 

3.1.3 Extracción de sideróforos  

En el proceso de extracción de sideróforos realizado con sobrenadante de la cepa Lasiodiplodia brasiliense 

MXBCL28, se obtuvieron 186.4 mg de extracto seco de moléculas de tipo catecolato a partir de 250 mL de 

medio de cultivo. Para el extracto de hidroxamatos se obtuvieron 263.1 mg. El análisis por cromatografía 

de capa fina (CCF), una vez revelada con la solución de FeCl3, mostró zonas obscuras (Figura 4), indicando 

la presencia de moléculas de tipo sideróforo. 
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Figura 4. Separación de compuestos tipo sideróforos producidos por Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 por cromatografía de capa 
fina  (CCF). A-B, evaluación de extractos de tipo hidroxamato. A, placa revelada con luz UV. B, placa con revelador químico, FeCl3. 
C-D, evaluación de extractos de tipo catecolato comparado con ácido gálico como molécula de tipo catecol (derecha). C, placa 
revelada con luz UV. D, placa con revelador químico, FeCl3. Las flechas negras señalan las fracciones coloreadas al contacto con el 
revelador químico. 

 

3.1.4 Bioensayo en hojas de vid  

Al evaluar el efecto de los extractos orgánicos crudos, así como los parcialmente purificados, de las 

moléculas de tipo catecolato e hidroxamato producidos por L. brasiliense MXBCL28, en hojas de vid, 

después de 24 horas de iniciado el ensayo, en el tratamiento control no se observó daño del tejido foliar.   

En los discos de hojas inoculadas con el extracto de naturaleza hidroxamato se observó una ligera necrosis 

en las nervaduras. En los discos inoculados con el extracto de naturaleza catecolatos se observaron 

lesiones necróticas, que tornaron obscuro el tejido. Con el sobrenadante filtrado, solo se observaron 

pequeñas lesiones en el centro del disco de hoja (Figura 5). 
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Figura 5. Evaluación de la toxicidad de extractos orgánicos de tipo sideróforo producidos por Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 
en tejido foliar de vid variedad Merlot. No se observaron síntomas en el tratamiento control después de 24 hrs en contacto con 
el H2O estéril. En el extracto orgánico de naturaleza hidroxamato se observó una ligera necrosis en las nervaduras. En los discos 
de hojas con el extracto de naturaleza catecolato se observaron síntomas de necrosis en el tejido tratado. Aunque en menor 
medida en las hojas suspendidas en el sobrenadante filtrado también se observaron síntomas de necrosis. 

 

3.2 Producción de cristales de Oxalato de Calcio 

Las cepas L. brasiliense MXBCL28 y L. gilanensis UCD256Ma produjeron cristales de oxalato de calcio 

putativos al suplementar el agar extracto de malta (MEA) con carbonato de calcio (CaCO3).  

Usando microscopía óptica, se observaron cristales mayormente cúbicos, de distintos volúmenes 

presentes en los fragmentos de agar. Los cristales más pequeños se agrupan con algunos más grandes, 

favoreciendo su observación (Figura 6). 
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En todas las cepas de la familia Botryosphaeriaceae analizadas, se observó la producción de cristales de 

oxalato de calcio, evidenciando que la formación de cristales a partir de carbonato de calcio es una 

característica conservada entre las especies de esta familia (Tabla 1). 

 

Figura 6. Micrografía de cristales de oxalato de calcio producidos por cepas del género Lasiodiplodia. A-B, Lasiodiplodia 
brasiliense; C-D, Lasiodiplodia gilanensis. Microscopio óptico invertido Zeiss Axiovert 200, capturadas con la cámara Axiocam 
200 y analizadas con el software Zeiss AxioVision SE64, Rel. 4.9.1., Laboratorio de Fitopatología, CICESE.  
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Tabla 1. Análisis de la producción de cristales en cepas de la familia Botryosphaeriaceae. 

CEPA ORIGEN REFERENCIA 
Formación de 

cristales 
MEA+ CaCO3 

UCD2324Mar 
Botryosphaeria 
dothidea 

Condado de Marin, CA 
Úrbez-Torres et 
al., 2006 

+ 

UCD1125Na 
Neofusicoccum 
parvum 

Condado de Napa, CA 
Úrbez-Torres et 
al., 2006 

+ 

UCD1314So 
Neofusicoccum 
australe 

Condado de Sonoma, CA 
Úrbez-Torres et 
al., 2006 

+ 

UCD1965SB Diplodia mutila 
Condado de Santa 
Bárbara, CA 

Úrbez-Torres et 
al., 2006 

+ 

UCD2098Te 
Neofusicoccum 
luteum 

Valle de Temécula,  
Condado de Riverside, CA 

Úrbez-Torres et 
al., 2006 

+ 

SACH19-3 Diplodia seriata 
San Antonio de las Minas, 
Ensenada, Baja California 

Candolfi-Arballo, 
2009 

+ 

SACH23 
Neofusicoccum 
vitifusiforme 

San Antonio de las Minas, 
Ensenada, Baja California 

Candolfi-Arballo, 
2009 

+ 

SASI12-3 Diplodia cortícola 
San Antonio de las Minas, 
Ensenada, Baja California 

Candolfi-Arballo, 
2009 

+ 

MXBCV5 
Lasiodiplodia 
crassispora 

Valle de Guadalupe, 
Ensenada, Baja California 

SR + 

MXVS16a 
Lasiodiplodia 
brasiliensis 

Hermosillo, Sonora SR + 

 
NOTA: SR, sin referencia; MEA + CaCo3, Agar extracto de malta adicionado con carbonato de calcio; +, indica la presencia de 

cristales en el cultivo analizado. 

 

3.2.1 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)  

En las primeras micrografías de los cristales de oxalato de calcio, se observó un recubrimiento de la 

superficie con agar, lo cual dificultó su evaluación micro-elemental por SEM-EDS (Figura 7).  
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Figura 7. Micrografía de los cristales de oxalato de calcio producidos por cepas del género Lasiodiplodia. A-C, Lasiodiplodia 
brasiliense (MXBCL28). B-D, Lasiodiplodia gilanensis (UCD256Ma). Microscopio electrónico de barrido (SEM) Hitachi, División 
Física aplicada CICESE. 

 

Una vez realizada la limpieza de la muestra, se observaron cristales mayormente tetragonales, mientras 

los de menor tamaño mostraron forma de placa, lo que les permite agruparse formando cúmulos de 

cristales de distintas formas y tamaño (Figura 8). Con la limpieza también se tuvieron las condiciones 

óptimas para los análisis micro-elementales de los cristales recuperados. En cada espectro se detectaron 

las señales emitidas por el carbono (C), el calcio (Ca) y el oxígeno (O); así como la presencia de la emisión 

de la energía dispersada por el aluminio, que compone la platina que soporta las muestras (Figura 8). En 

el Anexo B se muestran los valores obtenidos en cada caso. Estos resultados no confirmaron la naturaleza 

de los cristales obtenidos, debido a la similitud en la composición química del carbonato de calcio con el 

oxalato de calcio.  
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Figura 8. Análisis micro-elemental SEM-EDS. Micrografía y espectro de absorción de cristales producidos por A, Lasiodiplodia 
brasiliense (MXBCL28); B, Lasiodiplodia gilanensis (UCD256Ma); C, control de los cristales de oxalato de calcio (CaC2O4); D control 
de los cristales de carbonato de calcio (CaCO3). 
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3.2.2 Identificación del ion oxalato mediante prueba de permanganato  

El análisis de la presencia del ion oxalato en ambas cepas confirmó la naturaleza química de los cristales 

recuperados, dado que, en la prueba colorimétrica, se observó la pérdida de color rosado de la solución 

inicial de permanganato a incoloro, segundos posteriores de completar la reacción. Los controles 

negativos, la solución de reacción de KMnO4 y el CaCO3, mantuvieron la coloración rosada; mientras que, 

en el control positivo, con CaC2O4, como se esperaba, cambió a incoloro (Figura 9). 

 

Figura 9. Prueba de permanganato para la detección del ion oxalato. CONTROL -, KMnO4; CONTROL +, KMnO4 + CaC2O4 (8g/L); L. 
brasiliense (MXBCL28), KMnO4 + cristales de CaC2O4 a identificar; L. gilanensis (UCD256Ma), KMnO4 + cristales de CaC2O4 a 
identificar; CaCO3, KMnO4 + CaCO3. 
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Capítulo 4. Discusión  

 

Las cepas de Lasiodiplodia producen sideróforos de distinta naturaleza química. En L. gilanensis UCD25Ma 

se observó la producción de compuestos de tipo hidroxamato, mientras que en L. brasiliense MXBCL28, 

adicionales a hidroxamatos, se encontraron compuestos de tipo catecolato. Adicionalmente, la presencia 

de cuatro bandas en las cromatografías de capa fina de sideróforos tipo hidroxamato y de dos bandas para 

catecolatos, indica la producción de más de un compuesto de tipo sideróforo en L. brasiliense MXBCL28. 

La producción de diferentes tipos de sideróforos por una misma especie de hongos se ha reportado en 

Boletus edulis (Szaniszlo et al., 1981), Neurospora crassa (Van der Helm y Winkelmann, 1994), Aspergillus 

nidulans (Charlang et al., 1981), Penicillium chrysogenum (Charlang et al., 1981), Ustilago sphaerogena 

(Ecker et al., 1983) y algunas especies del género Trichoderma (Anke et al., 1991). Esta característica puede 

considerarse como una adaptación a las distintas condiciones ambientales a las que están expuestos los 

microorganismos. Por ejemplo, los sideróforos de naturaleza hidrofílica ayudan a los hongos a colonizar 

superficies sólidas, permitiéndoles difundirse movilizando una mayor cantidad de hierro. Por otra parte, 

en hongos que colonizan ambientes acuosos, los sideróforos de naturaleza lipofílica, tienen la capacidad 

de contrarrestar la desventaja que representa la difusión en el medio (Riquelme, 1996). Los sideróforos 

de tipo hidroxamato y catecolato, tienen naturaleza principalmente hidrofílica, por lo que se infiere que, 

en las cepas de Lasiodiplodia, podrían favorecer la colonización de las plantas y la captura del hierro 

disponible en el medio.  

Los sideróforos se han descrito como un importante factor de virulencia en microorganismos patógenos 

de animales, debido a su capacidad de captar el hierro presente en las proteínas de defensa de su 

hospedero (Payne, 1988). Considerando esto, se ha asignado una función ecológica similar a los 

sideróforos producidos por organismos fitopatógenos (Neilands y Leong, 1986). Por ejemplo, la bacteria 

fitopatógena Erwinia chrysanthemi, agente causal de pudrición blanda en distintas plantas hospederas, 

produce el sideróforo chrysobactin, al cual se le atribuye la capacidad patogénica de la cepa (Enard et al., 

1988). En el hongo fitopatógeno Colletotricum musae, una especie asociada a antracnosis en banano, se 

observó que conidias producidas en condiciones limitadas de hierro, para inducir la producción de 

sideróforos, produjeron lesiones en el hospedero con mayor rapidez respecto a las conidias producidas en 

condiciones normales de hierro (Brown y Swinburne, 1981).  Aunque se requiere mucho trabajo para 

determinar el papel de los sideróforos en especies de Lasiodiplodia, la presencia de dos tipos de 

sideróforos en L. brasiliense MXBCL28, no parece influir en la patogenia del hongo, dado que en estudios 

hechos en el laboratorio de fitopatología del CICESE, las dos cepas usadas aquí, produjeron lesiones 
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similares en plantas de vid (Rangel-Montoya, no publicado). Tampoco se puede descartar la producción 

de otros tipos de sideróforos en ambas cepas que no hayan sido producidos y detectados en el medio CAS. 

A pesar de que los sideróforos se consideran cruciales para el crecimiento de la mayoría de las especies 

de hongos en condiciones limitadas de hierro, no todos los hongos tienen la capacidad de sintetizarlos. 

Geotrichum candidum, Mucor spp., Phycomyces spp., Rhizopus spp., entre otros ascomicetos, 

basidiomicetos y levaduras, en su lugar captan el hierro mediante distintos mecanismos alternativos 

dependientes de energía, temperatura y acidificación del medio para favorecer su biodisponibilidad 

(Dancis et al., 1990; Mor et al., 1992). Aunque no se descarta la posibilidad de que las especies de 

Lasiodiplodia capten el hierro haciendo uso de distintas maquinarias que impliquen la relación directa con 

proteínas del hospedero, la presencia de compuestos de distinta naturaleza química y de más de un tipo, 

indica que, en estos hongos los sideróforos son los responsables de la captación del hierro usado para el 

crecimiento. 

Mucho del conocimiento que se tiene de la producción de sideróforos está basado en observaciones in 

vitro, donde las condiciones tanto bióticas como abióticas pueden diferir de las encontradas en el 

ambiente en donde se desarrolla el microorganismo. Entre estas variaciones se encuentran las distintas 

fuentes de elementos fundamentales para el desarrollo, principalmente de carbono y nitrógeno, el pH y 

la temperatura del medio. Estas condiciones, derivan en el incremento o la disminución de la producción 

de diferentes sideróforos o incluso en el tipo de sideróforo producido, y, por ende, en un cambio en la 

afinidad por el hierro (Teintze y Leong, 1981). Por ello, no se descarta que las cepas analizadas en este 

trabajo produzcan compuestos tipo sideróforo de distintas naturalezas que no se hayan podido detectar 

bajo las condiciones en las que se realizó el experimento. Para determinar esto y el rol de los sideróforos 

en especies de Lasiodiplodia en la patogenia, en trabajos posteriores se pretende evaluar su producción 

durante el proceso de infección de plantas de vid.  

Además de los sideróforos, con la finalidad de inmovilizar o acomplejar metales que se encuentren en 

exceso en el medio, algunos microorganismos producen metabolitos extracelulares como polisacáridos, 

pigmentos, o bien ácidos orgánicos. Los ácidos cítrico y oxálico son los ácidos orgánicos más comúnmente 

liberados al medio por hongos (Glasauer et al., 2005). Estos son importantes en la producción de energía 

como intermediarios en el ciclo tricarboxílico (TCA) y la homeostasis del pH celular, incluso se cree que los 

ácidos orgánicos tienen un papel esencial en la adquisición de nutrientes como resultado de sus 

propiedades de acidificación y unión a metales. 
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El presente trabajo demostró que la producción de cristales de oxalato de calcio, bajo condiciones 

saturadas de CaCO3, es un fenómeno conservado en distintas especies de la familia Botryosphaeriaceae. 

La producción in vitro de oxalato de calcio se ha reportado en líquenes, hongos micorrízicos y 

descomponedores (Graustein et al., 1977; Verrecchia, 1990; Arnott, 1995; Kolo y Claeys, 2005; Do Rio et 

al., 2008). También existen reportes de la producción de cristales de oxalato de calcio en hongos 

descomponedores de madera (Dutton et al., 1993; Schilling y Jellison, 2005; Hatakka y Hammel, 2010). En 

plantas superiores, la presencia de cantidades significativas de cristales de oxalato de calcio demuestra 

que su formación es un proceso fisiológico de gran importancia, en estos casos los cristales se forman a 

partir de ácido oxálico producido endógenamente y el calcio que la planta logra captar del suelo 

(Franceschi y Nakata, 2005; Costa et al., 2009). El oxalato de calcio es la forma de oxalato que se asocia 

más comúnmente a los suelos y hongos de vida libre, patógenos o simbiontes de plantas (Glasauer et al., 

2005).  

En cuanto a la morfología de los cristales, se han reportado cristales romboédricos o prismáticos en forma 

de bloque que suelen encontrarse de manera individual y aislada, en conglomerados angulares o drusas, 

mientras en bacterias es común la formación de cristales cuya forma se asemeja a agujas llamados cristales 

aciculares (Costa et al., 2009; Glasauer et al., 2013).  Costa y colaboradores (2009) indican que la geometría 

del cristal está determinada por la hidratación del cristal, la relación calcio-oxalato y la presencia de 

distintas sustancias contaminantes (Ryall et al., 2000; Guo et al., 2002; Ouyang et al., 2003; Touryan et al., 

2004). El proceso de biomineralización del oxalato de calcio en hongos puede originar distintas geometrías 

de los cristales: tetragonal, bipiramidal, en forma de placa, romboédrica o agujas, incluso se ha reportado 

su asociación a la superficie de las hifas, lo que se suele denominar recubrimiento de hifa. En el caso de 

las especies del género Lasiodiplodia y en las especies de la familia Botryosphaeriaceae analizadas, se 

observó la formación de cristales de apariencia tetragonal, generalmente agrupados.  

Debido a que no se encontraron diferencias en la morfología del cristal biogénico con los cristales de grado 

reactivo de CaCO3, La geometría de los cristales en las cepas de Lasiodiplodia observados en SEM y el 

análisis micro-elemental SEM-EDS no fueron contundentes para confirmar la naturaleza química de los 

cristales, es decir, si estos realmente correspondían a oxalato de calcio. En el trabajo de Guggiari y 

colaboradores (2011) con Pycnoporus cinnabarinus se concluyó que los cristales producidos eran de 

oxalato de calcio, sin realizar algún análisis adicional de su composición; sin embargo, se sabe que una sola 

especie puede formar más de un tipo de cristales, por ejemplo, en Penicillium corylophilum, Aspergillus 

niger (Gadd et al., 2014), Polyporus ciliatus, Pycnoporus cinnabarinus, o Trametes versicolor (Guggiari et 

al., 2011). Por otro lado, en Codiaeum variegatum los cristales biogénicos del oxalato de calcio fueron más 
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grandes con formas claramente definidas semejantes a una flor (Costa et al., 2009). Por estas razones, en 

este trabajo resultó necesaria la identificación química; esto se hizo con un ensayo de solubilidad del 

permanganato por acción del ion oxalato que confirmó la transformación del CaCO3. De esta forma 

probamos que las cepas de Lasiodiplodia producen ácido oxálico muy probablemente como parte de su 

proceso de patogenia.   

Si bien este trabajo contribuye con información valiosa respecto a la producción de metabolitos 

secundarios en especies del género Lasiodiplodia, trabajos posteriores ayudarán a conocer el papel de los 

sideróforos y del ácido oxálico en la relación planta-patógeno, así como el rol de los sideróforos en el 

desarrollo del hongo. Para ello, se propone realizar ensayos en planta, así como el análisis de genes clave 

en la producción de estos metabolitos. Esto permitirá la generación de mutantes deficientes en la 

producción de sideróforos para evaluar su impacto en la patogenia del hongo. 
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Capítulo 5. Conclusiones  

 Las cepas de Lasiodiplodia brasiliense MXBCL28 y Lasiodiplodia gilanensis UCD256Ma produjeron 

sideróforos. En L. brasiliense MXBCL28 se identificó la producción de una cantidad 

significativamente mayor de unidades de estos compuestos (46%), de tipo catecolato e 

hidroxamato, respecto a los sideróforos de tipo hidroxamato producidos por L. gilanensis 

UCD256Ma (32%). 

 Los extractos crudos de moléculas de tipo hidroxamato y catecolato obtenidos de L. brasiliense 

MXBCL28, provocaron lesiones necróticas en hojas de vid cv. Merlot, indicando su posible 

implicación en la patogénesis. Las lesiones observadas fueron mayores con el extracto de tipo 

catecolato. 

 En todas las cepas evaluadas se observó la formación de cristales principalmente tetragonales 

compuestos de carbono, hidrógeno y oxígeno. La presencia del ion oxalato en cristales producidos 

por L. brasiliense MXBCL28 y L. gilanensis UCD256Ma se confirmó empleando la titulación con 

permanganato. 

 Este trabajo contribuye con la identificación de metabolitos secundarios de Lasiodiplodia spp. y 

acerca al entendimiento de su posible papel en la patogénesis. 
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Capítulo 6. Recomendaciones   

A futuros estudiantes que muestren interés en el proyecto se les sugiere:  

 Concluir con la identificación química de los compuestos tipo sideróforo, para conocer sus 

estructuras químicas, purificarlos y buscarles una aplicación biotecnológica. 

 Ampliar el análisis de la producción de ácido oxálico y de sideróforos en otras especies de 

hongos asociadas a enfermedades de la madera. 

 Para el estudio de la producción de sideróforos es importante utilizar exclusivamente material 

de cristal y lavarlo con potasa alcohólica, ya que trazas de metal comprometen la cantidad de 

unidades producidas. 

 Evaluar la producción de ácido oxálico in planta y confirmar su producción en etapas  

tempranas de la patogénesis. 

 Determinar el rol de los sideróforos en el proceso de patogenia.  
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Anexos 

Anexo A. Unidades de sideróforos producidas por Lasiodiplodia spp. 

Tabla 2. Análisis del porcentaje de unidades de sideróforos producidas por Lasiodiplodia spp. 

Tiempo de 
incubación 

UNIDADES DE SIDERÓFOROS PRODUCIDAS (%) 

 Lasiodiplodia brasiliense 

(MXBCL28) 

Lasiodiplodia gilanensis 

 (UCD256Ma) 

Día 3 12.79 ± 1.21 c 18.39 ± 2.05 bc 

Día 6 25.67 ± 1.55 ab 25.33 ± 2.78 abc 

Día 9 37.35 ± 2.53 ade 26.83 ± 2.322 ab 

Día 12 45.15 ± 3.64 de 30.63 ± 3.273 ab 

Día 15 46.43 ± 3.76 e 32.82 ± 3.93 ad 
 

Porcentaje de unidades de sideróforos producidas ± error estándar. Valores acompañados con letras diferente  
indican diferencias significativas (α<0.05). Valores de absorbancia test CAS-líquido medición de absorbancia a 
630nm. SkanIt Software 6.0.1 for Microplate Readers RE, ver. 6.0.1.6. 
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Anexo B. Transcripción de valores obtenidos en el análisis elemental SEM-EDS 

 
Tabla 3. Transcripción de valores obtenidos en los microanálisis de Lasiodiplodia gilanensis (UCD256Ma). 

  NORM C. (wt.%) C. ATOM (at.%) 

MUESTRA C O Ca C O Ca 

Lasiodiplodia 
gilanensis 

(UCD256Ma) 

12.65 53.17 34.18 20.14 63.55 16.31 

13.06 54.94 31.99 20.44 64.55 15.01 

13.59 55.08 31.33 21.13 64.28 14.6 

13.21 54.17 32.62 20.76 63.88 15.36 

12.48 48.06 39.45 20.67 59.75 19.58 

PROMEDIO 12.998 53.084 33.914 20.628 63.202 16.172 

OXALATO 

13.93 51.31 34.76 22.16 61.67 16.57 

10.42 46.89 42.69 17.84 60.26 21.9 

11.03 50.04 38.94 18.3 62.34 19.36 

8.34 44.07 47.59 14.98 59.41 25.61 

12.35 56.15 31.5 19.31 65.93 14.76 

PROMEDIO 11.214 49.692 39.096 18.518 61.922 19.64 

CARBONATO 

11.99 53.31 34.7 19.21 64.12 16.67 

11.47 50.3 38.24 18.89 62.22 18.88 

11.8 53.72 34.48 18.89 64.56 16.55 

11.74 52.41 35.84 18.99 63.64 17.37 

9.75 46.27 43.98 16.91 60.24 22.85 

PROMEDIO 11.35 51.202 37.448 18.578 62.956 18.464 

       NOTA: NORM. C  [wt.%] = concentración normalizada en porcentaje en peso del elemento;  
                             C ATOM. [at.%] = porcentaje en peso atómico 
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Tabla 4. Transcripción de valores obtenidos en los microanálisis de Lasiodiplodia brasiliense (MXBCL28) 

  NORM C. (wt.%) C. ATOM (at.%) 

MUESTRA C O Ca C O Ca 

Lasiodiplodia 
brasiliense 
(MXBCL28) 

11.23 48.98 39.79 18.74 61.36 19.9 

9.76 40.19 50.05 17.77 54.92 27.31 

11.59 49.15 39.26 19.23 61.24 19.53 

12.89 56.76 30.36 19.95 65.96 14.08 

12.51 55.23 32.26 19.66 65.15 15.19 

12.7 52.84 34.46 20.25 63.28 16.47 

9.82 44.88 45.3 17.2 59.02 23.78 

PROMEDIO 11.5 49.71857 38.782857 18.971429 61.561429 19.4657 

OXALATO 

14.24 57.01 28.75 21.69 65.18 13.12 

14.72 54.27 31.01 22.73 62.92 14.35 

13.38 53.08 33.55 21.14 62.97 15.89 

9.3 45.56 45.14 16.31 59.97 23.72 

11.5 53.18 35.32 18.54 64.39 17.07 

PROMEDIO 12.628 52.62 34.754 20.082 63.086 16.83 

CARBONATO 

11.99 53.63 34.38 19.16 64.37 16.47 

12.16 53.66 34.19 19.4 64.26 16.34 

10.92 49.86 39.22 18.18 62.27 19.55 

10.69 48.06 41.25 18.07 61.02 20.91 

9.53 44.48 45.99 16.8 58.89 24.31 

PROMEDIO 11.058 49.938 39.006 18.322 62.162 19.516 

         NOTA: NORM. C  [wt.%] = concentración normalizada en porcentaje en peso del elemento;                                                         
      C ATOM. [at.%] = porcentaje en peso atómico 
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Tabla 5. Transcripción de valores obtenidos en los microanálisis de la muestra control. 

  NORM C. (wt.%) C. ATOM (at.%) 

MUESTRA C O Ca C O Ca 

CONTROL 

10.96 52.29 36.75 17.9 64.11 17.99 

6.95 39.17 53.88 13.23 56.01 30.76 

10.16 51.65 38.2 16.82 64.22 18.96 

10.09 51.93 37.99 16.68 64.49 18.83 

7.95 43.67 48.38 14.39 59.36 26.25 

PROMEDIO 9.222 47.742 43.04 15.804 61.638 22.558 

OXALATO 

16.24 57.88 25.87 24.08 64.42 11.5 

14.8 55.63 29.57 22.62 63.83 13.54 

12.72 49.73 37.55 20.75 60.9 18.35 

13.37 51.64 34.99 21.35 61.91 16.74 

12.81 55.63 31.56 20 65.23 14.77 

PROMEDIO 13.988 54.102 31.908 21.76 63.258 14.98 

CARBONATO 

9.53 48.49 41.98 16.28 62.21 21.5 

11.04 54.47 34.48 17.73 65.67 16.6 

10.27 53.05 36.68 16.81 65.2 17.99 

10.83 53.22 35.94 17.6 64.91 17.5 

8.04 43.91 48.05 14.5 59.5 25.99 

PROMEDIO 9.942 50.628 39.426 16.584 63.498 19.916 

NOTA: NORM. C  [wt.%] = concentración normalizada en porcentaje en peso del elemento; 
ATOM. [at.%] = porcentaje en peso atómico 


