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ANTECEDENTES

v Carbon del mani causado por Tecaphora frezii

v~ Control actual: manejo integrado, rotacién de cultivos, labranza, fertilizantes, enmienda del
suelo, control quimico y bioldgico.

v~ No se logra aun reducir el impacto de la enfermedad.

v~ Se continda en la busqueda de nuevos compuestos inocuos, biodegradables, capaces de
producir una alteracién de las estructuras de las células fungicas, que consigan inhibir su
desarrollo, afectando su viabilidad o capacidad de supervivencia.

v Evaluacién de la actividad antifungica “in vitro” de dos compuestos frente a T. frezii

v Determinar el rango efectivo de concentraciones

v Desarrollar formulaciones de los compuestos seleccionados o sus combinaciones.

v Caracterizar propiedades fisico-quimicas de las formulaciones: viscosidad, tamafo, potencial
zeta, asi como estabilidad y adhesion

v Selecciéon del medio de cultivo para el crecimiento micelial in vitro de carboén




Actividad antifungica in vitro de compuestos previamente
seleccionados
Curva dosis respuesta

En la presentaciéon no se nombran los principios activos en estudio debido a que los mismos se

encuentran bajo patente, por lo que los llamamos compuesto A y compuesto B

Compuesto B/agua 0.5mM + 1mM  + 5mM + 10mM +
Compuesto B/etanol 0.5mM  + 1mM - 5mM - 10 mM -
Compuesto Afagua 0.1 mM + 1mM  + 5mM - 10mM -
Compuesto A/etanol 0.1 mM + 1mM - 5mM - 10 mM -

CIM productos comerciales:
Carbendazim 1 mM

Ciproconazol/picoxistrobin 1,4 uM/3,4 uM




Formulaciones de los principios activos seleccionados

Compuesto B 0.75 M en TEA:agua (1/1) - Compuesto estable bl
A/aceite 0,25 -CBZ 0.1 M estable

Compuesto B 0.25 M —Compuesto A 0.5M - CBZ 0.1 M -

. . I
BHA 0.1 M /aceite vegetal sulfitado BELE estable




Actividad antifungica in vitro de las formulaciones

Formulacion Concentracion (mi)

0.1
0.5
Compuesto B en buffer TRIS, pH: 6,5 w
. . 0.1
Compuesto B /aceite vegetal sulfitado ®
Compuesto B en aceite sulfitado/ lecitina (1/1) - 0.100-0.010
. . 0.5
Compuesto A en aceite sulfitado
: . 0.050-0.010
Compuesto A en aceite sulfitado - CBZ
0.1
Compuesto B en TEA/agua 1.0
10
Compuesto B en TEA:agua - Compuesto A en 0.075-0.025-0.010
aceite sulfitado - CBZ 1-03-0.1

Compuesto B y Compuesto A -CBZ -BHA/aceite ,5-1-0,2 -0,
vegetal sulfitado 1-2-04-04




Parametros fisicos de las formulaciones
Viscosidad

Compuesto B / Compuesto A -CBZ -BHA/aceite vegetal sulfitado: 1525 Cps
Compuesto B / Compuesto A -CBZ -BHA/aceite vegetal sulfitado (dil. con agua 1/100): 0.93 Cps

Estabilidad

Centrifugacién ,Temperatura

Adhesion

Formulacién con Azul de metileno (dil
1/100), A: 72 hs de incubacién, By C
Posterior a 10 dias.

Formulacién con sudan black (dil 1/100),
A: 72 hs de incubacién, B y C Posterior a
10 dias




Tamaiio de particulas/ Potencial Z

Compuesto B / Compuesto A -CBZ -BHA/aceite vegetal sulfitado/agua (1/100) filtro: 0,45um

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n... Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Z-Biakags (d.ni): 30,5 Peak1: 151.0 100.0 62,04 Zeta Potential (mV): -50,8 Peak 1: -50,9 100,0 7.22
Pdl: 0.165 Peak2: 0,000 0.0 0,000 Zeta Deviation (mV): 6,84 Peak 2: -250 06 1,63
Intercept: 0,947 Peak3: 0000 0.0 0.000 Conductivity (mS/cm): 0,807 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good Result quality Good
Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
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Compuesto B /Compuesto A -CBZ -BHA/aceite vegetal sulfitado/agua (1/100) filtro: 0,45um. 5 dias

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n... Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Z-Average (d.nm): 1482 Peak1: 1618 97.4 62,98 Zeta Potential (mV): -56,7 Peak 1: -56,6 100,0 6,56
Pdl: 0,185 Peak 2: 4819 2,6 721,86 Zeta Deviation (mV): 6,40 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Intercapt: 0,856 Peak3: 0,000 0.0 0,000 Conductivity (mS/em): 0,704 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good Result quality Good
Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
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Influencia del Medio de cultivo en el crecimiento in vitroy

viabilidad de T. frezii

Se inocularon con hifas de carbén un medio caldo papa y se compard con dos medios definidos (MS y
Holliday modificado) a pH 5,8. Se evalud a diferentes tiempos el crecimiento mediante DOgyy,,, V |2
viabilidad mediante microscopia de fluorescencia (DAF/IP) a fin de seleccionar un medio adecuado
para los estudios posteriores de mecanismo de accion de los compuestos en estudio.
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v~ En medio papa y Holliday las hifas desarrollan rapidamente, alcanzando valores de DO entre 8 y

10 a los 5 dias, las hifas son largas, finas y no segmentadas.
v" En medio MS cinética de crecimiento es mas lenta

v La viabilidad decayo rapidamente en los medios MS y papa sacarosa.




MS glucosa 3% pH 5,8

Papa 340 g/l gluc 3% pH: 5,8 Papa 340 g/l sac 5% pH: 5,8

En medio papa y Holliday el crecimiento es mas
homogéneo. En MS se forman cumulos que
sedimentan y dejan al medio limpido.
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