
 
 

 

 

Universidad Autónoma del Estado de México 

Facultad de Ciencias de la Conducta 

 

Doctorado en Ciencias de la Salud 

Determinación de la toxicidad de 

fungicidas sintéticos y naturales en 

fibroblastos humanos BJ 

 

Para Obtener el Grado de: 

Doctor en Ciencias de la Salud 

 

Presenta: Mtro. Andy José Moo Muñoz 

Comité Tutorial: 

Dr. Martín Pablo Antonio Moreno Pérez 

Tutor Académico 

Dra. Ninfa Ramírez Durán 

Tutor Interno 

Dra. Erika Patricia Azorín Vega 

Tutor Externo 

 

Toluca, Estado de México, octubre de 2021 



 
 

VOTOS APROBATORIOS 



 
 

iii 
 

ÍNDICE 

 

Índice de cuadros y figuras .................................................................................................. v 

Resumen ................................................................................................................................ 1 

Introducción .......................................................................................................................... 2 

1. Antecedentes .................................................................................................................. 2 

1.1 Los plaguicidas ...................................................................................................................... 3 

1.2 Uso de plaguicidas en México............................................................................................... 4 

1.3 Daños a la salud por el uso de plaguicidas ............................................................................ 5 

1.4 Los fungicidas y su uso en México ....................................................................................... 6 

1.5 Toxicidad causada por fungicidas ......................................................................................... 7 

1.6 Citotoxicidad ......................................................................................................................... 9 

1.7 Genotoxicidad ....................................................................................................................... 9 

1.8 Principales cultivos en el Estado de México ....................................................................... 10 

1.9 Los Hongos y su diversidad ................................................................................................ 14 

1.10 Características de hongos fitopatógenos ........................................................................... 14 

1.11 Bio-plaguicidas y bio-fungicidas....................................................................................... 15 

1.12 Identificación en hongos ................................................................................................... 19 

2. Planteamiento del problema ....................................................................................... 21 

3. Justificación ................................................................................................................. 22 

4. Hipótesis ....................................................................................................................... 23 

5. Objetivos ....................................................................................................................... 24 

5.1 Objetivo general ............................................................................................................ 24 

1.2 Objetivos específicos ..................................................................................................... 24 

6. Diseño metodológico .................................................................................................... 25 

6.1 Diseño del estudio ............................................................................................................... 25 

6.2 Universo y muestra .............................................................................................................. 25 

6.3 Criterios de inclusión, exclusión y eliminación .................................................................. 25 

6.4 Variables ............................................................................................................................. 26 

6.5 Instrumentos ........................................................................................................................ 28 

6.6 Procedimiento...................................................................................................................... 28 

6.7 Recolección de datos ........................................................................................................... 34 

6.8 Análisis estadístico .............................................................................................................. 34 

6.9 Ética de estudio ................................................................................................................... 34 



iv 
 

7. Resultados .................................................................................................................... 36 

7.1 Artículo publicado ............................................................................................................... 36 

7.2 Artículo publicado ............................................................................................................... 41 

8. Discusión general ......................................................................................................... 46 

9. Conclusiones generales. ............................................................................................... 47 

10. Bibliohemerografía utilizada ................................................................................... 48 

11. Anexos ........................................................................................................................ 67 

11.1 Identificación de cepas colectadas .................................................................................... 67 

11.2 Prueba en microplacas de extractos de cepas saprobias frente a fitopatógenos colectados.

 ................................................................................................................................................... 71 

 

  



v 
 

Índice de cuadros y figuras 

 

Cuadro 1. Tipos de clasificaciones de los plaguicidas………………………………   3 

Cuadro 2: Principales países consumidores de fungicidas y bactericidas a nivel 

mundial……………………………………………………………………….……….  

   

  7 

Cuadro 3. Estudios sobre toxicidad causada por los fungicidas ………………...…..   8 

Cuadro 4. Principales cultivos del estado de México ………………………….…… 11 

Cuadro 5. Enfermedades y fungicidas recomendados en los principales cultivos del 

Estado de México en principales cultivos …………………...………….…………… 

 

12 

Cuadro 6. Reportes de organismos aislados en México con potencial bioplaguicida. 17 

Cuadro 7: Variables en citotoxicidad y genotoxicidad…………………………...… 26 

Cuadro 8: Variables en pruebas fúngicas …………………………………………... 27 

Cuadro 9. Fungicidas evaluados en fibroblastos humanos …………………….…... 29 

Cuadro 10. Grado de antagonismo de agentes de control biológico respecto a la 

competencia por sustrato …………………………………………………………….. 31 

  

Figura 1: Consumo de plaguicidas en México por tipo de producto (INEGI) y 

utilización de ingrediente activo de plaguicidas en México (FAO)………….……… 

 

  4 

Figura 2. Geografía del estado de México ………………………………………..… 

 

11 

 

 

 

 

 



 
 

1 
 

Resumen 

Los fungicidas son substancias químicas que matan o inhiben el crecimiento de hongos y son 

utilizadas para proteger a los cultivos de plagas de hongos fitopatógenos. En México, durante 

el año 2018, se utilizaron más de 28 mil toneladas de ingrediente activo de fungicidas 

sintéticos. El objetivo de esta investigación fue determinar el efecto citotóxico y genotóxico 

in vitro de fungicidas sintéticos en fibroblastos BJ; adicionalmente, fue aislar, evaluar e 

identificar hongos del Estado de México con potencial actividad antifúngica contra hongos 

fitopatógenos. Se evaluó el efecto citotóxico y genotóxico de los fungicidas comerciales: A) 

Coraza®720 S (ingrediente activo clorotalonil), B) Cercobin®-M (ingrediente activo tiofanato 

metílico y C) Captan ultra® 50 WP (ingrediente activo captan), en diferentes concentraciones 

en fibroblastos BJ mediante un ensayo de exclusión de azul de tripano y citometría de flujo. 

Se recolectaron hongos fitopatógenos del Estado de México y se confrontaron en un ensayo 

dual contra cepas fúngicas saprofitas, previamente aisladas. Se seleccionaron las cepas 

saprofitas con mayor porcentaje de inhibición (≥ 50%), se obtuvieron sus extractos secos y 

se evaluaron en micro dilución, las cepas fitopatógenas y las saprofitas con actividad 

antifúngica fueron identificadas taxonómicamente. Los fungicidas A y B a exposiciones de 

1 h fueron citotóxicos (100 y 1000 μM) respectivamente. Después de 24 h de exposición, A 

y C causan efectos citotóxicos en fibroblastos (20-100 y 40-100 μM respectivamente), B a 

partir de 100 Μm. A, B y C ocasionan daño al ADN en fibroblastos BJ, activando ATM y 

fosforilación de H2A.X. Un total de 5 cepas fitopatógenas se confrontaron contra 7 

saprofitas, las cepas 57, 59 y 95 inhibieron el crecimiento (≥ 50%) en más de dos cepas de 

fitopatógenos. La concentración mínima inhibitoria de los extractos se encontró entre 3.125 

µg/ml hasta 200 µg/ml, el extracto de la cepa 59 fue el más activo (3.125 µg/ ml). De acuerdo 

con la taxonomía tradicional las cepas fitopatógenas perteneces a los géneros Alternaria sp. 

(M1C3), Chrysosporium sp. (M3C7), Pithomyces sp.(M2C6), Monilia sp. (M2C1) y 

Helicomyces sp. (M3C8). Las cepas saprofitas a Trichoderma sp. (22 y 57), Aspergillus sp. 

(59), Trichoderma sp. (95), Nigrospora sp. (103 y 116) y un micelio estéril (130). Se 

concluye que las dosis evaluadas de los fungicidas son más toxicas en concentraciones 30 

veces menores a las dosis recomendadas por el fabricante para su aplicación en campo. Los 

hongos saprofitos del Estado de México tienen actividad antifúngica.  
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Introducción 

 

1. Antecedentes 

 

La utilización de plaguicidas (PGC) es indispensable para mantener o aumentar el 

rendimiento de la producción agrícola, con la finalidad de producir alimento para la 

población global en crecimiento [1,2]. De acuerdo con la Agencia de Protección Ambiental 

de Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés U.S. Environmental Protection Agency), 

los PGC, son cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir, 

repeler o mitigar cualquier plaga. Los PGC están compuestos por ingredientes activos e 

ingredientes inertes, aunque “ingrediente inerte” no necesariamente significa “no tóxico” y 

ocasionalmente su identidad es confidencial. Los PGC son tóxicos para la salud humana, ya 

que fueron creados específicamente para interferir en sistemas biológicos, no selectivos, 

afectando simultáneamente y en diversos grados, tanto a la "especie objetivo" como a 

“especies no objetivo”, incluyendo al hombre [3,4]. En el mundo se utilizan más de 1000 

PGC con la finalidad de evitar o disminuir el efecto nocivo de las plagas en la producción de 

alimentos, cada plaguicida tiene propiedades y efectos toxicológicos distintos [1]. Por sus 

características químicas, los PGC son contaminantes persistentes que resisten a la 

degradación fotoquímica, química y bioquímica, por lo que la vida media de estos 

compuestos en el ambiente sea indefinida [5], adicionalmente, los PGC presentan solubilidad 

en lípidos, lo que contribuye a su bio acumulación y bio magnificación en las cadenas 

alimenticias, incrementando el riesgo potencial en la salud humana [6,7]. En países en 

desarrollo, los PGC causan un millón de casos de intoxicación y cerca de 20,000 muertes 

anuales, se estima que anualmente 25 millones de casos de intoxicaciones agudas causadas 

por PGC en el trabajo no son registradas, ya que los trabajadores afectados no buscaron 

atención médica [8,9]. La exposición a los PGC puede alterar los procesos y la viabilidad de 

las células humanas, no obstante, únicamente 47% de los países miembros de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) tiene uno o más centros para tratar las intoxicaciones [10]. La 

Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer (IARC por sus siglas en inglés), 

advierte sobre los riesgos carcinogénicos para los seres humanos, ocasionados por más de 

1000 agentes, entre ellos los PGC [11]. 
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1.1 Los plaguicidas 

Los PGC están compuestos por ingredientes activos (i. a.) e ingredientes inertes (i. i.), aunque 

"ingrediente inerte" no significa “no tóxico” y ocasionalmente la identidad de los i. i. son 

información confidencial de los fabricantes [3]. De acuerdo con la Red de Acción en 

Plaguicidas (PAN, por sus siglas en inglés Pesticide Action Network) [12], actualmente se 

encuentra información de más de 100,000 productos de PGC y miles de “i. a.”, de los cuales 

encuentran regulados aproximadamente 6,400 que incluyen sus productos de transformación, 

adyuvantes y disolventes.  

 

1.1.1 Clasificación de los plaguicidas 

Aunque existen diversas clasificaciones de los PGC, de manera general se pueden clasificar 

de acuerdo con el uso a los que están destinados [13], ya sea por los organismos que controlan 

(microorganismos, plantas, animales), su modo de acción y su composición química, (Cuadro 

1). Aunque la OMS también los clasifica de acuerdo con su dosis letal al 50% (LD50) en 

mg/kg (vía cutánea y oral en ratas como un valor comparable y reproducible); y de acuerdo 

a su peligrosidad (riesgo de una o múltiples exposiciones durante un período de tiempo 

relativamente corto), como: Ia (extremadamente peligroso); 1b (altamente peligroso); II 

(moderadamente peligroso); III (levemente peligroso) y U (poco probable de causar peligros 

agudos) [14]. 

 

Cuadro 1: Tipos de clasificaciones de los plaguicidas. 

Por su 

control: 

Por su 

modo de 

entrada: 

Composición 

química: 
Grupo químico: 

Tipo de 

formulación: 

Por su modo 

de acción: 
Origen: 

Por su 

objetivo: 

Insecticidas 

(Insectos) 

Sistémico Inorgánicos Organofosforados Liquidas Físico Químico Selectivo 

Fungicidas 

(Hongos) 

Contacto Orgánicos Organoclorados Solidas Protoplasma Biológico Amplio 

espectro 

Bactericidas 

(Bacterias) 

Ingestión Plaguicidas 

biológicos 

Carbamatos Gaseosas Respiratorio   

Herbicidas 

(Plantas) 

Fumigante  Piretroides Polvos Nervioso   

Rodenticidas 

(Roedores) 

Repelente  Nicotinoides Granulados Inhibidor de la 

quitina 

  

Nematicidas 

(Nematodos) 

Defoliante  Bencimidazoles     

Fuente: Elaborado con información de Yadav y Devi [13]; Akashe et al., [15]; Hassaan y El Nemr [16]. 
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1.2 Uso de plaguicidas en México 

La cantidad de PGC que se utiliza en los diversos cultivos en México, es desconocida. Ante 

la carencia de datos concretos y específicos, solo se pueden estimar, basados en las 

estadísticas de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura, 

División de Estadística (FAOSTAT) y la Secretaría del Medio Ambiente y Recursos 

Naturales (SEMARNAT). La Organización de las Naciones Unidas de la Alimentación y la 

Agricultura (FAO) [17], estimó atreves de la FAOSTAT, el promedio de PGC utilizados en 

México, que durante los años 2000-2016 fue de 1.5 kg/ha, adicionalmente estimó que en 

2018 se utilización de más de 53,000 toneladas de ingrediente activo, de los cuales 28, 601 

fueron de fungicidas y bactericidas, 11,552 de herbicidas y 12,991 de insecticidas. Por su 

parte, la SEMARNAT [18], atreves del Sistema Nacional de Información Ambiental y de 

Recursos Naturales (SNIARN), reporta el consumo nacional de PGC (clasificado por 

agrícola, líquido, polvo, herbicidas y defoliantes), informó que en 2016 se produjeron más 

de 59 mil toneladas de PGC, de los cuales 17,900 fueron agrícolas líquidos, 9,860 agrícola 

polvo y 31,300 herbicidas y defoliantes (Figura 1). 

 

Figura 1: Consumo de plaguicidas en México por tipo de producto (INEGI) y utilización de ingrediente activo 

de plaguicidas en México (FAO), 2000-2018. Fuente: Elaborado con datos de la FAOSTAT, SEMARNAT-

SNIAR [17,18].  
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1.3 Daños a la salud por el uso de plaguicidas 

Los trabajadores agrícolas, generalmente utilizan las mayores concentraciones de PGC 

recomendadas por el fabricante, lo aplican con las manos descubiertas y sin mascarilla, 

debido a la falta de insumos [19,20]. La exposición humana a los PGC se ha relacionado con 

la incidencia de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica, 

asma, bronquitis, infertilidad, defectos de nacimiento, enfermedades respiratorias y 

enfermedades de órganos, además de presentar un mayor riesgo de desarrollar cáncer de 

mama, próstata, pulmón, estómago, colorrectal, hígado, vejiga urinaria, linfoma no Hodgkin 

y leucemia [21]. Aunque los PGC químicos son comprobadamente eficaces, pueden causar 

daños a la salud ya que son solubles en lípidos, lo cual incrementa el riesgo potencial a la 

salud humana [22,23]. El uso excesivo de PGC como el glifosato aumenta el riesgo potencial 

para la salud, ya que puede inducir efectos citotóxicos de células A549 in vitro a una 

concentración inferior al nivel de exposición ocupacional de los trabajadores [24]. La 

exposición a PGC en trabajadores de invernaderos puede causar daños al ADN, muerte 

celular e inestabilidad cromosómica en las células de la mucosa oral [25]; está asociada con 

la inestabilidad genómica, que se propone es sensible a la ingesta nutricional y también puede 

inducir cambios epigenéticos [26]; se relacionados con el cáncer, enfermedades de Parkinson 

y Alzheimer, trastornos de las vías respiratorias y reproductivas [27]. En México los daños 

causados por los PGC han sido estudiados y existe una relación estrecha entre exposición a 

PGC y problemas de salud [28]. La exposición crónica a PGC en trabajadores agrícolas del 

Estado de Baja California provocó una disminución considerable de la actividad de la 

acetilcolinesterasa en los glóbulos rojos, que puede generar trastornos neuropsiquiátricos 

como la ansiedad generalizada hasta un alto riesgo de suicidio [29]; en Yucatán en población 

de mujeres mayas, se encontró bioacumulación de PGC en muestras de sangre y leche 

materna [30]; en trabajadores agrícolas de Navolato, Sinaloa se encontraron altas 

concentraciones de transaminasas y fosfatasa alcalina, mientras que los niveles de 

hemoglobina y acetilcolinesterasa se encontraban deprimidos [31]; en Guerrero se reportó  

que en trabajadores agrícolas expuestos los PGC endosulfán, paratión metílico, azinfós 

metílico, metamidofos, aldicarb, cipermetrina y dicamba, entre otros, presentaron daño 

genético en muestras de exudados bucales, además de presentar anomalías como células 

binucleadas, cromatina condensada, protuberancia nuclear, picnosis (núcleos encogidos), 
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cariorrhexis (núcleos desintegrados) y cariolisis (núcleos disueltos); asociadas con efectos 

citotóxicos o genotóxico [32]; así como en floricultores de Morelos y Estado de México, se 

han observado una relación positiva entre las concentraciones de PGC en suero y los niveles 

de hormonas tiroideas [33]. 

 

1.4 Los fungicidas y su uso en México  

Los fungicidas (FGC) son PGC que, por definición, matan hongos o esporas de hongos, 

desempeñan un papel importante en la protección de la calidad y el rendimiento de los 

cultivos [34]. El modo de acción de un FGC es la forma que mata o suprime el crecimiento 

un hongo, en otras palabras, es el proceso bioquímico específico del hongo objetivo que se 

ve afectado por un FGC, como el dañar las membranas celulares, inactivar enzimas o 

proteínas e interferir con procesos clave como la producción de energía o la respiración [35].  

La lista de códigos de FGC del Comité de Acción de Resistencia a los Funguicidas (FRAC, 

por sus siglas en inglés Fungicide Resistance Action Committee), se basa en la evaluación 

científica del modo de acción de los ingredientes activos de los FGC, los cuales utilizan letras 

(A, B, C …), con números añadidos para distinguir los grupos, según su mecanismo de acción 

bioquímico. Esta agrupación se realizó de acuerdo con los procesos en el metabolismo, 

iniciando desde la síntesis de ácidos nucleicos (A) hasta el metabolismo secundario, como la 

síntesis de melanina (I), seguida de inductores de defensa de la planta huésped (P), moléculas 

recientes con un modo de acción desconocido y un riesgo de resistencia desconocido (U) e 

inhibidores de sitios múltiples (M) y "Productos biológicos con múltiples modos de acción" 

(BM) [35].  

De acuerdo con la FAO [17], a través de la FAOSTAT, los principales países que usan FGC 

y bactericidas son Brasil, Francia, España, Italia, México y Rusia (Cuadro 2); por lo que 

México es un importante consumidor de FGC y bactericidas, ocupando a nivel mundial el 

quinto lugar. La Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) 

en su base de datos de consulta de Registros Sanitarios de Plaguicidas, Nutrientes Vegetales 

y límites máximos permitidos de residuos de plaguicidas, registra aproximadamente 100 

productos de ingredientes activos de FGC, que se fabrican en diferentes empresas y que  no 

proporcionan  información detallada del producto, solo una etiqueta de registro; además de 
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tener más de 470 establecimientos registrados dedicados a la fabricación de PGC las cuales 

aproximadamente 120 cuentan con giro o línea autorizadas para FGC [36].  

 

Cuadro 2: Principales países consumidores de fungicidas y bactericidas a nivel mundial.  

País 
Toneladas de ingrediente activo de fungicidas y bactericidas 

2016 2017 2018 

Brasil 59,124 59,124 59,124 

Francia 31,929 29,789 39,112 

España 38,919 37,999 38,067 

Italia 34,978 32,517 31,398 

México 29,200 28,958 28,601 

Rusia 23,237 25,875 26,164 
Fuente: Elaborado con datos de la FAO [17]. 

 

1.5 Toxicidad causada por fungicidas  

La exposición a los FGC puede tener efectos agudos, crónicos y a largo plazo, el peligro que 

representa el uso generalizado de estos agentes ha demostrado daños como la capacidad 

carcinogénica y alteraciones reproductivas [37], algunos estudios sobre toxicidad de FGC se 

presentan en el Cuadro 3. 
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Cuadro 3. Recientes estudios de la toxicidad y citotoxicidad causada por fungicidas.  

Nombre Efecto Característica Modelo País Referencia 

Amistar® 

XTRA 
Toxicidad 

Disminución de supervivencia y 

reproducción. 

 

Gusano blanco (Enchytraeus 

crypticus) 
Portugal [38]  

Pristine® Toxicidad 

Reducción de vida útil y tamaño de 

población. 

 

Abeja  

 (Apis mellifera) 
E.E. U.U. [39]  

Triazol Citotoxicidad 

Generación de especies reactivas en 

oxígeno y apoptosis. 

 

Células humanas HeLa, A549, 

HCT116 y K562 
China [40] 

Propiconazol 

Tebuconazol 
Toxicidad 

Disminución de viabilidad celular, 

alteración de caramidas y aumento de 

la N-estearoil-fitoesfingosina (CerNP). 

 

Células de neuroblastoma  

SH-SY5Y 
E.E. U.U. [41] 

Azoxistrobin Desarrollo 

Afecta la supervivencia, el desarrollo y 

los genes implicados en el sistema 

endocrino, el estrés oxidativo y la 

apoptosis en embriones F1. 

 

Embrionesde pez cebra 

(Danario rerio) 
China [42] 

Maneb 
Metabolismo 

fisiológico 

En combinación aumentan la 

producción de especies reactivas de 

oxígeno. 

Células madre neurales 

embrionarias  

(Rattus) 

Suecia [43] 

Ciproconazol Toxicidad 

Alteración de las funciones 

mitocondriales e induce la 

acumulación de triglicéridos y la 

formación de células de hígado graso 

Células de hepatocarcinoma 

HepaRG humano 
China [44] 

 

 



 
 

9 
 

1.6 Citotoxicidad  

La toxicidad en tejidos y células se define como una alteración de las funciones celulares 

básicas, causadas por efectos tóxicos de drogas y compuestos químicos [45], la viabilidad 

celular es usada para correlacionar el comportamiento de una muestra de células sanas frente 

a las células que sufren daños. Los ensayos de viabilidad celular se utilizan esencialmente 

para cribar la respuesta de las células frente a un fármaco o un agente químico [46]. Los 

ensayos in vitro se han utilizado durante mucho tiempo para las pruebas de toxicidad, los 

ensayos de dianas farmacológicos se utilizan ampliamente para identificar fármacos 

candidatos, pero también para probar compuestos para determinar la toxicidad fuera del 

objetivo [47]. La integridad de la membrana celular es la característica más utilizada para 

detectar si las células eucariotas cultivadas in vitro están vivas o muertas, las células que 

pierden la integridad de la membrana y permiten el movimiento de moléculas no permeables 

se clasifican como no viables o muertas [48]. El ensayo exclusión del colorante Azul de 

tripano se usa para determinar el número de células viables o muertas en una suspensión 

celular, este ensayo se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas 

celulares intactas que excluyen el tinte, mientras que las células muertas no, las células 

viables tendrán un citoplasma claro, mientras que las células muertas tendrán un citoplasma 

azul. El número de células viables y/o muertas por unidad de volumen se determina mediante 

microscopía óptica como un porcentaje de células de control no tratadas [49]. 

 

1.7 Genotoxicidad 

La genotoxicidad describe una propiedad de agentes químicos que pueden dañar la genética 

de una célula, afectando directamente o indirectamente el ADN, ya sea como inducción de 

mutaciones o daño directo del ADN. Las células evitan la expresión de la mutación 

genotóxica mediante reparación del ADN o apoptosis; sin embargo, es posible que el daño 

no siempre se solucione y produzca mutagénesis, esta puede manifestarse de varias formas 

como mutaciones, aberraciones cromosómicas y cambios en el número de cromosomas, estas 

características son debidas al aumento de la inestabilidad genómica en la célula [50,51].  

Una técnica empleada para determinar el daño al ADN es la detección de la fosforilación de 

la histona H2A.X en la célula. La principal quinasa activada en respuesta a roturas de la doble 

hebra de ADN es la ataxia-telangiectasia mutada quinasa (ATM). Inactiva, la ATM existe 
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como un dímero, pero rápidamente se disocia y se fosforila en serina 1981 en respuesta a la 

radiación ionizante, una vez activada la ATM fosforila una serie de factores, incluyendo la 

histona H2A.X. La fosforilación de la variante de la histona H2A.X, en la serina 139 

(ɣH2A.X) por ATM es un indicador importante de daño del ADN. A medida que aumenta el 

nivel de daño en el ADN, el nivel de fosfo histona H2A.X aumenta y se acumula en los sitios 

de daño en el ADN y a menudo se usa para indicar el nivel de daño en el ADN presente en 

la célula [52]. Durante la respuesta celular a las roturas de doble cadena (RDC), la histona 

H2A.X se fosforila rápidamente en Ser139 por la proteína quinasa mutada de ataxia 

telangiectasia, que se activa a través de la fosforilación en Ser198. Por lo que los anticuerpos 

específicos para H2A.X y ATM pueden usarse para detectar ADN con RDC a nivel celular 

[53]. Comprender las consecuencias de la activación de ATM e Histona H2A.X en una 

población de células puede proporcionar al investigador información útil que será importante 

para comprender la naturaleza de la respuesta al daño del ADN. 

 

1.8 Principales cultivos en el Estado de México 

El estado de México cuenta con una superficie de 22,227 km2 de extensión y cuenta con 125 

municipios (Figura 2). En cada año agrícola se siembran en promedio 765 mil hectáreas (ha) 

de cultivos, con una producción total de 6, 800,772 toneladas, ocupando el décimo sexto de 

producción a nivel nacional. Los municipios con mayor superficie sembrada son Almoloya 

de Juárez (28,138 ha), San José del Rincón (25,151 ha), Villa Victoria (23,275 ha), Ixtlahuaca 

(23,160 ha) y San Felipe del Progreso (21,941) [54].  

 

La producción agrícola en el Estado de México se centra en cinco principales productos 

debido a que son los que se producen en mayor cantidad y con un auge importante en la 

economía del estado, entre los principales productos producidos en la región (Cuadro 4), se 

encuentran las gramíneas como diversos pastos y el Maíz de grano (Zea mays), flores 

ornamentales como el Crisantemo (Chrysanthemum sp.) y la Rosa (Rosa sp.); el aguacate 

(Persea americana) y la papa (Solanum tuberosum), todos con una importante producción y 

alto valor económico [54].  
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Figura 2. Geografía del estado de México [54]. 

 

Cuadro 4. Principales cultivos del estado de México. 

Producto Cantidad  
Valor 

(millones de pesos) 

Maíz de grano 1,922,977 toneladas 7,376 

Crisantemo 10,197,133 gruesas* 1,829 

Aguacate 97,806 toneladas 1,725 

Rosa 7,022,706 gruesas* 1,671 

Papa 169,573 toneladas 1,263 
*Gruesa= doce docenas, equivalente a 144 piezas. Fuente: datos de la SIAP [54]. 

 

Para prevenir la merma de la producción y garantizar la calidad de los productos en el 

mercado, el INIFAP recomienda la utilización de los PGC (Cuadro 5), consecuentemente los 

productores del Estado de México, los aplican regularmente con la finalidad de mitigar el 

daño ocasionado por los hongos fitopatógenos [55]. 
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Cuadro 5. Enfermedades ocasionadas por hongos fitopatógenos y fungicidas recomendados para su control en los principales cultivos 

del Estado de México.  

Cultivo Enfermedad y agente causal 
Fungicida 

recomendado 
Ingrediente Activo Formula química 

Modo de 

acción 

Maíz grano Hongos Metacaptan 

Captan: Cis-N-

((triclorometil)tio)-4-

ciclohexen-1,2 dicarboximida  
Contacto 

Crisantemo 

(gruesa) 

Mildiu  

(Peronospora sparsa) 

Amistar  

50 WG 
Azoxystrobin 

 
Sistémico 

Pudrición de raicillas y/o cuello  

(Phytophthora spp). 

Clorotalonil 

(Bravo 720) 

Clorotalonil: 

Tetracloroisoftalonitrilo 

2,4,5,6-Tetracloro-1,3-

bencenodicarbonitrilo  

C8Cl4N2 
 

Contacto 

Pudrición de la raíz (Rhizoctonia y 

Pythium) 
Benomilo  

 

Bencimidazol: metil 1-

(butilcarbamoil) 

bencimidazol-2-il carbamato 
 

Sistémico 

Aguacate 

Antracnosis  

(Colletotrichum gloesporoides), 
Benomilo  

 

Bencimidazol:metil 1-

(butilcarbamoil) 

bencimidazol-2-il carbamato 
 

Sistémico 

Antracnosis  

(Coletotricum acutum) 
Captan 

 

Captan: N-(triclorometiltio) 

ciclohex-4-eno-1,2-

dicarboximida 
 

Contacto 

Anillamiento del pedunculo (hongos 

de la familia Botryosphaeriaceae) 
Daconil 

Clorotalonil: 

Tetracloroisoftalonitrilo 
 

Contacto 

Antracnosis  

(Colletotrichum gloesporoides) 
Manzate Mancozeb 

 

Contacto 

http://www.cropscience.bayer.cl/soluciones/soluciones.asp?c=84&p=102
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Rosa (gruesa) 

(Fusarium sp.) Oídio (Sphaerotheca 

pannosa) y Verticilosis        

(Verticillium dahliae) 

Carbendazim 

Bencimidazol: 

metilbenzimidazol-2-il 

carbamato,  
Sistémico 

Cenicillas  

(Sphaerotheca pannosa) 
Meltatox® 

Acetato de dodemorf: Acetato 

4-ciclododecil-2,6-dimetil 

morfolina  
Sistémico 

Tomate rojo 

(jitomate) 

Mildiu  

(Phytophtora infestans.) 
Mancozeb Mancozeb 

 

Contacto 

Tizón tardío 

 (Phytophtora infestans.) 
Captan 

Captan: N-(triclorometiltio) 

ciclohex-4-eno-1,2-

dicarboximida  
Contacto 

Marchitez  

(Fusarium oxysporum) 
Tiabendazol 

 

Bencimidazol: 2-(tiazol-4-

il)bencimidazol, o bien 2-(4-

tiazolil)-1H-benzimidazol  

Sistémico 

Cenicilla  

(Leveillula taurica) 

Amistar  

(500) 
Azoxystrobin 

 
Sistémico 

Papa 
Tizon  

(Phytophtora infestans.) 
Captan 

Captan: N-(triclorometiltio) 

ciclohex-4-eno-1,2-

dicarboximida  
Contacto 

Elaborado con información del INIFAP [55]. Gruesa= doce docenas, 144 piezas.  
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1.9 Los Hongos y su diversidad   

Los hongos son organismos eucariotas, importantes en la regulación de los ecosistemas, 

digieren su alimento secretando enzimas al medio ambiente y absorbiendo la materia 

orgánica disuelta nuevamente en sus células, poseen paredes celulares de quitina [56]. Son 

descomponedores de materia orgánica, mutualistas o patógenos de las plantas. Los hongos 

del suelo influyen en la producción de nutrientes de las plantas, la mineralización y el 

secuestro de carbono, la mayoría de los hongos del suelo son saprobios, estos obtienen sus 

nutrimentos de materiales orgánicos inertes como restos vegetales y animales. Los hongos 

participan en la descomposición de la materia orgánica, aportan CO2 a la atmósfera y 

degradan los desechos de los ecosistemas, promoviendo el reciclaje de elementos esenciales 

para el crecimiento de las plantas [57]. Existen más de 144,000 especies nombradas y 

clasificadas a un ritmo de alrededor de 2,000 por año; la gran mayoría (más del 93%) de las 

especies de hongos que existen son desconocidas para la ciencia. El número total de especies 

de hongos en el mundo se estima en entre 2.2 y 3.8 millones [58], en México se estiman 

200,000 especies, de las cuales sólo se conocen 7,000 (aproximadamente 5 %), las entidades 

con mayor número de registros son Veracruz, seguida de Jalisco y Estado de México [59,60].  

 

1.10 Características de hongos fitopatógenos  

Los hongos fitopatógenos (HF) son los principales agentes infecciosos en las plantas y causan 

alteraciones en sus diferentes etapas de desarrollo, afectando negativamente los cultivos 

agrícolas. Los HF causan hasta 60% de pérdidas en los cultivos, a pesar de que solo el 10% 

pueden afectar a las plantas, debido a que solo un pequeño porcentaje de hongos son 

patógenos de especies vegetales. Los hongos para nutrirse durante el proceso de infección de 

las plantas, utilizan la biotrofia (dependen del tejido vegetal vivo), la necrotrofia (matan las 

células vegetales para obtener nutrición) y la hemibiotrofia (fase inicial biotrófica y 

posteriormente una fase necrotrófica) [61, 62]. Los HF producen toxinas que pueden tienen 

un papel clave en el desarrollo de enfermedades de las plantas, la mayoría de las toxinas 

fitopatógenas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que producen síntomas 

específicos como marchitez, inhibición del crecimiento, clorosis, necrosis y manchado de las 

hojas [63,64]. Los HF producen enzimas como la pectinasa, quitinasa, celulasa y proteasa, 

que degradan la pared celular y la cutícula de la planta huésped, lo que facilita la invasión, 
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colonización y expansión de hongos patógenos [65]; adicionalmente, también pueden 

producir reguladores del crecimiento de las plantas, como auxina, citoquininas, ácido 

giberélico, etileno, ácido abscísico, ácido jasmónico y ácido salicílico, para alterar los niveles 

hormonales en las plantas y debilitarlas [66].  

En México, más de 80 % de las unidades de producción agropecuaria manifiestan que los 

insumos agrícolas y servicios son costosos; 78.2 % reporta pérdidas debidas a causas 

climáticas, plagas y enfermedades. En el país, más del 70 % de los PGC utilizados son usados 

por 10 entidades y corresponden a herbicidas, insecticidas y FGC. Por lo que es importante 

proponer alternativas ambientalmente inocuas, como son los bio-plaguicidas; dentro de estos, 

se contemplan microorganismos y agentes patógenos de insectos, como virus, hongos, 

bacterias, así como insecticidas de origen vegetal [67].  

 

1.11 Bio-plaguicidas y bio-fungicidas 

El creciente interés sobre la seguridad alimentaria para la población humana y la obtención 

de sistemas sostenibles que preserven tanto el medio ambiente y la biodiversidad, imponen 

desafíos para todos los actores en materia de riesgos al ambiente y salud humana, por lo que 

es necesario una transformación de los sistemas alimentarios que permita la intensificación 

de la producción basada en matrices ambientales saludables [68]. Se consideran bio-

plaguicidas a los organismos naturales o formulaciones con base biológica, que tienen como 

ingrediente activo es un microorganismo que actúa como patógeno para una plaga de interés.  

Los bio-plaguicidas son productos o subproductos derivados de animales, bacterias, hongos, 

algas virus o protozoos de origen natural o modificados genéticamente [69] como los 

nematodos (Heterorhabditis spp.), insectos (Trichogramma spp.), extractos de plantas 

(Chrysanthemum cinerariaefolium) y las bacterias (Bacillus thuringiensis). Los bio-

plaguicidas, tienen un efecto relativamente bajo sobre el medio ambiente, así como para 

aquellos que utilizan estos productos, y tienen pocas o ninguna consecuencia adversa para 

los organismos no objetivo [70]. 

Una alternativa para disminuir el uso de PGC, es la utilización de bio-fungicidas, los cuales 

utilizan microorganismos antagónicos o sus productos para la prevención de enfermedades 

fúngicas [71]. Los bio-fungicidas actúan a través de diferentes mecanismos, como la 

antibiosis (antibióticos, toxinas y enzimas que afectan el desarrollo de HF), el parasitismo, la 
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competencia por el espacio y el sustrato [72]. Por su origen biológico y la baja concentración 

de sustancias activas, las formulaciones de bio fungicidas se consideran amigables con el 

ambiente, además de presentar baja toxicidad, actúan en una amplia gama de efectos sobre 

varios fitopatógenos, aumentan la resistencia de las plantas a factores adversos y pueden ser 

menos costosos. Los bio-fungicidas se producen en forma de polvo humectable, concentrado 

en emulsión, concentrado en suspensión y tabletas, se aplican tratando el material de 

plantación, añadiéndolo al suelo o rociando la planta en crecimiento [73]. En México, la 

producción comercial de bio insecticidas y otros agentes de control biológico se realiza en 

más de 60 empresas en 25 entidades del país, trabajando con especies como Beauveria 

bassiana, Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis, Heterorhabditis bacteriophora y 

Steinernema carpocapsae [74], en el Cuadro 6 se presentan investigaciones de organismos 

con potencial bio-plaguicida en México.  
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Cuadro 6. Reportes de microorganismos aislados en México con potencial bio-plaguicidas. 

Especie bio-control 
Obtención o 

aislamiento  
Estado 

Patógeno que 

controla 

Origen/ 

aislamiento 

del patógeno 

Método de 

detección 

Concentración 

usada 

Control 

utilizado 
Ref. 

Metarhizium anisopliae 

 

Lombrices de 

suelo  

 

Guanajuato 
Spodoptera 

Frugiperda 
N.R.a 

Bioensayos 

de larvas, 

por 

inmersión  

 

7.4 × 104 

conidios mL−1 

 

Solución 

de Tweend 

80 al 0,1%. 

[75] 

Isaria fumosorosea  

Metarhizium anisopliae 

Hemípteros  

 
Morelos 

Meccus 

pallidipennis 

 

Colonias  

Suspensión 

conidial en 

cajas Petri 

3 × 105 

conidios/ml 

 

2 µl de 

Tween 80 

al 0,5%, 

[76] 

Bacillus thuringiensis 

 

Suelo, larvas y 

rastrojo 

Tabasco, 

Campeche, 

Yucatán, 

Quintana 

Roo 

Manduca sexta N.R. 

Caja de 

Petri 

con 

la dieta 

artificial 

 

10 μg.cm-2 

de liofilizado 

del complejo 

espora-cristal 

 0.02% de 

Tween 80. 
[77] 

Steinernema 

carpocapsae 

Galleria 

mellonella 
Oaxaca Galleria mellonella N.R. 

Bioensayos 

de 

infectividad 

en placas 

 

Perlas de 

alginato de 

sodio  

 

Suspensión 

de 

nematodos 

en agua 

bidestilada 

[78] 

Salvia connivens 
Salvia 

connivens  
Irapuato 

Spodoptera 

frugiperda  

 

Colección  

Bioensayo 

de extracto 

de aceite 

esencial 

600 y 1000 

ppm 

 

 

Control 

negativo 

sin 

extracto 

[79] 

Beauveria bassiana N.R. 
Estado de 

México 
Tamarixia radiata 

 

SENASICAbb 

Colima 

Inoculación 

pos-esporas  

1 × 107 y 1 × 

108 conidios 

mL−1 

 

 

0.03% 

Tween 80 

[80] 

Trichoderma sp. HRG-

060 

 

Cicer arietinum 
Sinaloa 

Fusarium 

oxysporum 

Accesión 

KJ000584 del 

GenBank, 

INIFAPc 

Actividad 

antagónica 

mediante 

cultivo dual 

80 % 

 

 

Patógeno 

sin 

antagonista 

[81] 
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Metarhizium anisopliae 
Colección de 

hongos  
Colima 

Rhipicephalus 

sanguineus 

Perros 

infestados 

naturalmente 

en Colima. 

Técnica de 

inmersión  

1x108 

conidios/mL 

 

Controles 

sin tratar 

en agua 

destilada 

con Tween 

80 al 0,1%. 

[82] 

Clonostachys rosea  

Gliomastix masseei 
Colección  Yucatán 

Myzus persicae 

Rhopalosiphum padi 

Capsicum 

annuum L. 

Extractos 

fúngicos en 

diluciones 

dosis 

respuesta 

8-38 µg/cm2 

 

Hojas 

recubiertas 

con 10 µl 

de 

disolvente 

acetona o 

metanol 

[83] 

Cladosporium 

cladosporioides 

C. 

pseudocladosporioides. 

Chrysanthemum 
Estado de 

México 
Puccinia horiana 

Plantas de 

crisantemo 

colectadas en 

el Edo. de 

México 

Ensayo 

antagónico 

2×105 conidios 

mL-1 

 

Hojas 

infectadas 

con P. 

horiana  

[84] 

Metarhizium 

anisopliae. 
Suelos  Veracruz 

Rhipicephalus 

microplus 

Cultivo del 

patógeno en 

becerros 

Holstein 

Prueba de 

inmersión 

1 × 108 

conidios/mL 

por 1 min 

 

 

Solución 

sin 

conidios 

 

[85] 

Penicillium sp.  

Fusarium sp. 

Rhizoctonia solani 

Hojarasca 

sumergida en 

cenotes  

Yucatán 

Xanthomonas 

campestris 

Mycosphaerella 

fijiensis 

 

X. campestris 

aisladas de 

Daucus 

carota 

M. fijiensis de 

Musa 

acuminata 

Micro 

dilución 

en placa de 

extractos 

orgánicos 

fúngicos 

2000 -200 μg/ 

mL, 

 

Nitrato de 

miconazol 

al 0,15% y 

amikacina 

(5 μg). 

[86] 

aN.R.= no registrado, b= Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, c= Instituto Nacional de Investigaciones Forestales 

Agrícolas y Pecuarias, d= polioxietilen(20)sorbitanmonooleato. 
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1.12 Identificación en hongos  

Los hongos son organismos casi omnipresentes en los ecosistemas; tienen un gran impacto 

económicos como patógenos de plantas y animales, los hongos tienen un ciclo de vida con 

dos formas de reproducción, la forma sexual que es llamada teleomorfo y la asexual llamada 

anamorfo, esta característica reproductiva es indispensable para su identificación, ya que esta 

se basa en las características morfológicas, aunque en la última década los esquemas de 

clasificación han variado, esto es debido al desarrollo de nuevas técnicas, como las 

moleculares, las cuales han permitido un acceso a sus secuencias de ADN, experimentando 

cambios dramáticos con el desarrollo de enfoques moleculares [87,88].  

 

1.12.1 Identificación taxonómica morfológica 

La clasificación taxonómica tradicional de los hongos se basa en la morfología de una 

colonia, que es el resulta del crecimiento de sus hifas, estructuras cilíndricas y filiformes de 

2-10 μm de diámetro y hasta varios centímetros de largo, que presentan diferentes 

características entre colonias como el color, el tamaño y la forma, aunque también se basa a 

partir de la disposición de las esporas [89]. La taxonomía de hongos basada en la morfología 

es esencial para determinar la micota global. En las últimas dos décadas, se introdujeron 

nuevas especies descubiertas basadas en caracteres tanto fenotípicos como genotípicos. Los 

protocolos de taxones nuevos ahora requieren un diagnóstico en inglés (o latín) para su 

validación. Por tanto, la taxonomía fenotípica es básica, aplicable en muchos casos, rápida y 

económica [90]. Con la aplicación de microscopía óptica en 1840, se reportó la primera 

evidencia de enfermedad de las plantas (Phytophthora infestans). A mediados del siglo XIX, 

las esporas fueron aceptadas en la clasificación y en el siglo XX, se dio énfasis a estructuras 

de los hongos en los sistemas taxonómicos, se les dio nombres científicos, las observaciones 

ornamentales de las esporas, a través del microscopio electrónico de barrido a mediados de 

la década de 1960, ayudó en la separación de patógenos vegetales muy similares y también 

ayudó a aclarar los patrones de conidiogénesis; con la llegada de la microscopía electrónica 

de transmisión se condujo al descubrimiento de diferencias en grupos principales, entre 1960 

y 1970, se utilizó la cromatografía en capa fina y los perfiles de isoenzimas; asi las 

metodologías basadas en el ADN pasaron del uso ocasional al uso común [91]. La 

identificación de hongos se basa en la evaluación de las formas de las células observadas al 
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microscopio, así como en la tasa de crecimiento, tipo, forma, color y olor de las colonias. 

Esto permite la asignación al tipo de hongos; aunque, la identificación de algunas especies 

suele ser imposible por similitud entre ellas [92]. 

 

1.12.2 Identificación molecular 

La Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificación de una región 

específica de ADN utilizando unos cebadores (secuencias de ADN que delimitan la zona de 

amplificación con una longitud de 15-30 nucleótidos). Se basa en la acción de diferentes 

enzimas, como la ADN polimerasa, que incorpora los nucleótidos en la síntesis de nuevas 

cadenas de ADN (amplificación). El ADN se añade en un tubo Eppendorf con los cebadores, 

los desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), una ADN polimerasa termoestable y 

un cofactor de esta enzima, posteriormente, estos, se someterán a una serie de ciclos (25-40 

ciclos), con cambios de temperatura específicos que permitirán amplificar la región concreta 

del ADN de la muestra. En la PCR de punto final, el diseño de oligonucleótidos específicos 

de hongos o cebadores universales para amplificar seguido de secuenciación permite la 

detección precisa de estos. Para cada secuencia de nucleótidos de aislados de hongos, su 

identidad puede determinarse mediante comparación en la base de datos del Centro Nacional 

para la Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en ingles de National Center for 

Biotechnology Information, GenBank), utilizando el análisis de la herramienta de búsqueda 

de alineación local básica (BLAST) [93,94]. La amplificación y secuenciación del espaciador 

transcrito interno (ITS, Internal transcribed spacer, por sus siglas en inglés) del locus del 

ADNr es el estándar internacional para la identificación de especies de hongos, esta región 

ITS es un marcador de código de barras útil que se puede secuenciar a partir de hongos 

descritos anteriormente. El uso de datos moleculares para la identificación de hongos inició 

con los cebadores del operón ribosómico nuclear fúngico. Las secuencias de ADN fúngico 

generadas con estos cebadores para la subunidad grande (nrLSU-26S o 28S), subunidad 

pequeña (nrSSU-18S) y toda la región espaciadora transcrita interna (ITS1, 5.8S, ITS2; ca. 

0.45-0.80 kb). Para la identificación a nivel de especie, el ITS es el más útil, por la porción 

del cistrón (gen) del ARNr de evolución más rápida, la ITS puede utilizarse sola o junto con 

otros genes codificadores de proteínas para la identificación de especies [95,96]. 
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2. Planteamiento del problema 

 

México es uno de los países con mayor población en el mundo, uno de los principales retos 

de este crecimiento demográfico, es la producción de alimentos para la población. La 

utilización de fungicidas en México para mitigar el daño que ocasionan los hongos 

fitopatógenos en los cultivos de interés comercial es una práctica común, tan solo en el año 

2018 se emplearon más de 28,000 t de fungicidas y el estado de México se encuentra entre 

los 16 principales productores de alimentos del país. Los fungicidas son tóxicos y pueden 

causar efectos nocivos en la salud humana en función de la dosis de exposición y tiempo a la 

que está expuesta una persona, ya sea por ingestión, inhalación o el contacto directo con la 

piel; el contacto con los plaguicidas puede ocasionar efectos adversos a largo plazo como 

intoxicación aguda, trastornos en la reproducción y cáncer, especialmente en aquellas 

personas en se encuentran en contacto directo. 

La tendencia mundial en la producción de alimentos se ha enfocado en una producción 

orgánica y sostenible, mediante sistemas de producción que sean amigables con el ambiente 

y la salud humana. Una alternativa es la obtención de compuestos antifúngicos de origen 

natural derivados de los hongos que permita disminuir el uso de plaguicidas sintéticos. 

 

Debido a esta situación, se formularon las siguientes preguntas:  

 

¿Cuál es la toxicidad in vitro de los fungicidas comerciales Coraza® 720 S, Cercobin®-M y 

Captan ultra® 50 WP en fibroblastos humanos BJ? 

 

¿Diversas especies de hongos saprofitos aislados del Estado de México tienen actividad 

antifúngica contra hongos fitopatógenos de cultivos de interés económico?  
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3. Justificación 

 

Los plaguicidas son grupos químicos utilizados para proteger los cultivos agrícolas, animales 

domésticos y la salud pública de los organismos nocivos vectores de enfermedades. Aunque 

su efectividad es comprobada para eliminar diversos microorganismos, estos productos 

pueden ser tóxicos para el ambiente y la salud humana, debido a que fueron creados para 

interferir en sistemas biológicos, no selectivos, afectando tanto a la "especies objetivo" como 

otras categorías de seres vivos, incluyendo al hombre. Los plaguicidas son contaminantes 

persistentes que resisten en grado variable la degradación fotoquímica, química y 

bioquímica, por lo que su vida media en el ambiente puede ser prologada, presentan 

solubilidad en lípidos y contribuye a su bioacumulación incrementando el riesgo potencial 

en la salud. Se estima que en el año 2018 se utilizaron a nivel mundial más de 4 millones de 

toneladas de ingrediente activo de plaguicidas, esto ha ocasionado que en países en desarrollo 

se presenten un millón de casos de intoxicación y cerca de 20,000 muertes al año, en México 

en el año 2019 se registraron 3,062 casos de intoxicaciones causadas por plaguicidas. El daño 

que provocan los plaguicidas, especialmente los fungicidas, en la salud humana no son claros 

y no está debidamente registrado, por lo que es necesario identificar cuáles son los principales 

fungicidas utilizados en los cultivos agrícolas del estado de México y determinar cuál es su 

citotoxicidad en fibroblastos BJ. Adicionalmente, identificar hongos saprofitos con 

capacidad antifúngica contra fitopatógenos de cultivos de interés comercial en el Estado de 

México, permitirá proponer una alternativa en la disminución del uso de fungicidas sintéticos 

que dañan la salud humana y el ambiente.   
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4. Hipótesis 

 

Hi: Los fungicidas Coraza® 720 S, Cercobin®-M y Captan ultra® 50 WP presentan efectos 

citotóxicos in vitro en fibroblastos BJ en concentraciones menores a las recomendadas para 

su uso en campo por el fabricante 

 

Ho: Los fungicidas Coraza® 720 S, Cercobin®-M y Captan ultra® 50 WP no presentan 

efectos citotóxicos in vitro en fibroblastos BJ en concentraciones menores a las 

recomendadas para su uso en campo por el fabricante 

 

Hi: Diversas especies de hongos saprofitos aislados del Estado de México tienen actividad 

antifúngica contra hongos fitopatógenos de cultivos de interés económico  

 

Ho: Diversas especies de hongos saprofitos aislados del Estado de México no tienen 

actividad antifúngica contra hongos fitopatógenos de cultivos de interés económico  
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5. Objetivos  

 

5.1 Objetivo general 

Determinar el efecto citotóxico y genotóxico in vitro de los fungicidas Coraza® 720 S, 

Cercobin®-M y Captan ultra® 50 WP a diferentes concentraciones en fibroblastos BJ, e 

identificar hongos saprofitos aislados del Estado de México con potencial actividad 

antifúngica contra fitopatógenos. 

 

1.2 Objetivos específicos 

• Determinar la citotoxicidad del fungicida Coraza® 720 S   

• Determinar la citotoxicidad del fungicida Cercobin®-M   

• Determinar la citotoxicidad del fungicida Captan ultra® 50 WP  

• Evaluar el daño al ADN de los fibroblastos BJ e identificar la CL50. 

• Reactivar cepas de hongos saprofitos conservadas del Laboratorio de 

Microbiología Médica y Ambiental del Estado de México. 

• Aislar cepas fúngicas fitopatógenas de cultivos de interés económico en el Estado 

de México. 

• Evaluar en ensayo antagónico in vitro de las cepas fúngicas saprobias vs cepas 

fitopatógenas.  

• Obtener los extractos orgánicos de las cepas saprofitas activas.  

• Determinar la concentración mínima inhibitoria de los extractos.  

• Determinar la citotoxicidad de los extractos fúngicos en fibroblastos dérmicos. 

humanos. 

• Identificar taxonómicamente a los hongos saprobios con capacidad antifúngica. 

• Identificar taxonómicamente a los hongos fitopatógenos. 
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6. Diseño metodológico 

 

6.1 Diseño del estudio 

El estudio es de tipo experimental, transversal y exploratorio.  

6.2 Universo y muestra  

Se utilizaron los fungicidas comerciales disponibles en el Estado de México: A) Coraza®720 

S (ingrediente activo clorotalonil), B) Cercobin®-M (ingrediente activo tiofanato metílico y 

C) Captan ultra® 50 WP (ingrediente activo captan), se evaluaron por separado en 350,000 

células de fibroblastos humanos BJ (ATCC® CRL-2522™). Para los hongos, se evaluaron 

18 hongos fitopatógenos vs 25cepas saprofitas, todas las cepas fúngicas aisladas en el Estado 

de México. 

 

6.3 Criterios de inclusión, exclusión y eliminación  

Inclusión:  

− Fungicidas usados en cultivos del Estado de México. 

− Hongos con crecimiento micelial aislados en el Estado de México. 

− Células viables de fibroblastos humanos BJ. 

 

Exclusión:  

− Células de fibroblastos contaminadas.  

− Hongos que no presenten características filamentosas. 

− Actinomicetos con psudomicelio.  

 

Eliminación:  

− Células no viables. 

− Cepas fúngicas contaminadas
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6.4 Variables  

Operacionalización de variables. 

  

Cuadro 7: Variables en citotoxicidad y genotoxicidad. 

Variable 
Definición 

conceptual 
Definición operacional 

Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 
Indicador 

Instrumento de 

medición y/o tipo de 

análisis 

[Independiente] 

 

Concentración de 

Fungicidas 

 

Cantidad de i. a. de 

fungicida químico 

por cada litro 

de disolución. 

Concentraciones en µM 

  (5-1000 µM) 
Cuantitativa Razón  CL50 

Micro pipeta 

(ANOVA)) 

[Dependiente] 

 

% de Viabilidad 

Porcentaje de células 

vivas  

Determinación usando una 

cámara Neubauer y un 

microscopio invertido para 

calcular el número total de 

células viables en la 

suspensión 

Cuantitativa Razón 
Porcentaje de 

células vivas 
ANOVA 

[Dependiente] 

 

Daño al ADN 

Mediciones de la 

cantidad de ADN 

presentes en los 

fibroblastos 

Alteración en la estructura 

del ADN o en la función de 

sus proteínas asociadas 

causada por la interacción 

con los fungicidas 

Cuantitativa Razón % ADN 

Clitómetro de flujo 

(ANOVA) 
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Cuadro 8: Variables en pruebas fúngicas. 

 

Variable 
Definición 

conceptual 
Definición operacional 

Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 
Indicador 

Instrumento de 

medición y/o 

tipo de análisis 

[Independiente] 

 

Cepas con acción 

antifúngica. 

 

Cepas fúngicas que 

presenten actividad 

antifúngica contra 

fitopatógenos 

 

Capacidad antagónica del 

hongo saprofito de inhibir 

el crecimiento del hongo 

fitopatógeno. 

Cualitativa Nominal Halos de inhibición 

Cultivo de 

hongos en cajas 

Petri. 

[Dependiente] 

 

Grado de 

antagonismo 

Espacio que ocupa 

en el sustrato el 

hongo antagonista 

y/o patógeno en 

enfrentamiento dual 

Capacidad del hongo 

antagonista en ocupar 

mayor dimensión el medio 

de cultivo y la colonia del 

hongo adversario 

Cualitativa Nominal 
De acuerdo a la escala de Bell 

et al. [97]. 
Tabla de Bell 

[Dependiente] 

 

Porcentaje de 

inhibición del 

crecimiento radial 

Inhibición del 

crecimiento del 

patógeno por efecto 

de antagonista 

expresada en 

porcentaje. 

Medición del diámetro del 

halo de inhibición del 

crecimiento fúngico, 

mediante la prueba de 

difusión en disco 

Cuantitativa Razón 

Longitud del halo inhibitorio 

(mm) 

PICR= (R1 - R2) /R1 x 100 

 

Donde, 

PICR: Porcentaje de 

inhibición del crecimiento 

radial 

R1: Radio del patógeno testigo 

R2: Radio del patógeno en 

enfrentamiento [99]. 

Vernier 

ANOVA 

[Independiente] 

 

Concentración de 

extractos fúngicos 

Cantidad en µg de 

extracto extraído 

del exudado de 

micromicetos 

Cantidad de µg/mL 

adicionado a las células y 

determinar su toxicidad 

Cuantitativa Razón Concentración (µg/mL) 
Micro pipeta 

ANOVA 

 



 
 

28 
 

6.5 Instrumentos 

 

Los instrumentos utilizados serán los descritos en las tablas de variables de citotoxicidad y 

genotoxicidad y de pruebas fúngicas.  

 

6.6 Procedimiento 

 

6.6.1 Evaluación de la toxicidad de fungicidas en fibroblastos  

Con la finalidad de evaluar los FGC, estos se obtuvieron por muestras proporcionadas por 

los productores en campo, los FGC utilizados se describen el Cuadro 9. 

 

Para determinar la concentración de FGC a evaluar se realizaron ensayos preliminares en 

concentraciones de 0.5 a 1,000 µM basados en el i. a. para determinar la DL50 de los 

fibroblastos BJ.  Se utilizaron fibroblastos humanos BJ (ATCC® CRL-2522™) para este 

estudio. Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 (GIBCO™ Invitrogen Co, USA) 

suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal (SBF) (GIBCO™ Invitrogen Co, USA), 

bicarbonato de sodio (3.7 g/L), glutamina (2mM) (Sigma Aldrich, USA), penicilina 

(100U/mL) y estreptomicina (100 mg/mL) (GIBCO™ Invitrogen Co, USA) ambos al 1 % y 

se incubaron a 37° C con 85 % de humedad y 5 % CO2. Cuando los cultivos celulares 

alcanzaron una confluencia mayor al 80 % se trataron con tripsina (0.25 %) y PBS (GIBCO™ 

Invitrogen Co, USA), se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 min para obtener las células [100]. 
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Cuadro 9. Fungicidas evaluados en fibroblastos humanos.  

Nombre y 

casa 

comercial 

Formulación 
Composición porcentual % en peso 

(ingrediente activo e ingrediente inerte) 

Formula 

química 

Modo de 

entrada 

Familia 

química 
Dosis 

Categoría 

toxicológica 

Coraza®720 S 

 

Arysta 

LifeScence 

México, S.A. 

de C.V. 

Saltillo, 

Coahuila de 

Zaragoza, 

México 

Suspensión 

acuosa 

 

Ingrediente Activo: 

Clorotanil: 

Tetracloroisoftanitrilo…………………52 % 

(equivalente a 720 g de i. a./L) 

 

Ingredientes Inertes 

Diluyente, humectante, dispersante y 

compuestos relacionados …48 % 

 

 

C8C14N2 

P. M. 265.89 

g/mol 

Contacto Cloronitrilo 

125-350 

ml/100 L 

de agua – 

1.3-3.5 

L/Ha 

4 

(Precaución) 

CAPTAN 

ULTRA® 50 

WP 

 

Promotora 

Técnica 

Industrial, 

S.A. de C.V., 

Morelos, 

México 

Polvo 

humectable 

Ingrediente Activo: 

Captan: N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en- 

1,2-dicarboximida…50 % 

(Equivalente a 500 g de i.a./kg) 

 

Ingredientes Inertes 

Diluyente, humectante, dispersante y 

compuestos relacionados…50 % 

 

 

 

C9H8Cl3NO2S 

P. M. 300.59 

g/mol 

Contacto Carboximidas 

200 a 350 

g/100 L de 

agua – 1.5-

4.0 Kg/Ha 

4 

(Precaución) 

Cercobin®-M 

 

BASF 

MEXICANA, 

S.A. de C.V., 

D.F. México 

Polvo 

humectable 

Ingrediente activo: 

Tiofanato metílico: Dimetil-4,4-0-fenilenbis (3-

tioalofanato): No menos de.........70 % 

(equivalente a 700 g de i.a./kg) 

 

Ingredientes inertes: 

Humectantes, dispersantes, impurezas y 

compuestos relacionados: No más de............ 30 

% 

C12H14N4O4S2 

P. M. 342.4 

g/mol 

Sistémico Tiocarbamato 

2 – 3 gr / L 

de agua - 

1 kg/ha 

 

4 

(Precaución) 

Fuente: etiqueta del producto. 
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6.6.2 Evaluación de la citotoxicidad y genotoxicidad  

La prueba de citotoxicidad fue hecha con el ensayo de por exclusión con azul de tripano con 

la metodología de Calderón-Segura et al. [101], se calculó el número total de células viables 

en la suspensión, para obtener el porcentaje de viabilidad. La detección de la fosforilación de 

ATM y H2A.X se calculó mediante un citómetro Muse ™ Cell Analyzer y el estuche 

comercial Muse™ Multi-Color DNA Damage, siguiendo la metodología de Lewinska et al. 

[102]. El porcentaje de células negativas (sin daño en el ADN), el porcentaje de células 

activadas por ATM, el porcentaje de células activadas por H2A.X y el porcentaje de roturas 

de doble hélice de ADN (activación dual de ATM y H2A.X) se calcularon utilizando el 

módulo de software Muse ™ Multi-Color DNA Damage, los resultados se presentaron como 

diagramas de puntos.  

 

6.6.3 Bioensayo de la actividad antagónica de hongos saprofitos vs fitopatógenos  

Se recolectaron y aislaron de los principales cultivos de la región 18 hongos fitopatógenos, 

los cuales fueron confrontados contra 25 cepas fúngicas saprofitas, previamente aisladas y 

conservadas en el Laboratorio de Microbiología Medica y Ambiental de la Universidad 

Autónoma del Estado de México. Todas las cepas fúngicas, fitopatógenos y saprofitos, fueron 

recolectadas en el Estado de México. 

La actividad antagónica de las cepas saprofitas vs las cepas fitopatógenos se avaluó con la 

metodología de confrontación en ensayo dual [103]. Las cepas se cultivaron en cajas de Petri 

(10 cm ø) con agar papa dextrosa (PDA) BioxónTM. A los siete días de cultivo un disco 

micelial (5 mm) del saprófito se depositó en un extremo de una caja de Petri (6 cm ø) 

conteniendo PDA y en el extremo opuesto otro disco con la cepa fitopatógena. 

Posteriormente, se incubaron a 25 ± 2° C. Después de siete días se determinó el porcentaje 

de inhibición del crecimiento micelial (ICR) con la fórmula ICR= [(R1-R2) /R1] x 100%, 

donde R1 es el radio del patógeno testigo y R2 es el radio del patógeno en enfrentamiento. 

Se seleccionaron los saprobios que presentaron un porcentaje de ICR mayores al 50 %. Como 

control negativo se utilizó un disco con micelio del fitopatógeno más un disco estéril de PDA 

al otro extremo de la caja. Todos los tratamientos se hicieron por triplicado. Adicionalmente, 

se comparó la cepa saprobia con respecto a la capacidad antagónica según la escala propuesta 

por Bell et al. [97] (Cuadro 10). 

437617
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Cuadro 10. Grado de antagonismo de agentes de control biológico respecto a la competencia 

por sustrato [97]. 

Grado 

antagónico 
Capacidad antagónica (antagonista-patógeno) 

% de cubrimiento 

del antagonista de 

la superficie del 

medio 

I 
Antagonista ocupa completamente la superficie del medio de cultivo 

cubriendo totalmente al patógeno. 
100 

II 
Antagonista llega a sobrepasar las dos terceras partes de la superficie 

del medio de cultivo. 
75 

III 
Antagonista y patógeno colonizan cada uno aproximadamente la 

mitad de la superficie del medio y ninguno parece dominar al otro. 
50 

IV 
Patógeno sobrepasa al crecimiento del antagonista colonizando dos 

terceras partes de la caja Petri. 
25 

V Patógeno llega a cubrir totalmente la caja Petri. 0 

 

6.6.4 Obtención de extractos 

Cada cepa de hongo saprobio que inhibió al menos a un hongo fitopatógeno (≥ 50%) se 

cultivó en cajas Petri (10 cm) con medio PDA después de 7 días de crecimiento, a cada caja 

se le añadió 6 mL de agua destilada estéril y se raspó la superficie para obtener las esporas, 

se recuperaron 4 mL, con una pipeta estéril en un matraz se agregó agua destilada estéril (1:1) 

a la suspensión y con una micropipeta se tomó 5 µL y fueron inoculadas en frascos (400 mL) 

que contenían 40 mL de caldo papa dextrosa BioxónTM (PDB) y se incubaron a 26° C por 14 

días. 

 

Para la producción de los extractos, se prepararon 500 mL de PDB y se esterilizó en 

autoclave. Posteriormente se adicionaron en cajas de cultivo celular (200 mL), 40 mL de 

PDB y el medio se inoculó con cultivo de hongos, se incubó a 28 ± 1° C durante 2 semanas. 

El caldo se separó del micelio mediante papel filtro (Whatman®, No 5), un matraz y una 

bomba de vacío. Posteriormente, al caldo recuperado fue depositado en un embudo de 

separación y se le agregó acetato de etilo en proporción 1:1, se dejó a temperatura ambiente 

por 15 min. La fase de disolvente orgánico se transfirió a un matraz de fondo redondo para 

su concentración al vacío utilizando un evaporador rotatorio (IKA® RV8) a 40 ° C. El 

disolvente residual, con los compuestos extraídos se vertieron en un vial y se dejó secar bajo 

flujo laminar [104], hasta obtener el peso seco de los extractos que fueron disueltos en 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) a una concentración de 40 μg/mL.  
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6.6.5 Evaluación antifúngica de los extractos orgánicos por método de dilución en 

placa 

Los hongos fitopatógenos se inocularon en PDB e incubaron a 26°C durante 7 días. 

Posteriormente, a cada caja con hongo fitopatógeno, se le añadieron 6 mL de agua destilada 

estéril, se raspó la superficie para obtener las esporas, se recuperaron (4 mL) con una pipeta 

estéril y se agregó en un matraz con agua destilada estéril a proporción 1:1. El bioensayo se 

realizó en una microplaca estéril de 96 pozos descrita por Morales-Ubaldo et al. [105], con 

ligeras modificaciones. A todos los pozos de la microplaca se les adiciono 100 μL de medio 

PDB estéril, enseguida al primer pozo de cada columna de la microplaca se le adicionaron 

90 μL de PDB y 10 μL del extracto orgánico (40 μg/mL), homogenizando el contenido con 

ayuda de una micropipeta y transfiriendo 100 μL de esta mezcla al segundo pozo, así 

sucesivamente del pozo A al pozo H, reduciendo la concentración inicial del extracto en cada 

pozo, obteniendo un volumen final de 200 μL en cada pozo y concentraciones de 400, 200, 

100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 μg/mL de cada extracto en cada uno de los fitopatógenos 

evaluados, la placa se incubó a temperatura de 26 + 1 ° C por 7 días. 

 

6.6.6 Determinación de la actividad inhibitoria 

El crecimiento fúngico se determinó mediante la lectura de la absorbancia (Abs) respectiva 

a 595 nm utilizando el lector de micro placas (EPOCH®) a los 7 días posteriores a la 

incubación.  Los ensayos se realizaron por triplicado. Como control positivo se utilizó captan 

2 mL/L y caldo nutritivo como control negativo. La inhibición del crecimiento se determinó 

con base en la ecuación [(ΔC - ΔT) / ΔC] x 100, donde ΔC es la absorbancia corregida del 

micro cultivo de control en 595 nm y ΔT es la absorbancia corregida de la prueba micro 

cultivo [106]. Al mismo tiempo, transcurridos los 7 días de incubación se adicionaron en 

cada pozo 50 μL de cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% (SIGMA-ALDRICH, 

No. T8877-5G), como un indicador redox de la degradación de compuestos orgánicos por 

oxidación. Después de 30 minutos de la adición del TTC, se observó si hubo presencia de 

hongos vivos en los pozos debido al cambio de coloración. La ausencia de color, indica un 

resultado negativo (ausencia de bacterias viables) [107]. 
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6.6.7 Efecto de citotoxicidad de los extractos fúngicos en fibroblastos   

Para determinar la citotoxicidad de los extractos fúngicos, se usaron fibroblastos dérmicos 

humanos de muestras de tejido de individuos sanos, sometidos a procedimientos de cirugía 

plástica, donados por el Dr. Roberto Sánchez-Sánchez del Instituto Nacional de 

rehabilitación de la Secretaria de Salud. Las células se mantuvieron en medio de Eagle 

modificado por Dulbeccós/Mezcla de Nutrientes F-12 (DMEM-F12) suplementado con SBF 

(10%, GIBCOTM Life Technologies, Alemania), penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 

μg/ml a una concentración final de 1%. Se incubaron en frascos de cultivo de 75 cm2 a 37° 

C con un 5% de CO2 y un 95% de humedad; el medio se cambió tres veces a la semana [100]. 

Para la obtención de fibroblastos se agregó una solución de tripsina-EDTA (0.25%) en PBS 

por 3 min y se obtuvieron los fibroblastos en suspensión (1.8 x 105 células/ml). Se tomaron 

50 µL de la suspensión celular (9,000 células) y se colocaron en un microtubo cónico de 600 

µL y se adicionó 10 µL del extracto fúngico (40 µg/µL) por 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se tomaron 25 µL de la suspensión y se mezclaron con 225 µL del reactivo 

de conteo y viabilidad celular (MCH100102, Merck TM millipore, USA) incubando 5 min a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez transcurrido ese tiempo se evaluó la viabilidad 

por citometría de flujo usando el analizador celular Muse (Merck millipore, USA), las 

mediciones fueron validadas mediante el ensayo por exclusión de azul de tripano. Los 

parámetros poblacionales para hacer la discriminación entre las células vivas y muertas por 

citometría de flujo se establecieron usando una suspensión celular fresca con un porcentaje 

de viabilidad mayor al 90% y células tratadas con H2O2 (5M) por 24 h, estas muestras fueron 

usadas para establecer los diagramas registro de viabilidad y tamaño celular para los 

fibroblastos humanos que se utilizaron para la evaluación del daño citotóxico por citometría 

de flujo [108]. 

 

6.6.8 Identificación taxonómica de hongos 

Para cada cepa se hicieron cámaras de cultivo en placas Petri, se colocó un triángulo de vidrio 

con un portaobjetos y un disco de medio PDA (BioxonTM) de 15 mm de diámetro, 

posteriormente se inoculó con una asada de esporas de la cepa de interés, luego fue 

depositada un cubreobjetos y se agregó 10 mL de agua-glicerina (10:1) cerrando la caja, y se 
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incubó a 26 + 1° C por siete días. Posteriormente, se retiró el cubreobjetos que contenía 

micelio y esporas del hongo y se colocó sobre un portaobjetos y fue teñida con azul de 

algodón [109]; las observaciones se hicieron en un en microscopio óptico (LeicaTM) a seco 

débil (10x) y seco fuerte (40x), para lo cual se utilizó la guía de identificación de Barnett y 

Hunter [110] y Watanabe [111] para la descripción.  

 

6.7 Recolección de datos 

Registro visual de los experimentos, anotaciones en bases de datos de las mediciones 

obtenidas y mediante software ya establecido. 

 

6.8 Análisis estadístico  

Para las pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad, el crecimiento radial del patógeno y de los 

antagonistas se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) con medidas repetidas y se 

realizará la prueba post hoc de Tukey (P<0,05), para determinar CL50 se realizó el ajuste de 

curva de Hill mediante el software de GraphPad Prism.  Los resultados de porcentaje de 

inhibición del crecimiento micelial, serán transformado con la fórmula arcoseno (raíz(x/100)) 

y se someterá a análisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey (P <0.05).  Los 

datos de las pruebas mencionadas, serán analizadas utilizando el paquete estadístico IBM® 

SPSS statistics 25. Para los casos correspondientes se aplicará la prueba de Kolmogorov-

Smirnov para determinar normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianzas. 

Los resultados de inhibición de los extractos se realizó ANOVA de 2 vías con una prueba de 

comparaciones múltiples de Dunnett (P <0.05, <0.001 y <0.0001) utilizando GraphPad Prism 

versión 8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California EE. UU.    

  

6.9 Ética de estudio 

La realización de este proyecto respetará las siguientes Normas, Convenios y Protocolos: 

Se seguirán los parámetros bioéticos establecidos en la declaración de Helsinki con el uso de 

células y tejidos de origen humano en procesos de investigación [112]. 
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Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA1-1993, que establece las especificaciones 

sanitarias de los medios de cultivo. Que tiene por objeto determinar las especificaciones 

mínimas que deben tener los medios de cultivo para microorganismos en general [113].   

 

NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Protección ambiental - Salud 

ambiental - Residuos peligrosos biológico-infecciosos - Clasificación y especificaciones de 

manejo general [114]. 
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7. Resultados 

 

7.1 Artículo publicado 

 

7.1.1 Título del artículo  

 

Evaluation of the cytotoxic and genotoxic potential of the captan-based fungicides, 

chlorothalonil-based fungicides and methyl thiophanate-based fungicides in human 

fibroblasts BJ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 



38 
 

7.1.2 Página frontal del manuscrito  
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7.1.3 Carta de aceptación  

  

 

7.1.4 Resumen 

 

Abstract 

The objectives of this study were to examine cytotoxic and genotoxic damage in human BJ 

fibroblasts caused by three pesticides used worldwide by trypan blue dye exclusion assays 

and to measure the relative level of phosphorylated histone H2A.X by flow cytometry at 

different concentrations. Captan-based fungicide and methyl thiophanate-based fungicide 

(100 and 1000 µΜ) showed immediate cytotoxic effects; furthermore, after 24 h, captan-

based fungicide, chlorothalonil-based fungicide and methyl thiophanate-based fungicide 

caused cytotoxic effects in the concentration ranges of 40–100 µM, 30–100 µM and 150–

1000 µM, respectively. All fungicides generated DNA damage in the treated cells by 

activating ATM and H2A.X sensor proteins. The three fungicides tested generated DNA 

double-stranded breaks and showed cytotoxicity at concentrations 33, 34, and 5 times lower 

(captan, chlorothalonil and thiophanate-methyl respectively) than those used in the field, as 

recommended by the manufacturers. 

Keywords: Genotoxicity, cytotoxicity, fungicide viability, phosphorylation 

https://www.tandfonline.com/keyword/Genotoxicity
https://www.tandfonline.com/keyword/Cytotoxicity
https://www.tandfonline.com/keyword/Fungicide
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7.1.5 Apartados del artículo 

 

El artículo publicado puede visualizarse en el siguiente link:  

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/03601234.2021.1972721?scroll=top&needA

ccess=true 

 

La revista The Journal of Environmental Science and Health, Part B, Pesticides, Food 

Contaminants, and Agricultural Wastes proporciona una salida para informes de 

investigación originales sobre técnicas analíticas o mejoras en métodos existentes aplicables 

a residuos de PGC, medicamentos veterinarios, antibióticos, contaminantes de alimentos 

(naturales y aditivo), y otros contaminantes orgánicos y químicos emergentes, y sus 

metabolitos en la ecosfera, posee un con un factor de impacto JCR de 1.990 (2020), 2.116 

(2020) 5 year IF, 2.9 (2020) CiteScore, Q2 (2020) CiteScore Best Quartile, 0.771 (2020) 

SNIP y 0.445 (2020) SJR. 

 

El artículo publicado cuenta con la cita siguiente: 

 

Andy J. Moo-Muñoz, Erika P. Azorín-Vega, Ninfa Ramírez-Durán & Pablo Antonio 

Moreno-Pérez. (2021). Evaluation of the cytotoxic and genotoxic potential of the captan-

based fungicides, chlorothalonil-based fungicides and methyl thiophanate-based fungicides 

in human fibroblasts BJ, Journal of Environmental Science and Health, Part B, DOI: 

10.1080/03601234.2021.1972721 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/03601234.2021.1972721?scroll=top&needAccess=true
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/03601234.2021.1972721?scroll=top&needAccess=true
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7.2 Artículo publicado   

 

7.2.1 Carta de aceptación 

 

ESTADO DE LA PRODUCCIÓN Y CONSUMO DE PLAGUICIDAS EN MÉXICO  

[STATE OF THE PRODUCTION AND CONSUMPTION OF PESTICIDES IN MEXICO] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

7.2.2 Pagina frontal del manuscrito 
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7.2.3 Carta de aceptación 

 

 

7.2.4 Resumen 

 

SUMMARY 

 

Background. One of the problems in Mexico about the use and quantification of pesticides, 

is that there is a lack of efficient regulation and monitoring because there is no detailed 

information on its use, so this work analyzes the use of pesticides in Mexico. Objective. To 

know the current situation of the use of chemical pesticides used in Mexico. Methodology. 

A search and systematic review of scientific publications related to pesticides in Mexico 

during the last 20 years in indexed or arbitrated journals. Results. The analysis of these 

investigations indicates that in Mexico in 2018> 61,000 tons of pesticides were imported, 
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although in 2017 the production was greater than 106 thousand tons. One of the problems in 

Mexico, as in other countries, is that there is a lack of efficient regulation and monitoring of 

the use of pesticides. During the last two decades the total consumption of pesticides in 

Mexico increased between 57-65%, the data from the available sources of their consumption 

show differences of the annual average of 27%, equivalent to 14,000 t per year, greater than 

the consumed in 2016 by countries such as Uruguay, Greece, Portugal, the Netherlands and 

Honduras. Implications. In order to reduce this problem, it is proposed to implement a 

"national logbook for the registration and use of pesticides" that includes the type of pesticide 

used, brand, active ingredient, applied dose (kg/ha) and frequency of application. 

Conclusions. The obvious inconsistency of thousands of tons between national and 

international statistics is due to an inadequate quantification of pesticide use, a characteristic 

that occurs not only in Mexico. This situation is a serious global threat with environmental, 

economic and social implications, since the potential ecological damage is underestimated. 

Knowing the actual amount of pesticides used and will allow promoting real strategies aimed 

at reducing their use.  

 

Keywords: Consumption; pesticides; environment; ecosystems; toxic. 

 

7.2.5 Apartados del artículo   

 

El artículo publicado puede visualizarse en el siguiente link:  

https://www.revista.ccba.uady.mx/ojs/index.php/TSA/article/view/3225 

 

La revista Tropical and Subtropical Agroecosystems es una revista de publicación 

internacional revisada por pares de carácter multidisciplinario de su alcance y fomenta la 

presentación de manuscritos originales de todas las disciplinas involucradas en esta área. La 

revista pertenece a los índices: CONACYT-México, Matriz de Información para el Análisis 

de Revistas (MIAR), Google Académico, REDIB, Puerta de la investigación, SJR 2019 0.156 

e ISSN: 1870-0462 y en el artículo se exponen aspectos relevantes del análisis y producción 

https://www.revista.ccba.uady.mx/ojs/index.php/TSA/article/view/3225
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de PGC en México, su uso y comparación estadística internacional derivado del proyecto de 

tesis doctoral, y cuenta con la cita siguiente: 

 

Moo-Muñoz, A.J.; Azorín-Vega, E.P.; Ramírez-Durán, N.; Moreno-Pérez, M.P. State of the 

production and consumption of pesticides in Mexico. Tropical and Subtropical 

Agroecosystems. (2020), 23, #43. 
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8. Discusión general 

 

México es un importante productor agrícola a nivel mundial, pero también se encuntra entre 

los principales consumidores de PGC, en al año 2018 se utilizaron más de 53,000 toneladas 

de estos productos [17]. La OMS [1], reconoce que la utilización de PGC es una necesidad 

indispensable para producir alimentos para la población mundial en crecimiento, aunque son 

eficaces para el control de plagas, causan contaminación al ambiente, persisten en el ambiente 

y sistemas biológicos, son solubles en lípidos, además de causar daños a especies no objetivo, 

incrementando potencialmente el riesgo en la salud humana [6,22,115,116].  

 

Debido a la gran cantidad de PGC utilizados en México y a su importante incremento, se 

requiere implementar estrategias inmediatas para disminuir su utilización. Es necesario 

fortalecer los controles sobre los PGC debido a que causan enfermedades crónicas, 

intoxicaciones y muertes, por lo que se sugiere la adopción de alternativas más seguras. Ante 

el panorama ambiental y de salud, es urgentemente necesario implementar estrategias 

inmediatas para disminuir la utilización y control de PGC, por que causan enfermedades 

crónicas, intoxicaciones y muertes. La utilización bio-plaguicidas, a diferencia de los PGC 

convencionales, son derivados de origen natural como, animales, plantas y microorganismos; 

los bio-plaguicida son efectivos en pequeñas cantidades y menos tóxicos para el ambiente, 

ya que se degradan rápidamente [117].  

 

La implementación de bio-plaguicidas, puede reducir el uso de PGC sintéticos en México, 

ya que se encuentra evidencia de que em México se encuentran microorganismos con 

capacidad antifúngica. Adicionalmente, las tasas de adopción de bio-plaguicidas van 

surgiendo como línea de investigación y desarrollo en expansión en México y América Latina 

[118]. Aunque el potencial del uso de bio-plaguicidas en México es subestimado, su futuro 

es prometedor. 
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9. Conclusiones generales. 

 

Los bio-plaguicidas son una opción, debido a que son una alternativa tecnológica para el 

control de plagas.  

 

Los fungicidas comerciales Coraza®720 S, Cercobin®-M y Captan ultra® 50 WP, son 

fungidas que se encuentran disponibles en el mercado y son utilizados en el Estado de 

México. 

 

Los fungicidas comerciales Coraza®720 S, Cercobin®-M y Captan ultra® 50 WP, ocasionan 

daño al ADN en fibroblastos BJ, activando ATM y fosforilación de H2A.X. 

 

Las dosis evaluadas de los fungicidas son más tóxicas en concentraciones 30 veces menores 

a las dosis recomendadas por el fabricante para su aplicación en campo. 

 

Los hongos fitopatógenos encontrados son de gran relevancia debido dañan cultivos de 

interés comercial y pueden ser de prioridad científicas y económicas en el Estado de México. 

 

Diversos géneros de hongos saprofitos del Estado de México tienen actividad antifúngica.  
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11. Anexos 

 

11.1 Identificación de cepas colectadas 

 

Cepa fitopatógena Genero Descripción 

M1C3 

 

 

Alternaria sp. 

 

 
 

Conidióforos de color 

marrón claro, simples o 

ramificados, con conidios 

catenulados en el ápice y 

partes fértiles apicales. Los 

conidios catenulados, en su 

mayoría hasta 9 en una 

cadena, a menudo 

ramificados. Conidios 

porosporosos, 

acropetalmente 

desarrollados, café (oscuro), 

cilíndricos o fusiformes, a 

menudo con picos 

cilíndricos, muriformes 

compuestos de 3-4 (-8) 

paredes transversales y 1-2 

paredes longitudinales. 

 

M2C1 

 

 

Chrysosporium sp. 

 

 
 

Conidióforos que carecen o 

son muy cortos, simples o 

ramificados, hialinos, con 

conidios en las partes 

apicales o raramente 

directamente en las hifas. 

Conidios aleuriosporosos, 

solitarios (raramente, 2-3 

conidios en una cadena), 

globosos, elipsoidales, 

unicelulares, cilíndricos, 

apiculados o truncados en un 

extremo, de color amarillo 

pálido, fácilmente 

desprendibles. 

 

M2C6 

 

 

Pithomyces sp. 

 

. 

Conidióforos hialinos, 

simples, cortos, con conidios 

únicos apicalmente. Conidios 

aleuriosporosos, pardos, 

ovados o elipsoidales, 

muriformes, generalmente 

compuestos de 3 tabiques 

transversales y 1-2 tabiques 

longitudinales, lisos 

marginalmente, constreñidos 

en o cerca de los tabiques 

transversales. 
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M3C7 

 

 

Monilia sp. 

 

 
 

Conidióforos ausentes o 

indistintos, no bien 

diferenciados de las hifas. 

Hifas hialinas, no aéreas, 

rastreras, con conidios 

catenulados que se 

desarrollan por gemación 

directamente de las hifas: 

cadenas conidiales simples o 

ramificadas. Conidios 

hialinos, blastosporosos, 

unicelulares, elipsoidales. 

 

M3C8 

 

 

Helicomyces sp. 

 

 

Conidióforos no 

diferenciados de las hifas 

ordinarias (micronematosas), 

cortos, simples, hialinos a 

subhialinos, con conidios 

individuales lateralmente en 

las hifas. Conidios 

simpodulosporosos, hialinos 

a subhialinos, de masa 

blanca, enrollados en un 

plano en su mayoría 3 veces, 

filamentos conidiales 

alargados cuando están 

húmedos (higroscópicos), 

numerosos septados. 

 

 

Cepa saprobia Genero Descripción 

22 

 

Trichoderma sp. (koningi Oud) 

 

 
 

Conidióforos hialinos, 

erectos, ramificados, con 

masas de esporas 

apicalmente en las fialidas: 

fialidas que se estrechan 

hacia el ápice. Conidios 

fialosporosos, hialinos, 

ovados o elipsoidales, 

unicelulares. Clamidosporas 

de color marrón pálido, 

subglobosas. 

57 Trichoderma sp. (harzianum 

Rifai) 

Conidióforos hialinos, 

erectos, ramificados, con 

masas de esporas 

apicalmente en fialides 

verticilados: fialides cortos 

y gruesos. Conidios 

fialosporosos, hialinos, 

globosos, subglobosos u 
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ovados, unicelulares. 

Clamidosporas marrones, 

subglobosas. 

59 

 

Aspergillus sp. 

 

 

Conidióforos de color 

marrón pálido, erectos, 

simples, lisos en la 

superficie, con masas de 

esporas esféricas de color 

marrón grisáceo 

compuestas de conidios 

catenulados sobre fialidos 

uniseriados desarrollados 

sobre vesículas globosas de 

color marrón pálido. 

Conidios fialosporosos, 

pardo amarillento, globosos 

o elipsoidales, rugosos en la 

superficie. 

 

 

 

95 

 

Trichoderma sp. (pseudokoningi 

Rifai) 

 

  
 

Conidióforos hialinos, 

erectos, ramificados, con 

masas de esporas 

apicalmente en fialides 

dispuestos irregularmente: 

fialides cortos y gruesos. 

Conidios fialosporosos, 

verde pálido, elipsoidales u 

ovados, unicelulares, 

apiculados en un extremo. 

Clamidosporas marrones, 

subglobosas. 

103 

 

Nigrospora sp. sacchari (Speg.) 

 

 
 

Conidióforos simples, 

hialinos, globosos, con 

conidios únicos 

apicalmente. Conidios 

aleuriosporosos, negros, 

subglobosos o en forma de 

disco, ocasionalmente 

apiculados en la parte 

superior. 
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116 

 

Nigrospora sp. (Zimmerm) 

 

 
 

Conidióforos simples, 

hialinos, globosos, con 

conidios únicos 

apicalmente. Conidios 

aleuriosporosos, negros, 

subglobosos o en forma de 

disco, ocasionalmente 

apiculados en la parte 

superior. 

130 

 

No Identificado 
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11.2 Prueba en microplacas de extractos de cepas saprobias frente a fitopatógenos 

colectados.  

 

Prueba 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en microplaca de fitopatógeno M3C8 (Helicomyces 

sp.) 
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Prueba 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en microplaca de fitopatógeno M2C1 (Monilia sp.) 
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Prueba 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en microplaca de fitopatógeno M2C6 (Phytomices 

sp.) 
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Prueba 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en microplaca de fitopatógeno M3C7 

(Chysosporium sp.) 
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Prueba 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en microplaca de fitopatógeno M1C3 (Alternaria 

sp.) 
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NOTAS 


