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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con la finalidad de obtener metabolitos
secundarios con potencial fitotdxico y antifungico, a partir de los hongos endoéfitos
mas competitivos aislados de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae), contribuyendo
asi al posible desarrollo de nuevos agentes agroquimicos o de control bioldgico.
Para el cumplimiento de este objetivo se comenzé con la obtencidon y evaluacion
de los extractos organicos a partir de cultivos en pequefia escala de los hongos
enddfitos, y se corrobor6 que, en general, todos los endoéfitos en estudio producen
metabolitos secundarios antifungicos y antioomicetos contra los fitopatogenos con
importancia en la agricultura: Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora
capsici, Phytophthora parasitica y Pythium aphanidermatum, asi como actividad
fitotoxica sobre el crecimiento de la raiz de Amaranthus hypochondriacus y
Solanum lycopersicum. En ambos bioensayos los hongos endoéfitos Xylaria sp.
(PBE11) y Aspergillus sp. (PBE21) destacaron al producir un efecto inhibitorio
significativo sobre el crecimiento radial de los microorganismos fitopatégenos, en
un rango de 34.0 a 59.4%, y un potencial fitotoxico significativo, al inhibir mas del

50% el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus'y S. lycopersicum.

En los bioensayos in vitro de antagonismo directo multiple, los hongos enddfitos
Aspergillus sp. (PBE21) y Xylaria sp. (PBE11) producen una inhibicién significativa
entre el 22-60% sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatégenos, en
general ambos aislamientos mostraron inhibicion a distancia por medio de
compuestos organicos volatiles y no volatiles, y en algunos casos crecieron sobre

sus competidores (micoparasitismo), reduciendo completamente su crecimiento.

En consecuencia, se seleccion6 al hongo endofito Aspergillus sp. (PBE21) para su

estudio biodirigido y a Xylaria sp. (PBE11) para la identificacion de VOCs.

La actividad biolégica y composicion quimica de los VOCs de Xylaria sp. (PBE11)
fue establecida mediante el uso de bioensayos de antagonismo directo simples y
multiple, y por el método de microextraccion en fase soélida seguido de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. Los resultados

mostraron que Xylaria sp. (PBE11) inhibe significativamente el crecimiento de P.
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aphanidermatum (78.3%), P. capsici (48.3%), A. solani (24,5%) y F. oxysporum

(24.2%) en los bioensayos de antagonismo multiple. Los VOCs producidos por
Xylaria sp. (PBE11) a los 20 y 30 dias de desarrollo inhibieron el crecimiento de la
raiz de A. hypochondriacus (27.6%) y S. lycopersicum (53.2%). Se identificaron 40
VOCs a lo largo de los 10, 20 y 30 dias de cultivo del hongo endéfito Xylaria sp.
(PBE11). Los compuestos con la mayor afinidad a la fibra fueron el 3-metil-1-
butanol (24.33%) y el tujopseno (21.60%), a los 10 dias de crecimiento, una amina
no identificada (34.30%) y el 2-metil-1-butanol (33.28%) a los 20 dias, y el 2-metil-
1-propanol (25.43%) a los 30 dias de cultivo.

Por otro lado, el estudio quimico biodirigido del extracto organico de la especie
Aspergillus sp. (PBE21) permitié el aislamiento de dos metabolitos secundarios
descritos por primera vez para este microorganismo y que se caracterizaron como
(4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5metil-2-ciclohexen-1-ona o  coriloxina
(70) y variecolina A (71), este ultimo corresponde a un nuevo producto natural .
Las estructuras quimicas de ambos compuestos se establecieron usando métodos
espectroscopicos y espectrométricos. El compuesto 70 inhibe significativamente el
crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus (77.0%) y S. lycopersicum (81.0%), y
el compuesto 71 presenta un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de
los cuatro microorganismos fitopatdégenos de prueba: F. oxysporum (52.0%), A.
solani (30.0%), P. aphanidermatum (52.0%) y P. parasitica (63.0%). Asimismo,
inhibe significativamente el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus y S.

lycopersicum en un 30.0 % y 57.0%, respectivamente.

Con base en los resultados obtenidos, los hongos endéfitos Xylaria sp. (PBE11) y
Aspergillus sp. (PBE21), asi como sus metabolitos secundarios, constituyen
candidatos para el desarrollo de agentes de control biolégico de malezas y/o

microorganismos fitopatégenos con importancia agricola.
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ABSTRACT

The present work was developed to obtain secondary metabolites with phytotoxic
and antifungal potential from the most competitive endophytic fungi isolated from
the plant Haematoxylon brasiletto (Fabaceae), and to contribut for the development

of new agrochemical agents or for the biological control.

For the achievement of this objective we atended with the evaluation of the organic
extracts from small scale fermentations of the endophytic fungi, then it was
corroborated that all the fungi produce antifungal and anti-oomycete secondary
metabolites against some of the most important phytophatogens in agriculture like:
Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora capsici, Phytophthora
parasitica and Pythium aphanidermatum. Also, the phytotoxic activity over the root
growth of Amaranthus hypochondriacus and Solanum lycopersicum was
corroborated. In both tests, the endophytic fungi Xylaria sp. (PBE11) and
Aspergillus sp. (PBE21) highlighted by inhibiti over the micelliar growth of the
pathogens in a range from 34.0 to 59.4%, and both fungi showed a significant
phytotoxic potential, with more than 50% of inhibition on the root growth of A.

hypochondriacus and S. lycopersicum.

In the in vitro multiple direct antagonism bioassay both fungi, Xylaria sp. (PBE11)
and Aspergillus sp. (PBE21), demonstrated a significant inhibition (22-60%)
against the phytopathogen microorganisms, both isolations mainly showed distant
inhibition due to the volatile and non-volatile compounds produced, and in some
cases even growth over their competitors (mycoparasitism) or completely

abolishing their growth.

Afterward the endophytic fungi Aspergillus sp. (PBE21) was selected for its
bioassay-guided study and Xylaria sp. (PBE11) for the identification of the volatile
organic compounds (VOCs) and the biological activity and chemical composition of
VOCs of Xylaria sp. (PBE11) were established by using simple and multiple
antagonism bioassays, and by solid phase microextraction followed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry respectively. The results showed
that Xylaria sp. (PBE11) inhibits the growth of P. aphanidermatum (78.3%), P.
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capsici (48.3%), A. solani (24.5%) and F. oxysporum (24.2%) in the multiple

antagonism assay. The VOCs produced by Xylaria sp. (PBE11) on the 20 and 30
days of development, inhibited the root growth of A. hypochondriacus (27.6%) and
S. lycopersicum (53.2%). We identified 40 VOCs from Xylaria sp. (PBE11) over
10, 20 and 30 days of culture. The compounds with the highest affinity to the fiber
were: 3-methyl-1-butanol (24.33%) and thujopsene (21.60%) during the first 10
days, an unidentified amine (34.30%) and 2-methyl-1-butanol (33.28%) in the next
10 days, finally, 2-methyl-1-propanol (25.43%) at the 30 days.

The analysis of the organic extract of Aspergillus sp. (PBE21) allowed for the first
time the isolation and identification of two secondary metabolites characterized as
(4S,5S,6S)-5,6-epoxy-4-hydroxy-3-methoxy-5methyl-2-cyclohexen-1-one or
coriloxine (70) and variecolina A (71). The establishment of the structures were
done using conventional spectrometric and spectroscopic methods. The compound
(70) significantly inhibits the root growth of A. hypochondriacus (77.0%) and S.
lycopersicum (81.0%) and the compound 71 showed a significant inhibitory effect
over the growth of the four phytophatogens F. oxysporum (52.0%), A. solani
(30.0%), P. aphanidermatum (52.0%), and P. parasitica (63.0%). It also has
phytotoxic activity against A. hypochondriacus (30.0%) and S. lycopersicum
(57.0%).

All the results obteined in this work whith the endophytic fungi Xylaria sp. (PBE11)
and Aspergillus sp. (PBE21) and their metabolites show their potential as
candidates to be considered for the biological control of weeds and phytopatogen

microorganisms with agricultural importance.
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1. INTRODUCCION

La agricultura es una de las principales fuentes de la economia de México, la cual
se puede ver afectada por diversos factores como son: problemas climaticos,
dafos por roedores e insectos herbivoros, la presencia de malezas en los campos
de cultivo o el ataque de varios microorganismos fitopatdbgenos (Fdster et al.
2007).

Con la finalidad de disminuir algunos de estos dafios e incrementar la produccion
de alimentos, en la actualidad, se emplean una gran variedad de plaguicidas
sintéticos (Albert 2005). Un plaguicida se define como una sustancia o mezcla de
éstas destinadas a prevenir, controlar o destruir aquello que se considere una
plaga. Las plagas incluyen especies de plantas o animales indeseables que
causar algun tipo de perjuicio o interferencia en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, trasporte o comercializacion de productos de origen agricola y
ganadero (INE 1996).

Los riesgos del uso indiscriminado de los plaguicidas son altos, a pesar de su
importancia y beneficios en la agricultura, ya que su toxicidad es elevada (Ibarra et
al. 2006). Los efectos negativos de los plaguicidas incluyen: la resistencia que
desarrollan muchos insectos plaga, la reduccion poblacional de animales y
vegetales, la presencia de contaminantes en el agua, aire y suelo; ademas,
afectan la fertilidad del suelo, la cual depende de los microorganismos y su
interaccion con los materiales organicos e inorganicos del mismo. Ademas puede
provocar la intoxicacidon de personas ocupacionalmente expuestas (Ibarra et al.
2006).

Actualmente, la busqueda de agroquimicos alternativos para la proteccion de
cultivos incluye no solo productos naturales derivados de plantas, sino que se han
explorado otras alternativas como es el uso de bacterias, virus, nematodos
entomopatdgenos, organismos marinos y hongos capaces de producir sustancias
bioactivas (Gonzalez et al. 2002). Un grupo de microorganismos que constituye un
campo prometedor para el descubrimiento de productos naturales con actividad

biolbgica sobre los patogenos de plantas son los hongos endéfitos
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(Suryanarayanan et al. 2009). Estos microorganismos producen una gran cantidad

de metabolitos secundarios utiles en la industria, la medicina (Sette et al. 2006; Yu
et al. 2010; Cui et al. 2011) y la agricultura (Suryanarayanan et al. 2009; Wang y
Dai 2010). Ademas, en estudios recientes se estima que existen 1.5 millones de
especies fungicas de las cuales solo el 1% se ha estudiado desde el punto de
vista quimico (Suryanarayanan et al. 2009). Algunos de los metabolitos
secundarios producidos por endéfitos tienen en la actualidad una elevada
importancia econémica, como el anticancerigeno taxol (1), producido por el hongo
endofito Taxomyces andreanae; la diosgenina (2), un compuesto generado por los
hongos endofitos Cephalosporium sp. y Paecilomyces sp., y quien es precursor de
la progesterona, y disminuye la concentracion de colesterol; la azaridactina (3),
que es empleada como insecticida natural y es obtenida del hongo enddfito

Eupenicillium parvum (Venugopalan y Srivastava 2015).
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Con base en las consideraciones anteriores y tomando en cuenta que existen

alrededor de 300 000 especies de plantas en la tierra colonizadas por una gran
variedad de hongos enddfitos (Strobel y Daisy 2003; Andrade y Franken 2013), es
evidente que los microorganismos endéfitos constituyen una fuente prometedora e
inagotable para el descubrimiento de compuestos bioactivos, con una gran
diversidad estructural y con posibles aplicaciones en la medicina, la industria

quimica y la agricultura.

En este contexto, el presente proyecto estudia aspectos de la ecologia quimica de
hongos endéfitos aislados de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae), y su potencial
uso como una fuente de metabolitos secundario utiles en la agricultura. El estudio
de estos hongos endoéfitos con potencial antagonico, constituye el primer reporte
de microorganismos asociados a esta especie, ademas de que contribuye al
conocimiento de nuevos compuestos con actividad biolégica obtenidos de los

enddfitos Xylaria sp. y Aspergillus sp.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Problematica en la agricultura

A lo largo de la historia una gran variedad de plantas han sido domesticadas para
mejorar el rendimiento y la calidad de los frutos que producen (Smith et al. 2012).
Como consecuencia, dichas plantas han perdido su resistencia natural y silvestre
contra numerosas enfermedades causadas por diversos microorganismos
patdgenos y a la invasiéon de malezas. Estas plagas disminuyen el rendimiento de
los cultivos, asi como la calidad de las cosechas y, en consecuencia, se genera

escasez de alimentos y crisis economicas (Pérez-Jaramillo et al. 2016).

Asta la fecha, se emplean un gran numero de pesticidas para garantizar un
rendimiento satisfactorio y calidad en las cosechas. Sin embargo, su uso
indiscriminado provoca dafos en los cultivos, al ambiente e incluso en la salud de
los agricultores y los consumidores. Otro problema que se ha generado con el uso
excesivo de pesticidas es la resistencia por parte de una gran variedad de
microorganismos y malezas (Pérez-Jaramillo et al. 2016). Estos riesgos ponen en
evidencia la necesidad del empleo de diversas alternativas para el control de

plagas como por ejemplo:

» Control genético: cultivo de diversas variedades de plantas que sean
resistentes, tolerantes o menos susceptibles al ataque de plagas
(Hammond Kosack y Parker 2003).

» Practicas culturales: disminucién de la poblacional de una plaga por medio
de la preparacibn de suelo, manejo del agua, cultivos asociados,
eliminacién de hierbas hospederas perjudiciales, control de la época de
siembra, etc. (Gepts 2003).

» Control mecanico y fisico: construccion de barreras fisicas, como el uso del
fuego e instrumentos de labranza para abatir malezas.

» Control por confusién sexual: basado en la manipulacion de feromonas,
generalmente producidas por las hembras para atraer a los machos.

» Control quimico: los insecticidas son y seran un elemento indispensable en
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los programas de fitoproteccién, pues son versatiles, facil de aplicar,
eficaces y comercialmente atractivos; sin embargo, su elevada toxicidad
sobre el ambiente y la salud limitan su utilidad y demandan un manejo
juicioso, aunado con el desarrollo de mecanismos de defensa otorgandoles
resistencia frente a los insecticidas (Rusch et al. 2010).

» Control biologico: empleo de organismos vivos con el fin de regular la

poblacién de otros organismos indeseables (Chaudhary 2013).

En este ultimo grupo estan incluidos no solo los organismos vivos sino también los
metabolitos secundarios que se pueden obtener a partir de ellos, que al ser de
origen natural pueden presentar menor toxicidad, ser mas especificos y tener

menor bioacumulacién en el ambiente o ser biodegradables (biopesticidas).

Durante varios afos, se han obtenido una gran variedad de compuestos quimicos
de origen natural que se han empleado de forma directa por su potencial biolégico
0 que han permitido, mediante su estructura, la sintesis de compuestos con
diversas actividades biologicas. Existen por lo menos 200,000 productos naturales
bioactivos (Berdy 2005), y entre los afios 1981 y 2001, el 52% fue introducido al
mercado. De los cuales, a finales del 2002, mas de 20,000 metabolitos bioactivos
se han aislado de microorganismos (Berdy 2005). Los hongos son el grupo mas
importantes de organismos eucariotas que se estan explotando para obtener
metabolitos bioactivos con diversas aplicaciones (Hu et al. 2003; Stadler y Keller
2008), dada su capacidad de utilizar una gran variedad de sustratos y habitats que
les permite tener una versatilidad sintética (Suryanarayanan et al. 2009). Asi por
ejemplo, es de destacar a los hongos endofitos que al formar parte de
microhabitats colonizados por mas de una especie endofitica y al tener una
estrecha relacion con su planta hospedera, producen metabolitos secundarios
bioactivos como parte de sus estrategia de supervivencia. Algunos de estos
metabolitos se han empleado dentro de la agricultura para el control de patégenos
de cultivo (Cheng y Cheng 2015). De acuerdo con Hawksworth, en el 2004 sélo
7% de las especies estimadas en la tierra (1,5 millones de hongos) han sido

cultivados y seleccionados para la produccion moléculas bioactivas
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(Suryanarayanan et al. 2009). Esto hace evidente que s6lo se han descubierto un

pequefio porcentaje de compuestos quimicos, econémicamente importantes

producidos por estos microorganismos.

2.2. Hongos endoéfitos

Los hongos endéfitos son microorganismos que colonizan los tejidos internos de
las plantas sin causarles sintomas aparentes de enfermedad (Figura 1) (Aly et al.
2011). Los hongos enddfitos son un grupo muy diverso y polifilético de
microorganismos que habitan en diversas partes de las plantas. Algunos
establecen relaciones mutualistas con las plantas hospederas, mientras que otros
son agentes patdgenos oportunistas (Fesel y Zuccaro 2016). La mayoria
pertenecen al Phylum Ascomycota, aunque también se han encontrado en los

Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota.

Figura 1. Planta colonizada por hongos endoéfitos (modificado de
Partida y Heil, 2011).

2.2.1. Interaccion hongo endéfito — planta hospedera

Los hongos endéfitos son conocidos por conferir una mejor adaptacion a su planta
hospedera al promover el crecimiento mediante la biosintesis de hormonas

vegetales, mejorar la adquisicion de nutrientes y aumentar la resistencia a
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diversos factores bioticos y abibticos, como salinidad, tolerancia a sequia, metales,

enfermedad, calor y herbivoros (Figura 2) (Rodriguez et al. 2009). A cambio de
estos beneficios, el hongo endéfito mediante una relacion mutualista, encuentra
habitat y alimento dentro de su hospedera. Las relaciones mutualistas que se
establecen entre los enddfitos y las hospederas estan mediadas en alto grado por
los metabolitos secundarios que producen ambas especies. En el caso de los
enddfitos algunos de ellos disminuyen la probabilidad de que la planta sea atacada
por microorganismos patégenos e incrementan sus defensas quimicas contra

competidores y diversos factores adversos, a través de tres mecanismos:

Herbivoros

Patégenos

0.

Resstencna a herbivoros

Estrés abidtico

Resistencia Resistencia al

a patégenos k é E/ estrés abiotico

Figura 2. Proteccién a factores bioticos y abibticos que genera el
hongo enddfito a la planta hospedera (modificado de Partida y Heil
2011).

2.2.1.a. Mecanismo directo

El mecanismo directo estda mediado por enzimas capaces de hidrolizar una gran
variedad de compuestos como quitina, celulosa, proteinas, entre otros (Tripathi et
al. 2008), y por metabolitos secundarios con actividad contra diversos patégenos,
los cuales son producidos directamente por el hongo endoéfito. Por ejemplo, el

3,12-dihidroxicadaleno (4), producido por el hongo endofito Phomopsis cassiae,
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aislado de la planta hospedera Cassia spectabilis (Leguminosae), tiene actividad

antifungica contra los hongos fitopatégenos de la planta hospedera; Cladosporium
cladosporioides 'y Cladosporium sphaerospermum (Silva et al., 2006). Las
pirrocidinas Ay B (5 y 6), aisladas del hongo endofito del maiz Acremonium zeae y
poseen un potencial antifungico significativo sobre el crecimiento de los
fitopatogenos del maiz Aspergillus flavus y Fusarium verticillioides. Ademas
evaluaciones posteriores demostraron actividad inhibitoria sobre otros hongos
patdbgenos de cultivos como Fusarium graminearum, Nigrospora oryzae,
Rhizoctonia zeae, Alternaria alternata y Curvularia lunata, y la pirrolicidina (6)
mostré una potente actividad antibacteriana contra Clavibacter michiganense
bacteria patbgena del maiz. Estos estudios pone en evidencia el potencial de los
metabolitos secundarios producidos por los hongos endoéfitos para la proteccion de

sus hospederas (Wicklow y Poling 2009).

CHs
HO
HeC H
CHs
OH

(4) (5) (6)

2.2.1.b. Mecanismo indirecto

Este mecanismo se da por medio de la induccién de resistencia a factores bidticos
y abidticos, a través de la estimulacion en la produccién de los metabolitos
secundarios y/o los mecanismos de defensa de la planta hospedera (Figura 3)
(Rodriguez et al. 2009). Por ejemplo, la presencia de Fusarium solani en la raiz de
Solanum lycopersicum (Solanaceae) provoca la resistencia sistémica contra el
patdgeno foliar Septoria lycopersici (Kavroulakis et al. 2007). Por otra parte, la
presencia del endofito Neotyphodium lolii, endéfito de Lolium perenne (Poaceae),
provoca el aumento en la produccién de superoxido dismutasa y peroxidasa por

parte de su planta hospedera y, en consecuencia reduce las lesiones causadas
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por diversos patdgenos en las hojas (Liu y Jiang 2010). Los endofitos de género

Fusarium cepas E4 y E5, aislados de Euphorbia pekinensis (Euphorbiaceae),
promueven el crecimiento de su planta hospedera por efecto de las fitohormonas
que el hongo enddfito produce e induce la produccién diterpenos y triterpenos,
fitoalexinas que le permiten a la planta hospedera defenderse contra otros
microorganismos fitopatoégenos (Dai et al. 2005). Finalmente, Colletotrichum sp.,
endofito de Artemisia annua (Asteraceae), produce sustancias similares al acido

indol acético que regulan el crecimiento de la planta hospedera (Wang et al. 2006).

Fitoalexinas
Fitoalexinas

Induccién quimica
por colonizaciéon de
microorganismos

Figura 3. Defensas de la planta hospedera por precencia del hongos
endofitos (modificado de Partida y Heil 2011).

2.2.1.c. Mecanismo ecolégico

Este mecanismo se lleva a cabo por ocupacion del nicho ecoldgico, competencia
por nutrientes, hiperparasitismo y predacion, ya que la rapida colonizacion de los
hongos enddfitos en la hospedera no deja espacio y limita los nutrientes para los
microorganismos patdgenos, generando asi, una proteccidén hacia la planta
hospedera. Un ejemplo de proteccidn por hiperparasitismo y predacion son los
hongos endoéfitos del género Trichoderma que parasitan las hifas de
microorganismos fitopatdbgenos como Rhizoctonia solani envolviéndolas,

penetrandolas y liberando liasas para descomponer la pared celular del patbgeno
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para su posterior empleo como sustrato (Benhamou y Chet 1997; Grosch et al.

2006).

2.2.2. Interacciones entre endofitos

Los hongos endéfitos pasan una gran parte o todo su ciclo de vida colonizando los
tejidos internos de su planta hospedera. (Fisher y Petrini 1992; Kharwar et al.
2009). En consecuencia no solo interacttan con su planta hospedera, si no
también entre ellos por medio de interacciones interespecificas mediadas a través
de mecanismos fisicos o directos o por mecanismos quimicos o indirectos. Los
mecanismos fisicos o directos involucran a las interacciones entre hifas y a la
interferencia hifal (micoparasitismo), en donde el hongo endofito parasita alrededor
de las hifas del patégeno por diversos medios como torsion, penetrando las hifas
de patdgenos y/o secretando liasas para descomponer pared celular de estos.
También incluyen el contacto de micelio inhibiendo el crecimineto de los
competidores (Manczinger et al. 2002). Por ejemplo, el hongo endéfito F.
verticillioides mostrd reduccion en la enfermedad del carbén en el maiz, causada
por Ustilago maydis, en estudios en invernadero por medio de co-cultivos
colocando una suspensién de esporas del endofito y el fitopatdbgeno sobre las
hojas observando una reduccién moderada de los sintomas de la enfermedad, que
los autores interpretan como consecuencia de la competencia entre el endofito y el
patdgeno o interferencia directa con el proceso de infeccién temprana (Rodriguez
et al. 2012). En estudios in vitro e in situ, se observé la reduccion de biomasa de
U. maydis y un aumento de la biomasa de F. verticillioides cuando se cultiva de
forma conjunta en comparacién a los cultivos individuales, sin embargo, al analizar
los perfiles de los metabolitos producidos por F. verticillioides no se encontrd
ningun metabolito secundario como candidato responsable del efecto antifungico
observado (Rodriguez et al. 2011; Rodriguez et al. 2012), lo que la inhibicién del
hongo enddfito sobre el fitopatbgeno posiblemente este siendo generada por

hiperparasitismo entre las hifas.

Por otra parte, los mecanismos quimicos o indirectos se dan por la produccién de

compuestos solubles, algunos metabolitos primarios, metabolitos secundarios,
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enzimas o por compuestos volatiles efectivos a distancia que limitan el crecimiento

de las hifas del competidor (Atmosukarto et al. 2005). Un ejemplo de este ultimo
mecanismo se ha observado en especies de hongos pertenecientes a los géneros
Muscodor, Trichoderma e Hypoxylon, productores de una mezcla de compuestos
organicos volatiles (VOCs), con un elevado potencial biolégico, que los ha llevado
a ser empleados como agentes de micofumigacion o biofumigacion (Daisy et al.
2002).Asi las especies Muscodor albus, aislado de Cinnamomum zeylanicum
(Lauraceae) y de Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) (Strobel 2006), M. crispans
aislado de Ananas ananassoides (Bromeliaceae) (Ezra et al. 2004) y M.
yucatanensis aislado de Bursera simaruba (Burseraceae) (Strobel et al. 2001),
mostraron en estudios in vitro un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
y muerte de diversos hongos (Boftrytis cinerea, Monilinia fructicola, Penicillium
expansum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia  sclerotiorum) 'y oomicetos
(Aphanomyces cochlioide y Pythium ultimum) (Stinson et al. 2003; Mercier y
Jiménez 2004). Algunos de los VOCs mayoritarios identificados en estas especies
corresponden al acido metil butanoico, el 1-octeno-3-etil-guaiol, la N-(1
metilpropil), el naftaleno, el cariofileno, el feniletil alcohol, el acetato de 2-feniletilo,
y varios derivados del acido 2-metilpropanoico, entre otros (Stinson et al. 2003;
Mercier y Jiménez 2004). Ademas, algunos endofitos del género Muscodor
producen VOCs repelentes de insectos, como es el caso de Muscodor vitigenus
aislado de Paullinia paullinioides (Sapindaceae), del cual se identific6 como VOC
principal al naftaleno con actividad repelente de insectos en pruebas in vitro sobre
Cephus cinctus conocida como mosca sierra, la cual afecta los cultivos de trigo
(Daisy et al. 2002). Otro ejemplo de hongo enddfito productor de VOCs con
potencial bioldégico es el hongo endoéfito Hypoxylon sp., aislado de Persea indica
(Lauraceae), que produce VOCs como el 1,8-cineol, el 1-metil-1 y el 4-
ciclohexadieno con actividad antimicrobiana contra Botrytis cinerea, Phytophthora
cinnamomi, Cercospora beticola 'y S. sclerotiorum. Estos estudios sugieren que los
VOCs pueden desempefiar algun papel en la biologia del endofito y su
supervivencia en su planta hospedera (Tomsheck et al. 2010). Otro ejemplo es

Phomopsis sp. aislado como endéfito de Odontoglossum sp. (Orchidaceae), que
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produce una mezcla de VOCs que incluyen al sabineno (un monoterpeno con un

olor picante), el 1-butanol, el 3-metil-1-propanol y la 2-propanona con propiedades
antifungicas contra patdgenos de plantas de los géneros Pythium, Sclerotinia,
Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium, Botrytis, Verticillium 'y Colletotrichum (Singh
et al. 2011).

Es importante senalar que las interacciones interespecificas han permitido
evidenciar que en cultivos in vitro y al estar involucrados una gran cantidad de
metabolitos secundarios constituyen una importante herramienta para la seleccion
de especies Uutiles para el aislamiento de metabolitos secundarios bioactivos que

pueden ser utiles para la humanidad.

2.2.3. Metabolitos secundarios bioactivos de hongos endéfitos

Los metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endofitos presentan una
amplia diversidad quimica que incluye alcaloides, péptidos, esteroides,
terpenoides, isocoumarinas, quinonas, fenilpropanoides, lignanos, fenoles, acidos
fendlicos, compuestos alifaticos, lactonas, entre otros (Herre et al. 2005; Hamayun
et al. 2009; Saari y Faeth 2012). En el Cuadro 1 se muestran ejemplos selectos

de hongos enddtitos productores de metabolitos secundarios bioactivos.
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos.

. . .\ g Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endofito . s s Referencia
Hospedera Bioldgica
Antiflingica
Alternaria solani (Chen et al. 2007)
. Rhizoctonia solani
Trichoderma
. llex cornuta
harzianum e ez
Fitotoxica
Triticum aestivum .
Nicotiana tabacum (Cutle1r9y7Ié;aF|Ies
Phaseolus vulgaris
Zea mays
O
HO,,
OH
OH
HSC CH3 O
acido hidroheptelidico (8) Insecticida Calh t al
Phyllosticta sp. Abies balsamea Choristoneura (Ca 1%%2)6 al
fumiferana

acido heptelidico (9)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

. . g Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endofito . s s Referencia
Hospedera Bioldgica
ik
HO/\/[/I'~
HSC/ :; . ’CH3 ' ) . Antift’mgica (Yoshihara et al.
OH Epichloé typhina Phleum pratense Cladosporium phiei 1985)
chocoles (10)
Antibacteriana
Bacillus subtilis,
Taxus Klebsiella pneumoniae, (Kim et al. 2004)
Periconia sp. ) Proteus vulgaris, Shin et al. 2005
cuspidata Candida albicans, ( )
L _ Trichophyton
periconicina A R1=H (11) mentagrophytes

periconicina B R1=0H (12)

Trichophyton rubrum

S3IN3A3DILNV




SBOTUIIN
SeIOUBL

6l

Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos
(Continuacion).

. . g Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endéfito C o Referencia
Hospedera Bioldgica
OH
/\)(
0 0 Garcinia dulcis
~ \©\ H @]
N =
\\‘I;IO“ ' scoELg}r// g eF/,/gU_ Antifungica (Pongcharoen et
. P D44 Microsporum gypseum al. 2006)
HO
escoparasina B (13)
Antifuangica
Botrvosphaeria Candida albicans,
gy I\ﬁHF Maytenus hookeri Saccharomyces (Yuan et al. 2009)
P cervisiae
diterpene CJ-14445 (14) Penicillium avellaneum
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacioén).

Metabolitos Secundarios Endoéfito Planta A?t“f'd.ad Referencia
Hospedera Bioldgica
Antifiingica
Penicillium Alga roja marina Aspergillus niger (Gao et al. 2011)
chrysogenum del género Alternaria brassicae
Laurencia

penicisteroide A (15)

fomopsicalasina (16)

Phomopsis sp.

Salix gracilostyla

Antibacteriana
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Salmonella gallinarum
Antifiingica
Candida tropicalis

(Horn et al. 1995)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

Metabolitos Secundarios Endofito

Planta
Hospedera

Actividad
Bioldgica

Referencia

HeCMHiH N
OH N N\H)\(CH:; Cryptosporiopsis
O CHs

Phomopsis sp.

H fomoenamida (17)

CHsz O

quercina

criptocina (18)

Garcinia dulcis

Tripterygium
wilfordii

Antibacteriana
Mycobacterium
tuberculosis

Antifiingica
Pyricularia oryzae

(Rukachaisirikul et
al. 2008)

(Liu et al. 2009)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacioén).

. . ‘g Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endofito . s s Referencia
Hospedera Bioldgica
Antibacteriana
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
, .. Sarcina lutea
Colletotr/gh_um An‘em@a (Zou et al. 2000)
gloeosporioides mongolica

HO

H

H

@)

O

@)

acido coletotrico (19)

O altenusina (20)

Alternaria sp.
(UFMGCBS55)

Trixis vauthieri

Antifiingica
Helminthosporium
sativum
Antifangica (Cota et al. 2008)
Paracoccidioides (Johann et al.
brasiliensis 2012)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

. . - Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endéfito C o . Referencia
Hospedera Bioldgica
H
~__CHg
Eupenicellium el
o oleing (21 brefeldianum, p :gﬁ'fmg'ﬁiaer (Harri et al. 1963)
(R)-meleina (21) Paecilomyces sp. Taxus mairei Cag diga albicgns (Betina 1992)
OH O Aspergillus Torreya grandis , (Wang et al. 2007)
clavatus Trichophyton rubrum

brefeldina A (22)

Pezicula livida

Fagus sylvatica

Antibacteriana

Bacillus megaterium

Escherichia coli
Antifiingica

Ustilago violacea
Eurotium repens

(Schulz et al.

1995)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

Metabolitos Secundarios Endofito

Planta
Hospedera

Actividad
Bioldgica

Referencia

@@ palmarumicina CP17 (23)
o0 OH
OO 3 Edenia sp.
0" Yo )

palmarumicina CP18 (24)

nodulisporina A (25)

/
IO
Y

I sp.

OH O

Nodulisporium

Petrea volubilis

Juniperus cedrus

Erica arborea

Antiparasitaria

Leishmania donovani

Antifiingica
Microbotryum
violaceum

Antibacteriana
Bacillus megaterium

(Martinez Luis et
al. 2008)

(Lazo et al. 2001)

(Dai et al. 2009)

(Dai et al. 2006)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos
(Continuacion).

. . g Planta Actividad .

Metabolitos Secundarios Endoéfito C o Referencia

Hospedera Bioldgica

T
HO

nodulisporina B (26) Antift’mgica

O Microbotryum
violaceum . .
O Nodulisporium Juniperus cedrus (Dai et al. 2006;

sp. Erica arborea

nodulisporina C (27)

Antibacteriana
Bacillus megaterium

Dai et al. 2009)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

. . - Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endoéfito C o Referencia
Hospedera Bioldgica
O OH  nodulisporina D (28)
Antifiingica
0 OH Microbotryum
Nodulisporium Juniperus cedrus violaceum (Dai et al. 2006
sp. Erica arborea

nodulisporina E (29)

H;C._HO OH
O nodulisporina F (30)

O OH

Dai et al. 2009)
Antibacteriana
Bacillus megaterium

S3IN3A3DILNV




SBOTUIIN
SeIOUBL

yX4

Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

Metabolitos Secundarios Endoéfito Planta A?t“f'd.ad Referencia
Hospedera Bioldgica
pleusomerina EG; (31)
O OH
O OH Antiftingica
Phytophthora capsici
Phytophthora parasitica
0”0 Fusarium oxysporum
~ 0 Alternaria solani
O‘ Edenia Callicarpa (Macias Rubalcava
gomezpompae acuminata et al. 2008)
le) Fitotoxica
Amaranthus
hypochondriacus

pleusomerina EG, R=0OH (32)
pleusomerina EG; R=OCH3; (33)

pleusomerina EG4 R=H (34)

Solanum lycopersicum
Echinochloa crus-galli
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(Continuacion). E
r (9]
. . g Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Enddfito < e Referencia g
Hospedera Bioldgica m
Z
_|
m
(7]
Chaetomium Antifangica
Ginkgo biloba Mucor miehei (Qin et al. 2009)
globosum

quetoglobosina A R=0OH (35)

quetoglobosina C R=0 (36)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

. . - Planta Actividad .
Metabolitos Secundarios Endoéfito C o Referencia
Hospedera Bioldgica
OH
OH
HO
@] H )
o (0] N Antifiingica
N © Cryptosporiopsis Tripterigeum Cang:da albicans (Strobel y Daisy
. ) .. Histoplasma
@) cf. quercina wilfordii 2003)
HO OH HN  OH capsulatum
o o .
OHHN Sclerotinia sclerotiorum
OH
HN
=0
(H20114

criptocandina (37)
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios bioactivos obtenidos a partir de hongos enddfitos

(Continuacion).

Metabolitos Secundarios Endofito

Planta Actividad

C o Referencia
Hospedera Bioldgica

leucinostatina A (38)

CHs
CHj
He |
N
o}
HO

CONH
o}
Hac\’)\(CONH CH3
CHs
CH,  ConpH
o™ \(\lkCHS
HaC H
3

| CHg

Acremonium sp.

Antioomiceto (Strobel et al.

Taxus baccata Pythium ultimum 1997)
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2.3. El género Xylaria

El género Xylaria Hill (ex Schrank, 1789, Xylariaceae) comprende mas de 300
especies fungicas ubicuas en la naturaleza, que predominan en regiones
tropicales y subtropicales (Fournier et al. 2010). Las especies pertenecientes a
este género comunmente son saprobias o parasitos de plantas lefiosas, y muchas
de ellas se han encontrado como endofitas, principalmente de plantas tropicales

como cultivos de café, platano, palmeras, orquideas, bromelas y helechos.

Algunos hongos endoéfitos del género Xylaria producen una gran variedad de
metabolitos secundarios con diferentes estructuras quimicas, como son alcaloides,
benzoquinonas, compuestos aromaticos, citocalacinas sesquiterpenoides,
diterpenoides, cumarinas, triterpenos y policetidos, y poseen diversas actividades
biolégicas, particularmente como agentes fitotoxicos, antifungicos vy
antibacterianos (Srinuan et al. 2007; Liu et al. 2008; Silva et al. 2010; Santos et al.
2011; Isaka et al. 2012; Ratnaweera et al. 2014; Wu et al. 2014). Cabe sefalar que
se estima que unicamente una tercera parte ha sido estudiada desde el punto de
vistra quimico y bioldgico otros (Liu et al. 2008; Silva et al. 2010; Santos et al.
2011; Isaka et al. 2012; Ratnaweera et al. 2014; Wu et al. 2014). A continuacién se

mencionan los estudios de algunos ejemplos selectos.

La fomemona (39) producida por Xylaria sp. un hongo enddéfito asociado a Piper
aduncum (Piperaceae) que tiene actividad antifungica contra C. cladosporioides y
C. sphaerospermum (da Silva y Parente 2010). Asimismo, este compuesto
presenta una actividad fitotoxica que causa marchitamiento las hojas de jitomate e
induce la pérdida de electrolitos y la disfuncion de la permeabilidad de la

membrana (Capasso et al. 1984).

El 1a-10a-epoxi-7a-hidroxieremofil-11-en-12,8-3-olido (40), obtenido de Xylaria sp.
BCC 21097, aislado de la palma Licuala spinosa (Arecaceae) posee actividad
contra Candida albicans y el parasito de la malaria Plasmodium falciparum (Isaka
et al. 2010).
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El diterpeno sordaricino (41) producido por el hongo enddfito Xylaria sp. aislado de
las hojas de Garcinia dulcis (Clusiaceae) mostré actividad antifungica contra
Candida albicans ATCC90028 en ensayos de difusion en agar, y contra Candida
glabrata, inhibiendo el factor de elongacion 2 (EF-2) que cataliza la translocacion
ribosomal durante la traduccién de la sintesis de la proteina (Pongcharoen et al.
2008).

Los compuestos 19, 20-epoxicitocalasinas (42), 19, 20-epoxitocalasina C (43), D
(44), N (45), y R (46) producidos por Xylaria sp. aislada de Piper aduncum
(Piperaceae), mostraron actividad antifungica sobre C. cladosporioides y C.
sphaerospermum, y citoxicica contra lineas celulares HelLA (tumor de cuello

uterino humano) y CHO (ovario de hamster chino) (da Silva y Parente 2010).

La 7-amino-4metilcunarina (47) producida por Xylaria sp. YX-28, aislada de
Gingko biloba (Ginkgoaceae), presenta actividad antimicrobiana sobre
Staphylococuus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia sp. y

Shigella sp., ademas de actividad antfungica contra C. albicans (Liu et al. 2008).

La declorogriseofulvina (48) prodicida por Xylaria sp. FO010 aislada de Abies
holophylla tiene actividad antifungica contra los hongos patégenos de cultivos F.

oxysporumy P. capsici (Park et al. 2005).

La (+)-fomalactona (49) y la 6-(1-propenil)-3,4,5,6-tetrahidro-5-hidroxi-4piran-2-ona
(50), producidas por el hongo endéfito Xylaria sp. Grev, aislado de Siparuna sp.
(Siparunaceae), han mostrado actividad antimalarica contra P. falciparum y un

efecto citotoxico sobre células Vero (Jimenez et al. 2008).

Las 3S,4R-(+)-4-hidroximeleina (51) y 3S,4S-(+)-4-hidroximeleina(52) producidas
por el hongo endofito Xylaria feejeensis aislado de Hintonia latiflora (Rubiaceae),
que inhiben a la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (a-GHY) con
un valor de ICsp de 441 £ 23 y 549 + 2.5 uM, respectivamente (Rivera-Chavez et
al. 2015).
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Finalmente los compuestos (4S,5S,6S)-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-5,6-epoxi-
ciclohexen-2-ona o coriloxina (53), 2-hidroxi-5-metoxi-3-metil-ciclohexen-2,5-dien-
1,4-diona (54) y 2,6-dihidroxi-5-metoxi-3-metil-ciclohexen-2,5-dien-1,4-diona (55),
producidos por el hongo endéfito Xylaria feejeensis aislamiento (SM3e-Ib),
obtenido de Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae), tienen actividad fitotdxica
significativa sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y el consumo de
oxigeno de las semillas de Trifolium pratense, Medicago sativa, Panicum

miliaceum, y A. hypochondriacus (Garcia Méndez et al. 2016).

OH

(44)
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(49)
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H R1=OH,R;=Rs=H (51)
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R1=R3=H, R,=0OH (52)
(50)
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0
(53) (54) (55)
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2.4. El género Aspergillus

El género Aspergillus (Trichocomaceae) lo comprenden alrededor de 185 especies
de hongos filamentosos que poseen estructuras microscopicas con hifas septadas
y conidiéforos rodeados por fidlides en forma de botella, de donde se desprenden
las esporas. Macroscopicamente, son hongos filamentosos que poseen distintos

tonos de verde pardo, amarillo, blanco, gris y negro.

Los habitats naturales de los hongos del género Aspergillus son el heno y el
compostaje; sin embargo tiene la capacidad de crecer en diferentes temperaturas,
en diferentes condiciones ambientales y nutricionales. Las especies de este
género son ubicuos, y muchas de ellas saprobias, algunas parasitas y otras son

toxicas (Fennell et al. 2003).

El rango de temperatura de crecimiento de Aspergillus va de 0-5°C hasta 50-55°C,
estando el 6ptimo entre 30-33°C para la mayoria de las especies. Algunos pueden
ser patdégenos oportunistas. Entre las patologias mas frecuentes causadas por A.
fumigatus se encuentran la aspergilosis pulmonar invasiva, la onicomicosis, la
otomicosis y la sinusitis alérgica. Otras especies producen metabolitos
secundarios toxicos, como A. flavus que produce aflatoxinas que son
hepatotoxicas para humanos, A. fumigatus y A. caespitosus generan
fumitremogenos que son neurotoxicos y provocan temblores en el ganado que

consume forraje contaminado (Fennell et al. 2003).

De acuerdo con la literatura, los hongos endoéfitos pertenecientes al género
Aspergillus se caracterizan por producir compuestos quimicos con diferentes
estructuras quimicas como benzofuranos, policétidos, diversos terpenos,
alcaloides, entre otras, y que poseen diversas actividades biologicas,
particularmente como agentes fitotoxicos, antifungicos y antibacterianos. Por
ejemplo, el asperfumoide (56) y la asperfumina (57), producidas por el hongo
enddfito A. fumigatus CY018, aislado de Cynodon dactylon (Gramineae) con
actividad antifungica contra C. albicans, Tricophyton rubrum y A. niger (Liu et al.
2004).
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Los compuestos (22E,24R)-stigmasta-5,7,22-trien-3--ol (58), stigmast-4-ene-3-
one (59), aspernolide F (60) producidos por el hongo endofito Aspergillus terreus
aislado de Carthamus lanatus (Asteraceae), tienen actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus 'y Cryptococcus neoformans: y actividad contra Leishmania

donovani (Ibrahim et al. 2015).

La fumitremorgina B (61), el verruculogeno (62), la fumitremorgina C (63), la
ciclotriprostatina B (64), la troprostatina A (65) y la triprostatina B (66) producidas
por el hongo endoéfito A. tamarii aislado de Ficus carica L. (Moraceae) presentan
actividad antifungica contra P. oryzae, F. graminearum, B. cinerea y P. capsici
(Zhang et al. 2012).

El alcaloide fumigaclavina | (67) producido por el hongo endofito A. terreus LQ
aislado de Oryza sativa (Gramineas), tiene actividad citotoxica sobre lineas

celulales SMMC-7721 hepatogarcindgenas (Shen et al. 2015).

La flavipesina (68) producido por por el hongo enddfito A. flavipes AIL8 aislado de
la planta Acanthus ilicifolius (Acanthaceae), posee actividad antibacteriana contra

Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtillis (Bai et al. 2014)

Finalmente la emodina (69), producidas por el hongo enddéfito A. sydowii, aislado
de Scapania ciliata S. Lac (Scapaniaceae), muestra actividad inmunosupresora
(Song et al. 2013).

0.__0
OH O ~
(1 >
HsC OH
OO

(57)

s Ciencias ® 36

Quimicas




ANTECEDENTES
®

% Ciencias @ 37

Quimicas



ANTECEDENTES
®

2.5. Estrategias de seleccion de hospederas dutiles para el
aislamiento de hongos endoéfitos

Existen algunas estrategias que permiten incrementar la posibilidad de aislar de
hongos endofitos productores de metabolitos secundarios con actividad biologica a
partir de fuentes naturales vegetales. Estas estrategias comprenden la seleccion
de:

1. Plantas que tienen antecedentes entnobotanicos, como son las plantas con

uso en la medicina tradicional (Ludwig 2015).

2. Plantas que crecen en ambientes unicos y que han desarrollado

caracteristicas especiales para su supervivencia (Sachin et al. 2013).

3. Plantas endémicas que han ocupado extensiones de tierra poco
convencionales y que poseen una longevidad inusual (Strobel y Daisy

2003).

4. Plantas que crecen en areas de alta biodiversidad y que, por lo tanto,

pueden alojar enddfitos igualmente biodiversos (Strobel y Daisy 2003).

5. Plantas sin sintomas de enfermedad o atacadas por herbivoros, las cuales
pueden estar colonizadas por endéfitos productores de metabolitos
secundarios  con propiedades  antimicrobianas e insecticidas
(Tuntiwachwulttikul et al. 2006; Tuntiwachwuttikul et al. 2007).
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2.6. Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla

La Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH) fue seleccionada como zona de
estudio para realizar el muestreo de plantas hospederas, debido a su alta
biodiversidad. La vegetacion que caracteriza a la REBIOSH corresponde a bosque
tropical caducifolio. Sin embargo, también se encuentran algunas areas con selva
mediana subcaducifolia (SBC), bosque de encino y una pequefia isla de pino. Las
caracteristicas fisondbmicas principales de la SBC residen en su marcada
estacionalidad climatica, originando asi, que la mayor parte de las especies
vegetales pierdan sus hojas por periodos de cinco a siete meses en la época seca
del afo. Los arboles, en general, presentan una alturas de 4 a 10 m, y muy
eventualmente hasta 15 m. La temperatura media anual es un factor determinante
para definir la distribucion de SBC, la cual oscila entre los 20 y 29 °C (Dorado et al.
2002; Durand y Vazquez 2011).

La REBIOSH se encuentra localizada en la provincia floristica de la depresién del
Balsas. En este sentido, la flora de esta area tiene una afinidad netamente
neotropical. Se han registrado un total de 939 especies nativas de plantas
vasculares, incluidas en 478 géneros y 130 familias. Las familias mas abundantes
en cuanto a numero de especies son la Fabaceae, la Poaceae, la Asteraceae y la

Burseraceae (Dorado et al. 2002; Durand y Vazquez 2011).

Existen varias especies que dominan el paisaje, siendo las mas comunes
Conzattia multiflora (Fabaceae), Lysiloma acapulcense (Fabaceae), Larrea
divaricata (Fabaceae), Haematoxylon brasiletto (Fabaceae) y varias especies de
los géneros Bursera (Buseraceae) y Ceiba (Bombacaceae). Las hojas compuestas
son comunes, sobre todo en especies de las familias Fabaceae y Burseraceae. En
las zonas alteradas se establecen asociaciones de vegetacion secundaria
formadas principalmente por arbustos espinosos mimosoideos (Fabaceae), con
especies tales como Acacia farnesiana, A. cochliacantha, A. pennatula, A.
bilimekii, Mimosa polyantha, M. benthamii, Pithecellobium acatlensis y Prosopis
laevigata, entre otras (Dorado et al. 2002; Strobel y Daisy 2003; Durand y Vazquez
2011).
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2.7. Planta hospedera Haematoxylon brasiletto

Haematoxylon brasiletto Karst. (Fabaceae) es un arbol de 10 a 15 m de altura y 40
cm de anchura. El tronco es irregular y muy acanalado, las hojas son compuestas,
presenta racimos de flores, los frutos son largas y aplanadas y es muy abundante
en el sureste de México. Este arbol se conoce comunmente como "azulillo",

"corteza de Brasil", "palo de Brasil", "palo de tinta" o "palo tinto" (Martinez 1979).

Como remedio casero, se emplea la infusion de la corteza para tratar
padecimientos renales, hipertension, trastornos de estobmago, infecciones de boca,
diarrea, ulceras gastricas y diabetes. La infusion de las flores se utiliza para aliviar
dolores de espalda, tos, resfriado y, en algunos casos, para el control de diabetes
y ataques epilépticos (Argueta et al. 1994.). Los estudios quimicos realizados
hasta la fecha han permitido el aislamiento de los compuestos aromaticos
hematoxilina, brazilina, acido caféico, galato de metilo, acido galico, acido 4-

hidroxicinamico, 5-metoxisolareno y floroglucinol (Rivero-Chavez 2008).
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3. HIPOTESIS

Los hongos enddfitos producen una gran variedad de metabolitos secundarios
bioactivos que pueden contribuir, de manera importante a su sobrevivencia dentro
de la hospedera, asi como a los mecanismos de proteccion de la misma. El
estudio quimico de los hongos enddfitos de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae),
colectada en una zona de alta biodiversidad, que constituye una fuente
prometedora de metabolitos secundarios con posible aplicacibn como agentes de

biocontrol o agroquimicos de origen natural.
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4. OBJETIVO

Aislar y caracterizar metabolitos secundarios bioactivos, obtenidos de hongos

enddfitos de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae) colectada en la Reserva de la

Bidsfera Sierra de Huautla, con el fin de contribuir al posible desarrollo de

agroquimicos de origen natural y al conocimiento de las complejas relaciones

enddfito-fitopatdégeno.

4.1. Objetivos Particulares

1.

Aislar, purificar y conservar el mayor numero de hongos enddfitos y

fitopatdogenos de las hojas de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae).

Establecer, en lo posible, el género y la especie de los hongos enddfitos y
fitopatogenos puros, mediante la descripcibn de las caracteristicas

macroscopicas, microscopicas y el uso de técnicas moleculares.

Determinar las condiciones éptimas de crecimiento de los hongos endéfitos
mediante la obtencién de cultivos en pequefa escala, utilizando diferentes

medios de cultivo y condiciones de incubacion.

Obtener los extractos organicos de los hongos endofitos, del medio de

cultivo (por particiéon) y del micelio (por maceracion).

Establecer cuantitativamente el potencial antifungico de los extractos
organicos obtenidos, sobre el crecimiento radial de cinco microorganismos
fitopatbgenos con importancia econdmica en la agricultura, Fusarium
oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora capsici, Phytophthora parasitica

y Pythium aphanidermatum, empleando el método de dilucion en agar.

Determinar cuantitativamente el potencial fitotoxico de los extractos
organicos obtenidos, sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de las
semillas de Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum,

utilizando el método de dilucién en agar.

Determinar el potencial antagdnico de los hongos endéfitos con mayor

actividad antifungica a nivel de extracto, mediante la realizaciéon de
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bioensayos de antagonismo multiple in vitro entre enddfito-fitopatégeno con

importancia econémica.

8. Evaluar el potencial aleloquimico de los metabolitos secundarios volatiles

producidos por al menos tres de los hongos enddfitos, mediante bioensayos
de antagonismo en cajas de Petri con divisién e identificar los compuestos
volatiles, utilizando la técnica de microextraccion en fase sélida acoplada a

cromatografia de gases espectrometria de masas.

9. Cultivar en mediana escala a los dos hongos endoéfitos con mayor actividad

antifungica y/o fitotdxica y obtener los extractos organicos, mediante un
proceso de particibn y/o maceracion exhaustivo. Verificar la actividad

biologica de los extractos organicos resultantes.

10.Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios responsables de
la actividad biolégica, por medio de fraccionamientos quimicos biodirigidos,
utilizando diversos procedimientos cromatograficos y el método de dilucion

en caja de Petri para monitorear la actividad bioldgica.

11.Evaluar el potencial antifungico de los metabolitos secundarios mayoritarios
aislados de las fracciones activas, sobre el crecimiento de diferentes

microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica.

12.Determinar el potencial fitotoxico de los compuestos puros mayoritarios
sobre la germinacion, la longitud de la raiz y el proceso de respiracion

durante la germinacion de las dos plantas blanco.

13.Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios
bioactivos mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos,

espectrométricos y de difraccion de rayos X.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Colecta del material vegetal

Las hojas de Haematoxylon brasiletto (Fabaceae) se colectaron en septiembre de
2010, empleando un criterio ecolégico, en la Reserva de la Biosfera Sierra de
Huautla (REBIOSH) ubicada en la localidad de Quilamula en el municipio de
Tlalquitenango (8°30°4.1"N - 98° 51'62"0" y 18°32'12.2"N - 99° 02'05"O 1080-

1230 msnm), Estado de Morelos, México.

Para el aislamiento de hongos endofitos, se seleccionaron hojas sin sintomas de
enfermedad, ni dafios por herbivoria, de la parte media del arbol. De de manera
adicional se colectaron hojas con signos de enfermedad (sin dafio de herbivoria),

para el aislamiento de los hongos fitopatdgenos.

5.2. Microorganismos de prueba

Se emplearon cinco fitopatdégenos con importancia econdémica en la agricultura, los
oomicetos  Phytophthora capsici, Phytophthora parasitica 'y  Pythium
aphanidermatum; y los hongos Fusarium oxysporum y Alternaria solani. Las cepas
fueron donadas por la Dra. Olga Gobmez y la M. en C. Bertha Tlalpal Bolafos del

Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México.

5.3. Plantas de prueba

Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae) y de
Solanum lycopersicum (Solanaceae) adquiridas en el mercado de Tulyehualco

CDMX y “Semillas Berentsen”, Celaya, Guanajuato, México, respectivamente .

5.4. Medios de cultivo

En el Cuadro 2 se muestra la composicion de los medios de cultivo empleados
durante la purificacién y caracterizacion de los hongos endoéfitos y fitopatdégenos

aislados de Haematoxylon brasiletto, asi como los empleados para la
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[ ;
determinacién de las condiciones éptimas de crecimiento de cada uno de los

aislamientos puros.

Cuadro 2. Composicion de los medios de cultivo utilizados en la
purificacion y determinacion de las condiciones O&ptimas de
crecimiento.

Medio de cultivo* Composicion

200 g de papas, 20 g de dextrosa, 15 g de agar en 1000 mL
de agua destilada. Se hirvié durante 20 min la papa fresca
previamente pelada y cortada en cubos, posteriormente, la

Papa-Dextrosa Agar infusion de papa se filtro a través de gasa y se le agregé la

(PDA) dextrosa y el agar, por ultimo, se anadié agua destilada hasta
un volumen final de 1000 mL.
Aga(:ig)]ua 15 g de agar en 1000 mL de agua destilada.

200 g de papas, 20 g de dextrosa en 1000 mL agua
destilada. Se hirvié durante 20 min la papa fresca pelada y
Caldo Papa-Dextrosa cortada en cubos, posteriormente, la infusion de papa se filtro
(CPD) a través de gasa y se le agregé la dextrosa, por ultimo, se
afiadié agua destilada hasta un volumen final de 1000 mL.

50 g arroz en 87 mL de agua destilada y 300 g arroz en 450

mL de agua destilada Se remoj6 el arroz una hora en 100 mL

Medio arroz y 600 mL de agua destilada rspectivamente, se filtr6 a través
de gasa y posteriormente, se le agregaron 87 mL y 450 mL

de agua destilada de acirdo a los gramos de arroz empledos.

*Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min.

5.5. Aislamiento y purificacion de hongos endédfitos y
fitopatégenos de Haematoxylon brasiletto

Para el aislamiento de los hongos enddfitos se emplearon seis hojas sanas de
Haematoxylon brasiletto. El material vegetal se lavd con agua purificada y después
con agua destilada estéril. Posteriormente, se esterilizd superficialmente con una
secuencia de disoluciones, de etanol al 75% por 1 min, Clorox comercial al 65%
(equivalente a 3.4% NaClO) durante 1 min, y etanol al 75% por 1 min, lavando con
agua destilada estéril entre los tratamientos. Las hojas estériles se secaron con

papel adsorbente estéril, y se cortaron en pequefios segmentos de 2 mm? de la

s Ciencias ® 45

Quimicas




DESARROLLO EXPERIMENTAL

@ B
parte central de las hojas, con la ayuda de un bisturi esterilizado a la flama. Al azar

se seleccionar 4 segmentos y se colocaron en cajas de Petri con Papa-Dextrosa-
Agar (PDA) + cloranfenicol (500 mg/L) y otros cuatro segmentos en medio agar-
agua destilada (AA) + cloranfenicol (500 mg/L), haciéndose cuatro repeticiones por
medio de cultivo. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente, y en
condiciones de luz fluorescente-oscuridad 12:12 h. Las cajas de Petri se revisaron
periddicamente durante seis semanas y cada colonia que emergid de cada
segmento de hoja se transfiri6 a cajas de Petri con PDA con el fin de obtener
colonias puras. En seguida, cada aislado puro se almaceno en tubos con medio
PDA, medio arroz y AA (Mier et al. 2013).

Para el aislamiento de los hongos fitopatogenos, se seleccionaron hojas que
mostraban manchas o zonas dafadas. Las hojas se lavaron con agua corriente y
después con agua destilada estéril. A continuacidon, se esterilizaron
superficialmente con NaClO al 2% durante 2 min, y se lavaron con agua destilada
estéril. Las hojas se colocaron en camaras humedas los fitopatégenos que fueron
emergiendo se transfirieron a cajas con PDA + cloranfenicol (500 mg/L) y se
sometieron al mismo proceso de incubacién y preservacion descrito para los

hongos enddfitos.

5.6. Descripciébn macroscOpica, microscopica y tasa de
crecimiento de los hongos puros

Las caracteristicas macroscopicas se obtuvieron sembrando por triplicado en el
centro de una caja Petri de 9 cm con medio PDA, un in6culo de 0.5 cm de
diametro del micelio de cada uno de los aislamientos puros en estudio, y se
incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo 12:12 h luz fluorescente-
obscuridad. Se realizaron observaciones periddicas, hasta que los hongos
crecieron al limite de las cajas de Petri, empleando un microscopio estereoscopico
marca Motic, y registrando las caracteristicas del micelio: color en la parte superior
(anverso) y posterior (reverso), textura, consistencia y tipo de crecimiento, asi

como, la presencia de estructuras de reproduccién, la presencia de exudado y/o
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pigmentos difusibles en el medio de cultivo (Sandoval 2014; Cano 2015; Martinez

2015)

De manera paralela y durante el desarrollo de los cultivos se establecio la tasa de
crecimiento (cm2) para cada aislamiento. Para ello se registro diariamente el
crecimiento radial o irregular de las tres réplicas de cada microorganismo, hasta
llegar al limite de la caja Petri. Esta informacion fue analizada por medio de
escaneo de imagenes con ayuda del escaner Cl 202 (Area Meter) permitiendo
obtener el crecimiento en cm? por dia. Las curvas de crecimiento se construyeron
graficando el area en cm? vs tiempo en dias, donde la pendiente indica la tasa de

crecimiento.

Las caracteristicas microscopicas se establecieron mediante la observacion
detallada de tinciones frescas de las hifas de los micelios tefiidas con rojo congo y
azul de lactofenol, realizadas a partir de microcultivos en PDA. Para ello, se
cortaron cuadros de PDA de 1 cm?y con un grosor aproximado de 5 mm y se
inocularon por picadura por los cuatro lados con ayuda de un asa estéril; una vez
inoculado el cuadro de PDA se colocé entre dos portaobjetos estériles sobre un
triangulo de vidrio y dentro de una caja de Petri, y se encubaron por una semana a
temperatura ambiente con fotoperiodo 12:12 h de luz-obscuridad. Al término del
periodo de incubacién los porta objetos se separaron y se desechd el cuadro de
PDA. Posteriormente, se realizd una tincién en fresco del micelio adherido en cada

portaobjetos.

Las estructuras fueron apreciadas con ayuda de un microscopio Optico a 40x,
marca Motic, (modelo BA410), registrandose el tipo de micelio (septado o
cenocitico), estructuras reproductivas (esporangio6foros, conidiéforos,
badisidioforos, ascas) y/o esporas (Mier et al. 2013). Finalmente, se obtuvieron
diversas fotografias de las estructuras observadas, empleando una cadmara digital,

Moticam 2000 de 2.0 (Digital microscopy).
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5.7. Determinacion de las condiciones éptimas de crecimiento de
los hongos endoéfitos y fitopatégenos

Para determinar las condiciones 6ptimas de crecimientode los hongos enddfitos y
fltopatdbgenos se fermentaron en pequefia escala (1 L) en medio CPD en
condiciones de incubacion estaticas a una temperatura de 28 °C con un
fotoperiodo 12:12 h luz-obscuridad. También, se realizaron cultivos en medio
sélido usando arroz humedo como medio de crecimiento (50 g en 87 mL de agua
destilada) e incubando en condiciones estaticas con un fotoperiodo 12:12 h luz-

obscuridad .

5.8. Obtencion de cultivos en mediana escala
5.8.1. Cultivo en CPD

Para la obtencion del cultivo en mediana escala (10 L) empleando CPD se
utilizaron diez matraces Fernbach de 2800 mL. A cada uno se le adiciono un litro
de medio de cultivo y se inocularon con cinco cuadros de agar de 1 cm? de un
cultivo sélido del microorganismo previamente incubado en PDA por 8 dias, una
vez inoculados se incubaron de forma estatica por un periodo de 30 dias a 28 °C

con un fotoperiodo de 12:12 h luz-obscuridad.

5.8.2. Cultivo arroz

Para la obtencidon del cultivo en mediana escala en medio solido se utilizaron en
total 1.5 Kg de arroz. El cultivo se llevd a cabo en cinco matraces Fernbach de
2800 mL, conteniendo cada uno 300 g de arroz en 450 mL de agua destilada.
Cada matraz se inoculd con 5 cuadros de agar de 1 cm? de un cultivo solido del
microorganismo previamente incubado en PDA por 8 dias, y se incub6 por 30 dias

a 28 °C con un fotoperiodo 12:12 h luz-obscuridad.

5.9. Obtencion de los extractos organicos

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, para los cultivos en CPD incubados

bajo condiciones estaticas, se separ6 el medio de cultivo del micelio, mediante una
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filtracion utilizando gasa. El micelio humedo obtenido se sometié a un proceso de

maceracion con CH.Cl, (2 L x 5). Inmediatamente después y con el mismo
procedimiento se realizaron extracciones con AcOEt (2 L x 5). Los extractos del
medio de cultivo se obtuvieron realizando particiones sucesivas empleando

también CH,Cl, y AcOEt como disolventes de extraccion.

En el caso de los cultivos en medio sélido de arroz, los extractos organicos se
obtuvieron por maceracién con CH,Cl, (2 L x 5). Inmediatamente después y con el
mismo procedimiento se realizaron extracciones con AcOEt (2 L x 5). La fase
organica resultante se filtré y sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se concentro al

vacio con un rotavapor (Macias-Rubalcava et al. 2010).

Cada uno de los extractos obtenidos del micelio y del medio de cultivo generados
a partir de los distintos cultivos se analizaron por cromatografia en capa fina

(CCF), para establecer su similitud cromatografica y se determiné su rendimiento.

5.10. Evaluacion cuantitativa de la actividad antifungica de los
extractos organicos y compuestos puros

La determinacién cuantitativa de la actividad antifungica de los extractos organicos
del medio de cultivo y del micelio de los hongos endéfitos, asi como de los
compuestos puros, se realizé mediante la evaluacion del efecto de los mismos
sobre el crecimiento radial de cuatro microrganismos fitopatégenos de prueba, F.
oxysporum, A. solani, P. aphanidermatum y P. capsici, utilizando el método de

dilucion en agar ( Macias-Rubalcava et al. 2008).

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de diametro. Para preparar
la muestra se pesaron 20 mg de cada extracto y se disolvieron en 0.1-0.3 mL de
metanol. Posteriormente, se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y 40 mL
de PDA 2%, para obtener una concentracion final de 250 pg/mL. En cada caja
Petri se colocaron 5 mL de la disolucion y se dejaron solidificar (~ 40 °C), en
seguida, se coloco en el centro de cada caja un in6culo de 0.5 cm de diametro del
microrganismo de prueba previamente incubado en PDA por 8 dias. Los

bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro
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repeticiones. Las cajas se incubaron de 3 a 4 dias, dependiendo del

microrganismo de prueba, a 28 °C con fotoperiodo 12:12 h luz-oscuridad. Como
controles negativos se utilizaron PDA (1%) y PDA (1%)/metanol (0.1-0.3 mL, y
como controles positivos el Ridomil Gold 4E® (metalaxil-m) para los oomicetos P.
aphanidermatum y P. capsici, y el fungicida comercial Prozycar® 50P.H
(Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato) para F. oxysporum y A. solani,

ambos a una concentracion de 250 pg/mL.

Para establecer las concentraciones inhibitoria medias (Clso) de los extractos
organicos derivados de los cultivos en mediana escala y de los compuestos puros,
sobre el crecimiento radial de los cuatro microorganismos fitopatdgenos de
prueba, se disefid una curva de concentracién vs respuesta de cada uno de los
extractos y compuestos puros. Se emplearon de cuatro a cinco concentraciones
por tratamiento en el rango de 25-1000 ug/mL para extractos y de 3-500 pug/mL
para compuestos puros. Asimismo, se utilizaron Prozicar® y Ridomil Gold 4E®
como controles positivos, en un rango de concentracion de 5-250 ug/mL, en
ambos casos. Como controles negativos se emplearon los indicados

anteriormente.

Al final del periodo de incubacién se tomaron dos medidas perpendiculares del
diametro del micelio de cada repeticién y de cada especie de hongo de prueba.
Los promedios se analizaron mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) modelo | (o= 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey (utilizando el

programa GraphPad Prism version 5.0) ( Macias-Rubalcava et al. 2010).

5.11. Evaluaciéon cuantitativa de actividad fitotoxica de Ilos
extractos organicos y compuestos puros

La determinacién cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos organicos y
compuestos puros, se llevd a cabo mediante la evaluacién del efecto de los
mismos sobre la germinacion y la longitud de la raiz dos plantas modelo; A.
hypochondriacus y S. lycopersicum utilizando el método de dilucion en agar en
caja Petri ( Macias-Rubalcava et al. 2010; 2014).
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Los bioensayos de fitotoxicidad se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de

diametro. Para preparar las muestras se pesaron 4 mg de extracto y se disolvieron
en 0.1-0.3 mL de metanol, posteriormente, se agregaron 20 mL de agua destilada
y 20 mL de agar al 2 %, para obtener una concentracién final de 100 pg/mL.
Posteriormente, 5 mL de las disoluciones se vertieron en las cajas Petri y se
dejaron solidificar por completo (~ 40 °C). A continuacion, se colocaron 10 semillas
por caja, de cada una de las especies modelo. Las cajas Petri se incubaron en la
oscuridad a 28 °C y la actividad fitotoxica se registré contando el numero de
semillas germinadas y midiendo la longitud de las radiculas después de 24 h para
el caso de A. hypochondriacus y 72 h para S. lycopersicum. Paralelamente, se
evaluaron los controles negativos: AA al 1 % y AA 1%/metanol (0.1-0.3 mL), y
como control positivo se utilizo el herbicida comercial RIVAL® (Glifosato: sal
monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) a dos concentraciones 100 pg/mL y 300

pg/mL.

Para los extractos organicos derivados de los cultivos en median escala y
compuestos puros, se evalué de manera adicional el efecto sobre la respiracion
durante el proceso de germinacion de las plantulas de A. hypochondriacus, y S.
lycopersicum, empleando para la evaluacion del efecto fitotéxico 30 semillas de
cada planta blanco. El efecto sobre la respiracion se obtuvo mediante el registro
del consumo de oxigeno utilizando un electrodo de Clark tipo O, conectado a un
oximetro YSI ® modelo 5300 a 27 °C. Una vez transcurrido el periodo de
incubacion, las plantulas de cada una de las cajas de Petri se transfirieron a una
celda de vidrio, y se adicionaron 5 mL de agua desionizada. El consumo de
oxigeno se registr6 cada 5 segundos durante 3 minutos. El analisis mediante
regresion lineal simple de cada una de las curvas permiti6 determinar
cuantitativamente el oxigeno consumido por las plantulas de cada una de las

semillas de prueba ( Macias-Rubalcava et al. 2014).

Para establecer las concentraciones inhibitorias medias Clsy de los extractos
organicos derivados de los cultivos en median escala y compuestos puros, sobre
la germinacién, el crecimiento de la raiz y la respiracion durante el proceso de

germinacion, de las semilla blanco, se diseiid una curva de concentracién vs
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respuesta (efecto fitotdxico) de cada uno de los extractos a partir el porcentaje de

inhibicion provocado a 100 pg/mL. Se emplearon de cuatro a cinco
concentraciones por extracto o compuesto puro en el rango de 25-500 pg/mL para
extractos y 3-300 ug/mL. para compuestos puros. Se utilizé Glifosato® como
control positivo a las concentraciones de 125, 250, 500. 750 y 1000 pg/mL. Como

controles negativos se emplearon AA al 1% metanol (0.1-0.3 mL)

Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado bajo un disefo
completamente al azar. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un
analisis de varianza de una via, (ANOVA) modelo | (o= 0.05) y una prueba de
contrastes de Tukey utilizando el programa GraphPad Prism versién 5.0 ( Macias-
Rubalcava et al. 2014).

5.12. Bioensayo de antagonismo directo multiple entre hongos de
Haematoxylon brasiletto y fitopatégenos de importancia en la
agricultura

Los bioensayos de antagonismo directo multiple se realizaron utilizando los
hongos endofitos de Haematoxylon brasiletto que a nivel de extracto organico,
presentaron el mayor potencial antifungico y/o fitotdxico frente a los

microorganismos fitopatdgenos y plantas de prueba.

El bioensayo se realiz6 empleando cajas Petri de vidrio estériles de 15 cm de
diametro, conteniendo 50 mL de PDA. Cada microorganismo de prueba se sembré
en el centro de la caja, utilizando cuatro in6culos de 0.5 cm de didmetro, de los
micelios de los hongos previamente incubados en PDA por ~10 dias, a una
distancia de 3.5 cm entre cada inéculo. Los hongos competidores F. oxysporum 'y
A. solani, y los oomicetos P. aphanidermatum y P. capsici se inocularon cuando el
enddfito de prueba presentaba un didmetro de ~3 cm. Para cada fitopatégeno se
colocaron dos in6culos de 0.5 cm de diametro de forma equidistante a los

costados del hongo endéfito a evaluar como se muestra en las Figuras 4 Ay B.

De manera paralela se realizaron controles de crecimiento incubando a los
microorganimos fitopatdgenos sin la presencia del endéfito. Las cajas de Petri se

incubaron a 28 °C con fotoperiodo de luz fluorescente-obscuridad 12:12 h. Los

s Ciencias @ 52

Quimicas




DESARROLLO EXPERIMENTAL

®
bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con tres

repeticiones. Todo el procedimiento experimental se efectué en condiciones de

esterilidad bajo una campana de flujo laminar vertical.

A B

o & L & A
v o ¢ @ ©
v o @ @ ©

Figura 4. A y B. Bioensayo de antagonismo directo multiple en in vitro
entre los hongos endofitos de Haematoxylon brasiletto y los
microorganismos fitopatdgenos con importancia econdmica en la
agricultura. E: endéfito. F: F. oxysporum, A: A. solani C: P. capsici y
*Ap: P. aphanidermatum [ *U: Pythium ultimum.

0eee

Los resultados de crecimiento e interaccion macroscopica entre los
microorganismos, se registraron e interpretaron a partir de las primeras
interacciones micelio-micelio entre el hongo endoéfito de prueba con algun o
algunos de los fitopatdbgenos con importancia agricola, o bien al observar a
distancia la disminucion del crecimiento del micelio de alguno de los fitopatdgenos
de prueba, estableciéndose como dia uno de observacion, y en general, se
concluy6 al dia 14 de interaccion antagdnica. A lo largo del bioensayo se tomaron

fotografias para evidenciar el antagonismo.

Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicién del crecimiento de los
diferentes competidores, comparando el crecimiento de los microorganismos con
respecto a los controles de crecimiento mediante mediciones del diametro de los
micelios de cada uno de los hongos fitopatdogenos, y sus respectivas repeticiones.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis t-Student pareada de dos
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et al. 2016).

El tipo de interaccion entre los hongos endofitos de Haematoxylon brasiletto y sus
competidores fitopatdgenos se realizd de acuerdo con los valores numéricos
sefalados en el Cuadro 3. Una vez asignado un valor se calculd el indice de

antagonismo (IA) de cada hongo enddfito de prueba de la siguiente manera:

IA=A(nx0) + A1(nx0) + B(nx1) + B1(nx2) + C(nx2) + C1(nx2)
+ D(nx3) + E(nx4)

Donde A, A4, B, B1 C, D o E corresponden a la categoria mostrada y n es el
numero de veces que el hongo presentd la categoria de antagonismo
correspondiente (A, A4, B, B4, C, C1 D o E) (modificado de Yuen 1999).
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Cuadro 3. Tipo de interacciones entre microorganismos y valores
numeéricos asignados (modificado de Yuen 1999).
Categorias Tipos de interaccion Puntos
A El crecimiento de la especie A es 0
" inhibido por B.
Ay B entremezclan las hifas de su
A micelio sin que exista reduccion en el 0
“ crecimiento en ninguna de las dos
especies.
La especie A crece en contacto con B
B “ y el crecimiento de ambas cesa. 1
B+ ‘. Ambas especies crecen en contacto y 2
A cesa el crecimiento de B.
C
'. La especie A forma un halo oscuro al 2
estar en contacto con la especie B.
C La especie A forma una barrera 2
1 O‘ miceliar al estar en contacto con la
especie B.
D
“ La especie A crece sobre B 3
disminuyendo su crecimiento.
E . A inhibe a distancia el crecimiento de 4
la especie B
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5.13. Evaluacion del potencial antifuingico de los compuestos
organicos volatiles de hongos endéfitos de Haematoxylon
brasiletto

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 9 cm con dos compartimentos,
conteniendo cada uno 10 mL de PDA. Las cajas con division impiden la difusion
de los compuestos solubles producidos por el hongo endéfito de prueba, pero
permiten el libre intercambio de compuestos organicos volatiles (VOCs) (Sanchez
Fernandez et al. 2016).

El bioensayo se llevdo a cabo colocando un inéculo de 0.5 cm de diametro del
hongo enddfito en estudio en el centro de uno de los compartimentos de la caja
Petri, tomado del micelio del hongo previamente incubado en PDA por ocho dias,
y se incubd a 28 °C en 12:12 h fotoperiodo de luz fluorescente-oscuridad durante
1, 3, 5, 10, 20 y 30 dias antes de iniciar el bioensayo. Transcurrido el periodo de
incubacién, se coloco en el otro compartimento un indculo de 0.5 cm de diametro
de alguno de los microorganismos fitopatogenos con interés agricola: los hongos
A. alternata, F. oxysporum y los oomicetos P. aphanidermatum y P. capsici. Las
cajas Petri se sellaron con Parafim® y se incubaron de nueva cuenta bajo las
mismas condiciones. Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente
al azar con tres repeticiones. Todo el procedimiento experimental se efectud en
condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo laminar vertical. De manera
paralela se realizaron controles de crecimiento incubando los fitopatégenos sin la

presencia del enddfito.

Los resultados de los bioensayos se expresaron en porcentajes de inhibicion
después de 3 y 10 dias de interaccion entre los microorganismos patoégenos y los
VOCs producidos por los endéfitos. Los valores de porcentajes de inhibicion se
obtuvieron, tomando dos medidas perpendiculares del diametro de las colonias de
cada patdgeno y comparando el crecimiento de los microorganismos con respecto

a los controles (Sanchez Fernandez et al. 2016).
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Los promedios se analizaron mediante un analisis de varianza de una via

(ANOVA) modelo | (o= 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey (utilizando el

programa GraphPad Prism version 5.0)(Sanchez Férnandez et al. 2016).

5.14. Evaluacion del potencial fitotéxico de los compuestos
organicos volatiles de hongos endéfitos de Haematoxylon
brasiletto

La evaluaciéon de la actividad fitotdxica de los VOCs producidos por los hongos
endofitos se realiz6é sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion
durante el proceso de germinaciéon de las plantulas de A. hypochondriacus y S.

lycopersicum.

Los bioensayos se llevaron a cabo en cajas de Petri de dos compartimentos, uno
que contenia 10 mL PDA para el desarrollo del hongo endéfito, y el otro
conteniendo 10 mL AA para el desarrollo de las semillas. Un in6culo de 0.5 cm de
diametro del hongo endofito tomado de un cultivo previamente incubado en PDA
por 8 dias, se coloc6é en el compartimento con PDA, y se incubé a 28 °C con
fotoperiodo de luz fluorescente-oscuridad 12:12 h, durante 1, 3, 5, 10 ,20, 30 y 40
dias antes de iniciar el bioensayo. Trascurrido cada tiempo de incubacién, se
colocaron treinta semillas de A. hypochondriacus o de S. lycopersicum en el
compartimiento con AA siguiendo un disefio completamente al azar, con tres
repeticiones por tratamiento. Las cajas se sellaron con Parafilm® y se incubaron a
28 °C en la oscuridad, la actividad fitotdxica se registré contando el numero de
semillas germinadas, midiendo la longitud de las radiculas y determinado el
consumo de O, por las plantulas después de 24 h para el caso de A.

hypochondriacus 'y 72 h para S. lycopersicum.

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un analisis de varianza de una
via, (ANOVA) modelo | (a= 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey utilizando
el programa GraphPad Prism versiéon 5.0 (Sanchez Fernandez et al. 2016;
Sanchez Ortiz et al. 2016).
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5.15. Determinacion de los compuestos organicos volatiles de
hongos endéfitos de Haematoxylon brasiletto

Los VOCs se identificaron tentativamente empleando viales de 40 mL para
microextraccion en fase soélida (SPME, por sus siglas en inglés) con septos
recubierto de silicona/polipropileno. Se colocdé un indéculo de 0.5 cm de diametro
del hongo enddéfito en estudio dentro de viales que contienen 15 mL de PDA. Los
cultivos se realizaron por triplicado y se incubaron a 28 °C con fotoperiodo de luz
fluorescente-oscuridad 12:12 h. Asimismo, se evaluaron tres viales no inoculados
de PDA.

Los VOCs fueron obtenidos en la fase de vapor (HS, por sus siglas en inglés),
empleando una fibra de Carboxen / PDMS DVB (2 cm, 50/30 micras (Supelco). La
fibra se acondicion6 antes de su uso durante 40 min a 300 °C. Para la adsorcion
de los VOCs la fibra se colocd dentro del vial durante 60 min. Pasado este tiempo
a fibra se insert6 en la entrada del cromatégrafo de gases (GC) Agilent 6890 N
(Agilent Technology), a 300 °C. Los compuestos fueron desabsorbidos durante 2
min y se separaron en una columna capilar DB-5MS de 20 m x 0,18 mm x 0,18
pm, con una velocidad de flujo de gas helio de 1 mL/min y una programacion de
temperatura en el horno GC a 40 °C (3 min) aumentando 20 °C por minuto hasta

la temperatura final de 300 °C por 5 min.

El GC se acopldé a un espectrometro de masas LECO de tiempo de vuelo (MS-
TOF), acoplado al GC, operd a baja resolucion, con una energia de ionizacién
electronica de 70 eV, con una velocidad de escaneo de 20 espectros/seg en un
rango de masas m/z de 33 a 500Da. Las temperaturas utilizadas fueron: camara

de ionizacién a 200 °C y linea de transferencia a 250 °C.

Para la adquisicion y procesamiento de datos se utilizé el sistema de software
LECO ChromaTOF™ y para la identificacion de los VOCs se realizd una
comparacion de los patrones de fragmentacion de los espectros de masas con los
disponibles en la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST), y se calcularon los indices de retencion Kovats en relacion con los tiempos

de retencién de una serie de alcanos (Cs - Cy), comparandose con los reportados

s Ciencias ® 58

Quimicas




DESARROLLO EXPERIMENTAL

[ ;
por Adams (2007). Solo se reportaron los compuestos que presentaran una

similitud >80%. Los compuestos identificados en los viales de PDA no inoculados
se eliminaron del analisis de datos. La cantidad relativa de cada compuesto se
expresé como porcentajes resultantes de la media del area del pico de las tres
repeticiones, en comparaciéon con el area total. La identificacion de algunos
compuestos se confirmd por comparacion de los indices Kovats y espectros de
masas de los compuestos puros comerciales disponibles con 298% de pureza
(Sigma-Aldrich) (Sanchez Fernandez et al. 2016; Sanchez Ortiz et al. 2016)

5.16. Estudio quimico
5.16.1. Métodos cromatograficos generales

Los extractos organicos (CH.Cl, y AcOEt) derivado de los cultivos en pequena y
mediana escala en condiciones estaticas del hongo endéfito Aspergillus sp. se
fraccionaron mediante cromatografia de adsorciéon en columna abierta (CC),
empleando como adsorbente gel de silice (Silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2
mm, malla 70-230). El proceso de elucion se efectu6é con hexano, CH,Cl, y MeOH
en diferentes proporciones. Ademas, se realizé6 cromatografia en columna (CC),
empleando como soporte Sephadex (Sephadex© LH-20). El proceso de elucion se

efectud de forma isocratia empleando una mezcla 2:8 de CH,Cl,-MeOH.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Silica

Gel 60 GF254 Merck de 0.25 mm de espesor), y empleando varios sistemas de

eluyentes (Hex-CH.Cl;, CH.Cl,, y CH,Cl,-MeOH en diversas proporciones). El
revelado de las placas se efectu6 con una disolucion de acido sulfurico al 10%
como agente cromogeno con calentamiento a 90 °C. La cromatografia preparativa
en capa delgada se realizé empleando placas de vidrio cubiertas con gel de silice

(Silica Gel 60 GF254 Merck) de 0.25 y 2.0 mm de espesor aplicando en cada

cromatoplaca aproximadamente 10 y 100 mg de muestra, respectivamente.

Empleando como sistemas de elucion una mezcla 2:96:2 Hexano-CH,Cl,-MeOH.
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5.17. Fraccionamiento quimico biodirigido del hongo en
Aspergillus sp.

5.171. Extracto del micelio del cultivo en pequena escala

A partir del extracto del micelio obtenidos del cultivo en pequefna escala en CPD
en condiciones estaticas del hongo endéfito Aspergillus sp., precipitd
espontaneamente un soélido cristalino (583 mg). El analisis por CCF de este sélido
revelo que era una mezcla compleja de metabolitos secundarios. Posteriormente
el solido fue sometido a un fraccionamiento primario mediante una cromatografia
CC. El proceso de elucion se efectud utilizando mezclas entre hexano, CH,Cl, y
MeOH en diferentes proporciones. De este fraccionamiento se obtuvieron 205
eluatos de 50 mL cada un, y reuniéndose por CCF en 5 grupos de fracciones

primarias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna
abierta del sélido cristalino derivado del extracto del cultivo en
pequefia escala del endéfito Aspergillus sp. (PBE2).

Sistema de Proporcién Eluatos Eluatos Clave Peso
Elucién reunidos (mg)
Hexano 100 1-8

Hexano-CH,Cl, 50:50 9-24 1-40 ly 65

Hexano-CH,Cl, 40:60 25-40

Hexano-CH,Cl, 30:70 41-57

Hexano-CH,Cl, 20:80 58-73 "

Hexano-CH,Cl, 10:90 74-90 41-112 P 14
CH,CI, 100 91-106

CH,CI,.MeOH 99-1 107-112

CH,CI,.MeOH 99-1 113-132 113-132 I, 6

CH,CI,.MeOH 98.5-1.5 133-141 133-141 IV,* 281

CH,CI,.MeOH 98.5-1.5 142-147

CH,CI,.MeOH 98-2 148-164

CH,CI,.MeOH 97-3 165-176 142-205 Vp* 36

CH,CI,.MeOH 98-2 177-190

CH,CI,.MeOH 99-1 192-205

*Fracciones activas sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus 'y S. lycopersicum
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5.17.2. Extracto del micelio del cultivo en mediana escala

El extracto activo (9 g) derivado del cultivo del hongo endéfito Aspergillus sp.
(PBE21) en mediana escala (CPD) en condiciones estaticas, se sometieron a un
fraccionamiento primario mediante una (CC) utilizando 900 g de gel de silice, y
obteniendose 289 eluatos de 250 mL cada uno. Los cuales fueron reunidos con
base en su similitud cromatografica en 15 grupos de fracciones primarias (Cuadro
5). La actividad fitotoxica se concentrd en las fracciones VII - XV, de acuerdo con

los bioensayos en dilucion en agar.

Cuadro 5. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna
abierta del extracto organico derivado del cultivo en mediana escala
del endofito Aspergillus sp. (PBE21).

Sistema de ‘s Eluatos Eluatos Peso
e Proporciéon . Clave
Eluciéon reunidos (mg)
1-12 1-12 I 30
Hexano 100 13-29
Hexano-CH,Cl, 90:10 30-49 13-69 1Y 52
Hexano-CH,Cl, 80:20 50-69
) 70-71 70-71 [y 1134
Hexano-CH,ClI, 70:30 7577
Hexano-CH,Cl, 60:40 78-92 72-107 IV 143
Hexano-CH,Cl, 50:50 93-107
Hexano-CH,Cl, 40:60 123:1 ;g 108-129 Vi, 54
Hexano-CH,Cl, 30:70 130-136
137-147 130-147 *Vy 236
Hexano-CH,Cl, 20:80 148-149
150-151 148-151 Vv 528
152-157 152-157 V1l 630
] 158-164 158-164 *IXwm 730
Hexano-CH,Cl, 10:90 165-171 165-171 X 493
172-174 172-174 *Xlw 174
175-178 175-178 *Xlly 319
CH,CI, 100 179-184
CH,CIl,.MeOH 99:1 185-197 179-199 X1y 522
. 198-199
CH,CIl,.MeOH 98:2 200210
CH,CIl,.MeOH 97:3 211-224
CH,Cl,.MeOH 96:4 225-241 200-252 XV 200
CH,CIl,.MeOH 95:5 242-252
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Cuadro 5. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna
abierta del extracto organico derivado del cultivo en mediana escala
del endofito Asperqgillus sp. (PBE21)(Continuacion).
Sistema de ‘- Eluatos Eluatos Peso
e Proporciéon - Clave
Elucién reunidos (mg)
253-254
CH,Cl,.MeOH 90:10 254-261
CH,Cl,.MeOH 80:20 262-268
CH,Cl, MeOH 70:30 269-276 253-289 XV 510
CH,Cl,.MeOH 50:50 277-282
CH,Cl,.MeOH 40:60 283-289

*Fracciones activas sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus y S. lycopersicum

5.17.3. Fraccionamiento secundario de las fracciones activas

El analisis por CCF de las fracciones primarias revelé una complejidad metabolica
muy importante y dificil de separar empleando silica gel. En consecuencia, se
decidi6 emplear Sephadex como fase estacionaria para la separacion. Para
favorecer la obtencion de los compuestos mayoritarios las fracciones primarias
activas fueron reagrupadas como se mustra a continuacion: Viy-Vliu(Vim), Villy,
IXm, Xm-Xlw (Xm) y Xlly-Xllly (XIly) de acuerdo a lo observado en la CCF.

De la purificacion de las fracciones activas VIy a Xlly, se obtuvieron
aproximadamente 30 eluatos por fraccion y fueron agrupados en 5 ,6 y/o 7 grupos

cada uno de acuerdo a su similitud cromatografica (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna
abierta CC utilizando Sephadex de las fracciones primarias activas.

Fracciones primarias

Fraccion

.. Fraccion Fraccion Fraccion
Viy Fraccion Vlliy

[Xwm Xum Xlly

Fracciones
obtenidos

Fracciones secundarias reunidas (subfracciones)

1
2 -
Viy-1 Viiy-1 Xll-1
3 1 mg 1 mg 1 mg
4 X1 Xu-1
5 1 mg 2 mg
6 Xly-2
7 17 mg
8 Viy-2 Vily-2
9 98 mg 71 mg 1)§|(I)Mrfg
10 IX-2 Xlly-4
30 mg 100 mg
11 Vily-3
152 mg Xu-2 Xly-5
12 *IXu-3 187 mg 53 mg
15 mg
Vily-4 *IXu-4
13 Viy-3 373 mg 51 mg
503 mg T
14 22 mg
__omg
V-
1; 2 mg Xu-4
Viy-4 272 mg
19 57 mg
20
21
52 Xu-5
>3 IXy-7 102 mg
24 5 mg
25 VIliy-6 -7
-
26 \3”[“%'5 2mg Xu-6 5mg
27 g 33 mg
28
29 Xu-7
30 4 mg

*Fracciones activas sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus 'y S. lycopersicum
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5.17.4. Obtencion de la coriloxina (70)

De la fraccion primaria IV, precipitd espontaneamente un sélido cristalino, el cual,
tras sucesivos lavados con diferentes disolventes organicos (Hexano, CHxCly,
AcOEt, Acetona y MeOH) y de una recristalizacion sucesivas con una mezcla de
CH,Cl>-MeOH (98:2), se obtuvieron 20 mg de la (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-

metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona (70) o coriloxina con un p.f. de 157-159°C.

5.17.5. Obtencion de la variecolina A (71).

De la fraccion V, primaria del cultivo de pequefia escala precipitd
espontaneamente un soélido cristalino soluble en CH,Cl,, el cual se purifico
mediante recristalizaciones sucesivas con una mezcla entre CH,Cl,-MeOH (98:2)

obteniéndose 5 mg de variecolina A (71).

Por otra parte, de las fracciones secundarias activas IXy3-1Xy5 (88 mg) [Cuadro
6] derivadas del cultivo en mediana escala, precipitdé un sélido cristalino incoloro,
soluble en CH,Cl, y tras sucesivos lavados con diferentes disolventes organicos
(Hexano, CHCl,, AcEtO, Acetona y MeOH), y recristalizaciones sucesivas con
una mezcla entre Hexano-CH,Cl,-MeOH (1:97:2), se obtuvieron 45 mg de del
variecolina A (71), con un p.f. de 158-159 °C.

5.18. Determinacién de las constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrométricas

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen
sin corregir. Los espectros en el IR fueron realizados en un espectrofotometro FT-
IR Bruker Tensor 27. Los espectros de resonancia magnética nuclear de (RNM'H
y de carbono-13 (RMN'C), fueron determinados en espectrémetro Bruker Avance
300 y Varian Unity 300 operados a 400 MHz para 'H y 100 MHz para °C, y
utilizando como disolventes metanol deuterado (CD;OD) y cloruro de metileno
deuterado (CD.Cl;). Los desplazamientos quimicos (8) se asignaron en ppm
referidos al tetrametilsilano (TMS) empleado como referencia interna. El analisis

de difraccion de rayos X se efectud en un difractometro Nicolet R3m.
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5.19. Identificacion taxonomica

La caracterizacion morfologica de los aislamientos Xylaria sp. (PBE11) o
aislamiento PB3f3 y Aspergillus sp. (PBE21) o aislamiento PB3L3 fue realizada en
primera instancia con base en la descripcién de las colonias en medio PDA y agar
avena (OA) en cultivos de dos semanas incubados bajo fotoperiodo de luz-
oscuridad 12:12 h a 28 °C. El color de la colonia y pigmentos fueron establecidos
empleando el manual de colores Methuen (Kornerup y Wanscher 1978). En
segundo término, se llevo a cabo la confirmacién de la identidad taxonémica de los
hongo enddéfito Xylaria sp. (PBE11) o aislamiento PB3f3 mediante métodos
moleculares en colaboracion con la Dra. Patricia Lappe Oliveras, del Instituto de

Biologia, UNAM. A continuacion, se describe la estrategia metodologica empleada:

La identidad taxonomica se estableci6 mediante la secuenciacion de la region
5.8S DNA ribosomal y de dos regiones espaciadoras internas transcritas (ITS1,
ITS2). El DNA gendmico se extrajo empleando el kit FT71415 para aislamiento
rapido de DNA gendmico de hongos (bio basic Inc.), a partir del micelio de los
hongos enddfitos cultivados previamente en PDA por 7 dias. Posteriormente, la
region 1TS1-5.8S fue amplificada con los oligonucleétidos universales; ITSS (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') y ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
(White 1990). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd en un
termociclador Termal Gernandt 2720 (Applied Biosystems) con un volumen de
reaccion de 50 uL, conteniendo 25 pL GoTaq® Master Mix (Promega, Madison,
WI, USA), 2.5 pyL de cada uno de los oligonucleétidos (10 pm/uL) y 5 ng de DNA
genémico. El programa de PCR modificado de (Naumova et al. 2004) consistid
como primer paso en una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 min,
seguida por 30 ciclos de 1 mina 94 °C, 2 min a 58 °C, 1 min a 72 °C, y como paso
final una etapa de extensién de 5 min a 72 °C. El producto de amplificacion se
separd mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% (p/v) (Invitrogen)
tefiido con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) en buffer 1X TAE (Tris-Acetato-
EDTA) a 90 V durante 40 min, y se observd bajo un trasiluminador de doble

intencidad (UVP Dual - Intensity). Las secuencias fueron obtenidas por el
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Laboratorio de Biologia Molecular de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de

Biologia UNAM, y posteriormente, se editaron empleando el programa BioEdit v
7.0.5 (Hall 2005). Las secuencias editadas fueron alineadas en la base de datos
GenBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando el programa BLASTN (Altschul
et al. 1997), y se depositaron en el GenBank (Sanchez Ortiz et al. 2016).

Los cultivos secos en PDA y OA fueron depositados en el Herbario Nacional de
México (MEXU), UNAM, con el numero de coleccion MEXU 27-559.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de determinar el potencial

antifungico sobre microorganismos de importancia agricola y el potencial fitotoxico

sobre plantas de prueba, de los extractos organicos y metabolitos secundarios

mayoritarios de hongos endéfitos asociados a las hojas de Haematoxylon

brasiletto. Por otra parte se establecio el potencial antagonico de los hongos en

estudio contra una serie de microorganismos fitopatogenos y asi poder contribuir

al conocimiento de las complejas relaciones entre las plantas hospederas y los

hongos endofitos. Y al desarrollo de agroquimicos de origen natural y de gentes

de biocontrol. Los resultados obtenidos se dividen en diez partes:

1.

Aislamiento y la purificacién de la mayor cantidad de hongos enddfitos y

fitopatdogenos asociados a las hojas de Haematoxylon brasiletto.

Determinacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
hongos aislados con la finalidad de identificar el posible género al que

pertenecen

Determinacion de las condiciones éptimas de crecimiento de los hongos
endoéfitos puros aislados, mediante su cultivo en pequefia escala
empleando condiciones de incubacion estaticas en medio de cultivo PDA y

arroz.

Evaluacion de la actividad antifungica, antioomiceto y fitotéxica de los

extractos organicos de los hongos aislados.

Estudios de antagonismo directo multiple entre los hongos endofitos de H,
brasiletto con mayor potencial antifungico, antioomiceto y/o fitotdxico frente
a los microorganismos fitopatbgenos con importancia econémica en la

agricultura.

Estudio del potencial aleloquimico de los compuestos organicos volatiles de
los hongos enddfitos PBE11 (PB3f3), PBE20 y PBE16.
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7. Obtencion de los cultivos en mediana escala de los aislamientos PBE21
(PB3¢2) y PBE11 (PB3f3) que mostraron la mayor la actividad bioldgica.

8. Identificacién taxonémica mediante métodos moleculares de los
asilamientos PBE21 (PB3¢2) y PBE11 (PB3f3).

9. Estudio del potencial fitotoxico y antifungico de los compuestos organicos
volatiles y no volatiles producidos por el hongo endéfito PBE11 (PB3f3)
identificado como Xylaria sp. Asi como, la identificacion de la composicion

quimica de los metabolitos secundarios volatiles generados por Xylaria sp.

10. Estudio quimico biodirigido del hongo endofito PBE21 (PB3¢2), identificado

como Aspergillus sp., asi como la evaluacidon biolégica de los metabolito

secundarios mayoritarios.

6.1. Aislamiento y purificaciobn de hongos endodfitos y
fitopatogenos de Haematoxylon brasiletto

La colecta de las hojas del arbol de Haematoxylon brasiletto utilizadas para el
aislamiento de los hongos endofitos objeto de estudio, se realiz6 en la ‘Reserva de
la Biosfera de Huautla (REBIOSH)’ ubicada en la localidad de Quilamula en la
estacion biolégica del municipio de Tlalquitenango, en el Estado de Morelos,
México. Los criterios de seleccién de la planta hospedera fueron: 1) plantas que

crecen en zonas de gran diversidad biologica, y 2) plantas que no presentan
dafios por patdbgenos o herbivoros (Santamaria y Bayman 2005). Adicionalmente,

para el aislamiento de hongos fitopatdgenos se tomaron en cuenta aquellas hojas
que presentaran sintomas de enfermedad, exceptuando las que tuviera dafo por

herbivoros.

Cabe destacar que hasta el momento no existen reportes en la literatura acerca
del aislamiento e identificacion de los hongos enddfitos y fitopatdgenos asociados
a las hojas de Haematoxylon brasiletto. Por lo que estos hongos representan una
fuente novedosa para la obtencidon de compuestos quimicos con posible aplicacion

agricola.
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En el Cuadro 7 se muestra el numero de aislamientos totales de hongos enddfitos

aislados de H. brasiletto, por hoja y por segmento. Mostrando claramente que H.
brasiletto se encuentra colonizado por un amplio numero de hongos endofitos,
confirmando que los criterio de seleccion empleado, constituyen una buena
estrategia para aislar una gran numero de este tipo de microorganismos (Strobel
et al. 2004; Kaul et al. 2014)

Cuadro 7. Aislamientos totales de hongos endéfitos obtenidos de
Haematoxylon brasiletto por hoja y por segmento.

Numero de Numero de Numero de
Clave de la . . . . . .
Planta aislamientos aislamientos aislamientos
planta .
totales por hoja por segmento
Haema.toxylon PB 510 85 21
brasiletto

Por otra parte, en el Cuadro 8 se muestra el numero de aislamientos totales
puros, en PDA y AA, y el numero de morfotipos obtenidos de hongos endofitos y

fitopatogenos.

Cuadro 8. Aislamientos puros totales de hongos endoéfitos y
fitopatdogenos obtenidos de hojas de Haematoxylon brasiletto.

Numero de Numero de

. . . . Numero de
] aislamientos aislamientos morfotinos
Planta Clave Tipo de totales puros P
hongo
PDA AA PDA AA PDA AA
PBE enddfito 57 453 0 30 0 21
Haematoxylon
brasiletto ) .
PBF fitopatogeno 75 6 4

PDA,; papa dextrosa agar, AA, agar-agua.

A cada uno de los aislamientos puros se les asigné una clave durante su
purificacion, de acuerdo a lo siguiente: las primeras dos letra corresponde a las
iniciales del nombre comun de la planta hospedera (PB: Palo de Brasil) los

siguientes caracteres representan las resiembras necesarias para lograr obtener a
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los hongos endofitos y fitopatdgenos puros (Cuadro 9). Con la finalidad de facilitar

su manejo, estas claves se simplificaron conservando las letras PB e indicando en
el tercer caracter si el microorganismo puro corresponde a un hongo endofito (E) o

a un hongo fitopatégeno (F), adicionando al final un numero consecutivo.

Cuadro 9. Claves asignadas a los hongos endofitos y fitopatogenos
puros, obtenidos de hojas de Haematoxylon brasiletto.

Clave inicial Clave simplificada
PB3b1 PBE1
PB2a1ll PBE2
PB2c4 PBE3
PB4b2I PBE4
PB4b21V PBES5
PB4a2| PBE6
PB5f1 PBE7
PB3i115 PBES
PB2a3 PBE9

PB3f PBE10
PB3f3 PBE11
PB3C1l PBE12
PB5h2| PBE13
PB5g1lll PBE14
PB3a3l PBE15
PB3f1ll PBE16
PB5a1 PBE17
PB5h4 PBE18
PB3I2! PBE19
PB3i3I1 PBE20
PB3¢2 PBE21
PBe2ll2 PBF1
PBb212 PBF2
PBe2lll PBF3
PBe1 PBF4
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6.2. Descripcion macroscopica, microscopica y tasa
crecimiento de los hongos puros

Las caracteristicas macroscopicas de los 21 hongos enddfitos y de los cuatro
hongos fitopatdogenos puros se determinaron mediante la observacién detallada
con un microscopio estereoscopico de los cultivos en PDA y estableciéndose el
color, la textura, la consistencia de la superficie y el tipo de crecimiento del micelio,
presencia de pigmentos y de exudado. Por otra parte, se estableci6 la tasa de
crecimiento para cada aislamiento puro mediante la elaboracién de curvas de

crecimiento.

El analisis detallado de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los
21 hongos endofitos y cuatro fitopatégenos aislados de H. brasiletto, permitid
confirmar la pureza y establecer la tasa de crecimiento de los aislamientos se
ilustra en los Cuadros 10 y 11. Asimismo, se logro determinar que los
aislamientos PBEG, PBE8 y PB21 posiblemente pertenecen al género Aspergillus;
PBEZ2, PBE3, PBE9 y PBF2 al género Fusarium; PBE10 al género Xylaria; PBE12
al género Acremonium, PBE1 al género Verticilium y PBE20 al género
Nodulisporum (Arnold et al. 2007).
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6.2.1. Hongos enddfitos

Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto.

PBE1

Se observa la formaciéon de micelio plano inmerso de textura
butiracea, y apariencia algodonosa en el centro, de consistencia
suave y con bordes filamentosos. No presenta exudado. En el
envés su micelio presenta coloraciéon durazno. Su crecimiento es

radial irregular.

Tasa de crecimiento: 1.84 cm?/ dia.

Se aprecian hifas septadas y fragmosporas sésiles.
Las caracteristicas microscopicas permitieron inferir
que este hongo pertenece al género Verticillium
(Dugan 2006).

Endéfito PBE1. A) Crecimiento de 19 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacién microscépica en 40 X,

tefiida con colorante azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscépicas
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

PBE2

Este enddfito presenta micelio plano inmerso de color purpura y

de textura butiracea, en el centro es de color blanco y textura
algodonosa, presenta borde liso y consistencia suave. No
presenta exudado. En el envés el micelio presenta coloraciéon

purpura. Su crecimiento es radial irregular.

Las caracteristicas macroscopicas permitieron inferir que este
hongo pertenece al género Fusarium (Dugan 2006).Tasa de

crecimiento: 1.63 cm? dia.

Se aprecian hifas septadas hialinas y esporas
aisladas.

Endéfito PBE2. A) Crecimiento de 18 dias en medio PDA anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacién Microscopica en 40

X, tefiida con colorante azul de lactofenol.

7
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE3

Este microorganismo endofito forma micelio aéreo convexo de
color blanco-purpura y de textura vellosa-algodonosa, con bordes
dentados y de consistencia suave. No presenta exudado. El envés
el micelio es de coloracién purpura. Su crecimiento es radial

irregular.

Las caracteristicas macroscépicas permitieron inferir que este

enddfito pertenece al género Fusarium (Dugan 2006).

Tasa de crecimiento:1.82 cm?/ dia.

".;
>
.
3 i
- ‘.‘\s
> 3
»
.
. 3
&
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-
AL+

Se aprecian hifas septadas, cabezuelas mucosas y

dimosporas.

Endofito PBE3. A) Crecimiento de 14 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscépica en 40 X,

teflida con colorante azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE4

Este microorganismo forma micelio aéreo plano de color blanco,
bordes lisos, de textura vellosa, lanosa y de consistencia suave.
No se observa exudado. En el envés del micelio no se aprecia

pigmentacién. Su crecimiento es radial regular.

Tasa de crecimiento:2.74 cm?/dia.

Se aprecian conidiéforos ramificados, hifas septadas

y amerosporas dinucleadas.

Endéfito PBE4. A) Crecimiento de 11 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C,) Observaciones microscépicas en

40 X, tedidas con colorante rojo congo y azul de lactofenol.

7
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBES

Este hongo enddfito forma micelio aéreo velloso de color blanco
con bordes dentados y de consistencia suave. No se observa
exudado. En el envés del micelio no se aprecia pigmentacion. Su

crecimiento es radial irregular.

Tasa de crecimiento:1.19 cm?/dia Se aprecian hifas septadas y de diferente grosor, las
hifas delgadas, provienen de las mas gruesas.
También se observan conidiéforos ramificados con

amerosporas dinucleadas dispersas.

Endéfito PBE5. A) Crecimiento de 19 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observaciones microscépicas en
40 X, tedida con colorante rojo congo y azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscépicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBEG6

Se observa la formacién de micelio aéreo polvoso de color verde
con blanco con bordes ligeramente lobulados y de consistencia
dura. No se observa exudado. En el envés del micelio no se

aprecia pigmentacién. Su crecimiento es radial irregular.

Tasa de crecimiento: 0.71 cm?/dia.

Se aprecian hifas septadas, conidiéforos de cabeza

y vesiculas globosas con fialides.

Las caracteristicas microscopicas permitieron inferir
que este hongo corresponde al género Aspergillus
(Dugan 2006)

Endoéfito PBE6. A) Crecimiento de 10 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscépica en 40 X,

tefida con colorante rojo congo y azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE7

Este hongo presenta micelio aéreo de apariencia vellosa, lanoso y
de color blanco, bordes dentados y de consistencia suave.
Presenta exudado hialino y pigmentacion ligeramente amarilla

observable en el envés del micelio. Su crecimiento es radial

. Se aprecian hifas septadas, conididforos ramificados
irregular.

y amerosporas dinucleadas dispersas.
Tasa de crecimiento: 1.75 cm?/dia

Endoéfito PBE7. A) Crecimiento de 20 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, D) Observacién microscépica en 40 X,
tefAida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBES

Este microorganismo desarrolla micelio aéreo velloso, umbonado,
de color blanco con tonalidades moradas en el centro y con los
bordes de color verde, su textura es polvosa y su consistencia
dura. Se observa exudado café claro. En el envés su micelio es

anillado y de coloracion purpura. Su crecimiento es radial irregular.

Tasa de crecimiento: 1.04 cm?/dia.
Se observan hifas septadas y esporangioforos.

Las caracteristicas microscopicas permitieron inferir

que este hongo pertenece al género Aspergillus

[(MNiimnann DONLN

Endéfito PBES8. A) Crecimiento de 21 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, D) Observacién microscépica en 40
X, tefida con colorante rojo congo.

7
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).
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Este microorganismo desarrolla micelio aéreo plano inmerso de
textura suave y de color purpura, en los bordes presenta micelio
de color blanco y textura vellosa. No se observa exudado. En el

envés el micelio también es de color purpura. Su crecimiento es
Se observan conidiéforos ramificados, hifas

radial irregular. .
septadas y amerosporas dispersas.

Las caracteristicas macroscépicas permitieron sugerir que este

hongo pertenece al género Fusarium (Dugan 2006).

Tasa de crecimiento: 2.5 cm?/dia.

08

Endéfito PBE9. A) Crecimiento de 10 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observacion microscépica
tefiida con colorante azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE10

Este microorganismo desarrolla micelio aéreo plumoso de color
blanco y de textura fibrosa, con bordes Ilobulados y de
consistencia dura. No se observa exudado. En el envés el micelio
es de coloracién café en el centro. Su crecimiento es radial

irregular.

Las caracteristicas macroscoépicas permitieron sugerir que este

hongo pertenece al género Xylaria (Dugan 2006)

Tasa de crecimiento: 1.12 cm?/dia.

Se observan conidiéforos ramificados e hifas

septadas.

Endoéfito PBE10. A) Crecimiento de 22 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observacion microscépica en 40

X, tefiida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE11

Este hongo presenta micelio aéreo de color blanco y de textura
algodonosa, con bordes lisos y consistencia dura. Presenta
exudado hialino y no se observa pigmentacion en el envés del

micelio. Su crecimiento es radial regular.

A . 2741
Tasa de crecimiento: 1.75 cm*/dia. Se observan conidiéforos simples e hifas septadas.

Endéfito PBE11. A) Crecimiento de 22 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observacion microscépica en 40 X,
tefida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE12

Este hongo presenta micelio aéreo, de color blanco, textura
vellosa y de consistencia suave. No presenta exudado. En el
envés del micelio no se aprecia pigmentacion. Su crecimiento es

radial anillado.

Las caracteristicas macroscopicas permitieron sugerir que este

hongo pertenece al género Acremonium (Dugan 2006).

Tasa de crecimiento: 2.97 cm?/dia.

Se aprecian hifas septadas, amerosporas y también

se observan conidiéforos.

Endéfito PBE12. A) Crecimiento de 10 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscopica en

40 X, tenida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos C
. . . ., r
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion). ;l
(w)
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PBE13 <
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Este microorganismo desarrolla micelio aéreo de color blanco, y B e =\ N Mo N
‘ / ’ b ‘\ b _”'. - .1‘
de consistencia blanda. Produce exudado hialino. En el envés del | & & | e\
L : . g , Y/ = N AR
micelio se aprecia pigmentacibn de color amarillento. Su | 7 4 /
. . . 4 i S o= -
crecimiento es radial lobular.
o - Se aprecian hifas septadas.
Tasa de crecimiento: 1.60 cm®/dia.

¥8

Endéfito PBE13. A) Crecimiento de 14 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B. C) Observacié microscoépica en 40 X,
tefida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos ‘é’
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion). E
Y - g
‘B :

PBE14 A\ e
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Este endofito muestra micelio aéreo, de consistencia dura, textura | | \\ 7
algodonosa y de color blanco. Presenta exudado hialino. En el | ¥ o
envés del micelio se aprecia pigmentacion café. Su crecimiento es - ‘ .

radial irregular. Se aprecian hifas septadas.

Tasa de crecimiento: 1.70 cm?/dia.

g8

Endéfito PBE14. A) Crecimiento de 22 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscoépica en
40 X, tedida con colorante azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE15

Este microorganismo desarrolla micelio aéreo, de color blanco, y
de consistencia dura. Se observa producciéon de exudado hialino.

En el envés del micelio se observa de color amarillo. Su

crecimiento es radial regular.

. 5 Se aprecian hifas septadas delgadas.
Tasa de crecimiento: 1.14 cm</dia.

Endéfito PBE15. A) Crecimiento de 32 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observacién microscépica en 40
X, tefida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).
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Se observa la formacién de micelio aéreo, de color blanco, de
textura vellosa y consistencia dura. No presenta produccion de

exudado. En el envés el micelio se observa una coloracién rosa

palido. Su crecimiento es radial.

Se aprecian hifas septadas.

Tasa de crecimiento: 1.65 cm?/ dia.

.8

Endéfito PBE16. A) Crecimiento de 13 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacién microscopica en 40 X,
tefiida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscépicas y tasa

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

de crecimiento de los hongos endéfitos

PBE17

Este microorganismo forma micelio aéreo, de color blanco y de
consistencia dura. En un inicio es de color blanco. Produce
exudado hialino. En el envés el micelio se observa pigmento color

rosa palido. Su crecimiento es radial irregular.

Tasa de crecimiento: 1.70 cm?/ dia.
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Se aprecian hifas septadas.

Endéfito PBE17. A) Crecimiento de 22 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscoépica en

40 X, tenida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE18

Este microorganismo desarrolla micelio aéreo de color blanco y de
consistencia dura. No se observa exudado. En el envés del
micelio se observa un color amarillo palido. Su crecimiento es

radial irregular.

Tasa de crecimiento: 1.50 cm?/dia.

Se aprecian hifas delgadas septadas.

Endofito PBE18. A) Crecimiento de 26 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observaciéon microscépica en 40 X,

tefiida con colorante rojo congo.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE19 B /\\\\

X
N
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Este microorganismo desarrolla micelio aéreo de color café, y de
apariencia polvosa y consistencia blanda. Presenta producciéon de
exudado color marréon. En el envés del micelio se observa color .
café obscuro. Su crecimiento es radial irregular.
Se aprecian hifas septadas y amerosporas

Tasa de crecimiento: 3.01 cm?/dia.
dinucleadas dispersas.

tefiida con colorante rojo congo y azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE20

En el anverso el micelio es café con halos oscuros y claros
alternados, de textura lanosa con crecimiento radial y con el borde
filamentoso. No precenta exudado. En el envés del micelio se

forman halos café oscuros y claros alternados.

Tasa de crecimiento: 4.84 cm?/dia.

Las caracteristicas microscopicas permitieron inferir
que este hongo pertenece al género Nodulisporum
(Dugan 2006).

Endofito PBE20. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observaciones microscopicas en 40

X, tefiidas con colorante rojo congo y azul de lactofenol.
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Cuadro 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y tasa de crecimiento de los hongos enddfitos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBE21

Este microorganismo forma micelio algodonoso de color centro
color gris, con halos blanco con gris, y esporas grises acumuladas
en la orilla. Produce exudado amarillo. En el envés del micelio se
observa de color gris, con halos café claro delgados, y café mas

oscuro. Su crecimiento es radial con bordes irregulares.

Tasa de crecimiento: 1.84 cm?/dia.

Se aprecian conidi6foros aspergiliares, hifas
septadas, gruesas con vesiculas, y esporas hialinas
de forma redonda. Las caracteristicas microscopicas
permitieron inferir que este hongo pertenece al
género Aspergillus (Dugan 2006).

Endéfito PBE21. A) Crecimiento de 18 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B,C) Observaciones microscépicas en

40 X, tedidas con colorante rojo congo y azul de lactofenol.
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6.2.2. Hongos fitopatégenos

aislados de Haematoxylon brasiletto. Cuadro 11. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y
tasa de crecimiento de los hongos fitopatogenos

PBF1

Se observa la formacién de micelio aéreo de color blanco y de
aspecto velloso, con borde dentado y de consistencia dura.

Presenta produccion de exudado color amarillo. En el envés del

micelio presenta una coloracién amarillo intenso. Su crecimiento

es irregular. Tasa de crecimiento: 1.19 cm? dia.
g Se aprecian hifas septadas, conidioforos ramificados

y amerosporas dinucleadas dispersas.

Endofito PBF1. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscopica en
40 X, tefiida con colorante rojo congo.
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Cuadro 11. Caracteristicas macroscopicas, microscoépicas y tasa de crecimiento de los hongos fitopatdégenos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBF2

Este microorganismo forma micelio aéreo, lanoso con bordes
dentados y de consistencia suave. Produce exudado hialino. En
un inicio es de color blanco y durazno en el centro, con el paso
del tiempo comienza a tornarse color café. Su crecimiento es

irregular.

Tasa de crecimiento: 2.12 cm?/ dia.

Se aprecian hifas septadas y macroconidios dispersos,
curvados, pluriseptados y con una célula apical. Las
caracteristicas microscépicas permitieron inferir que
este hongo pertenece al género Fusarium (Dugan
2006).

Endoéfito PBF2. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscépica en 40

X, tefiida con colorante azul de lactofenol.
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Cuadro 11. Caracteristicas macroscopicas, microscoépicas y tasa de crecimiento de los hongos fitopatdgenos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBF3

Se observa la formacién de micelio aéreo de color blanco de
textura vellosa, lanosa y de consistencia suave. Presenta
produccion de exudado color amarillo. En el envés del micelio se
presenta una pigmentacion amarillo intenso. Su crecimiento es

radial irregular.

Tasa de crecimiento: 1.17 cm?/ dia.

Se observan conidiéforos con amerosporas sésiles y

también se aprecian hifas septadas.

Endoéfito PBF3. A) Crecimiento de 18 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscépica en 40 X,

tefida con colorante rojo congo.
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Cuadro 11. Caracteristicas macroscopicas, microscépicas y tasa de crecimiento de los hongos fitopatdégenos

aislados de Haematoxylon brasiletto (Continuacion).

PBF4

Se observa la formacion de micelio escaso aéreo de color blanco,
de textura vellosa y de consistencia suave. Al envejecer su micelio
se torna color verde. No presenta produccion de exudado. En el
envés el micelio no se observa pigmentacion. Su crecimiento es

radial

Tasa de crecimiento: 5.69 cm? dia.
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B . s :
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- °

Se aprecian hifas septadas, esporangiolos

amerosporas.

Endéfito PBF4. A) Crecimiento de 6 dias en medio PDA, anverso (izq.) y reverso (der.); B, C) Observacion microscépica en 40 X,

tefiida con colorante rojo congo.

7
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®

6.3. Cultivos y extractos en pequena escala de hongos endodfitos
aislados de hojas de Haematoxylon brasiletto

Con el propésito de establecer las condiciones éptimas para el cultivo de los
hongos endoéfitos de Haematoxylon brasiletto, se realizo el cultivo de todos los
microorganismos en pequena escala empleando como medio de crecimiento arroz
y CPD en condiciones estaticas. Una vez trascurrido el periodo de fermentacion,
se obtienen los correspondientes extractos organicos del medio de cultivo y del
micelio y los rendimientos se ilustran en el Cuadro 12. En general, se observo que
los hongos enddfitos en estudio crecen de manera optima bajo las condiciones de

fermentacion estatica en ambos medios de crecimiento, CPD y arroz.

Con excepcidon del extractos organico del micelio (1,5 g) del hongo enddfito
Aspergillus sp. (PB21), desarrollado en medio CPD, los mayores rendimientos de
extractos fungicos de los cultivos obtenidos fueron bajo las condiciones de cultivo

estaticas en medio arroz.

La seleccion final de las condiciones 6ptimas de cultivo para cada hongo endofito
aislado, se establecieron de acuerdo los resultados en la evaluaciéon del potencial

fitotoxico y antifungico de dichos extractos organicos.

%/ Ciencias ® 97

Quimicas




RESULTADOS Y DISCUSION

®
Cuadro 12. Rendimiento de los extractos organicos del cultivo en
pequefia escala de los hongos endofitos de Haematoxylon brasiletto
(CH2C|2/ACOEt).
Cultivo en CPD en .
condicion de incubacion qut!yo enarroz -
N estatico en condlrc[on de mgubamon
Hongos enddfitos (30 dias) estatico (30 dias)
Medio Micelio Medio y Micelio
(mg/L) (mg/L) (mg/50 g arroz)
PBE1 190 80 202
PBE2 207 150 69
PBE3 108 188 495
PBE4 90 309 221
PBES5 107 258 449
PBEG6 130 265 526
PBE7 47 352 464
PBES8 350 160 376
PBE9 170 90 133
PBE10 100 180 100
PBE11 470 210 300
PBE12 90 110 363
PBE13 240 200 327
PBE14 230 580 163
PBE15 180 209 448
PBE16 100 270 605
PBE17 400 300 159
PBE18 301 256 383
PBE19 167 190 370
PBE20 209 289 576
PBE21 310 1500 500
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®
6.4. Determinacion del potencial antifungico

El potencial antifungico de los extractos organicos crudos en medio de cultivo
arroz y CPD, se establecié cuantitativamente mediante el estudio del efecto de los
mismos sobre el crecimiento radial de cinco microorganismos fitopatégenos con
importancia en la agricultura: Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora
capsici, Phytophthora parasitica y Pythium aphanidermatum, empleando el método
de dilucién en agar en cajas de, Petri y una concentracién de prueba de 250
pg/mL ( Cuadro 13 ). Como se puede observar, los extractos de los hongos
endofitos Fusarium sp. (PBE2), PBE4, Xylaria sp. (PBE11), PBE13, PBE16 en
medio arroz, presentan mayor actividad antifungica en comparacién con los
extractos del medio de cultivo CPD, y siendo en todos los casos los oomicetos P.

capsici, P. aphanidermatum y P. parasitica los microorganismos mas afectados.

El extracto del hongo Fusarium sp. (PBE2) presenta mayor potencial antioomiceto
inhibiendo el crecimiento de P. capsici y P. aphanidermatum en un 100% y 87%,
respectivamente, a la concentracion de prueba de 250 ug/mL. En el caso de los
hongos enddfitos PBE18 y Nodulisporium sp. (PBE20), el extracto de medio de
cultivo PDA presentdé una inhibicion significativa superior al 56 % sobre el

crecimiento de P. capsici 'y del 37% sobre P. aphanidermatum.

Los extractos organicos obtenidos de hongos endéfitos PBE8 y Aspergillus sp.
(PBE21) desarrollados en medio de cultivo arroz y CPD, presenta una actividad
inhibitoria  significativa superior al 25%, sobre el crecimiento los cinco
microorganismos fitopatégenos de prueba. Con base en el potencial antifungico y
antioomiceto obtenido y con la finalidad de establecer la Clso de los extractos
organicos que mostraron la mayor actividad bioldgica, se cultivaron en mediana

escala los hongos endéfitos Xylaria sp. (PBE11) y Aspergillus sp. (PBE21).
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Cuadro 13. Actividad antifungica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, A. alternata, P. capsici, P.
aphanidermatum y P. parasitica.

Hongo enddfito

Extracto

% Inhibicion del crecimiento radial

F. oxysporum A. solani P. capsici P. aphanidermatum P. parasitica
CA 11.0+2.3* 16.0 + 3.0* 0.0+£0.0 22.0 +2.8* 10.0+ 2.8
PBE1 M 18.0 + 1.5* 0.0+£0.0 21.3 £ 0.0* 0.0+£0.0 142 +1.7*
Mi 0.0+£0.0 3.3+£0.9 18.7 £ 3.2* 0.0+£0.0 18.9 + 3.5*
CA 0.0+£0.0 20.5+1.5* 100.0 £0.0* 100.0 £ 0.0* 87.0 £ 3.2*
PBE2 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 453 +4.3* 55.2 + 2.5% 28.3+1.5*
Mi 13.2+3.1* 18.8+29* 57.0+4.7* 42.0 + 3.0* 49.3 £ 2.4*
CA 12.0 £ 2.5* 16.6+ 2.0* 0.0+£0.0 14.0 £ 3.9* 10.4 £ 3.0*
PBE3 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 23.0 £ 0.0% 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 98+25 10.3+1.6* 13.9+15* 0.0+£0.0 0.0+0.0
CA 24.0 +5.4* 12.0+3.0* 89.0+26* 80.0 + 3.2* 72.0+6.2*
PBE4 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0
PBES M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 20+0.6 0.0+£0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+£0.0 6.6 +0.9 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Controles Metalaxil 31.8+2.1* 246+1.3* 83.8+58* 100.0 £ 0.0* 93.0 £ 0.0*
Carbendazim 100.0 £ 0.0* 16.7+1.9 44+0.6 33.4+3.1* 11.6+£1.1*

Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),

representan el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 13. Actividad antifungica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos enddfitos
aislados de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, A. alternata, P. capsici, P.

aphanidermatum y P. parasitica (Continuacion).

% Inhibicion del crecimiento radial

Hongo endofito Extracto F. oxysporum A. solani P. capsici  P. aphanidermatum P. parasitica
CA 10.0 £ 31 12.0 £ 4.0* 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0
PBEG M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0
Mi 10.2 £ 3.2* 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 3.0+£0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0 40+1.0
PBE7 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 3.0+£0.5 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0
CA 52.0 £ 2.3* 40.0+2.8* 26.0+1.9* 30.0 £ 3.7% 40.0 £ 3.2
PBES8 M 38.0 £ 1.9* 49.0+£53* 15.0+£0.5" 42.3 £ 2.5* 29.7+ 3.9*
Mi 16.0 £ 1.5* 33.0+£3.6* 12.0+1.0* 46.1 £ 1.8* 39.2+ 5.2*
CA 0.0+0.0 29.0+1.7* 100.0 £0.0* 0.0+0.0 12.0 £ 2.8*
PBE9 M 0.0+0.0 0.0+0.0 21.6 + 3.0* 0.0+0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 6.6+14 17.7£2.2F 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 24.0 £ 3.0* 17.0+£2.0* 13.0+2.1* 0.0+£0.0 10.0£0.0
PBE10 M 0.0+0.0 8.0+0.0 18.0 £ 4.4* 31.0 £ 0.0* 16.2 £ 2.1*
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 19.0+2.1* 27.0 £ 0.0* 20.8 + 1.6*
Metalaxil 31.8+2.1% 246+1.3* 83.8+5.8" 100.0 £ 0.0* 93.0 £ 0.0%
Controles .
Carbendazim 100.0 £ 0.0* 16.7+1.9 44+0.6 33.4 £ 3.1% 11.6+1.1*

Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),

representan el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 13. Actividad antifungica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos enddfitos ® I.;}?I
aislados de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, A. alternata, P. capsici, P. ‘é’
aphanidermatum y P. parasitica (Continuacion). E
.. % Inhibicién del crecimiento radial 8
Hongo endofito Extracto F. oxysporum A. solani P. capsici  P. aphanidermatum P. parasitica 2
CA 0.0+£0.0 12.0+£1.0¢* 15.0%£1.0* 40.0 £ 2.6 34.0 £ 3.0% =)
PBE11 M 0.0+0.0 0.0+0.0 59.4 + 3.5* 37.2+3.8" 18.8 £ 2.0* g
Mi 0.0+0.0 3.3+x1.6 0.0+0.0 0.0+0.0 149 + 1.5* S
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 g
PBE12 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 26.0 £ 2.3* 86.0+3.1* 90.0+4.0* 0.0x0.0 22.0+2.8*
PBE13 M 18.2 £ 2.8* 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 13.5 £ 3.0% 6.6 £ 0.0 25.7+2.2" 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 14.0 £ 2.0* 70+1.2 0.0+0.0 0.0+0.0 10.0+ 0.0
PBE14 M 0.0+0.0 0.0+0.0 142+ 2.7* 0.0+0.0 21.5+1.9*
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 18.1 £ 3.8* 0.0+£0.0 18.2 £ 0.8*
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 11.0+ 1.8 16.0 £ 2.0* 50+04
PBE15 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0 +£0.0* 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0* 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Metalaxil 31.8+2.1* 246+1.3* 83.8+5.8" 100.0 £ 0.0* 93.0 £ 0.0*
Controles :
Carbendazim 100.0 £ 0.0* 16.7+1.9 44+0.6 33.4+3.1* 11.6+1.1*
Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),

representan el promedio de cuatro repeticiones.




Cuadro 13. Actividad antifungica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos enddfitos ® I.;}?I
ﬁ aislados de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, A. alternata, P. capsici, P. ‘é’
aphanidermatum y P. parasitica (Continuacion). E
§§ H .. % Inhibicién del crecimiento radial 8
£Q ongo endofito Extracto - — . - (7]
gg F. oxysporum A. solani P. capsici P. aphanidermatum P. parasitica <
CA 19.0 £ 1.0* 0.0+£0.0 11.0 £ 0.0* 26.0£2.2* 37.0+£ 3.0 =)
PBE16 M 0.0+£0.0 12.2+3.6* 16.5+29" 0.0£0.0 56.3 + 3.9* 2’;
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 S
CA 10.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 14.0 £ 1.5* 0.0+£0.0 g
PBE17 M 0.0£0.0 0.0+£0.0 23.0 £ 0.0* 0.0£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 6.6 +0.0 10.7+£2.2 0.0£0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
PBE18 M 13.9+2.4* 10.0£2.9* 57.7+4.5" 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 12.2 £ 3.2* 8.0+3.0 16.8 £ 2.9* 0.0£0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 9.0+2.0 0.0£0.0 4.0+1.3
PBE19 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 11.0£0.0
PBE20 M 0.0+£0.0 16.2£3.6* 59.1+4.5" 37.7+£ 3.2* 13.0£0.9*
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 28.7 £1.0* 13.2+1.9* 0.0+£0.0
CA 46.0 £ 2.1* 46.0+£1.0* 42.0+0.0* 63.0 £ 0.0* 0.0+£0.0
PBE21 M 41.0+1.8* 51.0 £ 5.0* 10.0£0.0 47.0 £ 0.0* 9.0+£0.0
Mi 14.0 £ 0.5* 33.0+£32* 11.0+1.0* 58.0 £ 0.0* 15.0 £ 0.0*
Controles Metalaxil 31.8+2.1* 246+1.3* 83.8+58" 100.0 £ 0.0* 93.0 £ 0.0%
Carbendazim 100.0 £ 0.0* 16.7+1.9 44+0.6 33.4 +3.1* 11.6+1.1*

Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),
representan el promedio de cuatro repeticiones.
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®

6.5. Determinacion del potencial fitotoxico.

La actividad fitotoxica de los extractos derivados de los cultivos en pequeia
escala, se determin6 cuantitativamente por medio del bioensayo de dilucién en
agar, utilizando cajas Petri y una concentracién de prueba de 100 pg/mL sobre la
germinacion, crecimiento de la raiz y respiracion durante el proceso de
germinaciéon de las semillas de Amaranthus hypochondriacus y Solanum

lycopersicum.(Cuadro 14)

La germinacion de las semillas de ambas plantas de prueba fue inhibida
significativamente por uno de los enddfitos en estudio, Fusarium sp. (PBE2),
siendo el extracto organico del cultivo en arroz el que presenta una inhibicién del

100 % sobre ambas plantas de prueba.

En general, el crecimiento de la raiz fue el proceso mas afectado en ambas
especies de prueba, al ser inhibido significativamente por al menos uno de los tres

extractos en estudio [medio arroz, micelio (CPD) y medio de cultivo (CPD)].

El extracto organico del cultivo en arroz de los enddfito Verticillium sp. (PBE1),
Fusarium sp. (PBE2), PBE4, Aspergillus sp. (PBE6), Fusarium sp. (PBE9), Xylaria
sp. (PBE11), Acremonium sp. (PBE12), PBE13 y PB19 presentaron un efecto
significativo sobre el crecimiento de la raiz de ambas plantas prueba en un rango
que va de 20% hasta el 100% de inhibicion.

En el caso de los hongos endofitos PBE15 y Nodulisporium sp. (PBE20) es el
extracto de medio de cultivo CPD present6 inhibicion significativa superior al 30%
sobre el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus y superior al 52 % sobre el

crecimiento de la raiz de S. lycopersicum.

Los extractos organicos de micelio y medio de cultivo obtenidos de hongo endoéfito
Aspergillus sp. (PBE21) desarrollado en medio de cultivo CPD, presentaron una
actividad inhibitoria significativa superior al 78% y de 62% sobre el crecimiento de

la raiz de A. hypochondriacus 'y S. lycopersicum respectivamente.
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®
Ningun extracto muestra un efecto significativo sobre la respiracion durante la

germinacién de ambas plantas de prueba.

Con base en los resultados expuestos en los Cuadros 13 y 14, se seleccionaron
a los endodfitos Xylaria sp. (PBE11) y Aspergillus sp. (PBE21) como candidatos
idoneos para su estudio quimico biodirigido y con el objetivo de obtener los
metabolitos responsables de la actividad biolégica se cultivaron en mediana

escala.
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Cuadro 14. Actividad fitotdxica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos endéfitos aislados ® =
de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus 'y S. lycopersicum g
% Inhibicién -
Hongo endoéfito  Extracto A. hypochondriacus S. lycopersicum :S
Germinaciéon  Crecimiento de laraiz  Germinacién  Crecimiento de la raiz 8
CA 0.0£0.0 52.0 £ 3.4* 0.0+£0.0 33.0+£2.0% =<
PBE1 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 g
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 )
CA 100.0 £ 0.0* 100.0 £ 0.0* 100.0 £ 0.0* 100.0 £ 0.0* E:
PBE2 M 35.0+2.8* 85.2+22*" 22.3 + 3.4 59.2+21* g
Mi 44.0 £ 3.1* 45.3 + 1.6 26.0 £ 4.2* 440 + 3.0*
CA 2.0x0.5 440+ 2.1* 0.0£0.0 0.0£0.0
PBE3 M 1.0+£0.9 35126 0.0£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0
CA 0.0£0.0 46.0 £ 1.2 3.2+1.3 92.0 £ 5.0%
PBE4 M 0.0+£0.0 30.2+1.9* 0.0+£0.0 0.0£0.0
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0
CA 0.0£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
PBES5 M 0.0+£0.0 22+0.2 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 31204 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Controles Glifosato 31.8+21* 246 +1.3* 83.8 +5.8* 100.0 £ 0.0*
Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),

representan el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 14. Actividad fitotoxica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos endéfitos aislados
de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y S. lycopersicum
(Continuacion).

% Inhibicién

Hongo endodfito  Extracto A. hypochondriacus S. lycopersicum
Germinacion Crecimiento de la raiz Germinacién Crecimiento de la raiz

CA 28+0.2 65.0 £ 2.3* 0.0+0.0 25.0+1.5*
PBEG6 M 1.0+£0.0 40.2 + 3.5* 0.0+0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

CA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 26.0 + 3.0*

PBE7 M 0.0+0.0 2205 0.0+0.0 13.0 £ 0.9*
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

CA 1.1+£0.6 49.0+2.1* 0.0+0.6 51.0+1.5*

PBES M 0.0+0.0 40.2 + 3.5* 0.0+0.0 57.1+ 2.5*

Mi 0.0+0.0 31.2+2.0" 0.0+0.0 43.2 + 3.0*

CA 0.0+0.0 66.0 + 4.0* 0.0+0.0 85.0+3.7*
PBE9 M 0.0+0.0 35.1 +2.6* 0.0+0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

CA 0.0+0.0 0.0+0.0 3405 26.0 + 2.8*

PBE10 M 0.0+0.0 36.2 +1.9* 0.0+0.0 69.1 £ 0.8
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

Controles Glifosato 2548 +1.1* 3940+1.1* 10.8 £ 1.3* 65.2 £+ 1.5*

Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),
representan el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 14. Actividad fitotoxica de los extractos organicos crudos obtenidos de los hongos endéfitos aislados
de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y S. lycopersicum
(Continuacion).

% Inhibicién

Hongo endodfito  Extracto A. hypochondriacus S. lycopersicum
Germinacion Crecimiento de la raiz Germinacién Crecimiento de la raiz
CA 0.0+0.0 31.3+3.2" 29+0.8 26.0 + 3.1*
PBE11 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 50.3 £ 2.4*
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 28.1+1.5*
CA 0.0+0.0 22.1+0.1* 3.3+£05 50.0 £ 0.0*
PBE12 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
CA 53+0.7 83.0+6.1* 3.1+£05 43.0+4.1*
PBE13 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
CA 3.6+0.5 63.0 + 2.8* 0.0+0.0 14.0 + 1.5*
PBE14 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 21.1+2.2*
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
CA 3.0+£0.5 20.0 £ 1.0* 3.3+£0.2 16.0 + 3.9*
PBE15 M 0.0+0.0 30.1 + 2.6* 0.0+0.0 66.5 + 3.3*
Mi 0.0+0.0 39.0 +1.3* 1.6+0.5 63.8 + 2.8*
Controles Glifosato 2548 +1.1* 3940+ 1.1 10.8 £ 1.3* 65.2 £+ 1.5*

Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),
representan el promedio de cuatro repeticiones.
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de Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y S. lycopersicum m
(Continuacion). E
% Inhibicién 36
Hongo endodfito  Extracto A. hypochondriacus S. lycopersicum O
Germinacion  Crecimiento de laraiz  Germinacion  Crecimiento de la raiz <
CA 6.2+0.4 24.0 £ 1.6* 0.0+0.0 0.0+£0.0 =)
PBE16 M 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 4
Mi 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 S
CA 28+04 21.0+2.2* 45+0.8 27.0 £ 2.5* O
PBE17 M 0.0+0.0 52+1.5 0.0+0.0 10.0£0.9 Z
Mi 0.0+0.0 49+ 0.3 0.0+0.0 0.0+£0.0
CA 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
PBE18 M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 28.2+1.9"
Mi 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
CA 42+05 38.0 +4.3* 3409 46.0 + 3.7*
PBE19 M 0.0+£0.0 21.2+£0.5" 0.0+0.0 0.0+£0.0
Mi 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 34.0 £ 0.0*
CA 3.0+£0.0 46.0 + 0.0* 0.0+£0.0 38.0 £ 0.0*
PBE20 M 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 86.2 + 2.5*
Mi 20+0.0 472+ 21* 0.0+0.0 53.0 + 3.0*
CA 20+£05 70.0 £ 2.1* 0.0+0.0 51.0 £ 3.9%
PBE21 M 0.0+0.0 80.1 + 2.6% 17.0 + 2.0* 62.4 +1.9*
Mi 0.0+0.0 78.7 £1.9% 10.9 + 1.5* 76.2 £ 2.3*
Controles Glifosato  25.4.8 +1.1* 39.40 £1.1* 10.8 £ 1.3* 65.2+1.5"
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Extracto organico de: CA arroz, M medio de cultivo, Mi Micelio. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05),
representan el promedio de cuatro repeticiones.
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6.6. Potencial antagoénico de los hongos endoéfitos aislados de
Haematoxylon brasiletto

Los hongos endofitos Fusarium sp. (PBE2), PBES8, Fusarium sp. (PBE9), Xylaria
sp. (PBE11), Acremonium sp. (PBE12), PBE14, PBE16, PBE19, Nodulisporium sp.
(PBE20) y Aspergillus sp. (PBE21), quienes presentaron la mayor actividad
antifungica y antioomiceto a nivel de extractos organicos, fueron seleccionados
para la realizacion de los bioensayos de antagonismo directo multiple in vitro con
la finalidad de establecer su potencial para el desarrollo de agentes de control
biolégico; asi como contribuir al conocimiento de las complejas interacciones inter
especificas que se establecen dentro de las comunidades fungicas (Sandoval
2014; Martinez 2015; Sanchez Fernandez et al. 2016).

El potencial antagénico de los endofitos seleccionados se establecidé mediante
bioensayos de antagonismo entre hongos enddéfitos y microorganismos
fitopatdgenos con importancia econdmica en la agricultura. Para el registro de las
interacciones establecidas y del calculo del indice de antagonismo (lA) se
utilizaron como referencia las categorias y tipos de interaccion entre
microorganismos indicadas en el Cuadro 3. Los bioensayos de antagonismo
directo multiple se dividieron en dos grupos: En el grupo 1 se incluyé a los
endofitos Fusarium sp. (PBE2), PBES8, Fusarium sp. (PBE9), Xylaria sp. (PBE11),
Acremonium sp. (PBE12), PBE14 y PBE19 como microorganismos competidores
contra los fitopatogenos F. oxysporum, A. solani, P. capsici y P. ultimum. Las
imagenes que se presentan pertenecen en la Figura 5 representan a las
interacciones antagdnicas observadas a los 3, 6, 9 y 12 dias de bioensayo. Por
otra lado el grupo 2 corresponde a los enddfitos PBE16, Nodulisporium sp.
(PBE20) y Aspergillus sp. (PBE21), y como microorganismos competidores se
utilizaron a los fitopatdbgenos F. oxysporum, A. solani, P. capsici y P.
aphanidermatum. Las imagenes que se muestran en la Figura 6 representan a las
interacciones antagdnicas observadas a los 3, 6 y 9 dias de bioensayo. En este
grupo se utiliz6 el oomiceto P. aphanidermatum en lugar de P. ultimum. En los

bioensayos realizados con P. Aphanidermatum, sélo se realiz6 el registro del

s Ciencias ° 110

Quimicas




RESULTADOS Y DISCUSION

@ =
potencial antagonico provocado por los enddéfitos hasta el dia 9 de bioensayo

debido a que su tasa de crecimiento muy rapida.

F. oxysporum

P
ad L
A. solani - 8
P. capsici =i
P. ultimum g '

Figura 5. Controles de crecimiento de los microorganismos
fitopatbgenos competidores, empleados en los bioensayos de
antagonismo directo multiple in vitro con hongos endoéfitos del grupo
uno, alos 3, 6, 9 y 12 dias de bioensayo.
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A. solani

F. oxysporum

P. capsici

P. aphanidermatum

Dia 3

Figura 6. Controles de crecimiento de los microorganismos
fitopatogenos competidores, empleados en los bioensayos de
antagonismo directo multiple in vitro con hongos endoéfitos del grupo
dos a los 3, 6 y 9 dias de bioensayo. El oomiceto P. aphanidermatum
fue incluido en el bioensayo a partir del dia cinco de interaccion
antagonica.
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6.6.1. Fusarium sp. (PBE2) vs microorganimos fitopatéogenos

En la interaccion antagoénica entre el endéfito Fusarium sp. (PBE2) y los
fitopatogenos de prueba (Figura 7) se puede observar que A. solani es el hongo
mas afectado mostrando una inhibicién del 100% a lo largo de todo el bioensayo vy
a través de una interaccion tipo E, donde el endéfito inhibe a distancia el
crecimiento del competidor. (Cuadro 15). En el caso de los otros microorganismos
competidores, el oomiceto fitopatbgenos P. capsici también presentd una
inhibicion de 100% a los tres y seis dias de interaccion antagénica con una
interaccion tipo E, sin embargo esta inhibicién disminuye hasta un 40.2% al dia 12
de bioensayo. Por su parte, F. oxysporum y P. ultimum mostraron los menores
porcentajes de inhibicion a través de interacciones tipo B, en donde el endofito
Fusarium sp. (PBEZ2) crecen en contacto con los fitopatogenos a lo largo de todo el

bioensayo y cesa el crecimiento de ambas especies.

F. oxysporum

A. solani
P. capsici
P. ultimum

Dia 9 Dia 12

Figura 7. Antagonismo directo multiple entre el endofito Fusarium sp.
(PBEZ2) y cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién antagonica.
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enddfito Fusarium sp. (PBE2) muestra un indice de antagonismo IA de diez a los 3

y 6 dias de interaccion antagonica, y de seis a los 9 y 12 dias.

Cuadro 15. indice de antagonismo del hongo endoéfito Fusarium sp.
(PBE2), y porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
economica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in

vitro.
% Inhibicion
Hongos
fitopatogenos. Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum 19.9+20 38.7 £ 2.5* 37.4 £ 2.3 41.0£4.0*

A. solani 100.0+0.0.* 100.0+0.0.* 100.0+0.0.* 100.0+0.0.*

P. capsici 100.0+0.0.*  100.0 £ 0.0.* 4179 £2.9* 40.2 +1.5*

P. ultimum 36.7 £ 4.0* 38.2 £ 2.6% 38.7 £ 3.4* 38.0 £ 1.3*

1A 10 10 6 6

IA. Indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.

s Ciencias ° 114

Quimicas




RESULTADOS Y DISCUSION

@
6.6.2. PBES8 vs microorganimos fitopatéogenos

En la Figura 8, se puede observar que desde el dia tres hasta el dia 12 de
interaccidon antagonica entre en enddfito PBE8 y los microorganismos
competidores, se aprecia una inhibicion a distancia sobre el crecimiento de los 4
fitopatogenos, con wuna interaccion tipo E (Cuadro 16). Los oomicetos
fitopatogenos P. ultimum y P. capsici son los mas afectados al dia 3 de
interaccion, inhibiendo su crecimiento en un 100% y 54.8%, respectivamente, sin
embargo, al finalizar el bioensayo, P. ultimum es inhibido significativamente en un
40%. Los microorganismos F. oxysporium, A. solani 'y P. capsici son inhibidos de
manera dependiente del tiempo de bioensayo mostrando porcentajes de inhibicion
de 68.7%, 66.4% y 86.2% respectivamente, al dia 12 de interaccién (Cuadro 16).

F. oxysporum
A. solani

P. capsici

P. ultimum

Figura 8. Antagonismo directo multiple entre el endéfito PBES8 y cuatro
microorganismos fitopatdégenos con importancia en la agricultura, a los
3, 6, 9y 12 dias de interaccion antagbnica.

La inhibicion a distancia, observada sobre el crecimiento de los microorganismos
fitopatdgenos, podria ser generada por la presencia de metabolitos secundarios

difundidos en el medio de cultivo, con actividad antimicrobiana o bien, por
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compuestos organicos volatiles (VOCs), los cuales comprenden una amplia gama

de compuestos quimicos bioactivos que estan involucrados en las respuestas de
defensa de las plantas y los microorganismos (Stadler y Keller 2008; Cheng y
Cheng 2015).

El endéfito PBE8 muestra un IA de 16 que se mantiene a lo largo de todo el
bioensayo, siendo este valor el maximo esperado, en consecuencias este hongo

enddfito posee un elevado potencial antagonico.

Cuadro 16. indice de antagonismo del hongo endéfito PBES, y
porcentajes de inhibicibn provocados sobre el crecimiento radial de
cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia econémica en
la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in vitro.

% Inhibicién

Hongos
fitopatogenos. Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum  41.0 £5.0* 442 £ 4.9 56.5 £ 2.0* 68.7 £ 2.8%
A. solani 492 +5.1* 57.1+51* 60.9 £ 5.9* 66.4 + 2.6*
P. capsici 54.8 + 6.0* 75.9 + 4.5* 76.0 £ 2.5* 86.2+1.1*
P. ultimum 100.0 £ 2.0* 54.5 + 0.0* 41.6 £ 3.3* 40.0 £ 0.0*
1A 16 16 16 16

IA. Indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).

Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.3. Fusarium sp. (PBE9) vs microorganimos fitopatéogenos

En la Figura 9 se puede observar que a partir del dia tres de interaccion
antagonica el enddfito Fusarium sp. (PBE9), se mantiene una interaccion tipo B
frente a sus competidores, donde ambas especies crecen en contacto cesando su
crecimiento, por lo tanto su IA es de cuatro, y se mantuvo a lo largo de todo el

bioensayo.

F. oxysporum

A. solani
P. capsici
P. ultimum

Dia 12

Figura 9. Antagonismo directo multiple entre el endéfito Fusarium sp.
(PBE9) y cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién antagonica.

Los fitopatbgenos que resultaron mas afectados por la presencia del endéfito
PBE9 al dia 12 de interaccion antagdnica son A. solani y P. capsici, inhibiendo
significativamente su crecimiento en un 62.5% y 43.6%, respectivamente,

seguidos de P. ultimum (39.7%) y F. oxysporum (39.5%) (Cuadro 17).
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Cuadro 17. indice de antagonismo del hongo endéfito Fusarium sp.
(PBE9), y porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
economica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in
vitro.
% Inhibicién
Hongos
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum 31.4 +£2.0" 37.6 £ 0.6* 38.4 £2.2% 39.56+1.9*
A. solani 444 +£1.2* 46.3 £ 4.7 474 + 2.3* 62.5+1.1*
P. capsici 31.9+ 34" 39.5 £ 2.6* 39.9+1.3" 43.6 + 3.2*
P. ultimum 55+0.2 13.2+2.3 28.5+1.8* 39.7+1.2*
1A 4 4 4 4

IA. Indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.4. Xylaria sp. (PBE11) vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 10 se puede observar que a partir del dia 3 y hasta el dia 12 de
interaccién antagonica del hongo endofito Xylaria sp. (PBE11) produce una
interaccion tipo E, es decir, una inhibicion a distancia sobre el crecimiento de A.
solani 'y P. capsici (Cuadro 18), la cual podria estar mediada por VOCs y/o por la
difusion de metabolitos secundarios a través del sustrato (Harold et al. 2005;
Harris y Boddy 2005; Heilmann Clausen y Boddy 2005). También se observo que
a partir del dia 6 se produce una interaccién tipo D entre el endéfito y el
fitopatdgeno F. oxysporum, en la cual el endofito crece sobre su competidor. Estas
observaciones indican que posiblemente el endéfito Xylaria sp. (PBE11) sea un
micoparasito de F. oxysporiu, y, en consecuencia, este microorganismo podria
constituir un agente de control bioldgico sobre esta especie (Cao 2009). En el caso
del oomiceto P. ultimum se presenta una interaccion tipo B, donde ambas

especies crecen en contacto cesando su crecimiento (Cuadro 18).

F. oxysporum

A. solani

P. capsici

P. ultimum

Dia 9 Dia 12

Figura 10. Antagonismo directo multiple entre el endéfito Xylaria sp.
(PBE11) y cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién antagonica.
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son inhibidos significativamente por la presencia del Xylaria sp. (PBE11),

mostrando mayores porcentajes de inhibicion al dia 12 de interaccion antagonica,

siendo A. solani (61.4%) y P. capsici (60.1%) las especies mas afectadas. El

enddfito Xylaria sp. (PBE11) muestra un IA de diez puntos al dia tres de

interaccion y de 12 puntos y a partir del dia 6 hasta el dia 12.

Cuadro 18. indice de antagonismo del hongo endéfito Xylaria sp.
(PBE11), y porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatbgenos con importancia
econdmica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in

vitro.
Hongos % Inhibicién
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum  26.6 + 2.3* 440 £ 3.5* 51.2+0.8" 51.2+1.2*
A. solani 12.8+1.0 56.2 £ 0.7* 61.4 £ 2.0* 61.4+1.3*
P. capsici 42.1+4.3* 58.8 £ 2.2* 59.5 + 4.3* 60.0 £ 2.4*
P. ultimum 21.9+1.5* 36.7 £ 1.9* 459 + 3.2* 46.0 £ 2.1*
1A 10 12 12 12

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.5. Acremonium sp. (PBE12) vs microorganimos fitopatéogenos

En la Figura 11 se aprecia que el endéfito Acremonium sp. (PBE12) y los hongos
fitopatdégenos F. oxysporum, A. solani, P. capsici y P. ultimum crecen hasta hacer
contacto las hifas de su micelio, disminuyendo su crecimiento, desarrollando en
consecuencia una interaccion tipo B. (Cuadro 19). El 1A del hongo Acremonium
sp. (PBE12) es de siete puntos y este se mantiene durante los 12 dias de

interaccion antagénica.

F. oxysporum
A. solani

P. capsici

P. ultimum

11

Dia 9 Dia 12

Dia 3

Figura 11. Antagonismo directo multiple entre el enddéfito Acremonium
sp. (PBE12) y cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia
en la agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccion antagonica.

En el Cuadro 19 se muestran los porcentajes de inhibicién provocados por el
enddfito Acremonium sp. (PBE12) sobre los microorganismos fitopatégenos de
prueba. El hongo A. solani presenta el mayor porcentaje de inhibicidbn sobre su
crecimiento desde el dia 6 de interaccién antagdénica con un 46.5% el cual
aumenta con respecto al tiempo de bioensayo en un 56.7% de inhibicién a partir
del dia 12.
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Cuadro 19. indice de antagonismo del hongo endéfito Acremonium sp.
(PBE12), y porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
economica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in
vitro.
% Inhibicién
Hongos
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum 3.9+£0.7 29.0£1.3* 29.2+£1.0* 38.2+1.1*
A. solani 31.4 £ 3.9* 46.5 £ 2.4* 51.1+£2.0* 56.7 £ 3.2*
P. capsici 25.1+£3.3* 32.8 +3.1* 34.6 +£4.4* 414 +£2.2*

P. ultimum 20.1 £2.8* 294 +24* 37.0+ 29" 37.5+1.3*

1A 7 7 7 7

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.6. PBE14 vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 12 se muestra el bioensayo de antagonismo directo entre el enddfito
PBE14 vy los fitopatogenos competidores. A lo largo de todo el bioensayo con
excepcion del fitopatdbgeno A. solani que es inhibido a distancia, con una
interaccion tipo E, las hifas de los fitopatégenos de prueba crecen en contacto con

las del hongo PBE14 cesando su crecimiento (interaccion tipo B) (Cuadro 20).

F. oxysporum
A. solani

P. capsici

P. ultimum

Dia 9 Dia 12

Figura 12. Antagonismo directo multiple entre el enddéfito PBE14 y
cuatro microorganismos fitopatbgenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién antagénica.

En el Cuadro 20 se muestran los porcentajes de inhibicibn de los
microorganismos competidores. En general, al dia 12 de interaccion el hongo
PBE14 provoca porcentajes de inhibicion significativos superiores al 50%. A.
solani es la especie mas afectada inhibiendo su crecimiento en un 78.4%. El IA del

hongo enddfito PBE14 es de siete y se mantiene durante todo el bioensayo.
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Cuadro 20. indice de antagonismo del hongo endéfito PBE14, y
porcentajes de inhibicibn provocados sobre el crecimiento radial de
cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en
la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in vitro.

% Inhibicién
Hongos
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum 20.7 £ 1.1* 37.5 £ 3.5% 464 £ 2.7 56.0 + 2.1*
A. solani 29.7 £ 1.2* 65.9 + 3.2* 724 £6.1* 78.4 + 2.9*
P. capsici 39.4 +2.3* 43.7 £ 2.7 54.0 £ 1.3% 54.0+1.2*
P. ultimum 70.3 + 3.5* 475+ 3.4 454 +2.9* 454 + 2.8*
1A 7 7 7 7

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).

Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.7. PBE16 vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 13 se observa que al dia 3 de antagonismo los fitopatogenos de
prueba son inhibidos a distancia, y que a partir del dia 6 hasta el dia 9 de
interaccion antagonica, el endofito PBE16 forma una barrera miceliar, inhibiendo el
crecimiento de todos sus competidores y estableciendo una interaccion tipo Cs.
(Cuadro 21). Con excepcidon de A. solani que a partir del dia 9 de antagonismo
muestra la presencia de pigmentos color café en la zona de interaccién antagonica
(interaccion tipo C; Cuadro 21), la interaccion tipo C4. se mantiene durante todo el
bioensayo. La formacién de la barrera miceliar indica que el hongo endéfito PBE16
posee mecanismos de defensa fisicos contra sus competidores fitopatogenos v,
ademas, mecanismos de defensa quimicos debidos a la produccion de
metabolitos secundarios volatiles o que difunden al medio de cultivo y que pueden
ser los responsables de la inhibicibn a distancia que se observd al dia 3 de

interaccion antagonica (Yuen et al. 1999).

Dia 6
A. solani
F. oxysporum
P. capsici
*P. aphanidermatum
Dia 9

Dia 3

Figura 13. Antagonismo directo multiple entre el endofito PBE16 y
cuatro microorganismos fitopatbgenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccidén antagdnica.
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En el Cuadro 21 se muestran los porcentajes de inhibicibn de los

microorganismos competidores. En general, a partir del dia 6 de interaccion
antagonica con el hongo PBE16 provoca valores de porcentajes de inhibicion
significativos y superiores al 30% sobre el crecimiento de tres de sus
competidores. El oomiceto P. aphanidermatum es el mas afectado inhibiendo su
crecimiento en mas del 45% manteniéndose a lo largo del bioensayo. El IA del
enddfito PBE16 fue de 12 al dia 3, y de ocho en los dias 6 y 9 de interaccion
antagonica.

Cuadro 21. indice de antagonismo del hongo endéfito PBE16, y

porcentajes de inhibicidbn provocados sobre el crecimiento radial de

cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en
la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in vitro.

% Inhibicién

Hongos
fitopatogenos. Dia 3 Dia 6 Dia 9
A. solani 9.7+0.8 257 +2.3* 33.2+1.3"
F. oxysporum 126+ 1.1 36.3+1.8* 37.2+0.8*
P. capsici 24 +0.1 32.1+0.9* 34.0 £ 2.9*
P. aphanidermatum . 455 + 1.6 49.2 +1.9*
1A 12 8 8

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.8. PBE19 vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 14 se observa que a partir del dia 6 de interaccion antagonica, el
endofito PBE19 forma una barrera miceliar inhibiendo el crecimiento de todos sus
competidores (interacciéon tipo C4). La presencia de esta barrera miceliar indica
que el hongo endoéfito PBE19 también posee mecanismos de defesa fisicos contra

sus competidores (Yuen et al. 1999).

F. oxysporum

A. solani
P. capsici
P. ultimum

Dia 3 i
Dia 9 Dia 12

Figura 14. Antagonismo directo multiple entre el endéfito PBE19 vy
cuatro microorganismos fitopatbgenos con importancia en la
agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién antagénica.

En el Cuadro 22 se muestran los porcentajes de inhibicidn sobre los fitopatégenos
de prueba, observandose en general, valores significativos proximos al 50%. Al
dia 12 de bioensayo F. oxysporum (54.1%) y P. capsici (61.1%) muestran los
mayores porcentajes de inhibicion. El IA del hongo PBE19 es de ocho y se

mantiene durante todo el bioensayo.
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Cuadro 22. indice de antagonismo del hongo endéfito PBE19, y
porcentajes de inhibicibn provocados sobre el crecimiento radial de
cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en
la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in vitro.

% Inhibicién
Hongos
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
F. oxysporum 149+1.3 51.4 £ 5.0% 54.1 + 6.8% 54.1 + 6.8*
A. solani 24.7 + 3.0* 42.8 £ 3.8 51.8 £ 5.0% 51.8 £ 5.0*
P. capsici 451+ 3.3* 59.4 + 6.0* 61.7 £ 4.0* 61.7 £ 4.0*
P. ultimum 76+0.7 41.0+4.9* 456 +2.2* 456 £ 2.2*
1A 8 8 8 8

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.9. Nodulisporium sp. (PBE20) vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 15 se observa que al dia tres de interaccion antagdnica existe
inhibicion a distancia (interaccion tipo E) entre el hongo endéfito Nodulisporium sp.
(PBEZ20) y los tres microorganismos de prueba incluidos en ese dia (A. solani, F.
oxysporumy P. capsici). Con excepcion de la interaccion establecida con el hongo
fitopatdégeno F. oxysporum, donde se observo la formacion de una barrera miceliar
desde el dia 6 de bioensayo (interaccion tipo C), se observo una interaccién tipo D
entre el endofito Nodulisporium sp. (PBE20) y los fitopatdgeno de prueba; en la
cual el endofito crecié sobre sus competidores. Estas observaciones indican que
posiblemente el endéfito Nodulisporium sp. (PBE20) sea un micoparasito, y en
consecuencia este microorganismo podria constituir un candidato para el
desarrollo de un agente de control biolégico sobre A. solani, P. capsici y P.
aphanidermatum (Chatterjee et al. 2016) (Cuadro 23).

A. solani
F. oxysporum
P. capsici

*P. aphanidermatum

Dia 3

Figura 15. Antagonismo directo multiple entre el enddfito
Nodulisporium sp. (PBE20) y cuatro microorganismos fitopatdbgenos
con importancia en la agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccién
antagonica. * el microorganismo P. aphanidermatum fue incluido en el
bioensayo a partir del dia cinco de interaccion antagonica
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En el Cuadro 23 se muestran los porcentajes de inhibicibn de los

microorganismos competidores. En general, al dia nueve de interaccion
Nodulisporium sp. (PBE20) ocasiona porcentajes de inhibicion significativos
superiores al 90% sobre el crecimiento de A. solani, P. aphanidermatum y P.
capsici. El hongo F. oxysporum muestra una inhibicion del 68.2% desde el dia 6
de antagonismo. El IA del endéfito PBE20 es de 12 y se mantiene durante todo el

bioensayo.

Cuadro 23. indice de antagonismo del hongo endéfito Nodulisporium
sp. (PBE20), y porcentajes de inhibicibn provocados sobre el
crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con
importancia econdmica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo
directo in vitro.

% Inhibicién

Hongos
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9
. 90.2+0.9* 92.7+0.7* 95.4 +0.0*
A. solani
F. oxysporum 95.3+1.0% 65.1+1.2* 68.2 £ 0.9*
P. capsici 92.0+£1.7* 93.5+2.3" 98.1+2.1*
P. aphanidermatum 97.4 £ 0.9* 99.0+1.2*
1A 12 12 12

IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).

Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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6.6.10. Aspergillus sp. (PBE21) vs microorganimos fitopatégenos

En la Figura 16 se observa que a partir del dia tres de interaccion antagonica el
hongo enddfito Aspergillus sp. (PBE21) produce una inhibicién a distancia tipo E
sobre sus competidores (Cuadro 24), y que se mantiene a lo largo de todo el
bioensayo. Esta inhibicion podria ser generada por la presencia de metabolitos
secundarios difundidos en el medio de cultivo o bien por compuestos organicos
volatiles (VOCs), los cuales comprenden una amplia gama de compuestos
quimicos incluyendo alcoholes, aldehidos, cetonas, terpenos y compuestos
aromaticos simples de los cuales muchos de ellos tienen propiedades
antifungicas, entre otras y estan involucrados en las respuestas de defensa de

diversos organismos (Stadler y Keller 2008; Cheng y Cheng 2015).

Dia 6
A. solani
F. oxysporum
P. capsici
*P. aphanidermatum
P Dia 9

Figura 16. Antagonismo directo multiple entre el endofito Aspergillus
sp. (PBE21) y cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia
en la agricultura, a los 3, 6, 9 y 12 dias de interaccion antagénica. * el
microorganismo P aphanidermatum fue incluido en el bioensayo a
partir del dia cinco de interaccion antagdnica.
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el crecimiento de los competidores desde el dia seis de interaccién antagdnica,
manteniéndose por arriba del 30 % a lo largo de la prueba. El IA es de 12 en el dia
3y 16 en los dias 6 y 9 (Cuadro 24).

Cuadro 24. indice de antagonismo del hongo endéfito Aspergillus sp.
(PBE21), y porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
economica en la agricultura, en bioensayo de antagonismo directo in

vitro.
Hongos % Inhibicién
fitopatogenos Dia 3 Dia 6 Dia 9
A. solani 20.2+£1.3* 31.2+2.0% 32.9+1.8"
F. oxysporum 19.5+1.0* 36.2 + 1.6% 35.8 £ 1.6%
P. capsici 19.7 £ 0.8* 35.9+0.8* 36.0 + 0.8*
P. aphanidermatum . 33.0+1.3" 33.6 £2.5*
1A 12 16 16
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IA. indice de antagonismo,* Valores estadisticamente significativos, t-Student (P<0.05).
Se presenta el promedio de seis repeticiones.
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los bioensayos de antagonismo multiple directo in vitro, mostraron una inhibicion a
distancia sobre el crecimiento de sus competidores fitopatogenos,
correspondiendo a una interacciones tipo E, siendo esta categoria la de mayor
valor numero (cuatro puntos) para el calculo del IA. Asimismo, los endéfitos Xylaria
sp. (PBE11) y Nodulisporium sp. (PBE20) mostraron ademas, crecimiento sobre
sus competidores, disminuyendo completamente su crecimiento (interaccién tipo
D) (Yuen et al. 1999) (Cuadro 3) con un valor numérico de trers. Por otra parte,
las interacciones tipo B donde ambos microorganismos crecen en contacto y el
crecimiento de ambas especies cesa, es otra de las categorias que se presento
con mayor frecuencia (valor de uno), asi como, las interacciones tipo C1y C, en
donde se observd la formacion de barreras miceliares por parte de los hongos
endofitos o la presencia de pigmentos en la zona de antagonismo,
respectivamente. Ambas interacciones aportando un con un valor de dos puntos

en el calculo del IA.

Con base en los resultados obtenidos hasta este punto, fue posible agrupar a los
10 hongos endofitos antagonizados en dos grupos, dependiendo de los tipos de
interaccion antagoénica exhibidos (Cuadro 25). Cabe destacar que estas
observaciones permiten seleccionar a los candidatos idéneos para el desarrollo de
posibles agentes de control biolégico.Considerando que dentro de los agentes de
control biolégico se encuentran aquellos organismos que pueden inhibir el
crecimiento de otros organismos a distancia, mediado por la produccion de
metabolitos secundarios volatiles o no volatiles o por parasitismo matando a su
competidor (Elad et al. 1982; Chet y Inbar 1994), las interacciones mas

importantes para este fin corresponden a las categorias E, D y C;1 (Cuadro 25).
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Cuadro 25. Clasificaciéon de hongos endéfitos aislados de

antagonica contra los fitopatdgenos de prueba.

Haematoxylon brasiletto, de acuerdo a su tipo de interaccion @

GRUPO 1
Potencial antagonico a distancia y/o micoparasitismo

GRUPO 2
Potencial antagonico por contacto de micelio y/o
formacion de barreras miceliares

Honaos Tipo de interaccion indice de Tipo de interaccién indice de
g antagonica : Hongos < :
endofitos . antagonismo endéfitos antagénica antagonismo
predominante promedio predominante promedio
PBE2 E,B 10,6 PBE9 B 4
PBES8 E 16 PBE12 B 7
PBE11 E.D,B 10,12 PBE16 C.C 12,8
PBE14 E, B, 7 PBE19 C 8
PBE20 E,D,C 12,11
PBE21 E.B 12,14

A partir de esta clasificacion se eligieron los endofitos Xylaria sp. (PBE11), PBE16, Nodulisporium sp. (PBE20) vy
Aspergillus sp. (PBE21), los cuales mostraron el mayor indice de antagonismo, y por lo menos dos tipos de interacciéon
antagonica en las pruebas de antagonismo directo multiple, para iniciar la evaluacién del potencial biolégico mediante

bioensayos de antagonismo en caja de Petri dividida con la finalidad de profundizar en el estudio de su potencial como

agentes de control bioldgico.
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6.7. Evaluacion del potencial biolégico de hongos endodfitos
selectos de Haematoxylon brasiletto, mediante bioensayos
en caja de Petri dividida.

Con la finalidad de establecer si el potencial antagénico de los hongos endéfitos
Xylaria sp. (PBE11), PBE16, Nodulisporium sp. (PBE20), Aspergillus sp. (PBE21)
estd mediado por la produccion VOCs bioactivos, se realizaron pruebas de
actividad antifungica, antioomicetos y fitotoxicas, empleando cajas de Petri
divididas. En uno de los compartimentos de estas placas de colocé el in6culo del
microorganismo endofito en estudio, y en el otro, el indéculo de uno de los
microrganismos fitopatégenos A. solani, F. oxysporum, P. capsici o P.
aphanidermatum o 30 semillas de A. hypochondriacus o de S. lycopersicum. Estas
evaluaciones se desarrollaron en cuatro periodos diferentes del desarrollo de los
hongos enddfitos en estudio (1, 3, 5 y 10 dias), con cuatro replicas por dia de
crecimiento. Los porcentajes de inhibicion provocados por los VOCs producidos
por los hongos endofitos sobre el crecimiento de los microorganismos
fitopatogenos, la germinacién y el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba
se establecié comparando el crecimiento del tratamiento con respecto al de sus

respectivos controles.

En general, los VOCs producidos por los cuatro aislamientos de hongos endoéfitos
en estudio producen un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de la
raiz de las dos plantas de prueba, a partir del dia 5 de crecimiento, y alcanzando
el mayor efecto al dia 10 de cultivo. Los enddfitos Xylaria sp. (PBE11) y
Aspergillus sp. (PBE21) (Figura 17) fueron los mas activos contra ambas semillas
de prueba, siendo S. lycopersicum la mas sensible. Ninguno de los hongos
endofitos evaluados causé inhibicion significativa sobre la germinacion y la

respiracion en el proceso de germinacion de las semillas prueba.
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0 -

PBE11 PBE16 PBE20 PBE21
Hongos enddfitos

Figura 17. Potencial fitotdxico de los VOCs producidos por hongos
endofitos antagonicos de Haematoxylon brasiletto al dia diez de
crecimiento, sobre el crecimiento de la raiz de las semillas de S.
lycopersicum 'y A. hypochondriacus. * Estadisticamente significativo.

En el Cuadro 26 se indica el efecto inhibitorio de los VOCs producidos por el
hongo endofito Xylaria sp. (PBE11) sobre el crecimiento de la raiz de las semillas
de S. lycopersicum. A partir del dia uno de crecimiento se observa un efecto
fitotdxico significativo alcanzando al dia diez un 75% de inhibicién. Por otra parte,
las semillas de A. hypochondriacus fueron inhibidas en un 43% al dia diez de

crecimiento.

Con relacion al potencial antifungico y antioomiceto de los hongos endéfitos en
estudio, no se observo ningun efecto sobre el crecimiento de los microorganismos
competidores en los dias de crecimiento evaluados. Estos resultados permiten
proponer que el efecto inhibitorio observado en los bioensayos de antagonismo
multiple in vitro puede ser generado debido a un efecto sinérgico entre los
compuestos organicos volatiles y los metabolitos secundarios bioactivos
producidos por los hongos enddfitos y se difunden al medio de cultivo (Fu-kang et
al. 2010; Di Francesco et al. 2015).
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Cuadro 26. Potencial fitotéxico de los VOC’s producidos por hongos
endofitos de Haematoxylon brasiletto a los dias 1, 3, 5 y 10 de
crecimiento, sobre el crecimiento de la raiz de las semillas de A.
hypochondriacus y S. lycopersicum.
Hongos endéfito
Plantas de Tiempo de
prueba crecimiento PBE11 PBE16 PBE20 PBE21
% de Inhibicion del crecimiento de la raiz
1 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
A. 3 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0 £ 0.01 9.5+6.1
hypochondriacus 5 6.9+47 0.0+£0.0 119+0.7 269+47*
10 432+*24* 27.3*15* 394%35 44175
1 420+ 21" 0.0£0.0 11.0+1.3 43+7.0
S. lycopersicum 3 55.5+3.1* 0.0+0.0 125+ 21 23.4+6.3*
5 60.2+4.0* 169+4.7* 269+43* 34.6+10.3*
10 75145 371237 271+£55° 445%+54*

*Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente significativos, ANOVA (P<

0.05).

Los resultados derivados de estos bioensayos permitieron evidenciar la

produccion de VOCs con potencial fitotoxico producidos por los hongos enddfitos
Xylaria sp. (PBE11), PBE16, Nodulisporium sp. (PBE20), Aspergillus sp. (PBE21),

los cuales incrementa su actividad biolégica con respecto al dia de crecimiento de

los microorganismos. Estos enddfitos, y en especial el hongo Xylaria sp. (PBE11)

constituyen candidatos de estudio como posibles agentes de control biolégico. En

consecuencia, estos endofitos fueron seleccionados para continuar su evaluacion

bioldgica e identificacion de la composicidén quimica de los VOCs a diferentes

tiempos de crecimiento.
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6.8. Identificacion de los compuestos organicos volatiles (VOCs)
y su efecto fitotoxico, antifungico y antiomiceto.

La composicion quimica de los VOCs bioactivos producidos por los hongos
enddfitos antagonicos PBE16, Nodulisporium sp. (PBE20) y Xylaria sp. (PBE11),
se realiz6 mediante la técnica de micro extraccion en fase solida (SMPE) acoplada
a cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-SM). Para ello cada
microorganismo se cultivd en viales para SMPE de 40 mL por triplicado, durante
diez dias. En el caso particular del hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11), y
considerando que es uno de los microorganismos mas activo en los bioensayos de
antagonismo multiple directo y en caja de Petri divididas, se analiz6 de manera
paralela la composicién quimica de los VOCs en los diferentes dias de desarrollo,

del microorganismo.

6.8.1. Composicion quimica de los VOCs producidos por el hongo endoéfito
PBE16

El hongo endoéfito PBE16, cultivado durante 10 dias, produjo una mezcla de 13
metabolitos secundarios volatiles (Cuadro 27). El sesquiterpeno tujopseno y el 3-
metil-1-butanol fueron los compuestos mas abundantes con un 27.0 y 21.6%,

respectivamente

El tujopseno ha sido identificado como un compuesto mayoritario de los VOCs
producidos por el hongo endofitos Muscodor sutura, aislado de Prestonia trifidi
(Apocynaceae). Estos compuestos presentaron actividad antifungica y antiomiceto
contra Aspergillus fumigatus, Botrytis cinérea, Colletrotrichum lagenarium,
Ceratocystis ulmi, Cercospora beticola, Fusarium solani, Geotrichum candidum,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma viridae, Verticillium
dahliae, Mycospharella fijiensis, Phythophthora cinnamomi, Phytophthora
palmivora y Pythium ultimum (Kudalkar et al. 2012), ademas de que el tujopseno
se encontr6 como componente de la mezcla de VOCs del extracto organico de
Callitropsis nootkatensis (Cupressaceae) con atividad antifungica contra
Phytophthora ramorum (Manter et al. 2007).
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componente de la mezcla de VOCs producidos por el hongo enddfito
Nodulisporium sp. CMU-UPE34 aislado de Lagerstroemia loudoni (Lythraceae), y
tiene actividad antifungico contra hongos fitopatégenos Penicillium expansum y
Penicillium digitatum (Suwannarach et al. 2013). Del hongo endéfito Nodulisporium
sp. GS4d2ll1a aislado de Gliricidia sepium (Fabaceae), se ha obtenido tambien
este producto con potencial antifungico contra oomicetos y hongos fitopatégenos
Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum, Pythium polytylum, Phytophthora
capsici, Phytophthora palmivora, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora
parasitica, Fusarium oxysporum y Alternaria solani (Sanchez Fernandez et al.
2016).
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Cuadro 27 VOCs identificados en el hongo endéfito PBE16 cultivado durante 10 dias.
Pico Nombre IR Area Total (%) PM  Formula
10 dias Molecular

1 Tujopseno 1447.5 27.00 204 C1sHz4
2  12-metil-1,5,9,11-tridecatetraeno 1461.7 3.06 190 C14H 22
3  1,8-dimetil-4-(1-metiletenil)-espiro[4.5]dec-7-eno 1476.9 8.03 204 C1sH 24
4  3,7,7-trimetil-11-metileno-espiro[5.5]undec-2-eno 1495.6 6.10 204 C1sHa4
5 1,5,59-tetrametil-espiro[5.5]lundeca-1,8-dieno 1520.7 9.64 204 CisH24
6  1-metil-4-(1,2,2-trimetilciclopentil)-benceno 1524.9 9.64 202 C1sHz22
7  3-metil-1-butanol 760.81 21.62 88 CsH120
8  3,5-dimetil-1-hexeno 776.2 1.09 112 CsH1e
9  5-metil-1-hexeno 1164.7 1.83 98 CrH14
10 acetato de isobornilo 1300.5 4.30 196  Ci2H2002
11 di-epi-a-cedreno 1412 5.23 204 CisH24
12 1,7,7-trimetil-biciclo[2.2.1]heptano-2,5-diol 1425.3 2.41 170  CioH1802

IR; indices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retencién en una columna capilar DB-5MS, *estandares
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (298% de pureza). Los compuestos encontrados en el control de PDA no fueron incluidos.
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6.8.2. Composicion quimica de los VOCs producidos por el hongo endéfito
Nodulisporium sp. (PBE20)

El hongo endofito antagdnico Nodulisporium sp. (PBE20) cultivado en medio PDA
durante 10 dias, gener6 una mezcla de 43 VOCs. El monoterpeno a-terpineol
(13.26%), el 1-metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexeno (11.66%), el 1-metil-3-(1-
metiletil)-benceno con 11.38% vy el 1-etil-2,4-dimetil-benceno (10.30%), fueron los

compuestos mas abundantes en la fibra de extraccion (Cuadro 28).

De acuerdo con la literatura cientifica solo el a-terpineol se ha reportado como
componente mayoritario del aceite esencial de Syzygium cumini (Myrtaceae), y
tiene actividad antifungica contra hongos fitopatégenos Rhizoctonia solani y
Choanephora cucurbitarum (Saroj et al. 2015). De igual forma este compuesto se
a reportado como parte del aceite esencial de Achillea gypsicola Hub-Mor.,
Achillea biebersteinii Afan, con actividad antifungica contra Fusarium equiseti y F.
graminearum y actividad fitotoxica sobre el crecimiento de la raiz y la germinacién
de Amaranthus retroflexus L., Chenopodium album L., Lactuca serriola L. (Kordali
et al. 2009). Funalmente se ha encontrado como componente de la mezcla de
VOCs producidos por el hongo endéfito Nodulisporium sp. CMU-UPE34 aislado de
Lagerstroemia loudoni (Lythraceae), con potencial antifungico contra hongos
fitopatogenos Alternaria porri, Alternaria solani, Colletotrichum  capsici,
Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporium,
Fusarium solani, Nigrospora oryzae, Penicillium digitatum, Penicillium expansum,

Rhizoctonia solani'y Sclerotium rolfsii (Suwannarach et al. 2013).
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Cuadro 28. VOCs identificados en el hongo endéfito Nodulisporium sp. (PBE20) cultivado durante 10 dias. ® r;FI
Pico Nombre IR Area Total (%) PM Foérmula :é,
10 dias Molecular ;
1 Careno 1073.2 1.41 136 C1oH16 (w)
2 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno 1073.1 1.52 136 CioH1s 8
3 a-terpineol 1053.8 13.26 154 C1oH180 =<
4 3,4-dimetoxifenol 1052.7 9.35 154 CsH100s3 g
5 1-metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexeno 1050.6 11.66 136 C1oH1se 2
6 1-metil-3-(1-metiletil)-benceno 10491 11.38 134 CioH14 ®
7 1-etil-2,4-dimetil-benceno 1047.3 10.30 134 C1oH14 %
8 1,5-dimethyl-1,4-ciclohexadieno 1009.6 1.91 108 CsH12
9 a-felandreno 1009.2 1.05 136 C1oH1e
10 2,6-nonadien-1-ol 996.16 4.07 140 CoH160
11 6,6-dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1]heptano 995.15 3.85 136 CioH16
12 a-mirceno 995.05 3.92 136 C1oH1se
13 fenilsulfinilhidrazina 777.18 3.11 154 CesHsN20g
14 1-pentanol 774.51 1.36 88 CsH120
15 4-t-butil-2-(1-metil-2-nitroetil)ciclohexanona 1548.7 1.22 241 C13H23NOs3
16 1-metoxi-4-(4-propilciclohexil)-benceno 1518.5 4.81 232 C16H240
17 epi-a-santalol 1515.4 4.69 220 C15H240
18 4-metilen-2,8,8-trimetil-2-vinil-biciclo[5.2.0]Jnonano 15151 4.29 204 C1sH24
19 2-metilen-5-(1-metilvinil)-8-metil-biciclo[5.3.0]decano 1504.8 1.75 204 C1sH24
®Desconocidos 5.09

¢yl

IR; indices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retenciéon en una columna capilar DB-5MS. *estandares auténticos
adquiridos de Sigma-Aldrich (298% de pureza). Los compuestos encontrados en el control de PDA no fueron incluidos
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6.9. Identificacion taxondmica de los hongos endoéfitos Xylaria sp.
(PBE11)

La identificacion del hongo endofito PBE11(PB3f3) [Figura 18] se realiz6 mediante
el analisis de su taxonomia polifasica, sus caracteristicas macro vy
micromorfoldgicas, y el analisis de la secuencia de pares de bases de la region
ITS1-5.8S-ITS2 (Chacko 1981; Rogers 1985; Callan 1993).

La colonia del hongo enddfito PB3f3 sobre medio PDA a 28°C, presenté un
crecimiento lento (Dugan 2006). EL cual cubre la superficie de la caja Petri de 9
cm en tres semanas, mostrando una tasa de crecimiento de 1.75 cm?dia. El
micelio es plano, denso y forma anillos concéntricos con bordes regulares, al inicio
es de color blanco (clave M4A1) (Kornerup y Wanscher 1978) y de textura
aterciopelada. Con el paso del tiempo se observa un exudado hialino. Y el reverso
de la colonia es de color crema (clave M4A4) (Kornerup y Wanscher 1978), y al
paso de 2 meses de incubaciéon se torna color rojizo en el centro (clave M7E7)
(Kornerup y Wanscher 1978) [Figura 18]. No se observaron estromas, conidios o

ascosporas.

Por otra parte, la comparacién de las secuencias de ITS1-5.8-ITS2 con las
disponibles en la base de datos del GenBank, mostré una similitud con varias
especies de Xylaria; la secuencia con mayor porcentaje similitud (97% de
cobertura) corresponde a a la especie Xylaria sp. TPO41010 (No. de acceso en el
GenBank AB524023). Este aislamiento fue obtenido, de material vegetal en
descomposiciéon y colectado en Phayao, Tailandia (Osono 2011). La siguiente
secuencia con mayor similitud (94% de cobertura, No. de acceso en el GenBank
JQ623492) corresponde a la especie Xylaria sp. G30 un hongo aislado de Garcinia
hombroniana cuya especie tampoco ha sido identificada (Bouthongo et al., 2012
inédito) Cuadro 29 En la Figura 19 se presenta el analisis neighbor-joining de las
secuencias ITS1-5.5S-ITS2 depositadas en el GenBank con identidad >95%, vy el
aislamiento PBE11 (PB3f3).
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Con base en los resultados obtenidos el aislamiento PBE11, fue identificado como

Xylaria sp. aislamiento (PB3f3) con numero de acceso en el GenBank de
KP400260.

Figura 18. Hongo enddfito Xylaria sp. PBE11(PB3f3) cultivado en
medio papa destroxa agar (PDA) incubada a 28°C con fotoperiodo luz-
obscuridad 12-12 h. A-B Anverso y Reverso de la colonia después de
tres semnas de crecimineto. C. Reverso de la colonia despues de 12
semanas de crecimineto. Se observa una pigmentacion rojiza.

32 GU324746.1| Xylaria laevis isolate 95072910
100 { KC771495.1) Xylaria laevis voucher strain CEQCA-M 1296
EF423534.1| Xylaria sp p055
HQ435669.1| Xylaria sp. XF13
GU324747.1| Xylaria laevis isolate 419
FJ707473.1| Xylaria primorskensis isolate 478
JX160062.1| Xylaria primorskensis
AF163038.1| Xylaria longipes strain CBS 148.73
JQB23492.1| Xylaria sp. G30
JN225908.1| Xylaria castorea

JQ936297.1| Xylaria berteri strain C2P24A.
L‘: AB524023.1| Xylaria sp. TP041010
100 W KP400260.1 Xylaria sp straln PB313

GQ280372.1| Trametes hirsuta strain AHB-6

015 010 0.05 0.00

Figura 19. Analisis Neighbor-Joining de las secuencias de GenBank
con identidad mas alta (>95%) con la secuencia del ITS1-5.8S-ITS2,
del aislamiento PBE11 (PB3f3).
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Cuadro 29. Comparacion de las secuencia de ITS1-5.8-ITS2 de Xylaria sp. PB3f3
y las disponibles en la base de datos del GenBank.

Numero de acceso Especies cercanas Simoilitud
KP400260 Xylaria sp. PB3f3 .
AB54023 Xylaria sp. TP0401010 97
JQ623492 Xylaria sp. G30 94
EF423534 Xyaria sp. PO55 94
JX160062 Xylaria primoskensis 94
H435669 Xylaria sp. XF13 94
GU324747 Xylaria laevis 95072910 94
GU324746 Xylaria laevis 419 94
AF163030 Xylaria longipes CBS 148.73 94
FJ707473 Xylaria primorskensis 478 93
JN225908 Xylaria castorea 93
JQ936297 Xylaria berteri C2P24a 93
KC771495 Xylaria laevis CEQCA-M1296 92
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6.10. Potencial antifungico, antioomiceto y fitotoxico del hongo
endofito Xylaria sp. (PBE11) aislado de Haematoxylon
brasiletto

6.10.1. Bioensayos de antagonismo directo multiple

Como primera etapa se evalud el potencial antimicrobiano de los metabolitos
secundarios producidos por el hongo endofito Xylaria sp. (PBE11) identificado
inicialmente como aislamiento PB3f3, y que a partir de esta seccion se
denominara como Xylaria sp. (PBE11) mediante bioensayos de antagonismo
directo multiple in vitro sobre cuatro microorganismos fitopatdbgenos con
importancia economica en la agricultura: F. oxysporum, A. alternata, P. capsiciy P.
aphanidermatum. En esta determinacion, y con el fin de establecer el efecto de los
VOCs, aunado al posible efecto antifungico y antioomiceto de los metabolitos
secundarios no volatiles, en el bioensayo antagonismo multiple, los fitopatégenos
competidores se inocularon en la orilla de una caja de Petri de 15 cm diametro

(Figura 4 B seccion experimental).

En la Figura 20 se puede observa que el hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11)
provocod un efecto inhibitorio significativo a distancia (interaccién tipo E, Cuadro
25), sobre el crecimiento radial de los fitopatdbgenos F. oxysporum (24%), A.
alternata (24%), P. capsici (48%) y P. aphanidermatum (78%), a los tres y seis
dias de interaccion antagdénica multiple. Este efecto inhibitorio se mantuvo hasta el
ultimo dia de registro y que corresponde al dia 40 de interaccion antagénica. Sin
embargo, a causa del rapido crecimiento de los microorganismos fitopatégenos en
los cultivos control, fue imposible medir el didametro de las colonias en los
siguientes dias de interaccion antagonica, en especial el diametro de P.
aphanidermatum, motivo por el cual solo se reportan los porcentajes de inhibicidn

alos 3y 6 dias.

Los resultados derivados de este bioensayo demuestran que la presencia de
diferentes competidores estimula la produccion de VOCs, los cuales pueden ser
quimicamente diferentes o encontrarse en mayor proporcion (Sanchez-Fernandez
et al. 2016).
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Figura 20. Bioensayos de antagonismo directo multiple entre el hongo endoéfito Xylaria sp. (PBE11) y cuatro
microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la agricultura. 1) A. solani, 2) F. oxysporum, 3)
P. capsiciy 4) P. aphanidermatum. A, después de tre dias de interaccion antagdnica, y B después de 6 dias
de interaccion.
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6.10.2. Bioensayos de antagonismo directo simple

Con la finalidad de evaluar el efecto aleloquimico de los VOCs sobre de
crecimiento de los fitopatdgenos de prueba en presencia de un solo competidor,
se realizaron bioensayos de antagonismo directo simple, colocando un in6culo del
hongo enddéfito Xylaria sp. (PBE11) en un extremo de una caja de Petri, y después
de que el enddéfito media 3 cm de diametro (cinco dias de cultivo), se colocaron en
el otro extremo y en la orilla de la caja, tres in6culos de cada microorganismo

competidor.

En la Figura 21 se observa que desde el dia tres de interacciona antagodnica
Xylaria sp. (PBE11) produjo un efecto inhibitorio significativo superior al 90% sobre
el crecimiento de todos sus competidores fitopatogenos (interaccion tipo E). Al dia
20 de interaccion antagonica, el enddéfito Xylaria sp. (PBE11) mantienen la
inhibicion a distancia sobre los hongos F. oxysporum y A. solani. En el caso del
oomiceto P. aphanidermatum, Xylaria sp. (PBE11) crecié encima de su micelio
(interaccion tipo D), mientras que la interaccion con P. capsici, el endofito crecio

hasta hacer contacto con las hifas (interaccion tipo B).

Por otra parte, se evaluo la recuperacion de los microorganismo fitopatégenos a
los 20 dias de interaccién antagdnica, mediante la transferencia de un in6culo de 5
mm de didmetro de la zona de interaccién con Xylaria sp. (PBE11), a una nueva
caja de Petri con medio PDA. Después de cinco dias de cultivo se observd que
Xylaria sp. (PBE11) inhibe completamente el crecimiento de A. solani y P.
aphanidermatum, mientras que sobre F. oxysporum y P. capsici, ejerce un efecto

fungistatico

En conjunto, los resultados derivados de los bioensayos de antagonismo simple y
multiple, confirmaron que Xylaria sp. (PBE11) produce metabolitos secundarios
bioactivos que lo hacen un candidato idoneo para el desarrollo de posibles

agentes para el control biologico.
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F. oxysporum

P. capsici P. aphanidermatum

Figura 21. Bioensayos de antagonismo directo simple, entre el hongo endoéfito Xylaria sp. (PBE11) y cuatro
microorganismos fitopatégenos con importancia econémica en la agricultura. Observaciones a los seis dias
de interaccion antagoénica.
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6.10.3. Bioensayos de antagonismo directo simple en caja dividida

Los bioensayos de antagonismo directo simple en caja dividida se llevaron a cabo
con la finalidad de establecer si los VOCs producidos por el hongo enddfito Xylaria
sp. (PBE11) poseen actividad fitotoxica, y ademas para comprobar la actividad
antimicrobiana observada. Los bioensayos se efectuaron a los 1, 3, 5, 10, 20, 30 y

40 dias de cultivo del enddfito.

Con respecto a la actividad antifungica y antioomiceto, se observé de nueva
cuenta que los VOCs no inhiben el crecimiento de ninguno de los
microorganismos fitopatdégenos de prueba, mostrando porcentajes de inhibicion
entre el 5% y 10%.

Por otro lado, los VOCs producidos por Xylaria sp. (PBE11) no muestran efecto
fitotoxico significativo a los 1, 3 y 5 dias de crecimiento del endéfito (datos no
mostrados). Sin embargo, si se observé inhibicion significativa sobre el crecimiento
de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum, de manera
dependiente de los dias de cultivo del hongo a partir del dia 10 de crecimiento
(Figura 22). Las semillas de A. hypochondriacus fueron inhibidas en un 27% al dia
30 de cultivo, mientras que el crecimiento de la raiz de S. lycopersicum a los 20
dias de cultivo, fue inhibida en un 53%. Al dia 40 de crecimiento, los VOCs
generados por Xylaria sp. (PBE11) no inhibieron significativamente el crecimiento
de las plantas de prueba. Con relacién a la germinacién y la respiracion durante el
proceso germinacion los VOCs producidos en los diferentes dias de bioensayo, no
se observaron cambios significativos en ninguno de los dos procesos fisiolégicos
(Figura 23).
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Dias de desarrollo de Xylaria sp. (PBE11)

Figura 22. Efecto fitotdxico de los VOCs producidos por Xylaria sp.
(PBE11) a los 10, 20, 30 y 40 dias de cultivo. El crecimiento de la raiz
de las semillas de A. hypochondriacus se registro después de 24 h y el
de S. lycopersicum después de 72 h de exposicion a los VOCs. *Los
valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente
significativos, ANOVA (P< 0.05), N= 4.
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A. hypochondriacus S. lycopersicum

Figura 23 Potencial fitotdéxico de los VOCs producidos por Xylaria sp.
(PBE11) a los 10 (a), 20 (b), 30 (c) y 40 (d) dias de cultivo, sobre el
crecimiento de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus (1a, 1b,
1cy 1d) y S. lycopersicum (2a, 2b, 2c y 2d).
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6.10.4. Determinacion de la composicion quimica de los VOCs

producidos por el hongo endoéfito Xylaria sp. (PBE11) aislado de

Haematoxylon brasiletto

El hongo Xylaria sp. (PBE11) produce un total de 40 VOCs en los tres dias de
anadlisis. Estos compuestos pertenecen a diferentes familias quimicas,
principalmente se identificaron alcanos (11), ésteres (5), sesquiterpenos (6),
alcoholes (6), aminas (2), cetonas (2), compuestos derivados de benceno (2),
acidos carboxilicos (2) y un éter. La composicién de la mezcla de VOCs y su
abundancia varian dependiendo de la edad de desarrollo del hongo enddfito
(Cuadro 30). Por otro lado, los compuestos con mayor afinidad a la fibra fueron el
3-metil-1-butanol (24.33%) y el tujopseno (21.60%), al dia 10 de crecimiento, el 2-
metil-1-butanol (33.28%) y una amina de estructura desconocida (34.30%) al dia
20, y el 2- metil-1 propanol (25.43%) al dia 30.

El diagrama de Venn muestra el total de VOCs producidos por el hongo endéfito
Xylaria sp. (PBE11), observandose que son 25 compuestos al dia 10; 20 al dia 20,
y 22 al dia 30 de desarrollo del microorganismo; asi como, aquellos compuestos

que se comparten entre los diferentes dias de cultivo (Figura 24).

Por otra parte, en la Figura 25 se muestran los ocho VOCs producidos
independientemente del dia de analisis: 2-pentil-furano, 4-nonano, acido acético 2-
etilhexil éster, trans-a-bergamoteno, tujopseno, 1,8-dimetil-4-(1-metil etenil)-
espiro[4.5]-7-decano(acoradieno), 3,7,7-trimetil-11-metileno-spiro[5.5]-2-undecano,
y 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-1,4-dimetil-7-(1metiletenil) azuleno. Estos ocho
metabolitos secundario pueden ser considerados constitutivos en esta especie, ya
que fueron detectados en los diferentes dias de cultivo de Xylaria sp. (PBE11), y
en consecuencia, pueden servir como marcadores quimicos (Strobel et al. 2001;
Ezra et al. 2004).
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10 dias
20 dias
30 dias

Figura 24. Diagrama de Venn ilustrando el numero de metabolitos
volatiles compartidos en los dias 10, 20 y 30 de crecimiento del hongo
endofito Xylaria sp. (PBE11).
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Figura 25. Compuestos organicos volatiles comunes en los dias 10, 20
y 30 de desarrollo del hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11). A) 2-pentil-
furano, B) 4-nonano, C) acido acético 2-etilhexil ester, D) trans-o-
bergamoteno, E) tujopseno, F) 1,8-dimetil-4-(1-metil etenil)-spiro[4.5]-
7-decano (acoradieno), G) 3,7,7-trimetil-11-metileno-espiro[5.5]-2-
undecano, H) 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-1,4-dimetil-7-(1metil etenil)-
azuleno.
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Por otro lado los VOCs producidos por Xylaria sp. (PBE11) a los dias 20 y 30 de

crecimiento inhibieron significativamente el crecimiento de la raiz de las semillas
de A. hypochondriacus 'y S. lycopersicum. En ambos casos los alcoholes 2-metil-1-
butanol y 2-metil-1-propanol fueron los compuestos mayoritarios. Estudios previos
han demostrado que estos compuestos poseen actividad fitotoxica significativa in
vitro, causando una inhibicion superior 40% sobre el desarrollo de plantulas de
Arabidopsis thaliana a una concentracion de 250 pg/mL (Hung 2014). Por otro
lado, estos compuestos tambien fueron identificados previamente como VOCs
producidos por el hongo endoéfito Muscodor albus, cuya mezcla posee actividad

antifungica contra patégenos de cultivos (Mercier y Jiménez 2004).

Con base en estos datos, y aunado a que Xylaria sp. pertenece al mismo grupo
filogenético que Muscodor (Xylarioides), es posible que ambos hongos produscan
metanolitos secundarios bioactivos similares, los cuales pueden ser usados para
el control de plagas (Mercier y Manker 2005; Riga et al. 2008; Macias-Rubalcava
et al. 2010).
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Cuadro 30. VOCs identificados en el hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11) cultivado durante 10, 20 y 30 dias.

Area Total (%)

Picos Nombre IR 10 20 30 PM o2
dias dias dias

1 dimetil éter 587.32 - 1.71 - 46 C,HgO
2 desconocido 592.09 4.03 - - 46
3 amina desconocida 603.74 - 34.30 - 81
4 desconocido 620.84 2.52 - - 86
5 2-metil-1-propanol 633.14 - - *2543 74 C4H100
6 desconocido 652.81 0.60 - - 86
7 amina desconocida 722.50 - 7.93 - 57
8 3-metil-1-butanol 726.98 24.33 - 11.84 88 CsH¢20
9 2-metil-1-butanol 728.72 - *33.28 11.81 88 CsH420
10  3-(eteniloxi)-1-propeno 732.05 - - 1420 84 CsHsO
11  2-isocianato-propano 734.45 - - 13.54 85 C4H;NO
12  3-metil-pentano 735.79 - - 13.54 86 CeH14
13  2-metil-1-metil éster acido butanoico 771.83 - 0.57 0.95 116 CeH120,
14 1-pentanol 775.10 8.68 - - 88 CsH120
15  3-metil-1-butanol acetato 877.61 - 0.49 - 130 C7H140;
16 2-n-butil furan 888.76 1.91 1.98 - 124 CgH120
17  2,3-nonadieno 939.85 0.50 - - 124 CoH16
18  2-pentil-furano 987.71 1.56 229 0.79 138 CoH140
19  2,3,6,7-tetrametil-octano 1033.20 0.49 - - 170 C1oH2g
20 alcano no identificado 1033.50 - 1.35 -
21 2-etil- metil éster acido hexanoico 1039.60 - 0.57 0.10 158 CgH150,
22  3,6-dimetil-octano 1054.20 046 0.85 - 142 C1oH22
23  4-nonanono 1074.80 0.38 1.21 0.24 142 CoH50
24  alcano desconocido 1094.70 0.64 - - 156

NOISNJSIA A SOAV1LINS3y




SBOTWIN

s'etbu’exg ’%

LG1

Cuadro 30. VOCs identificados en el hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11) cultivado durante 10, 20 y 30

dias(Continuacion).

Area Total (%)

. Formula
Picos Nombre IR ‘!0 2'0 ?':0 PM Molecular
dias dias dias
25 2-nonanono 1095.30 - 3.72 0.88 142 CgH150
26 fenil-etil alcohol 1125.20 - 1.21 0.40 122 CgH100
27 acido acético 2-etil hexil éster 1147.50 0.17 0.23 0.05 172 C10H2002
28 acido acético 2-fenil etil éster 1260.40 0.09 - 0.34 164 C1oH1202
29 2,7,10-trimetil-dodecano 1406.10 0.58 - - 212 Cis5Hs2
30 sesquiterpeno desconocido 1411.10 2.67 - - 204 C1sH24
31 trans-a-bergamoteno 1441.30 6.11 0.71 0.16 204 C1sHo4
32 3,7,11-trimetil-, 1,3,6,10-dodecatetraeno 1441.50 0.57 - 0.16 204 C1sH24
33 Tujopseno 1445.60 21.60 3.31 0.10 204 CqsH24
34 naftaleno no identificado 1454.70 1.08 - 1.00 204
35 1,8-dim_eti|-4-(1-meti| etenil)-espiro[4.5] -7-deceno 1481.10 495 041 0.26 204 CisHas
(acoradieno)
36 3,7,7-trimetil-11-metileno-espiro[5.5] -2-undeceno 1504.10 768 0.16 0.28 204 CisHo4
37 2-metileno-5-(1-metil vinil)-8-metil bicyclo[5.3.0]decano 1513.90 1.69 - - 204 C1sH24
38 ;,ZZL;l?é,r&]')f,7,8,8a-octahldro-1 ,/4-dimetil-7-(1-metilethenil)- 1516.50 292 073 085 204 CisHas
39 1,5,5,_9-tetrametiI-spiro[5.5] -1,8-undecadieno (o- 1519.80 216 i ) 204 CisHas
chamigreno)
40 acido n-hexadecanoico 1963.50 - - 0.19 256 C16H3205
®Desconocidos 296 311 2.89

IR; indices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retencion en una columna capilar DB-5MS. *estandares
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (298% de pureza).Los compuestos encontrados en el control de PDA no fueron incluidos.
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Entre los compuestos identificados, el sesquiterpeno tujopseno es uno de los

compuestos mayoritarios al dia 10 de crecimiento del hongo enddfito Xylaria sp.
(PBE11) (Polizzi et al. 2011; Costa et al. 2000; Manter et al. 2007; Oh et al. 2011).
Este producto se encuentra tambien en el aceite esencial obtenido por
hidrodestilaciéon del hongo endéfito Xylaria sp. NICL5 aislado de Cupressus
lusitanica, en donde el isomero cis-tujopseno fue identificado como compuesto

mayoritario (Santos et al. 2011).

Por otra parte, el tujopseno tambien ha sido identificado como compuesto
mayoritario de los VOCs producidos por el hongo Penicillium decumbens aislado
de las paredes de edificios dafados por la humedad, y mostré actividad
antifungica contra Eurotium herbarium y Gonytrichum macrocladum (Polizzi et al.
2011); como componente de los aceite esencial de Eugenia dysenterica con
actividad antibacteriana contra varias cepas de Cryptococcus neoformans (Costa
2000) y como constituyente del aceite esencial de la corteza de Callitropsis
nootkatensis el cual tiene actividad contra Phytophthora ramorum (Manter et al.
2007; Oh et al. 2011). Finalmente se ha reportado que el cis-tujopseno aislado de
Thujopsis dolabrata posee actividad antibacteriana contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas.

De igual forma, el acoradieno (1,8-dimetil-4-(1-metiletenil)-espiro[4,5]dec-7-eno) se
encontr6 presente en la mezcla de VOCs producidos por F. oxysporum 'y
demostrd un efecto nematicida sobre Meloidogyne incognita, y como parte de los
VOCs producidos por Salvia fruticosa, y que posee actividad antifungica contra R.
solani 'y S. sclerotiorum (Pitaroskili et al. 2003). De forma similar el sesquiterpeno
bergamoteno identificado como constituyente del extracto de Ocimum basilicum
tiene actividad antifungica contra diferentes especies de Fusarium (Kocic et al.
2011); y es también constituyente del aceite esencial de Cymbopogon citratus, con
actividad antibacteriana contra Salmonella choleraesuis, Pseudomonas
aeruginosa, y Staphylococcus aureus (Falcao et al. 2012). Asimismo, el 2-nonano,
también posee potencial antifungico contra Colletotrichum gloeosporioides (Zheng
et al. 2013) y Botrytis cinerea (Almenar et al. 2009), ademas de ser utilizdo para

aumentar la vida de anaquel de las fresas debido a su efecto antifungico.
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Es importante sefialar que a pesar de que se identificaron diversos VOCs que

poseen actividad antifungica previamente reportada en la literatura, es bien
conocido que, en general, los efectos antimicrobianos provocados por los VOCs
son el resultado del efecto sinérgico de los mismos (Ezra y Strobel 2003; Macias
et al. 2010). Esto permite concluir que la presencia de estos compuestos
constituye en la actividad antifungica observada en los bioensayos de
antagonismo multiple entre Xylaria sp. (PBE11) y los cuatro fitopatogenos de

prueba con importancia econémica en la agricultura.

6.11. Efecto fitotoxico del (*)-2-metil-1-butanol y el 2-metil-1-
propanol

Con la finalidad de establecer si los compuestos mas abundantes en la mezcla de
VOCs en los dias 20 y 30 de desarrollo del hongo endéfito Xylaria sp. (PBE11),
son responsables de la actividad fitotdxica observado en los bioensayos en caja
de Petri dividida, se evalud el efecto de los compuestos puros 2-metil-1-butanol y
2-metil-1-propanol sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion
durante el proceso de germinacion de las semillas de A. hypochondriacus y de S.

lycopersicum usando bioensayos en fase gas empleando cajas de Petri dividas.

De manera general ambos compuestos provocaron un efecto inhibitorio
significativo dependiente de la concentracidén sobre la germinacion y el crecimiento
de la raiz de las dos plantas de prueba. El 2-metil-1-butanol mostré un potente
efecto fitotoxico sobre sobre la germinaciéon y el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus con valores de ICsp de 26.45 pg/mL y 4.59 pg/mL,
respectivamente, muestra que las semillas de S. lycopersicum fueron inhibidas
con valores de ICso de 39.74 pg/mL sobre la germinaciéon y de 23.15 ug/mL sobre
el crecimiento de la raiz. Por otra parte, el 2-metil-1-propanol también mostrd un
efecto fitotoxico significativo sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus, con ICsy’s de 48.20 ug/mL y 26.45 p/mL, respectivamente. En
cuanto a las semillas de S. lycopersicum, el valor del ICsy sobre la germinacién fue

de 130.0 pg/mL y de 54.25 ug/mL sobre el crecimiento de la raiz.
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Los resultados de inhibicion de la respiracion durante el proceso de germinacion

de las dos plantas prueba, revelaron que ambos alcoholes presentaron un efecto
inhibitorio significativo en un intervalo de 20 a 27% a la maxima concentracion

evaluada que fue de 160.0 pg/mL.

En conjunto los resultados derivados de los bioensayos en fase gas, sugieren que
el 2-metil-1-butanol y 2-metil-1-propanol presentes en la mezcla VOCs producidos
por Xylaria sp. (PBE11) pueden ser usados para el control de malezas. Asimismo,
la mezcla VOCs puede ser util en el control biolégico contra hongos y oomicetos

patdgenos de cultivos.

6.12. Efecto antifungico de los extractos organicos del hongo
endofito Xylaria sp. (PBE11) aislado de Haematoxylon
brasiletto

Con la finalidad de corroborar si la actividad antifungica y antioomiceto observada
en los bioensayos de antagonismo directo simple y multiple es atribuible a los
compuestos no volatiles producidos por Xylaria sp. (PBE11) y difundidos en el
medio de cultivo, se evalu6 el efecto antimicrobiano del extracto organico del
medio de cultivo y micelio, derivado de su cultivo en medio PDA, a una

concentracion de 250 pug/mL.

Con excepcion del oomiceto P. capsici (4%), el extracto fungico inhibe
significativamente el crecimiento radial de los microorganismo fitopatégenos de
prueba, sin embargo, los porcentajes de inhibicidbn fueron bajos: los fitopatdbgenos
P. aphanidermatum y F. oxysporum fueron inhibidos en un 17%, mientras que el
hongo A. solani en un 20%. En consecuencia, estos resultados indican que la
actividad antimicrobiana observada en los bioensayos de antagonismos directo
simples y multiple, esta mediada por un efecto sinérgico entre los VOCs vy los

metabolitos secundarios difusibles en el medio de cultivo.
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Una vez que se puso en evidencia el potencial aleloquimico de los extractos
organicos de los 21 hongos endofitos puros aislados de Haematoxylon brasiletto
cultivados en pequefa escala, se seleccioné al hongo enddfito Aspergillus sp.
(PBE21) para llevar a cabo su cultivo en mediana escala, empleando medio de
cultivo CPD (6 L) e incubando al microorganismo por 30 dias, bajo condiciones
estaticas. Una vez trascurrido el periodo de incubacién, el micelio y el medio de
cultivo se sometieron a un proceso de maceracion y particibn exhaustivo,
respectivamente, empleando CH,Cl, y AcOEt como disolventes de extraccion. El
perfil cromatrografico de los extractos obtenidos se compard por CCF, y se

reunieron con base en su similitud, obteniéndose 9 g de extracto total.

A continuacién, se procedi6 a verificar cuantitativamente el potencial bioldgico del
extracto organico sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos
fitopatdogenos de prueba, asi como sobre la germinacion y la longitud de la raiz de
las dos plantas blanco, empleando el método de dilucibn en agar y a las

concentraciones de prueba de 250 y 100 pg/mL, respectivamente.

El extracto crudo produjo una inhibicion del 50% sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatdégenos de prueba (F. oxysporum, A. solani, P. parasitica),
y este resultado fue similar al mostrado por los extractos organicos derivados del
cultivo en pequefa escala, que mostraron un efecto inhibitorio significativo en un
rango del 40 al 50%.Sin embargo, el efecto sobre el P. aphanidermatum fue mas

importante, mostrando una inhibicién del 80% de su crecimiento.

De forma paralela se realiz6 la evaluacién del potencial fitotdxico del extracto
organico del cultivo en mediana escala de Aspergillus sp. sobre las semillas de A.
hypochondriacus y S. lycopersicum. El crecimiento de la raiz de las dos plantas
prueba fue inhibido significativamente en mas del 60%. La actividad biol6gica
demostrada es comparable con el potencial fitotoxico observado para los extractos
derivados del cultivo en pequefa escala, que provocaron un efecto inhibitorio

significativo del 65% y 80% sobre el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus
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y S. lycopersicum, respectivamente, a la misma concentracion de prueba (100

pg/mL).

A continuacion, se establecieron las concentraciones inhibitorias media (Clsp),
sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatogenos y plantas de prueba,
empleando cinco diferentes concentraciones (Cuadro 31 y 32). Los resultados
sobre el potencial antimicrobiano mostraron un efecto inhibitorio significativo
dependiente de la concentracidén y superior al 45% sobre el crecimiento radial de
los cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba. En el caso de los hongos F.
oxysporum y A. solani, se observdé un efecto de saturacion a partir de la
concentracion de 500 pg/mL, con una inhibicion del 58%. Por otro lado el
crecimiento de los oomicetos P. parasitica y P. aphanidermatum fue inhibido en un
100 % a la concentracién de 750 pg/mL. Estos resultados confirman la presencia
de metabolitos bioactivos con potencial antifungico en el extracto organico total. La
Clso sobre los hongos fitopatégenos F. oxysporum y A. solani fue de 68.79 ug/mL
y 192.0 ug/mL, respectivamente. Estos valores son menores a la Clsy establecida
para el fungicida comercial carbendazim (Clso > 1000 pg/mL). Los valores de Clsg
sobre el crecimiento de los oomicetos P. parasitica (165.1 upg/mL) y P.
aphanidermatum (124.7 pg/mL) fueron mayores a los mostrados por el control

positivo metalaxil (1.4 y 50 ug/mL, respectivamente) (Cuadro 31).
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Cuadro 31. Potencial antifungico y antioomiceto del extracto organico
del medio de cultivo y micelio obtenido del cultivo en mediana escala
del hongo enddfito Aspergillus sp. (PBE21).
% de inhibicion del crecimiento radial
Tratamiento Concentraciones F )
Mg/mL oxysporum A. solani parasitica aphanidermatum
125 51.25+1.0 455+0.9 46.5+0.9 48.7+1.0
Extracto 250 54.75+1.0 53.5+0.9 53.5+0.9 80.7+1.0
organico 500 58.0+1.5 57.0+1.0 79.2+1.0 87.0+ 1.0
Aspergillus
SP- 750 58.0+0.0 585+0.9 100.0+0.0  100.0 +0.0
1000 58.0+£0.0 58.5%1.0 100.0+£0.0 100.0£ 0.0
Clso ug/mL 68.79 1.1 192.0£1.0 165.1 1.0 124.7+£1.0

*Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente significativos, ANOVA (P<
0.05).

Por otra parte la evaluacion del potencial fitotoxico del extracto organico total del
hongo endofito Aspergillus sp. (PBE21), inhibi6 significativamente el crecimiento
de las raices de A. hypochondriacus y S. lycopersicum de manera dependiente
partir de la concentracion de 50 pg/mL, y con una Clsg de 147.0 pg/mL sobre el
crecimiento de la raiz de las dos plantas de prueba la cual es comparable a la Clsg
calculada para el herbicida comercial RIVAL. Estos resultados permiten evidenciar
la presencia de metabolitos bioactivos con potencial fitotdxico presentes en el
extracto organico. Cabe destacar gie ninguno de los tratamientos muestré un
efecto inhibitorio significativo sobre la germinacion a la maxima concentracion de
prueba que fue de 1000 pg/mL y no muestran efecto significativo sobre la

respiracion durante el proceso de germinacion (Cuadro 32).
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Cuadro 32. Potencial fitotoxico del extracto organico del medio de
cultivo y micelio obtenido del cultivo en mediana escala del hongo
endofito Aspergillus sp. (PBE21).

% de Inhibicion del crecimiento de la raiz

Tratamiento Concentracion

A. hypochondriacus

S. lycopersicum

Mg/mL

25 12.3+2.9 18.6 £ 3.5
50 21.2+46 29.1+£6.9

Extracto
organico 100 34754 39.3+6.9

Aspergillus sp.

200 61.4+£3.9 551+4.4
300 71.3+£49 66.2+4.8
Clso pg/mL 146.5+1.0 148.9 +1.0
Glifosato Clso pg/mL 124.7£1.0 115.7+1.0

*Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente significativos, ANOVA (P<
0.05).

6.14. Estudio quimico biodirigido del hongo endodfito Aspergillus
sp. (PBE21)

El fraccionamiento quimico biodirigido del los extractos activos derivados del
cultivo en pequena (5xx mg) y mediana (9 g) escala del hongo endéfito Aspergillus
sp. (PBE21), permiti6 la obtencion de un metabolito secundario conocido e
identificado como la (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-2-ciclohexen-
1-ona o coriloxina (70) [Figura 28] y un sesterpeno novedoso de tipo variecolina A
(71) [Figura 42]. En el Cuadro 33 se muestran las estructuras de los dos
compuestos aislados, su rendimiento y las fracciones de las cuales fueron

purificados.
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Cuadro 33. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo
endofito Aspergillus sp. (PBE21).

Metabolito Secundario Rendimiento Fracciones
(ng/L)

20 mg IV,

45 mg IXw3-IXy5

6.15. Caracterizacion de Ila (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-
metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona o coriloxina (70)

La elucidaciéon estructural del compuesto 70 se llevd a cabo utilizando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas. Su formula se determin6 por espectrometria
de masas de alta resolucion. El espectro de masas presenta un ion molecular en
una relacién masa carga (m/z) de 171 [M+1]*, y permite establecer una férmula
molecular CgH1004. El espectro en el infrarrojo (IR) presenta bandas de absorcion
asociadas con grupos hidroxilo (umax 3394 cm™) y una cetona conjugada (Vmax
1646 cm™). Los espectros de resonancia magnética unidimensionales ('Hy *C) y
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que el
producto natural contienen un nucleo ciclo hexenona epoxidada (Yoshihito et al.
2005).
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A continuacion se discuten las caracteristicas principales de los espectros:

El espectro de RMN'C (Figura 26) presenta sefiales para ocho atomos de
carbono en armonia con la férmula molecular establecida por espectrometria de
masas. El analisis del espectro permitié establecer la presencia de sefales para
una cetona o,p insaturada en 6¢c 193.3 (C-1), 171.3 (C-3) y 97.7 (C-2), para un
metilo unido al carbono de un epdxido en &¢c 18.9 (CH3-5), para un metoxilo en &¢
56.5 (OCHjs-3), para dos metinos oxigenados en 6¢ 60.6 (C-6) y 69.1 (C-4), y para

un carbono cuaternario base de oxigeno en 5¢ 59.8 (C-5).
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Figura 26. Espectro de RMN'3C del (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-
metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona (70) de Aspergillus sp. (100 MHz,
CDCl).

En el espectro de RMN'H (Figura 27) se observa una sefial simple en & 1.66 que
integra para tres hidrogenos, asignable al metilo en el carbono cuaternario en C-5
y que muestra una correlacion con la senal en ¢ 18.9 en el espectro HSQC.
También se observa una sefial doble en &4 4.49 (J= 6.1 Hz) asignable al grupo

hidroxilo en C-4. En oy 3.33 se aprecia otra sefial doble (J= 2 Hz, 1H) que integra
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para un hidrégeno asignable a H-6 alfa al carbonilo, el cual correlaciona con la

sefal en d¢c 60.6 en el espectro HSQC. En &4 3.77 se observa una sefial simple
que integra para tres hidrogenos y de acuerdo con su desplazamiento quimico
corresponde al OCH3-3. En 64 2.59 se observa una sefial doble que integra para
un hidrégeno y que se encuentra acoplada al hidroxilo evidenciado anteriormente
(J= 6.0 Hz) asignable a H-4 y que en el espectro HSQC correlaciona con la sefal
en &¢c 69.1. Finalmente, en la regidn de los hidrogenos vinilicos el espectro de
RMN'H del compuesto 70 muestra una sefial doble en &4 5.26 asignable al
hidrogeno H-2 (J= 2 Hz) el cual correlaciona con la sefial en 6¢c 97.7 en el espectro
HSQC.
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Figura 27. Espectro de RMN'H del 4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-
metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona (70) de Aspergillus sp. (400 MHz,
CDCl3).
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Los carbonos restantes observados en el espectro de RMN'C se asignaron a dos

carbonos cuaternarios en 6c 193.3, (C-1) y 59.8 (C-5). En el Cuadro 34 se

presentan los datos espectroscopicos de RMN'™C y de RMN'H asi como, las
correlaciones observadas en los espectros bidimensionales HMBC y NOESY del

compuesto 70.

Con base en el analisis espectroscopico anterior, la estructura del producto natural
70 se establecié como la de la (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-2-
ciclohexen-1-ona o coriloxina (Figura 28). Cabe sefalar que todos los datos
espectroscopicos del producto natural 70 se encuentran en armonia con los
descritos previamente en la literatura (Yoshihito et al. 2005; Garcia Méndez et al.
2016).

Figura 28. (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-2-
ciclohexen-1-ona (70)

La (4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona ha sido
obtenida de hongos enddfitos Xylaria como X. allantoidea BCC 23163 aislado de
madera muerta (Isaka et al. 2014), de Xylaria sp. enddfito de aislado de Vitis
labrusca (Vitaceae) (Ibrahim et al. 2014), y del hongo endofito X. feejeensis SM3e-
1b, obtenido de Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae) (Garcia Méndez et al.
2016).

Ademas, de Xylaria sp. YUA-026 se aislo el compuesto 70 con actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y C.

albicans con valores de Concentacion Inhibitoria Media (MIC) de 100, 100 y 200
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pg/mL, respectivamente. También se ha reportado la actividad fitotoxica de 70

sobre el crecimiento de semillas de lechuga con un porcentaje de inhibicién del

46% a una concentracion de 50 yg/mL (Yoshihito et al. 2005).

Por otra parte, Garcia y colaboradores (2016) reportaron que el compuesto 70
posee actividad fitotdxica sobre Trifolium pratense, Medicago sativa, Panicum
miliaceum, y A. hypochondriacus, inhibiendo de forma significativa la germinacién
de las semillas, el crecimiento de la raiz y el consumo de oxigeno de las plantulas
Cuadro 34. Datos espectroscopicos de RMN'C (100 MHz, CDs0D) y

de RMN'H (400 MHz, CDCls), de la (4S,5S, 6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-
metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona(70)

1
Multiplicidad ~ *°C (5,) ' (On) mult.J

Posicién en Hz) HMBC  NOESY
(DEPT)  100MHz o0 H2)
1 c 193.3
2 CH o7.7 26 (ﬁ'lj)z 2Hz. ¢4, c3,c6
3 C 1713
449(dJ=60  C3 C2 _ CHwpb,
4 CH 691 Hz, 1H) C-4,C-5 H-6
5 C 59.8
333 (d J= 2 Hz, CHab,
6 CH 60.6 i c1,c2c5 G
2.50(d J=
OH-4 6.0Hz, 1H) C-3,C-5
CHa-5 CHs 18.9 166 (s) C6,C-4  H-4H6
OCHs-3 CHs 56.5 3.77 (s, 3H) C-2,C-3

6.16. Caracterizacion de la variecolina A (71)

La elucidacion estructural de la varieciolina A (71) se llevd a cabo mediante
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Su férmula molecular se establecid

por espectrometria de masas de alta resolucion. El espectro de masas presenta
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un ion molecular en una relacion masa carga (m/z) de 385 [M+1]", y permite

establecer una foérmula molecular CasH3603. El espectro en el infrarrojo (IR)
presenta bandas de absorcion asociadas con grupos hidroxilo (Vmax. 3549.51 cm™),
cetona (Vmax. 1729.65 cm'1), aldehido (vmax 1670.85 cm'1) y vinilo (Vmax. 1619.42
cm™).

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales ('H y ™C) vy
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que el
producto natural corresponde a un sesterpeno con nucleo variecolina (lwamoto et
al. 2004). En el cuadro 35 se presentan los datos espectroscopicos de H y BC. A

continuacion, se discute en detalle las caracteristicas principales de los espectros:

El espectro de RMN™C de la variecolina A (Figura 29 y 30) se obserrvan sefiales
para 25 atomos de carbono en armonia con la férmula molecular establecida por
espectrometria de masas. A campo bajo se aprecia una sefal para un carbonilo
de cetona en &c 218.91 (C-5), una para un aldehido o, insaturado en &¢c 191.13
(C-20), y en la region comprendida entre 6c 110-170 se observan cuatro sefiales
que corresponden a carbonos vinilicos en ¢ 149.49 (C-23), d¢c 111.24 (C-24), 6c
140.90 (C-7) y ¢ 164.66 (C-8). También se observan sefiales para un carbono
alifatico base de oxigeno en &c 71.14 (C-9). Por otra parte, a campo alto del
espectro se observan dieciocho sefales para carbonos alifaticos, seis de ellas
corresponden a metilenos en 6 42.91 (C-1), & 47.94 (C-4), ¢ 36.05 (C-12), ¢
36.64 (C-13), d¢c 23.70 (C-17) y 6¢c 39.56 (C-18); seis para metinos en d¢ 39.92 (C-
2), 5c 34.73 (C-3), 6¢c 49.37 (C-6), d¢c 48.88 (C-10), 6c 46.71 (C-15) y 8¢ 47.24 (C-
16); dos para carbonos cuaternarios en 6¢c 38.85 (C-11), d¢c 44.15 (C-14); y cuatro
para metilos en 6¢c 15.94 (C-19), d¢c 23.84 (C-21), d¢c 17.63 (C-22) y &c 18.81 (C-
25). Todas estas sefales fueron confirmadas mediante el analisis del espectro
DEPT.
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En el espectro de RMN 'H de la variecolin A (Figura 31) se observa una sefia

‘] “‘
| en

dn 9.23 y que en el espectro HSQC. correlaciona con la sefial en d¢c 191.13
asignable al aldehido en C-20. En la zona vinilica se observan tres hidrogenos en
aproximadamente 64 4.50 (1H d, J= 2.6 Hz; H-24a), 64 4.44 (1H dd, J= 2.6, 1.3 Hz;
H-24b) y o4 7.12 (d, J=3.4 Hz; H-8), los cuales muestran correlacion con las
sefales en d¢c 111.12 (C-24) y ¢ 164.66 (C-8) en el espectro HSQC. También, se
observa una sefial ancha en &y 3.37 asignable al grupo hidroxilo en C-9 y una
senal doble en 64 4.62 (1H dd, J= 7.6, 3.4 Hz; H-9) para un hidrogeno geminal al
hidroxilo evidenciado (OH-9). Por otra parte, a campo alto del espectro se
observan senales para seis metilenos alifaticos en 64 1.17 (2H d J = 10.2 Hz; CH,-
1) 84 2.60 (1H dd J =8, 1.2 Hz; H-4a) y 64 2.28 (1H d J = 18 Hz; H-4b), 64 0.75 (2H
d J=7.4 Hz; CH2-12), 64 1.52 (2H m; CH2-13), 84 1.72 (1H d J = 3.6 Hz; CH,-17a),
31 1.53 (1H m; CH2-17b), 84 1.71 (1H m; CH»-18a), y en 4 1.00 (1H dd J =4.0,1.7
Hz; CH»-18b), que correlacionan en el espectro HSQC con las sefales en 6 42.91
(C-1), 8 47.94 (C-4), 6¢c 36.05 (C-12), 8¢ 36.64 (C-13), 6c 23.70 (C-17) y d¢c 39.56
(C-18), respectivamente. Ademas, se aprecian sefales para hidrégenos de
metinos alifaticos en 642.56 (1H dd J = 8.0, 1.2 Hz; CH-2), 64 2.46 (1H dd J = 7.05,
J =7.0 Hz; CH-3), 64 3.27 (1H d J = 11.6 Hz; CH-6), 64 2.10 (1H dd, J =12.4, 7.8
Hz; CH-10) 84 1.57 (1H d, J = 2.8 Hz; CH-15), y en 642.9 (1Hdd J = 7.5, 1.8 Hz;
CH-16), las cuales muestran correlacidén en el espectro HSQC con las sefales en
3¢ 39.92 (C-2), 8¢ 34.73 (C-3), 8¢ 49.37 (C-6), ¢ 48.88 (C-10), 6c 46.71 (C-15) y
d¢c 47.24 (C-16), respectivamente; y cuatro sefiales para metilos en oy 0.85 (3H s;
CH3-19), en 64 1.03 (3H s; CH3-21), en 84 0.83 (3H s; CH3-22) y en 64 1.13 (3H s;
CHs-25), las cuales muestran correlacion en el espectro HSQC con las sefales en
dc 15.94 (C-19), 8¢ 23.84 (C-21), 6¢c 17.63 (C-22) y &6c 18.81 (C-25),

respectivamente.
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Figura 29. Espectro de RMN'C de la variecolina A (71) aislada de
Aspergillus sp. (100 MHz, CD,Cly).
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Figura 30. Espectro parcial A de RMN'C de la variecolina A (71) aislada de
Aspergillus sp. (100 MHz, CD,Cly).
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Figura 31. Espectro de RMN'H de la variecolina A (71) aislada de
Aspergillus sp. ( 400 MHz, CD,Cly).
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Figura 32. Espectro parcial A de RMN'H de la variecolina A (71)
aislada de Aspergillus sp. (400 MHz, CD,Cl,).
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Figura 33. Espectro parcial B de RMN'H variecolina A (71) aislada de
Aspergillus sp. (400 MHz, CD,Cly).
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Figura 34. Espectro parcial C de RMN'H de la variecolina A (71)
aislada de Aspergillus sp. (400 MHz, CD.Cl,)
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El analisis exhaustivo de los espectros bidimensionales de correlacion

heteronuclear y homonuclear permitieron ubicar los grupos funcionales
evidenciados en los espectros de una dimensidn en el esqueleto base de la

molécula. Las observaciones mas importantes se resumen a continuacion:

El espectro HMBC del compuesto 71 muestra que el hidrogeno vinilico en 64 7.12
(CH-8) (Estructura A; Figuras 31 y 35) presenta correlacion a dos enlaces con el
carbono vinilico cuaternario en d¢c 140.90 (C-7) y con el carbono alifatico base de
oxigeno en 3¢ 71.12 (C-9); a tres enlaces con el carbonilo del aldehido en &¢
191.13 (C-20) y con el metino en &c 49.37 (C-6); y a cuatro enlaces con el
carbonilo de cetona en 5¢c 218.91 (C-5) y con el metino en 6¢ 39.92 (C-2). Con esta
informacion podemos confirmar que el hidrégeno H-8 se encuentra en la posicion

B al aldehido en C-20 del nucleo base de variecolina.

j H-8
10
r20
=30
c-2 B =
C-6 - 50
E =
c-9 — . [
) =80
50
100

— e E

Lue -]
k130
C-7T —4 '] [0
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k160

= A

180
C-20 - 1%
_ L200
. 210
Cc-5 — 220

T4 T‘ZJWTI}
Figura 35. Espectro HMBC parcial A de la variecolina A (71) aislada
de Aspergillus sp.
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Por otra parte el hidrégeno en oy 3.27 (CH-6) (Estructura B; Figuras 33 y 36)

muestra correlaciones a dos enlaces con el carbono vinilico cuaternario en d¢
140.90 (C-7), con el carbonilo de cetona en 6¢ 218.91 (C-5) y con el metino en 6¢
39.92 (C-2); a tres enlaces con el metino vinilico en d¢c 164.66 (C-8), con el metino
en o¢c 34.73 (C-3), con el metileno en & 47.94 (C-4) y con el carbonilo del aldehido
o,p insaturado en ¢ 191.13 (C-20).
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33 32
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Figura 36. Espectro HMBC parcial B de la variecolina A (71) aislada
de Aspergillus sp.

Los hidrégenos en 8y 2.60 y 8y 2.28 (CH2.4) (Estructura C y D; Figuras 33 y 37)
muestran correlaciones a dos enlaces con el carbonilo de cetona en 6¢ 218.91 (C-
5) y con el metino en 3¢ 34.73 (C-3); a tres enlaces con el carbono cuaternario o al
carbonilo de cetona en 6¢c 49.37 (C-6), con el carbono del metilo en 5¢ 15.96 (C-

19) y con el metino en ¢ 39.92 (C-2).
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Figura 37. Espectro HMBC parcial C de la variecolina A (71) aislada
de Aspergillus sp.

El hidrégeno en 6y 2.46 (CH-3) (Estructura E; Figuras 33 y 38) muestra
correlaciones a dos enlaces con el metileno en ¢ 47.94 (C-4), con el metino en ¢
39.92 (C-2) y con el metilo en & 15.94 (C-19); a tres enlaces con el carbonilo de

cetona en &¢ 218.91 (C-5) y con el metino en 6¢ 49.37 (C-6).

% Ciencias @177

Quimicas




RESULTADOS Y DISCUSION
®

_..&"u\f\.\,_._‘ H-3
bie
c-19 ——— Lso
Lo
c-2 e
C-4 Bl
c-8 3 Lo
Lo
- 3 [
90
100
——: 118 %
=
130
PR 140
—4 150
160
- ] 170
Fise
S 188 E
] 200
- 210
C-5 ——f oscme [

T
3-52ﬂ .38

Figura 38. Espectro parcial HMBC D de la variecolina A (71) aislada
de Aspergillus sp.

El hidrégeno en &y 3.26 (CH-2) (Estructura F; Figura 33) muestra correlaciones a
dos enlaces con el metino ¢ 34.73 (C-3), con el metino en 8¢ 49.37 (C-6) y con el
metileno en 5 42.91 (C-1); a tres enlaces con el metileno en 6 47.94 (C-4), con el
carbonilo de cetona en ¢ 218.91 (C-5), con el carbono cuaternario en 6¢c 38.64 (C-

11) y con el carbono vinilico en &¢ 140.90 (C-7).
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El hidrogeno en 6y 4.63 (CH-9) (Estructura G; Figuras 32 y 39) muestra

correlaciones a dos enlaces con el carbén cuaternario 6c 48.88 (C-10) y con el
metino vinilico en 6c 164.66 (C-8); a tres enlaces con el carbono cuaternarios en
d¢c 38.64 (C-11) y con el carbono vinilico cuaternario en d¢c 140.90 (C-7); a cuatro
enlaces con el carbonilo del aldehido a,f insaturado en &¢c 191.13 (C-20) y con el
metino en d¢ 49.37 (C-6).

8
11 ppmi

C-20

Figura 39. Espectro HMBC parcial E de la variecolina A (71) aislada
de Aspergillus sp.

El hidrégeno en 64 2.10 (CH-15) (Estructura H; Figura 34) muestra correlaciones a
dos enlaces con el metino en 6¢c 40.50 (C-10), con el carbdn cuaternario en 6¢
44.15 (C-14), con el metino en 3¢ 48.88 (C-16); a tres enlaces con el carbono

cuaternario d¢c 38.64 (C-11), con el metileno en d¢ 33.56 (C-13), con el metileno en
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Finalmente los hidrégenos en oy 2.46 (CHs-3) muestran correlaciones a tres
enlaces con el metino en d¢ 39.92 (C-2) y con el metileno en 6 47.94 (C-4). Los
hidrogenos en 8y 1.03 del metilo en CH3-11 muestran correlaciones a tres enlaces
con el metileno en 5 42.91 (C-1) y con el metileno en 6¢c 36.05 (C-12). Los
hidrogenos en 8y 0.83 del metilo en CH3-14 muestran correlaciones a tres enlaces
con el metileno en 5¢c 36.64 (C-13), con el metileno en 6¢c 39.56 (C-18) y con el
metino en d¢ 46.71 (C-15) (Estructura I; Figura 34).
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Por otra parte, en el espectro de correlacibn homonuclear NOESY se aprecian una

correlacion entre el hidrégeno en 8y 7.12 (CH-20) y el hidrégeno vinilico en &y 9.23
(CH-8); entre el hidrégeno en 6y 4.63 (CH-9) y el hidrogeno en &y 3.27 (CH-6), el
hidrogeno en &4 2.10 (CH-10) y el hidrogeno en &4 1.17 (CH»-1a); y una
correlacion entre el hidrégeno en 64 2.10 (CH-10) y el hidrogeno en &y 3.27 (CH-6)
(Estructura J). Estas correlaciones permiten confirmar la ubicacién y disposicion

espacial de estos sustituyentes, en la estructura propuesta para el producto 71.

Con base en los analisis presentados la estructura del producto natural 71 se
establecié como la variecolina A (Figura 40), y cuyo nombre quimico corresponde
a (2a5,55,5aS5,5bR,7E,8aR,11S,11a85,12aR)-5-isopropenil-2a,11,12a-trimetil-6-
hidroxi-9-oxo-1,2,2a,3,4,5,5a,5b,6,8a,9,10,11,11a,12,12a
hexadecahidrociclopenta[4,5]cicloocta[1,2-e]indeno-8-carbaldehido. Los datos
espectroscopicos del producto natural 71 se encuentran en armonia con los
descritos previamente en la literatura para la variecolina (Otto et al.1991; Haruhiro
2000). Cabe destacar que a la fecha se tiene unicamente el reporte del
aislamiento de la variecolina en tres ocasiones (Figura 41), la primera de ellas a
partir del hongo Aspergillus valiecolor MF138 (Otto et al 1991), con actividad
biolégica sobre la vasoconstriccion como inhibidor de la angiotensina Il
Posteriormente, se aisldé del hongo Emericella aurantio-brunnea y se evalué como
inmunosupresor evitando la proliferacion de linfocitos en el bazo (Haruhiro 2000), y
el ultimo a partir de E. aurantiobrunnea y con actividad inhibitoria sobre el receptor
de quimiocinas CCR5 (Yoganathan et al. 2004).
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Figura 41. variecolina

Finalmente, la estructura de la variecolina A (71) se confirmd de manera
inequivoca mediante un analisis de difraccion de rayos X. En la Figura 42 se

muestra una vista estereoscépica de este compuesto.

Figura 42. Vista estereoscépica de la variecolina A (71) aislada de
Aspergillus sp.
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Cuadro 35. Datos espectroscopicos de RMN'C (100 MHz, CD,Cl,) y de RMN'H (400 MHz, CD,Cl,), de la

Sebtel %

. Multiplicidad 3¢ (5c) "H (84) mult. J en Hz
g Posicion (DEPT) 125 MHz 400 MHz HMBC NOESY
& _ C-2, C-3, C-6, C-10,
8 1 CH, 42.91 1.17(d J=10.2) C11.C-12, C21 H-9
_ C-1, C-3, C-6,
2 CH 39.92 2.56 (dd J = 8.0, 1.2) C-11, C-13. C-15, C-14
3 CH 34.73 2.46 (dd J=7.05, J=7.0) C-2, C-4,C-5,C-6, C-19
2.60 (dd J=8, 1.2)
4 CH, 47.94 228(dJ=18) C-3,C-2, C-5, C-6, C-19
5 C 218.91
_ C-2,C-3,C-4,C-5, C-7,
6 CH 49.37 3.27 (d J=11.6) C.8 C.20 H-9,H-10
7 C 140.90
8 CH 164.66 7.12(d, J=3.4) C-2, C-5, C-6, C-7, C-20 H-20
_ C-10, C-11,C-6
9 CH 71.14 4.63 (dd, J =7.6, 3.4) C-7 C.00.C.8 H-1,H-6,H-10
10 CH 48.88 2.10 (dd, J=12.4, 7.8) C-9, C-1,C-15, C-21 H-9,H-6
11 C 38.85
12 CH, 36.05 0.75(d J=7.4) C-1,C-15,C-13

€8l
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Cuadro 35. Datos espectroscopicos de RMN'C (100 MHz, CD,Cl,) y de RMN'H (400 MHz, CD,Cl,), de la
variecolina A (Continuacion).

. Multiplicidad 3¢ (80) "H (5y)mult. J en Hz)
Posicion (DEPT) 125 MHz 400 MHz HMBC NOESY
13 CH, 36.64 1.52 (m) C-2, C-12, C-22, C-14
14 C 4415
_ C-12, C-11, C-10, C-22, C-14,
15 CH 46.71 1.57 (d, J = 2.8) 18, CA7. CA16. C.23
16 CH 47 .24 2.9 (dd J=7.5,1.8) C-15, C-17, C-23, C-24, C-25
17 CH, 23.70 1.72(d J=3.6) C-15, C-17, C-23, C-24, C-25
1.53 (m)
1.71 (m)
18 CH, 39.59 1.00 (dd J = 4.0.1.7) C-15, C-17, C-23, C-24, C-25
19 CHs 15.94 0.85 (s) C-2, C-4
20 CH 191.13 9.23 (s) C-6, C-8, C-9 H-8
21 CHs 23.84 1.03 (s) C-1, C-2, C-10
22 CHs 17.63 0.83 (s) C-15, C-13, C-18
23 C 149.49
4.51(d, J= 2.68)
24 CH, 111.12 4.44 (dd. J= 2.68.1.36) C-16, C-23, C-25
25 CHs 18.81 1.13 (s) C-16, C-23, C-24
OH-9 3.37 (s)
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6.17. Evaluacion de la actividad antifungica, antioomiceto y
fitotoxica de los metabolitos aislados del hongo endéfito
Aspergillus sp. (PBE21)

Con la finalidad de establecer el potencial bioldgico de los compuestos aislados en
el extracto organico de Aspergillus sp. (PBE21), se realizd la evaluacion del
potencial antifungico y antioomiceto sobre el crecimiento de cuatro fitopatdbgenos
con importancia econémica en la agricultura, a una concentracion de 250 ug/mL, y
la determinaciéon de potencial fitotdxico sobre dos plantas de prueba a una

concentracion de 100 pg/mL.

El compuesto (70) inhibe significativamente el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus y S. lycopersicum en un 77% y 81%, respectivamente. El efecto
fitotoxico provocado por el compuesto (70), es superior al que presentd el
herbicida comercial Rival (empleado como control positivo, el cual inhibe en un
21% el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus y en un 71% el de las
semillas de S. lycopersicum. No muesta efecto sobre la germinacion y la

respiracion durante el proceso de germinacion.

El sesterpeno con esqueleto variecolina, el compuesto (71) presenta un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos
fitopatogenos con importancia en la agricultura: F. oxysporum (52%), A. solani
(30%), P. aphanidermatum (52%) y P. parasitica (63%). La inhibicién similar a la
que presenta el fungicida comercial metalaxil en un rango de 50% al 70%.
Asimismo, inhibe significativamente el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus y S. lycopersicum en un 30 % y 57%, respectivamente. El efecto
fitotoxico provocado por el producto natural 71 es superior al que presenta el
herbicida comercial (Rival) sobre el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus
(21%). No muesta efecto significativo sobre la germinacion y la respiracién durante

el proceso de germinacion.
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7. CONCLUSIONES

l.

1.

A partir de 510 aislamientos de hojas sanas y de 75 aislamientos de hojas
que presentaron sintomas de enfermedad de la planta hospedera
Haematoxylon brasiletto, se obtuvieron un total de 21 hongos endofitos y

cuatro hongos fitopatdgenos puros.

El analisis detallado de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas
de los 21 hongoS enddfitoS y cuatro fitopatdbgenos, permitidé determinar la
pureza y la tasa de crecimiento de los aislamientos. Asimismo, permitio
inferir que los aislamientos PBE6 y PBES8 posiblemente pertenecen al
género Aspergillus; los hongos PBE2, PBE3, PBE9 y PBF2 al género
Fusarium; el enddéfito PBE10 al género Xylaria; el aislamiento PBE12 al
género Acremonium; el hongo PBE1 al género Verticillium, PBE20 al

género Nodulisporum y el aislamiento PBE21 al género Aspergillus.

El cultivo en pequefia escala de los 24 hongos en estudio aislados de H.
brasiletto, empleando medio arroz y Caldo Papa Dextrosa, incubando a los
microorganismos bajo condiciones estaticas, permiti6 el crecimiento
favorable de todos los microorganismos. Estas dos son condiciones

adecuadas para el crecimiento en mediana escala de estos aislamientos.

La diferencia en la actividad biolégica demostrada por los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio derivado de las distintas
condiciones de cultivo de los hongos endéfitos, comprueba que la
produccion de metabolitos secundarios bioactivos puede cambiar de
acuerdo a las condiciones en las que se desarrolle el microorganismo, ya
que cada medio de cultivo y condiciones de incubacion someten a los
microorganismos a diferentes factores de estrés que pueden promover o

disminuir la produccién alguno metabolitos secundarios.

Los extractos organicos obtenidos del cultivo en medio arroz de los hongos
enddéfitos PBE1, PBE2, PBE4, PBE9, PBE20, mostraron un efecto

inhibitorio selectivo sobre el crecimiento de los oomicetos fitopatogenos
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VI.

VILI.

VIII.

Pythium aphanidermatum y Phytophthora capsici a la concentracion de 250

pg/mL.

Los extractos fungicos derivados del cultivo de los aislamiento PBE2 vy
PBE9 cultivados en medio arroz, poseen el mayor potencial fitotoxico
provocando un efecto inhibitorio del 100% y 90%, sobre el crecimiento de la
raiz las semillas de Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum,

respectivamente a la concentracién de100 pg/mL.

Los extractos organicos obtenidos del cultivo en medio arroz y CPD bajo
condiciones de incubacion estaticas de los aislamientos PBEG, PBES,
PBE9, PBE11, PBE13, PBE14 y PBE20 a la concentracién de 100 pg/mL,
presentan efecto inhibitorio significativo y superior al 45% sobre el
crecimiento de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus y S.

lycopersicum.

El empleo de técnicas de biologia molecular permitié establecer la identidad

taxonémica hongo endéfito PBE11 como Xylaria sp. aislamiento PB3f3.

Los bioensayos de antagonismo directo multiple in vitro permitieron poner
en evidencia, el potencial antagonico de los hongos endéfitos Xylaria sp.
(PBE11) y Aspergillus sp. (PBE20), provocando un efecto inhibitorio
significativo sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos
fitopatogenos de prueba, constituyendo candidatos para estudio como

posibles agentes de control bioldgico.

Los extractos organicos derivados del cultivo en mediana escala de los
enddfitos Xylaria sp. aislamiento (PBE11) y Aspergillus sp. (PBEZ20),
presentaron valores de Clsy, sobre el crecimiento de las plantas y
microorganismos blanco, comparables con los valores mostrados por los
agroquimicos comerciales el herbicida Rival, el antiomiceto metalaxil y
antifungico carbendazim, constituyendo candidatos ideales para realizar
estudios quimicos biodirigidos con el fin de obtener metabolitos secundarios
con potencial uso en la agricultura como antifungicos, antiomicetos vy

fitotoxicos, para el desarrollo de agentes alternativos.
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XI.

XIl.

XII.

XIV.

XV.

El estudio quimico biodirigido del extracto activo del micelio del hongo
enddfito Aspergillus sp., permitid el aislamiento y caracterizacién de la
(4S,5S,6S)-5,6-epoxi-4-hidroxi-3-metoxi-5-metil-2-ciclohexen-1-ona o]

coriloxina y un sesterpeno novedoso con esqueleto de variecolina.

La coriloxina inhibe significativamente el crecimiento de la raiz de las
semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum en un 77% y 81%,

respectivamente, a la concentracién de 100 ug/mL.

El sesterpeno producido por Aspergillus sp. presenta un efecto antifungico
significativo sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatogenos
con importancia agricola; F. oxysporum (52%), A. alternata (30%), P.
aphanidermatum (52%), y P. parasitica (63%) a la concentracion de 250
Mg/mL, y un efecto fitotdxico significativo del sobre crecimiento de la raiz de
las semillas de A. hypochondriacus (30%) y S. lycopersicum del (57%) a la

concentracion de 100 pg/mL.

La inhibicidbn causada por los extractos organicos derivados del medio de
cultivo y del micelio de Xylaria sp., sobre el crecimiento de los hongos
fitopatogenos de prueba y las plantas modelo, asi como la actividad
antifungica y fitotoxica demostrada por los metabolitos secundarios volatiles
producidos por Xylaria sp. confirman que este endéfito posee potencial de

uso en la a agricultura.

El estudio quimico biodirigido del hongo endofito Aspergillus sp. permitié el
aislamiento y caracterizacion de dos metabolitos secundarios con actividad
fitotoxica y antifungica, corroborando de esta manera que el criterio de
seleccion basado en el potencial antagonico y evaluacion de actividad a
nivel de extracto es importante para ampliar la posibilidad de obtener
compuestos bioactivos, destacando la importancia de estudiar hongos
endofitos, ya que al pertenecer a un microambiente biolégicamente diverso
en el cual compiten con otros endofitos incluyendo hongos y bacterias,

microorganismos fitopatdégenos, y con su propia planta hospede.
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XVI.  El presente proyecto demuestra que el estudio quimico y biolégico de los

hongos asociados a Haematoxylon brasiletto colectada en una zona de alta
biodiversidad como es la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla,
constituye una contribucion al conocimiento de la diversidad fungica y al
desarrollo de compuestos novedosos que presenten actividad biologica, y
que puedan ser utiles como agroquimicos naturales alternativos. Asimismo,
permite inferir los posibles beneficios que ofrecen los endoéfitos a su

hospedera.
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8. PESPECTIVAS

Clasificar taxonémica mediante métodos moleculares a las especies
antagonicas de hongos endoéfitos y fitbpatogenos aislados de

Haematoxylon brasiletto.

Realizar el estudio quimico biodirigido de los extractos fungicos de los
endofitos PBE2 y PBE9 que demostraron mayor actividad biolégica en los

cultivos en pequena escala.

Aislar y purificar el mayor numero de metabolitos secundarios
responsables de la actividad biolégica demostrada por las fracciones
activas de Aspergillus sp. y los extractos organicos de Xylaria sp.,
empleando cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) vy
determinar cuantitativamente el efecto antifungico, antiomicetos vy

fitotdxico.

Establecer el mecanismo de accidon de los metabolitos secundarios

bioactivos sobre el crecimiento de oomicetos, hongos y plantas.

Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios
aislados, mediante técnicas espectroscépicas, espectrometria y de

difracciéon de rayos X.

Profundizar en el estudio del potencial como agentes de control bioldgico

de los hongos enddfitos de H. brasiletto.

Determinar los efectos citotoxicos de los extractos y compuestos puros,
sobre diferentes lineas celulares y macroéfagos, con el fin de establecer

posibles efectos tdxicos sobre el hombre y los animales.
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Introduction

Endophytic fungi are micro-organisms that colonize the
tissue of its host plant in an inter, or intra, cellular way
without apparently causing symptoms of disease (Aly

Journal of Applied Microbiology 120, 1313-1325 © 2016 The Society for Applied Microbiology

Abstract

Aims: To determine the antifungal, anti-oomycete and phytotoxic activity; and
chemical composition of the volatile organic compounds (VOCs) produced by
endophytic fungus Xylaria sp. PB3f3 isolated from Haematoxylon brasiletto Karst.
Methods and Results: Bioactivity and chemical composition of the VOCs from
Xylaria sp. PB3f3 were established by using simple and multiple antagonism
bioassays, and gas chromatography/mass spectrometry, respectively. The results
showed that Xylaria sp. PB3f3 inhibited the growth of the oomycetes Pythium
aphanidermatum (78-3%), Phytophthora capsici (48-3%), and the fungi Alternaria
solani (24-5%) and Fusarium oxysporum (24-2%), in multiple antagonism
bioassays. Volatile organic compounds, produced at 20 and 30 days of fungal
growth, inhibited root elongation on Amaranthus hypochondriacus (27-6%) and
on Solanum lycopersicum (53-2%). Forty VOCs were identified at 10, 20 and
30 days in Xylaria sp. PB3f3 cultures. The compounds with the highest fibre
affinity were: 3-methyl-1-butanol and thujopsene, at 10 days of fungal growth;
an unidentified amine and 2-methyl-1-butanol at 20 days; and 2-methyl-1-
propanol at 30 days. In the gas phase assay method 2-methyl-1-propanol and 2-
methyl-1-butanol showed significant inhibitory effects on root elongation and
germination of Am. hypochondriacus and S. lycopersicum.

Conclusions: Xylaria sp. PB3f3 and its VOCs showed significant phytotoxic
effects on root elongation and germination of Am. hypochondriacus and
S. lycopersicum.

Significance and Impact of the Study: The genus Xylaria produces a great
variety of secondary metabolites, but, up date, there are no reports of the
identification of bioactive volatile compounds. Thus, Xylaria sp. PB3f3 and its
VOCs are a possible candidate for the biological control of weeds.

et al. 2011). These micro-organisms produce a large
number of secondary bioactive metabolites, useful in
medicine (Sette et al. 2006; Yu ef al. 2010; Cui et al.
2011), industry and agriculture (Suryanarayanan et al
2009; Wang and Dai 2010).
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Bioactivity of volatile compounds from Xylaria sp.

In agriculture, endophytic fungi and their volatile or
non-volatile metabolites have potential as biocontrol
agents against pathogenic micro-organisms of crops,
insects and weeds (Mercier and Jiménez 2004; Macias-
Rubalcava et al. 2010, 2014; Brum ef al. 2012; Suwan-
narach et al. 2013). One example is the case of the genera
Muscodor and Trichoderma. They are producers of volatile
organic compounds (VOCs) with a large biological
potential, such as antimicrobial compounds against dif-
ferent fungal species (Botrytis cinerea, Monilinia fructicola,
Penicillium expansum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia scle-
rotiorum) and oomycetes (Aphanomyces cochlioides,
Pythium ultimum) (Stinson et al. 2003; Mercier and Smi-
lanick 2005; Schotsmans ef al. 2008; Hung et al. 2013;
Chen et al. 2015). These volatile compounds are used as
agents in mycofumigation or biofumigation (Daisy et al.
2002).

The genus Xylaria Hill (ex Schrank, 1789, Xylariaceae)
covers several fungal species ubiquitously present in vas-
cular plants (Fournier et al. 2010). The endophytic spe-
cies of Xylaria produces a large variety of secondary
metabolites with different chemical structures, such as
cytochalasins, terpenoids, alkaloids, coumarins and ben-
zoquinones; with several biological activities such as phy-
totoxic, antifungal, antimalarial and antibacterial, among
others (Tansuwan et al. 2007; Liu et al. 2008; Silva et al.
2010; Santos Filho et al. 2011; Isaka et al. 2012;
Ratnaweera et al. 2014; Wu et al. 2014).

According to phylogenetic studies, the genera Muscodor
and Xylaria are anamorphs of the Xylariaciae family and
belong to the Xylarioid group (Yuan et al. 2011); because
of this, it is probable that Xylaria also produces volatile
compounds with possible application as biocontrol
agents. However, there are no reports of volatile com-
pounds with biological activity produced by Xjylaria
species.

The objective of this study is to determine the antifun-
gal, anti-oomycete and phytotoxic activity, and the chem-
ical composition of the VOCs produced by the
endophytic fungus Xylaria sp. PB3f3 isolated from Hae-
matoxylon brasiletto Karst, employing simple and multiple
antagonism bioassays against fungal and oomycetes plant
pathogens; and to evaluate its phytogrowth-inhibitory
activity on seed germination, root elongation and
seedling respiration on two model plants.

Materials and methods

Fungal isolation

The endophytic fungus PB3f3 was isolated from healthy
H. brasiletto Karts leaves (Fabaceae), collected at the
‘Reserva de la Bidsfera Sierra de Huautla’ (REBIOSH) at

B.L. Sanchez-Ortiz et al.

Quilamula (18°30'4-1” N — 98°51’52” W and 18°32'12-2"
N — 99°02'05” W; 1080-1230 m.a.s.l.) Morelos, Mexico,
in September 2010.

The leaves were washed with running and distilled
water and the surface was sterilized with the following
sequence of solutions: 75% ethanol for 60 s; sterile dis-
tilled water, 3-4% sodium hypochlorite (65% Clorox®)
(The Clorox company, Tlalnepantla Estado de México,
México) for 60 s; and sterile distilled water (Rodrigues
1994). The surface-sterilized leaves were dried using ster-
ile filter paper (Whatman® qualitative, Grade 1), after
that the leaves were cut into 2 x 2 mm pieces at the cen-
tral vein level, and four pieces were placed (per plate) in
two different growth conditions, distilled water agar
(WA) and natural potato-dextrose—agar (PDA) plates.
Both media were added with chloramphenicol
(500 mg hH (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), in order to
inhibit bacterial growth. Plates were incubated at 25°C,
and in 12:12 h light-dark photoperiod with a T12 30 W
fluorescent light (Phillips, Chihuahua, México). They
were observed daily. Fungal colonies emerging from the
leaf pieces were isolated and re-cultured on PDA until
pure cultures were obtained.

The purified PB3f3 strain was preserved in PDA slants
at the Instituto de Quimica, UNAM, as well as in the
Laboratorio de Micologia C006, Instituto de Biologia,
UNAM in WA (0-2%) at 4°C, and in 30% glycerol-
potato dextrose broth (PDB) at —80°C. Dried PDA and
oatmeal agar (OA) cultures were deposited at the Her-
bario Nacional de México (MEXU), UNAM, with the
collection number MEXU 27-559.

Identification of the strain PB3f3

Morphological characteristics and sequencing of the
ITS1-5-8-ITS2 region were used for taxonomic identifica-
tion. For examination of the macro and micro morpho-
logical characteristics the strain PB3f3 was grown onto
PDA plates at 27°C, in 12:12 h light-dark photoperiod
for 8 weeks. Cultures were observed daily to measure the
growth rate, for colony description and observation of
morphological structures in a brightfield microscope.
Colony and pigment colours were determined with the
Methuen Handbook of Colors (Kornerup and Wanscher
1978).

For sequence analysis, the total genomic DNA was
extracted from mycelium collected from a 7-old-day PDA
culture with a FT71415 Rapid Fungal Genomic DNA iso-
lation kit (Bio Basic Inc, Markham, ON, Canada). The
ITS-5-8 S region was amplified with the universal ITS pri-
mers ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') and
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al.
1990). The PCR reaction was performed in a Thermal
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Cycler Gernandt 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) with a reaction volume of 50 ul containing 25 ul
GoTaq® Master Mix (Promega, Madison, WI), 2:5 ul of
each primer (10 pm ul™') and 5 ng genomic DNA. The
PCR programme, modified from Naumova et al. (2004),
consisted of an initial denaturing step at 94°C for 1 min,
followed by 30 cycles of 1 min at 94°C, 2 min at 58°C,
1 min at 72°C, and a final extension step for 5 min at
72°C. The amplification product was separated by elec-
trophoresis in 0-8% (w/v) agarose gel (Invitrogen, Carls-
bad, CA), stained with gel red (Biotium, Hayward, CA)
in 1x TAE (Tris-acetate-EDTA) buffer at 90 V for
40 min; and, visualized under Benchtop Dual-Intensity
Transilluminator (UVP Inc., Upland, CA). The sequence
was obtained by the Laboratorio de Biologia Molecular
de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de Biologia
UNAM, and then edited using the BiOEDIT Program v
7.0.5 (Hall 2005). The edited sequence was aligned
GenBank  sequences  (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/) using the BLASTN program (Altschul et al. 1997)
and deposited. The GenBank accession number of the
strain PB3f3 is depicted in the results section.

against

Evolutionary relationship of the endophytic fungus
PB3f3

The sequence of the endophytic fungus PB3f3 was anal-
ysed using BLAST searching against the NCBI nucleotide
sequence database. The closest resulting sequences (12
references and the strain PB3f3 isolated in this study)
were aligned, with gaps treated as missing data. A
distance genetic tree was generated using the Neighbor-
Joining method (Saitou and Nei 1987). Evolutionary
distances were computed using the p-distance method
(Nei and Kumar 2000) and evolutionary analyses were
conducted in MEGA v (Tamura et al. 2011).

Multiple direct antagonism bioassay

Four 5 mm diameter inocula of Xylaria sp. PB3f3,
obtained from a 8-day-old PDA culture at 28°C, were
placed at the centre of the Petri dish with a 3-5 cm sepa-
ration between them, and incubated at 28°C for 1, 3, 5
and 7 days with 12:12 h (light-dark) photoperiod. Then,
two 5 mm inocula obtained from a 10-day-old PDA cul-
ture at 28°C of the economically important plant patho-
genic oomycetes Pythium aphanidermatum and Phytophthora
capsici, and the fungi Alternaria solani and Fusarium oxys-
porum were placed at 2-5 cm on each side of each inocu-
lum of the Xylaria sp. PB3f3, respectively. The plant
pathogenic micro-organisms used in the bioassays were
donated by the Instituto de Fitosanidad, Colegio de Post-
graduados, Montecillo, Estado de México.

Bioactivity of volatile compounds from Xylaria sp.

The plates were sealed with Parafilm® (Probiotek, San
Nicolds de los Garza, México) and incubated in the con-
ditions described above. The average diameter measure-
ment for each mycelium plant pathogen was recorded
after 3 and 6 days of antagonistic interaction. The
percentages of growth inhibition of plant pathogenic
micro-organisms were determined, compared with their
respective controls. Four replicate plates were used for
each multiple antagonism bioassay. The controls con-
sisted of each plant pathogen growing under the same
conditions, without the presence of Xylaria sp. PB3f3.
The antagonistic interactions were observed until day 40
(Macias-Rubalcava et al. 2008; Sanchez-Fernandez et al.
2016).

Simple direct antagonism bioassay

Simple antagonism bioassays were performed using 9 cm
PDA plates. Xylaria sp. PB3f3 was pre-inoculated for 1, 3,
5 and 7 days on one side of the plate and incubated
under an artificial 12:12 h (light-dark) photoperiod at
28°C. Then, three inocula of 5 mm diameter from the
plant pathogenic fungus and oomycete cultures were
placed on the shore on the other side of the plate after
each pre-inoculation date of Xylaria sp. PB3f3, sealed
with Parafilm® and incubated under the same conditions
as mentioned above. The percentages of growth inhibi-
tion were measured after 3 and 6 days of antagonistic
interaction by measuring the diameter of each mycelium
of the plant pathogenic fungi and oomycete, and com-
pared with their respective controls. Four replicates were
used for each simple antagonism bioassay. The controls
consisted of each fungus growing individually under the
same conditions.

The recovery of the micro-organisms was evaluated
after 20 days of antagonistic interaction by transferring a
plug of the fungi and oomycete colonies to a new PDA
plate, and incubating them under the same conditions.
The growth of the plant pathogens was compared
with controls (Macias-Rubalcava et al. 2010; Sanchez-
Fernandez et al. 2016).

Antifungal effect of VOCs in divided Petri dishes

Bioassays were performed in 9 cm two-compartment
divided Petri plates, each containing 10 ml PDA. The
plate-dividing wall prevented the diffusion of any soluble
compounds produced by Xylaria sp. PB3f3, but allowed
the free exchange of VOCs (Macias-Rubalcava et al
2010). The antifungal activity of the VOCs was tested
against plant pathogenic micro-organisms five times: at 1,
3, 5, 10, 20 and 30 days. An inoculum of the endophyte
was placed in one of the compartments of the plate, and
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incubated at 28°C in a 12:12 h light—dark photoperiod,
before the bioassay. The inoculum from the plant patho-
genic fungi and oomycete cultures was then placed in the
other dish compartment. The plate was sealed with Paraf-
ilm® and incubated as described above. The bioassays
were carried out in quadruplicate. Control cultures were
obtained by growing each plant pathogen alone, under
the same conditions. The results of the bioassays were
observed for 40 days. The percentage growth inhibitions
were calculated after 3 and 6 days by measuring the col-
ony diameter of each plant pathogen, and comparing it
with their respective control (Macias-Rubalcava et al.
2010; Sanchez-Fernandez et al. 2016).

Culture and extraction of organic compounds produced
by endophytic fungus Xylaria sp. strain PB3f3

Fifty 10 cm Petri plates, containing 15 ml PDA medium,
were inoculated with a 1 ¢cm? agar plug from the growing
periphery of an 8-day mycelium of Xylaria sp. PB3f3
growing in PDA, and placed in the centre of a Petri dish.
The Petri dishes were incubated at room temperature for
30 days in a 12:12 h light—dark photoperiod under fluo-
rescent light.

At the end of the incubation period, the mycelia and
culture medium were mechanically fragmented and, sub-
sequently macerated with 21 of CH,Cl, (x5). The
organic phases were filtered over anhydrous Na,SO, and
concentrated in vacuo to yield 2 g of a reddish solid.

Antifungal and anti-oomycete effect of organic extracts

The inhibitory effect of the organic extract (culture med-
ium and mycelium) from the endophytic fungus Xylaria
sp. PB3f3 was tested on the radial growth of the fungi
and oomycetes used in the antagonism bioassays
described above. The extract was dissolved in maximum
0-5% MeOH; and then evaluated at 250 ug ml™' in ster-
ile PDA, and before the agar had solidified added to
6 cm Petri dishes. The positive controls were the com-
mercial fungicide Prozycar® (carbendazim: methyl benz-
imidazol-2-yl-carbamate) (Promotora técnica industrial
S.A. de C.V. Morelos, México), and the anti-oomycete
Ridomil Gold 4E®, (Metalaxyl: 2-[(2,6-dimethyl-phenyl)-
(2-methoxy-acetyl)-amino]-propionic acid methyl ester)
(Syngenta Crop protection, Inc., Greensboro, NC), both
were added to agar at 250 ug ml~'. Plates with only
PDA, and PDA plates with 0-5% MeOH, were used as a
negative control. An inoculum (5 mm? agar plug) of each
test micro-organism was placed in a Petri dish, and incu-
bated at 28°C in a 12:12 h light-dark photoperiod. The
average of two perpendicular diameter measurements of
each colony was recorded after 1, 6 and 10 days of incu-
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bation, depending on the growth rate of the tested
micro-organisms. The experiment used a complete ran-
domized design with four replications per treatment
(Macias-Rubalcava et al. 2010; Meléndez-Gonzéilez et al.
2015).

Phytoinhibitory effect of VOCs in divided Petri dishes

The phytotoxic activity of VOCs from Xylaria sp. PB3{3
was evaluated against the seed germination, root elonga-
tion and seedling respiration of two dicotyledonous spe-
cies, Amaranthus hypochondriacus Linneo (Amaranthaceae),
and Solanum lycopersicumn Linneo var. lycopersicum (Sola-
naceae). These plants have commonly been used in phyto-
toxic bioassays. These test plants were selected because of
their rapid, homogenous and high frequency germination
(Macias-Rubalcava et al. 2014). Am. hypochondriacus
seeds were purchased at a local market at Tulyehualco,
Mexico, D.F., and S. lycopersicum seeds at Semillas Ber-
entsen, Celaya, Guanajuato, Mexico.

In vitro bioassays were carried out in Petri dishes with
two compartments, one containing 10 ml of PDA for
Xylaria sp. PB3f3 growth; and the other containing 10 ml
of WA for seed germination. The PDA was inoculated
with a 5 mm diameter agar plug from a Xylaria sp.
PB3f3 culture. This was incubated at 28°C in darkness
for 1, 3, 5, 10, 20, 30 and 40 days. At each incubation
time, 30 seeds of Am. hypochondriacus or S. lycopersicum
were sown onto the WA compartment, following a
complete randomized design, with four replications per
treatment. The plates were wrapped with plastic film
layers to avoid leakage of VOCs from the plates, and
incubated at 28°C in darkness. Am. hypochondriacus and
S. lycopersicum seed germination, root elongation and
seedling respiration were evaluated after 24 or 48 h
exposure to VOCs, respectively. Seed germination, root
elongation and seedling respiration were compared with
controls without Xylaria sp. PB3f3 inoculum (Macias-
Rubalcava et al. 2010, 2014).

Seed respiration was measured polarographically as oxy-
gen uptake during the germination process with a Clark-
type electrode connected to an YSI 5300A biological oxy-
gen monitor (YSI Incorporated, Yellow, Springs, OH). The
seedlings were transferred into a glass chamber containing
4 ml of air-saturated deionized water at 28°C. Oxygen
uptake, in the presence of Xylaria sp. PB3f3 VOCs, was
measured for 3 min (Macias-Rubalcava et al. 2014).

Furthermore, the phytogrowth-inhibitory activity of
(£)-2-methyl-1-butanol and 2-methyl-1-propanol was
evaluated using a gas phase method. These compounds
were purchased from Sigma-Aldrich (>98% purity).
Bioassays were carried out in two-compartment Petri

dishes; one containing 10 ml WA (1%) for seeds
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germination; and the other containing a handmade alu-
minium cup located in the centre. Thirty seeds of
Am. hypochondriacus or S. lycopersicum were sown onto
the WA compartment following a complete randomized
design, with four replications per treatment. To deter-
mine the 50% inhibitory concentration (ICsy) values, the
pure compound concentrations were 3, 5, 10, 20, 40, 80
and 160 ug ml~'. The organic compounds were added
directly to the aluminium cup per 50 cm’ of air space,
above the culture medium in a standard Petri dish. The
plates were sealed with Parafilm®, and incubated at 28°C
in darkness. Seed germination, root elongation and seed-
ling respiration were measured 24 h after treatment for
Am. hypochondriacus, and 72 h for S. lycopersicum. The
results were obtained as described above.

Analysis of volatile organic compounds

The volatiles were tentatively identified at 10, 20 and
30 days of fungal culture, in triplicate. A 5 mm diameter
inoculum from a Xylaria sp. culture was placed in solid
phase micro extraction (SPME) vials of 40 ml capacity,
with a polypropylene hole-cap and PTFE/coated silicone
septa containing 15 ml of PDA. The cultures were incu-
bated at 28°C and a 12:12 h (light—dark) photoperiod.
Three PDA non-inoculated vials were also evaluated.

The VOCs were obtained by headspace (HS) SPME with
a DVB/Carboxen/PDMS fibre (2 ¢m, 50/30 pum; Supelco,
Bellefonte, PA). The fibre was conditioned before use dur-
ing 40 min at 300°C, and exposed to the vials HS for
60 min. After VOCs adsorption, the fibre was inserted into
the Agilent 6890 N series GC inlet (Agilent Technology,
Palo Alto, CA), at 300°C, in splitless mode. The com-
pounds were desorbed for 2 min, and separated on a
20 m x 0-18 mm x 0-18 um, DB-5MS capillary column,
utilizing the following GC oven temperature programme:
3 min at 40°C up to 300°C for 15 min, at 20°C min ™', The
flow rate of the helium carrier gas was 1 ml min~'. The
GC was coupled to a LECO time of flight mass spectometer
(MS-TOF; Leco Corporation, St Joseph, MI), operating at
low resolution, with electronic ionization energy of 70 Ev,
and scanning at a rate of 20 spec s~ ' with a mass range of
33-500 uma. The transfer line and ionization chamber
temperatures were 250°C and 200°C, respectively. A LECO
CHROMATOF ™ software system (St Joseph, MI, USA) was
used for data acquisition and processing.

Xylaria sp. PB3f3 VOCs tentative identification was
performed based on comparison of MS fragmentation
patterns with those available in the National Institute of
Standards and Technology (NIST) database and those
reported by Adams (2007). Kovats retention indices were
calculated in relation to the retention times of a series of
alkanes (Cg—C,), and also compared with NIST database
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and literature data. Only compounds with quality match
scores of >80% are listed. Compounds identified in the
non-inoculated PDA vials were removed from the data
analysis. The relative amount of each compound was
expressed as a percentage resulting from the average of
the peak area of the three replicates, compared with the
total peak area. Whenever possible, the compound identi-
fication was confirmed by comparison of mass spectra,
and Kovats indices from the available commercial stan-
dards with >98% purity (Sigma-Aldrich).

Statistical analysis

The experimental results relating to the inhibitory effect of
Xylaria sp. strain PB3f3 on the mycelial growth of plant
pathogenic micro-organisms, in the multiple and simple
direct antagonism bioassays, were analysed with the paired
t-test. The phytogrowth-inhibitory activity of VOCs and
pure compounds, and the antifungal and anti-oomycete
effects of the organic extract were analysed with one way
analysis of variance (aNova, o = 0-05), followed by a Tukey
statistical test (Mead et al. 2002), utilizing GRAPHPAD PRISM
ver. 5.01 statistical computer software (GraphPad software,
La Jolla, CA). Data are represented as mean + standard
deviation (SD). A P value of <0-05 (*) was employed to
indicate statistical significance. The ICs, value for pure
compounds was calculated by probit analysis, based on the
average percentage inhibition, obtained at each concentra-
tion with the previously mentioned statistical software.

Results

Identification of PB3f3 strain

For identification of the PB3f3 strain the macro and
micro-morphological characteristics were determined, as
well as the sequence analysis of the ITS1-5-8S rDNA gene.
Data were compared with those available in the literature
(Chacko and Rogers 1981; Rogers 1985; Callan and
Rogers 1993).

Culture description

The colony on PDA was incubated at 28°C in 12:12 h
light—dark photoperiod, had a radial slow growth, cover-
ing a 9 cm Petri dish in 3 weeks. The growth rate was
1-75 cm? dayfl; plane, low and dense, with concentric
rings and a regular margin; mycelium white (M4A1), vel-
vety; exudate clear; reverse uncoloured becoming cream
(M4A4) or reddish brown (M7E7) toward the centre,
after 2 months incubation (Fig. 1). After 9 weeks of
growth no stromata, conidiogenous cells, conidia or
ascospores were observed, although treatments for spore
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Figure 1 Culture of Xylaria sp. strain PB3f3 on potato dextrose agar (PDA), incubated at 28°C in 12-12 dark-light photoperiod. (a, b) Anvers
and reverse of the colony, after 3 weeks of growth. (c) Reverse of the colony after 12 weeks of growth, with a reddish brown colour.

producing inducements, including ultraviolet radiation,
freezing and temperature difference were carried out.

The identity of the PB3f3 strain was determined by
BLAST analysis of its ITS1-5-8 sequence (GenBank acces-
sion number KP400260). The most similar sequences
were those of Xylaria sp. TPO41010 (accession no.
AB524023, with 97% similarity and 100% coverage)
obtained from mass ascospores discharged from a fruiting
body collected from a branch in Phayao, Thailand
(Osono et al. 2011) and Xylaria sp. G30 (accession no.
JQ623492, with 94% similarity and 99% coverage) an
endophytic fungus isolated from Garcinia hombroniana
(Bouthong et al. 2012, unpublished); followed by several
other sequences of Xylaria species or of unidentified
Xylaria strains (Table 1).

In the genetic distance tree (Fig. 2) inferred from the
closest ITS1-5-8S-ITS2 NCBI sequences, the endophytic
fungus PB3f3 clustered with Xylaria sp. TP041010 with a

Table 1 Identities of the ITS1-5-85-ITS2 sequences obtained from the
comparison of the PB3f3 to their closest relatives available in the
NCBI nucleotide sequence database

Accession number Closest relatives Identity %
KP400260 Xylaria sp. PB3f3

AB54023 Xylaria sp. TP0401010 97
JQ623492 Xylaria sp. G30 94
EF423534 Xyaria sp. PO55 94
JX160062 Xylaria primoskensis 94
H435669 Xylaria sp. XF13 94
GU324747 Xylaria laevis 95072910 94
GU324746 Xylaria laevis 419 94
AF163030 Xylaria longipes CBS 148.73 94
FI707473 Xylaria primorskensis 478 93
IN225908 Xylaria castorea 93
JQ936297 Xylaria berteri C2P24a 93
KC771495 Xylaria laevis CEQCA-M1296 92

bootstrap support of 100%, and a genetic distance of
0-037. The results showed that the strain PB3f3 is a spe-
cies of the genus Xylaria.

Antifungal and anti-oomycete effect of Xylaria sp. PB3{3

As a preliminary test for the antifungal and anti-oomy-
cete activity of the endophyte Xylaria sp. PB3f3, we
performed multiple direct antagonism bioassays. Only the
fungus previously incubated for 7 days showed a signifi-
cant inhibitory effect on the radial growth of the plant
pathogens after 3 and 6 days of antagonistic interaction,
in which the endophytic fungus had 10 and 13 days of
growth. From day 3 of antagonistic interaction, the endo-
phytic fungus Xylaria sp. PB3f3 presented a significant
inhibitory effect (P < 0-05) at a distance from the radial
growth of the plant pathogens F. oxysporum (24-2%),
A. solani (24-5%), Ph. capsici (48-:3%) and Py. aphanider-
matum (78:3%). The inhibitory effects were constant dur-
ing the 40 days of observation.

On the other hand, simple direct antagonism bioassays
were performed for determining whether Xylaria sp. PB3f3
could inhibit the plant pathogen’s growth in dual interac-
tions. From day 3 of antagonistic interaction, in which the
endophytic fungus had 10 days of growth, it produced a
significant inhibitory effect at a distance of 90% (P < 0-05)
over the growth of the four plant pathogens, this inhibition
was constant during the 40 days of observation.

In order to confirm whether the plant pathogens could
recover after the inhibition caused by the endophytic fun-
gus Xylaria sp. in these simple direct antagonisms, each
plant pathogen was re-inoculated in PDA plates after
20 days of antagonistic interaction. Xylaria sp. PB3f3,
had a fungistatic effect on the F. oxysporum and Ph. cap-
sici growth due to their recovery. In contrast, Xylaria sp.
PB3f3 had a fungicide and oomicide effect on A. solani
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GU324746-1| Xylaria laevis isolate 95072910
KC771495-1| Xylaria laevis voucher strain CEQCA-M1296
EF423534-1| Xylaria sp p055

HQ435669-1| Xylaria sp. XF13

GUB324747-1| Xylaria laevis isolate 419

FJ707473-1| Xylaria primorskensis isolate 478
JX160062-1| Xylaria primorskensis

AF163038-1| Xylaria longipes strain CBS 148-73
JQ623492.1| Xylaria sp. G30

o

JN225908-1| Xylaria castorea

JQ936297-1| Xylaria berteri strain C2P24A.
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GQ280372-1| Trametes hirsuta strain A HB-6
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Figure 2 Genetic distance tree showing the relationship among the endophytic fungus PB3f3 and the closest fugal sequences present in the
NCBI database. The tree was constructed based on the ITS1-5-55-ITS2 rDNA sequences by using the Neighbor-Joining method. The boodstrap val-
ues were determined form 1000 replications. The tree was rooted by making Tarametes hirsuta strain AHB-6 (GQ280372.1) as outgroup. The
scale bar (0-00-0-15) indicates evolutionary distance as the number of substitutions per nucleotide. The isolate PB3f3 clusters with Xylaria sp.
TP021010 with a bootstrap support of 100% and a genetic distance of 0-037, suggesting the endophythic strain PB3f3 is a species of Xylaria.

and Py. aphanidermatum, respectively, since they were
not recovered. The growth inhibition observed in the
bioassays can be mediated by volatile secondary metabo-
lites and extracellular metabolites diffused into agar pro-
duced by Xylaria sp. PB3f3. However, there was not a
significant inhibitory effect on the growth of any of the
plant pathogens tested in the divided plate bioassay,
which shows that the inhibition was caused by the
metabolites diffused into the agar.

Antifungal and anti-oomycete effect of organic extracts

In order to evaluate whether the biological activity was attri-
butable to volatile or non-volatile organic compounds from
the endophytic fungus Xylaria sp. strain PB3{3, we also eval-
uated organic extracts from the culture medium and myce-
lium of Xylaria sp. PB3f3 on the same phytopathogens. The
organic extract showed significant inhibitory activity
(P < 0-05) on the radial growth of the oomycete Py. aphani-
dermatum (17-3% =+ 3-7) and on the fungi A. solani
(20-4% +£ 2-4) and F. oxysporum (17-6% =+ 1-9); however,
the percentages of inhibition were low.

Phytogrowth-inhibitory activity of VOCs

The VOCs significantly inhibited (P < 0-05) the root
growth of Am. hypochondriacus and S. lycopersicum. This
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inhibition varied depending on the Xylaria sp. PB3f3
growth. The VOCs production after 1, 3 and 5 days of
fungal growth did not show significant inhibitory effects.
For Am. hypochondriacus seeds the most phytotoxic effect
was shown when the endophytic fungus had 30 days of
growth (27-6% of inhibition); while in the S. Iycopersicum
seeds, the higher inhibition (53-:2%) on the root growth
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Figure 3 Phytoinhibitory activity of VOCs produced by Xylaria sp.
strain PB3f3 after 10, 20, 30 and 40 days of growth. The root lengths
of Amaranthus hypochondriacus and Solanum lycopersicum seedlings
were determined after 24 and 72 h of exposure to VOCs, respec-
tively. Vertical bars SD, N = 4: *P < 0-05.
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was after 20 days. In both cases, a decrease of the phyto-
toxic effect on Am. hypochondriacus (15-1% of inhibition)
and on S. lycopersicum (20-5%) after day 40 of growth of
Xylaria sp. PB3f3 (Fig. 3) was recorded. The VOCs did
not significantly inhibit the germination and respiration
processes of the two plants at any time of the endophyte
growth.

B.L. Sanchez-Ortiz et al.

Chemical composition

In this study, we tentatively determined a total of 40
VOCs in the samples at 10, 20 and 30 cultivation days
(Table 1), and they belonged to different chemical fami-
lies. The endophyte Xylaria sp. PB3f3 produced mainly
alkanes (11). Likewise, other compounds were identified

Table 2 GC/MS analysis of the volatile compounds produced by Xylaria sp. PB3f3 after 10, 20 and 30 days of culture

Total area (%)

Molecular

Peak  Name RI* 10 days 20 days 30days MW  formula

1 Dimethyl ether 587-32 - 1.71 - 46 C,HeO

2 Unknown 592-09 4.03 - - 46

3 Unidentified amine 60374 - 34.30 - 81

4 Unknown 620-84 252 - - 86

5 2-Methyl-1-propanol 63314 - - 25-43 74 C4Hq100

6 Unknown 652-81 0-60 - - 86

7 Unknown amine 72250 -~ 793 - 57

8 3-Methyl-1-butanol 726-98 24.33 - 11.84 88 CsH1,0

9 2-Methyl-1-butanol 728-72 - 33:28 11.81 88 CsH4,0
10 3-(Ethenyloxy)-1-propene 732:05 - - 14.20 84  CsHgO
11 2-Isocyanato-propane 73445 - - 13-54 85  C4H;NO
12 3-Methyl-pentane 735.79 - - 13.54 86 CgH1sg
13 2-Methyl- butanoic acid methyl ester 771.83 - 0-57 0-95 116 CgH120,
14 1-Pentanol 775-10 8-68 - - 88 CsH4,0
15 3-Methyl-1-butanol acetate 877-61 - 0-49 - 130 C5H140,
16 2-n-Butyl furan 888-76 1.91 1.98 - 124 CgH1,0
17 2,3-Nonadiene 939-85 0-50 - - 124 CoH16
18 2-Pentyl-furan 987-71 1.56 229 0-79 138 CoH140
19 2,3,6,7-Tetramethyl-octane 1033:20 0-49 - - 170 CqoHog
20 Unidentified alkane 1033-50 - 1-35 -
21 2-Ethyl-hexanoic acid methyl ester 1039-60 - 0-57 0-10 158 CoH1805
22 3,6-Dimethyl-octane 1054-20 0-46 0-85 - 142 CioH2z
23 4-Nonanone 1074-80 0-38 121 0-24 142 CgH180
24 Unknown alkane 1094-70 0-64 - - 156
25 2-Nonanone 109530 - 3.72 0-88 142 CoH450
26 Phenylethyl alcohol 112520 - 1.21 0-40 122 CgH100
27 Acetic acid 2-ethylhexyl ester 1147-50 0-17 0-23 0-05 172 C0H200,
28 Acetic acid 2-phenylethyl ester 1260-40 0-09 - 0-34 164 Ci0H1205
29 2,7,10-Trimethyl-dodecane 1406-10 0-58 - - 212 CysHso
30 Unknown sesquiterpene 141110 2-67 - - 204 CqsHoa
31 trans-o-Bergamotene 1441-30 6-11 0-71 0-16 204 CqsHoa
32 3,7,11-Trimethyl-1,3,6,10-dodecatetraene 1441.50 0-57 - 0-16 204 CqsHog
33 Thujopsene 1445.60 2160 3-31 0-10 204 CysHoa
34 Unidentified naphthalene 1454.70 1.08 - 1.00 204
35 1,8-Dimethyl-4-(1-methylethenyl)-spiro[4-5]dec-7-ene (acoradiene) 1481-10 4.25 0-41 0-26 204 CisHoa
36 3,7,7-Trimethyl-11-methylene-spiro[5-5]undec-2-ene 1504-10 7-68 0-16 0-28 204 CysHoa
37 2-Methylene-5-(1-methylvinyl)-8-methyl-bicyclo[5-3-0]decane 1513-90 1-69 - - 204 CysHya
38 1,2,3,5,6,7,8,8a-Octahydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-azulene 1516-50 2:22 0.73 0-85 204 CisHoa
39 1,5,5,9-Tetramethyl-spiro[5-5]undeca-1,8-diene (x-chamigrene) 1519-80 216 - - 204 CisHoa
40 n-Hexadecanoic acid 1963-50 - - 0-19 256 Cy6H3,0,

Unknownst 2-96 311 2-89

Compounds found in the control PDA plate are not included in this table. Only compounds with quality match scores >80 are listed.
*Kovats indices calculated from retention time data on a DB-5MS capillary column.
iThe values of the total area of VOCs were calculated considering all identified compounds before discriminating the peaks representing less than

1% of the total area.
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in a lower proportion: esters (5), sesquiterpenoids (6),
alcohols (6), amines (2), ketones (2), carboxylic acids (2)
and one ether. From the total VOCs, 25, 20 and 22 com-
pounds were produced at days 10, 20 and 30 of fungal
growth, respectively (Table 2). Compounds with high
fibre affinity were: 3-methyl-1-butanol and thujopsene
after 10 days of growth; 2-methyl-1-butanol and an
amine of unidentified structure after 20 days; and 2-
methyl-1-propanol after 30 days of growth.

The Venn diagram shows the compounds identified at
two or three dates of cultivation (Fig. 4). Two com-
pounds were identified in common at 10 and 20 days of
Xylaria sp. PB3f3 growth. Four compounds were pro-
duced at 10 and 30 days of fungal growth; and five com-
pounds were produced commonly at 20 and 30 days of
cultivation (Table 2). Figure 4 shows eight VOCs that
were detected at the three dates of cultivation (10, 20 and
30 days): 2-pentyl-furan, 4-nonanone, acetic acid 2-ethyl-
hexyl ester, trans-a-bergamotene, thujopsene, 1,8-methyl-
4-(1-methyl,ethenyl)-spiro[4-5]dec-7-ene (acoradiene), 3,7,
7-trimethyl-11-methylene-spiro[5-5]undec-2-ene and 1,2,3,
5,6,7,8,8a-octahydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-azu-

25

Figure 4 Venn diagram showing the shared VOCs between each
incubation time of the endophyte Xylaria sp. strain PB3f3. 10, 20 and
30 days culture.

Bioactivity of volatile compounds from Xylaria sp.

lene. Such compounds were produced in a constitutive way
with the fungus growth.

Phytogrowth-inhibitory activity of (£)-2-methyl-1-butanol
and 2-methyl-1-propanol

Since 2-methyl-1-butanol (33-2%) and 2-methyl-1-propa-
nol (25-4%) were two of the most abundant constituents
present in the VOCs produced after 20 and 30 days,
respectively, of Xylaria sp. PB3f3 growth, we evaluated
their ability to inhibit the seed germination, root
elongation and seedling respiration of Am. hypochondria-
cus and S. lycopersicum, using a gas phase bioassay.

Both compounds displayed a significant phytotoxic
effect on the seed germination, and root elongation in a
concentration-dependent manner. The (%)-2-methyl-1-
butanol displayed high phytotoxic activity on the root
growth of Am. hypochondriacus and showed an ICs, value
of 4-59 ug ml . Besides, the ICs, value on seed germina-
tion was found to be 26-45 ug ml™' with respect to
S. lycopersicum seeds, the ICsy values on seed germination
and root elongation were found to be 39-74 and
23-15 ug ml™', respectively. On the other hand,
2-methyl-1-propanol also significantly inhibited the tested
seeds, it showed an ICs, value of 48-20 ug ml™" on ger-
mination and 2645 ug ml™' on root growth of
Am. hypochondriacus, while for S. lycopersicum the ICsq
on germination and root growth were found to be 130-0
and ICsy 54-25 ug ml ™', respectively. Finally, both com-
pounds significantly (P < 0-05) inhibited the seedling res-
piration process of the two plants tested at the maximum
concentration evaluated, which was 160-0 ug ml™!, in a
range between 20% and 27% (Table 3).

Discussion

In the present study, we isolated a novel endophytic fun-
gus identified as Xylaria sp. PB3f3 (GenBank ID:
KP400260) from healthy leaves of H. brasiletto. We also
showed, for the first time, that an endophyte of the genus
Xylaria produces VOCs.

Regarding the antifungal activity, the multiple antago-
nistic bioassay showed significant inhibitory effects in a

Table 3 ICs values of phytogrowth-inhibitory activity of (+)-2-methyl-1-butanol and 2-methyl-1-propanol

(4)-2-Methyl-1-butanol (ug mI~")

2-Methyl-1-propanol (ug ml~")

Physiological process Am. hypochondriacus

S. lycopersicum

A. hypochondriacus S. lycopersicum

Seed germination 26-45 39.74 48-20 130-0
Root elongation 4.59 23:15 26-45 54.25
Seedling respiration process <160-0 <160-0 <160-0 <160-0

Journal of Applied Microbiology 120, 1313-1325 © 2016 The Society for Applied Microbiology
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range between 24 and 78% on the growth of F. oxyspo-
A. solani, Ph. capsici and Py. aphanidermatum.
However, in antagonism bioassays, in divided Petri

rum,

dishes, the volatile organic compounds did not show sig-
nificant inhibitory activity on the growth of pathogenic
In addition, the
showed significant inhibitory effects in a range between
17 and 20% on the growth of F. oxysporum, A. solani
and Py. aphanidermatum. Therefore, the antifungal and
anti-oomycete effect at a distance from the radial growth
of the plant pathogens, observed in the multiple and
simple direct antagonism bioassays, is generated by sec-
ondary metabolites produced by Xylaria sp. strain PB3f3:
volatiles and non-volatile organic compounds acting indi-
vidually or synergistically to increase the activity.
Concerning the composition of the identified VOCs of
Xylaria sp. PB3f3, it changed qualitatively and quantita-
tively depending on the day of the fungus growth. The
relative abundance of the 2-methyl-1-butanol, 2-nona-
none, 1,8-dimethyl-
4-(1-methylethenyl)-spiro[4-5]dec-7-ene (acoradiene) and
3,7,7-trimethyl-11-methylene-spiro[5-5]undec-2-ene chan-

micro-organisms. organic extracts

trans-o-bergamotene, thujopsene,

ged dramatically along the culture time; and as a conse-
quence of the endophyte age (Fig. 5 and Table 2).

The most phytotoxic effect on the root development of
Am. hypochondriacus and S. lycopersicum was obtained
after 20 and 30 days of growth of Xylaria sp. PB3f3,
respectively. The different phytotoxic effects on the root
growth, on different ages of growth of Xylaria sp. PB3f3,
was due to the sensitivity of each plant tested to the vola-
tile compounds produced at the two dates. In addition,

22
21
20

% area

II I P |

A B C D E F G H

Figure 5 Relative area of common volatile metabolites produced
after 10, 20 and 30 days culture of Xylaria sp. PB3f3. (A) 2-pentyl-
furan, (B) 4-nonanone, (C) acetic acid 2-ethylhexyl ester (at day 30
showed a relative abundance of 0-05), (D) trans-a-bergamotene (at
day 30 showed a relative abundance of 0-16), (E) thujopsene (at day
30 showed a relative abundance of 0-10), (F) 1,8-dimethyl-4-(1-
methylethenyl)-spiro[4-5]dec-7-ene (acoradiene), (G) 3,7,7-trimethyl-
11-methylene-spiro[5-5]undec-2-ene, (H) 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-
1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)- azulene.
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the VOC composition changed from 20 to 30 days of
fungal growth. One of the most abundant compounds at
20 days was 2-methyl-1-butanol (33-28%); and 2-methyl-
I-propanol (25-43%) at 30 days. These compounds
showed significant inhibitory effects on the germination
and root elongation of Am. hypochondriacus and S. lycop-
ersicurn, employing the gas phase bioassay, where
Am. hypochondriacus was the most affected by both com-
pounds (Table 3). This can explain why Am. hypochon-
driacus was the most inhibited at 30 days of fungal
growth, since 2-methyl-1-propanol was the most abun-
dant compound (25-43%), followed by 2-methyl-1-buta-
nol (11-81%). On the other hand, 2-methyl-1-butanol
also showed more phytotoxic activity on S. lycopersicum
than 2-methyl-1-propanol and only the former was pre-
sent at 20 days of fungal growth. In addition, 2-methyl-
1-butanol in previous evaluations in vitro presented a sig-
nificant phytotoxic activity on Arabidopsis thaliana caus-
ing 40% inhibition on seedling formation, at 250 ug
ml™Y; and, 2-methyl-1-propanol also inhibited by more
than 50% the seedling formation (Hung et al. 2014).

On the other hand, 3-methyl-1-butanol and 2-methyl-
1-butanol, compounds with a high fibre affinity at 10
and 20 days of Xylaria sp. PB3f3 growth were also identi-
fied as volatile compounds produced by Muscodor albus
which had antifungal activity against crop pathogens
(Mercier and Jiménez 2004). This corroborates that
micro-organisms belonging to the same phylogenetic
group are able to produce similar bioactive compounds.
Besides, volatiles from Muscodor can be used as biocon-
trol agents due to the bioactivity of its volatile com-
pounds (Mercier and Manker 2005; Riga et al. 2008;
Macias-Rubalcava et al. 2010). Among the identified
compounds, the sesquiterpene thujopsene, the main com-
pound identified at 10 days of fungal growth, has been
previously identified in fungi and plants. It is worth men-
tioning that in the essential oil obtained by means of
hydrodistillation, from the endophytic fungus Xylaria sp.
NICL5, and isolated from Cupressus lusitanica, one of its
main components was cis-thujopsene (Santos Filho et al.
2011). Thujopsene has been also identified as the main
component of the VOCs produced by the Penicillium
decumbens, isolated from a building impaired by water.
The P. decumbens VOCs have antifungal activity against
Eurotium herbarium and Gonytrichum macrocladum. In
addition, thujopsene also acted as a self-regulation mech-
anism against the growth of P. decumbens (Polizzi et al.
2011). Pure thujopsene isolated from Thujopsis dolabrata
presents antibacterial activity against gram-positive and
gram-negative bacteria (Oh et al. 2011). Also, it is part of
the essential oil of Eugenia dysenterica, which shows
antibacterial activity against several strains of Cryptococcus
neoformans (Costa et al. 2000). It is a volatile component
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of the heartwood extract of the cedar Callitropsis
nootkatensis with activity against Phytophthora ramorum
(Manter et al. 2007). Furthermore, the sesquiterpene
trans-o-bergamotene is present in the Ocimum basilicum
extract, which has antifungal activity against different
species of Fusarium (Koci¢-Tanackov et al. 2011); and, it
is also a constituent of the essential oil of Cymbopogon
citratus, which has antibacterial activity against Salmonella
enterica (formerly Salmonella choleraesuis), Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus (Falcao et al. 2012).
The 1,8-dimethyl-4-(1-methylethenyl)-spiro[4-5]dec-7-ene
(acoradiene) is present in the VOCs generated by F. oxys-
porum, with nematicide effects on Meloidogyne incognita
(Freire et al. 2012); and, as part of the VOCs of Salvia
fruticose, which have antifungal activity against R. solani
and Sc. sclerotiorum (Pitaroskili et al. 2003). Additionally,
the 2-nonanone produced by Bacillus pumilus and
Bacillus thuringiensis also has antifungal potential against
Colletotrichum gloeosporioides (Zheng et al. 2013) and
B. cinerea (Almenar et al. 2009). Likewise, it is used to
increase the shelf life of the strawberry, due to its anti-
fungal effects (Almenar et al. 2009). 3-Methyl-1-butanol,
thujopsene, acoradiene, trans-a-bergamotene and 2-nona-
none can contribute to the antifungal activity observed in
the multiple antagonism bioassays between Xylaria sp.
PB3f3 and the four plant pathogens tested, which have
economic importance in agriculture. These compounds
could be the responsible for the antifungal and anti-
oomycete activities shown in the antagonism bioassays,
since they were the main compounds identified after 10
and 20 days of growth of Xylaria sp. PB3f3; and, they
could be the compounds diffusing into agar, acting indi-
vidually or synergistically to increase the activity.

Finally, it is important to say that in spite of the iden-
tification of different compounds with antifungal activity,
previously reported in the literature, it is widely known
that, in general, the antimicrobial effects caused by the
microbial VOCs are the result of the synergistic effect
(Strobel et al. 2001; Strobel 2010).

These results suggest that the endophytic fungus Xylaria
sp. PB3f3 could be useful in the biological control of micro-
organisms, in particular, as a fungistatic or anti-oomycete
agent on F. oxysporum and Ph. capsici, respectively; and, as
a fungicide and oomicide agent on A. solani and
Py. aphanidermatum, respectively. Furthermore, the VOCs,
produced by Xylaria sp. PB3f3, could be useful in the bio-
control of weeds. Further studies in crop protection might
be needed, especially to establish their potential efficiency.
In addition, we will start research on the anti-oomycete,
antifungal and phytotoxic potential of the non-volatile fun-
gal secondary metabolites produced by the endophyte
Xylaria sp. PB3f3; and, the VOC production in multiple
antagonistic interactions and its biological importance.

Bioactivity of volatile compounds from Xylaria sp.
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RESUMEN

Los hongos enddfitos habitan en las plantas sin causar sinftomas aparentes de enfermedad. La estrecha
relacion que existe entre el enddfito y su planta hospedera se considera de gran importancia, ya que el
hongo es capaz de producir metabolitos bioactivos, asi como modificar los mecanismos de defensa de
su hospedera, permitiendo e incrementando la sobrevivencia de ambos organismos. Estudios recientes
demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos endéfitos para producir compuestos activos que
le confieren proteccion a su hospedera contra el ataque de patdégenos y herbivoros, constituyendo una
nueva via para la obtencién de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la agricultura
y en la medicina. En este trabajo se describen diferentes aspectos relacionados con los hongos enddfitos,
abarcando su definicién, descubrimiento, clasificacion, interaccidén con su hospedera, papel ecoldgico,
ejemplos de metabolitos secundarios bioactivos, asi como estrategias metodoldgicas para su obtencion.
Por Ultimo, se presentan algunos resultados recientes, de estudios realizados en nuestro grupo de trabajo
mostrando que los hongos endéfitos son una fuente potencial de metabolitos secundarios bioactivos.
Palabras Clave: Actividad antimicrobiana, actividad fitotdxica, compuestos bioactivos, hongo endofito, interaccion
hongo-planta, metabolito secundario.

ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that live inside plant fissues without causing disease symptoms. In
most cases, their relationship with the host plant is considered beneficial because the endophyte is able
to produce bioactive metabolites that the host can use as defense mechanisms, and this allows survival
of both organisms. Recent studies have demonstrated that the endophytic fungus confers protection to
the host plant against attack by pathogens and herbivores. Since they have the ability fo benefit the host
plant, it is reasonable to think that the diverse bioactive compounds produced by the endophyte might
exhibit potential applications in agriculture and medicine, and also serve as a source of inspiration for the
discovery of new and more active molecules. In this paper, some aspects regarding endophytic fungi are
described: definition, discovery, classification, interactions with their host plants, ecological role, selected
examples of bioactive metabolites, host selection strategy, and methodological strategies for theirisolatfion.
Finally, we show some recent results of ourresearch, which demonstrate that endophytic fungi are promising
sources of new bioactive secondary metabolites.

Key Words: Antimicrobial activity, phytotoxic activity, bioactive compounds, endophytic fungus, fungus-plant
interaction, secondary metabolite.

Nota: Articulo recibido el 22 de abril de 2013 y aceptado el 17
de junio de 2013.
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INTRODUCCION
a palabra ‘endoéfito’ etimologicamente significa

‘dentro de la planta’ (endon: dentro, phyton:

planta). En un principio, el término enddfito se
referia a cualquier organismo que colonizara el
interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson en 1995!
quien restringid el término inicamente a microorganismos,
refiriéndose sélo a bacterias y a hongos que no provocan dafio
aparente a la planta hospedera. Actualmente, este término
se refiere a bacterias, hongos, algas e insectos*>, en donde
los hongos son los microorganismos que se han aislado con
mayor frecuencia como endofitos®.

Los hongos endofitos se definen como microorganismos que
pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida colonizando los
tejidos de la planta hospedera, sin causar dafio evidente. El
‘endofitismo’ se refiere a una asociacion de costo-beneficio
no obstructiva, asintomatica y transitoria, definida por
localizacion (no por funcion), y que se establece dentro de los
tejidos vivos de la planta hospedera®®. Los hongos enddfitos
se han encontrado en todas las plantas (pastos, algas, musgos
y plantas vasculares), desde las que habitan en el artico hasta
los trépicos, asi como en los campos agricolas. De todos
los ecosistemas del Planeta Tierra, los bosques templados
y tropicales presentan una gran biodiversidad de plantas y
éstas parecen albergar también una cantidad significativa de
hongos endofitos’.

DESCUBRIMIENTO E HISTORIA DE LOS HONGOS ENDOFITOS
Eltérmino ‘endofito’ lo propuso de Bary en 1866° y los primeros
registros de la presencia de hongos enddfitos provienen del
aflo 1898, en donde los investigadores formularon la hipétesis
de que los cuadros toxicoldgicos observados en animales, se
debian al consumo de semillas o partes aéreas de los pastos
Lolium temulentum, L. arvense, L. linicolum 'y L. remotum
(Poaceae) infectados con hongos Clavicipitdceos (familia
del ergot)’®. Sin embargo, no se dio continuidad a esta
suposicidn hasta que Bacon en 1977, relacion6 la presencia
del hongo Neotyphodium coenophialum a la alta incidencia
de una intoxicacion del ganado denominada “sindrome de
verano”, debida al consumo de pastos de la especie Festuca
arundinaceae (Poaceae). En los afios 80, Funk describid la
resistencia al ataque de insectos en los pastos infectados
con enddfitos! y en 1988, Clay'? propuso que varios hongos
endofitos Clavicipitaceos son mutualistas que defienden a la
hospedera del ataque de herbivoros. Posteriormente, varios
investigadores de multiples disciplinas como quimicos,
ecologos, botanicos y micdlogos se han dedicado al estudio
de estos organismos®.

En la actualidad el interés por estos microorganismos ha
aumentado enormemente debido a que son productores de
metabolitos secundarios novedosos y con diversa actividad
bioldgica.

CLASIFICACION DE LOS HONGOS ENDOFITOS

Los hongos endéfitos son un grupo muy diverso y polifilético
que habitan en diversas partes de las plantas. La mayoria
pertenecen al phylum Ascomycota, aunque también se han
encontrado en los Basidiomycota, Zygomycotay Oomycota's.

Historicamente los hongos endéfitos se han clasificado en
Clavicipitaceos y no Clavicipitaceos, basados en su filogenia
e historia de vida*®'*!5, Rodriguez y colaboradores? (2009)
los clasifican tomando en cuenta su taxonomia, sus plantas
hospederas, su evolucion y sus funciones ecologicas. En esta
clasificacion se conservan los grupos Clavicipitaceos y no
Clavicipitaceos, y este illtimo se divide en tres clases (CuadroI).

Los Clavicipitaceos son los endoéfitos que colonizan los
pastos, mientras que los no Clavicipitaceos colonizan las
plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas®$,
Existen diversos estudios relativos a los hongos enddfitos
de las zonas templadas, no obstante, la informacidn sobre
los endofitos de zonas tropicales atin representa un objeto
potencial de estudio, ya que se tiene informacion muy limitada
al respecto”®. Asimismo, se conoce relativamente poco de la
naturaleza de la interaccion entre las plantas lefiosas y sus
endofitos foliares, a pesar de suabundanciay gran diversidad,
particularmente enregiones tropicales, donde se ha planteado
que cada hoja representa un mosaico de diversas especies de
hongos endofitos>!*. Dreyfuss y colaboradores'® estimaron
que debe haber aproximadamente 1.3 millones de especies
de hongos enddfitos por descubrir.

RELACION HONGO ENDOFITO-PLANTA HOSPEDERA

La relacion entre los hongos endofitos y su planta hospedera
puede ir desde el mutualismo hasta la patogénesis >*°. En
estas relaciones ambos organismos producen metabolitos
secundarios potencialmente toxicos. El hongo endofito
produce factores de virulencia, como exoenzimas y metabolitos
fitotdxicos, mientras que la planta produce defensas, tanto
mecanicas como bioquimicas®. En consecuencia, para que
ambos organismos coexistan se establece entre ellos una
relacion de antagonismo balanceado, que depende de la
virulencia del hongo y de las defensas de la planta, las cuales
varian y son influenciadas por los factores ambientales y
por la etapa de desarrollo de ambos organismos. Cuando los
factores de virulencia del hongo y las defensas de la planta
estan en equilibrio se establece una relacion endofitica y, por
el contrario, cuando se presenta la senescencia del hospedero
o se encuentra bajo estrés, el balance se torna a favor del
hongo y éste se expresa como patdgeno, presentandose los
sintomas de enfermedad?®.

PAPEL ECOLOGICO DE LOS HONGOS ENDOFITOS
Los hongos endofitos usualmente toman nutrientes y
proteccién de su hospedera y algunos de ellos en retribucion
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Funcion ecologica

Incrementan la
biomasa de la planta,
confieren tolerancia
ala sequiay
producen metabolitos
secundarios toxicos
para los herbivoros

biomasa de la planta,
confieren tolerancia
al estrés bidtico y
abidtico y protegen
contra los hongos
patdgenos por accion
de los metabolitos
secundarios

a las enfermedades,
proteccion contra
los herbivoros

y modifican la
sensibilidad al estrés
abidtico mediante

la produccién de

los metabolitos

Criterio Clavicipitaceos No Clavicipitaceos
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de hospederos Reducido Extenso Extenso Extenso
Tejidos que colonizan Tallo y rizomas Tallos, hojas y Tallos, hojas, corteza, | Raices
rizomas flores, frutos
Colonizacion in planta | Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
Biodiversidad in planta | Baja Baja Alta Desconocida
Transmision* Vertical y horizontal Vertical y horizontal Horizontal Horizontal
Incrementan la Inducen resistencia Inhiben el

crecimiento de
patogenos y
producen metabolitos
secundarios toxicos
para los herbivoros

secundarios

\.

*Transmision de hongos endoéfitos en las plantas: vertical, a través de las semillas, y horizontal, se adquieren del medio ambiente.

Cuadro I. Grupos y clases de hongos enddfitos.

pueden desempefiar un papel mutualista, ya que pueden
beneficiarlaal inducir su crecimiento, al aumentar su tolerancia
al estrés y al producir metabolitos secundarios con amplia
diversidad estructural que le brindan proteccion y resistencia
contra herbivoros y/o microorganismos fitopatogenos?*>'7.

Un hongo endéfito puede producir metabolitos secundarios
que inhiben a un patdgeno en particular o a otros hongos
endofitos. Sin embargo, puede no inhibir a otros organismos
de sumismo entorno'®. Algunos hongos enddfitos inducen los
efectos alelopaticos de su hospedera a través de la produccion
de metabolitos secundarios o aleloquimicos, es decir, influyen
sobre el crecimiento y desarrollo de otras especies que
crecen a su alrededor y que usualmente son competidores
por el espacio y nutrientes*>. Incluso se ha visto que ciertos
hongos endéfitos producen los precursores o los metabolitos
secundarios con actividad bioldgica, cuya sintesis se le habia
atribuido alaplanta*'®!°. Esto se ha observado principalmente
en las interacciones entre los hongos endofitos y los pastos,
sin embargo, en plantas lefiosas (arboles o arbustos) se ha
comprobado en escasas ocasiones™!*15,

Se ha observado que los hongos endoéfitos pueden contribuir
a la proteccion de su hospedera contra factores bidticos
(patégenos y herbivoros) y abidticos (estrés salino, térmico,
presencia de metales, etc.), por medio de tres mecanismos:

1) Directos: pormediode enzimas y/o metabolitos secundarios
conactividad anti-patdgeno, producidos directamente por
el hongo enddfito.

2) Indirectos: consisten en la inducciéon o incremento de
la expresion de mecanismos de defensa quimicos o
fisioldgicos intrinsecos a su planta hospedera.

3) Ecoldgicos: se llevan a cabo por ocupacion del nicho
ecoldgico, hiperparasitismo y predacion'*".

Un ejemplo de mecanismo de defensa directo contra los
patogenos de la hospedera es la produccion de compuestos
organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) del hongo
endoéfito Muscodor yucatanensis, aislado de Bursera simaruba
(Burseraceae). Los extractos organicos derivados del medio de
cultivo y del micelio de M. yucatanensis y, principalmente, la
mezclade VOCs que produce, son letales para los fitopatdgenos
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y
Phytophthora parasitica. Algunos de los VOCs identificados
son: octano, 2-pentilfurano, cariofileno, aromadendreno,
derivados del naftaleno, entre otros?®?!,

El segundo mecanismo de proteccion a las hospederas
es evidenciado en la investigacion realizada por Waller
y colaboradores (2005)*2, en donde demostraron que la
resistenciaen lacebada (Hordeum vulgare, Poaceae) al ataque
de microorganismos patogenos es debida a la colonizacion de
lasraices por el enddfito Piriformosporaindica. Enlas plantas
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inoculadas con el endoéfito e infectadas con los patogenos
Fusarium culmorumKF 350y Cochliobolus sativus fue menor
la pérdida de la biomasa y la severidad de la enfermedad
causada por estos microorganismos. Los efectos positivos
observados estan relacionados con la induccion de niveles
mas altos del antioxidante ascorbato, presente en las raices y
mediado por accion del enddfito P. indica. Este antioxidante
puede proteger a la hospedera de la muerte celular®>?,

El ultimo mecanismo de proteccion esta bien ilustrado con
una cepa no patogena de Fusarium oxysporum, denominada
Fo47, la cual inhibe al patdégeno F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici y reduce los sintomas de la pudricion de la raiz en
el tomate (Solanum lycopersicum, Solanaceae). La inoculacién
en plantas de tomate de una carga de esporas 50 veces mayor
que la del patogeno, asegura que las esporas de F. oxysporum
Fo47 compitan con F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici por
la misma fuente de carbono, lo que reduce la disponibilidad
de nutrientes para este Gltimo microorganismo. Estas cepas
de Fusarium presentan estrategias similares de colonizacion.
En consecuencia, F. oxysporum Fo47 puede ocupar y reducir
el mimero de sitios adecuados para la fijacion de esporas y la
colonizaciondel patdgeno F. oxysporumf. sp.radicis-lycopersici,
porlo queresultaenunmenornumero de lesiones sintomaticas®.

Los mecanismos de proteccion hacia las hospederas pueden
actuar de manera simultanea bajo diversas condiciones de
estrés?.

Loshongos endoéfitos, ademas de interactuar con su hospedera,
interactian entre ellos dentro de la planta. Estas interacciones
interespecificas (entre distintas especies de hongos) estan
regidas por: a) mecanismos fisicos o directos, como son las
interacciones entre hifas, lainterferenciahifal (micoparasitismo)
y el contacto de micelio, y by mecanismos quimicos o indirectos,
los cuales se dan por la produccion de compuestos solubles,
algunos metabolitos primarios, metabolitos secundarios,
enzimas o por compuestos volatiles efectivos a distancia que
limitan el crecimiento de las hifas del competidor'!'51825-28 Estos
mecanismos han sido evidenciados en algunas interacciones
en cultivos in vitro donde los hongos antagonistas producen
metabolitos secundarios con propiedades antifiingicas o
muestran una clara interferencia. En la actualidad, son escasos
los estudios que establecen cual es el modo deacciény cuales son
los compuestos antimicrobianos implicados en las interacciones
interespecificas dentro de las comunidades fungicas en la
naturaleza*-*2, Por lo tanto, el estudio quimico y bioldgico de
estas interacciones conduce al descubrimiento de metabolitos
secundarios bioactivos estructuralmente diversos y novedosos,
por lo que este recurso constituye una fuente prometedora de
moléculas potencialmente utiles para su uso en la agricultura,
la medicina y la industria. Ademas, mediante estos estudios
es posible seleccionar especies ttiles como agentes de control
biologico*21:31:32,

METABOLITOS SECUNDARIOS DERIVADOS DE HONGOS
ENDOFITOS Y SU APLICACION EN AGROQUIMICA Y FARMACIA
Los metabolitos secundarios aislados de hongos endoéfitos
poseen una gran diversidad quimica y algunos de ellos
presentan esqueletos base no reportados en otras fuentes
naturales. Asiporejemplo, los alcaloides lolinay sus derivados,
que comprenden una familia de compuestos pirrolizidinicos,
presentan un nucleo base de 2-oxa-6-azatriciclo[4.2.1.0°7]
nonano; los indoloditerpénicos tipo lolitrem, que consisten
en sistemas heterociclicos de 8 anillos fusionados; los
indoloditerpénicos paspalitrem, de 7 anillos y los alcaloides del
ergot tipo ergoclavina y ergopeptina constituyen metabolitos
secundarios bioldégicamente activos, exclusivos de hongos
enddfitos Clavicipitaceos® 1932,

También se han encontrado muchos compuestos novedosos
que presentan nucleos heterociclicos complejos, producidos
por hongos de diferentes ambientes, como los alcaloides
espiroquinazolinicos, los alcaloides isoinddlicos fusionados
con un macrociclo como son las quetoglobosinas y las
citocalasinas. Ademas, se hanaislado diversos anhidropéptidos
pirazodidnicos, ciclopéptidos y lipociclopéptidos con
actividad biologica®®!1%3,

En la literatura se encuentra reportado un numero
considerable de compuestos de origen policétido, incluyendo
aquéllos que se encuentran ampliamente distribuidos en
todos los taxones de hongos, como los que han sido aislados
exclusivamente de hongos endoéfitos. Muchos consisten en
macroélidos, asi como en diversos compuestos aromaticos
como bencenos, naftalenos, antracenos, piranos, furanos,
benzofuranos, cromanos, xantanos, oxepanosy dépsidos®-%1%3,

Los hongos endoéfitos también producen metabolitos
secundarios con estructuras terpénicas novedosasy exclusivas.
Los chokoles A-K son compuestos que presentan un esqueleto
monoterpénico de ciclofarnesano. El guanacastano tiene un
esqueleto base triciclico de los compuestos denominados
guanacastepenos, ambos compuestos son exclusivos de
hongos endofitos. Del mismo modo, se han aislado compuestos
con estructuras comunes, pero reportadas unicamente en
endofitos, por ejemplo tricotecenos, eudesmanos, calamenos,
fusiococanos y diterpenos tipo sordarina. Los esteroides que
mas se han reportado son los de esqueleto de ergostano® %133,

Asociada a la diversidad estructural de los metabolitos
secundarios biosintetizados por los hongos endoéfitos,
sobreviene su pluralidad funcional y su aplicacion®¢1934,
Un claro ejemplo de la importancia de estos compuestos
como fuente potencial de fairmacos estd representado por
el taxol, un diterpeno aislado del tejo del Pacifico (Taxus
brevifolia, Taxaceae)®, que se utiliza en el tratamiento de
cancer de ovario y de mama, ademas de otras aplicaciones en
enfermedades proliferativas de los tejidos*. Su elevado costo
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lo hace disponible sdlo a ciertos sectores de la poblacion®.
A principios de los afios 90, Stierle y colaboradores (1993)3
sugirieron que los tejidos vegetales de 7. brevifolia podrian
albergar microorganismos endofitos que sintetizaran taxol.
Posteriormente, Strobel y colaboradores (1993)* aislaron de
esta especie vegetal el hongo endofito Taxomyces andreanae
que tiene la capacidad de sintetizar taxol. En estudios
posteriores, se encontraron otras especies de microorganismos
aislados de coniferas capaces de producir taxol, como
Pestalotiopsis microspora®®>*°, Periconia sp., Fusarium solani,
Alternaria sp. y Aspergillus sp.**+

Porotro lado, debido ala compleja interaccion que se establece
entre los hongos endofitos y su planta hospedera, entre distintas
especies de hongos endofitos, y otras especies invasoras como
otros hongos, oomicetos y bacterias, se ha puesto atencion
no solo en el papel ecoldgico que pueden desempeiiar los
metabolitos secundarios producidos por los hongos endoéfitos
en dichas interacciones, sino en las aplicaciones de estos
compuestos para el desarrollo de agroquimicos como
nematicidas, fungicidas, insecticidas y herbicidas*®. Asi por
ejemplo, el estudio biodirigido del extracto organico del hongo
endofito Phomopsis phaseoli, aislado de un arbol tropical no
identificado que crece en la Guyana Francesa, permitio el
aislamiento del acido 3-hidroxipropionico, un compuesto con
actividad nematicida contra Meloidogyne incognita®.

Por otra parte se aislaron dos policétidos de la familia
de los dépsidos, la uredinina A y el 4-[(2,4-dihidroxi-
3,6-dimetilbenzoil)oxi]-2-hidroxi-3,6-dimetilbenzoato
de 3-hidroxi-2,5-dimetilfenilo, del hongo Cladosporium
uredinicola, un enddfito de la guayaba (Psidium guajava,
Rosaceae). Ambos dépsidos presentan actividad herbicida
inhibiendo el flujo de electrones del agua al metilviolégeno,
actuando como inhibidores de lareaccidén de Hill en tilacoides
de espinaca*.

Edenia gomezpompae, un endofito de las hojas de Callicarpa
acuminata (Verbenaceae), produce varios compuestos con
potencial antiftingico, incluyendo las preusomerinas EG,,
EG,y EG,y las palmarumicinas CP, CP_ y CP,. Las
preusomerinas inhiben significativamente el crecimiento de
varios endofitos de su misma planta hospedera, asi como el
de diversos microorganismos fitopatogenos de importancia
econdmica, como F. oxysporum, Rhizoctonia sp, A. solani,
P. capsiciy P. parasitica®*,

La investigacion sobre endofitos de pastos han demostrado
que pueden defender a su hospedera del ataque de herbivoros
por medio de compuestos con actividad insecticida y
antialimentaria. Existen estudios que han demostrado que
los alcaloides tipo lolina son efectivos contra los afidos
Rhopalosiphum padi*', los heterdpteros Oncopeltus faciatus®,
el coledptero Popillia japonica® y el lepidoptero Spodoptera

Sfrugiperda®. Debido a su baja toxicidad en los mamiferos, se
estan desarrollando métodos sintéticos para su venta como
insecticidas comerciales®'.

Diversos compuestos aislados de hongos endéfitos presentan
actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas,
Gram negativas y micobacterias. Por citar un ejemplo, en
el estudio realizado por Zhao y colaboradores (2012)%, se
reportaron dos compuestos con esa actividad, obtenidos del
enddéfito Gliomastix murorum Ppf8, aislado de Paris polyphylla
var.yunnanensis (Trilliaceae): un esterol el ergosta-5,7,22-trien-
3-olyunbenzofurano el 2,3-dihidro-5-hidroxi-o,o-dimetil-2-
benzofuranometanol. Ambos compuestos presentaron valores
de CI entre 55.65 a 145.36 ug/mL contra Escherichia coli,
Pseudomonas lachrymans, Bacillus subtilis y Staphylococcus
haemolyticus®®. Por otra parte, en un estudio realizado por
Rukachaisirikul en 2008%, se reporté una amida novedosa,
la fomoenamida, que presenta actividad antifimica contra
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Ra. Este compuesto
se obtuvo del endofito Phomopsis longicolla aislado a partir
del arbol Garcinia dulcis (Clusiaceae).

Cabe destacar que los estudios sobre hongos endoéfitos también
aportan conocimientos sobre metabolitos secundarios aislados
de hongos de diferentes fuentes, reportados con funciones
bioldgicas distintas. Para citar un ejemplo, la fumigaclavina
C es un alcaloide tipo clavina que fue originalmente aislado
y reportado por Cole y colaboradores en 19773 como
una micotoxina alimentaria de Aspergillus fumigatus.
Posteriormente, Pinheiroy colaboradores en 2012% reportaron
la actividad antimicrobiana de este compuesto, obtenido a
partir del extracto acetoetilico de una especie endofita no
identificada de Aspergillus aislado de la planta medicinal
Bauhinia guianensis (Fabaceae). La fumigaclavina C es activo
contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtilis.

Enel Cuadro Il se presentan ejemplos selectos de metabolitos
secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos
endofitos.

Una de las grandes ventajas que representa la disponibilidad
de un sinnumero de microorganismos enddfitos capaces
de sintetizar un farmaco o un agroquimico potencial, es
evitar la necesidad de cultivar o colectar especies vegetales
silvestres, asi como reducir el costo de produccion de los
principios activos®. De la misma forma, se ha propuesto
que estos metabolitos podrian ser utilizados para desarrollar
agroquimicos de origen natural, que serian menos perjudiciales
para el hombre y para el medio ambiente que los compuestos
quimicos sintéticos que actualmente se utilizan en la
agricultura, yaque los productos naturales pueden interactuar
con blancos moleculares especificos, afectar procesos
fisiologicos particulares y presentar menores indices de
bioacumulacion®.
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rHongo endofito / planta hospedera

Metabolito secundario / Nicleo base

Actividad biolégica

Neotyphodium lolli
(Clavicipitaceae).
Endéfito de
Lolium perenne (Poaceae).

Lolitrem B¥
Alcaloide indolterpénico.

Neurotoxico.
Inhibidor de los canales de calcio
activados por potasio.

Endothia gyrosa IFB-E023

Micoleptodiscina B¥
Alcaloide indolterpénico.

(Cryphonectriaceae). Citotéxico.

Endofito de En lineas celulares de leucemia K562.
Vatica mangachapo
(Dipterocarpaceae).

Citocalasina Z10%
Alcaloide policétido isoindolico.

Mycoleptodiscus sp.
(Magnaporthaceae). Citotéxico.

Endofito de En lineas celulares de fibroblastos

Desmotes incomparabilis humanos IMR-90.
(Rutaceae).

Penicillium sp. (Trichocomaceae).
Endéfito de
Mauritia flexuosa (Arecaceae).

N N =
Glandicolina B
Alcaloide a-carbolinico.

Antimicrobiano.
Contra Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus y E. coli.

Aspergillus niger IFB-E003
(Trichocomaceae).
Endofito de
Cynodon dactylon (Poaceae).

@oﬁl S
OO

Aspernigerina®
Alcaloide piperazinico.

Citotoéxico.
En lineas celulares de los carcinomas
nasofaringeo epidermoide, cervical
Hela y colorectal SW1116.

Cuadro Il. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biolégica aislados de hongos enddfitos.
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Hongo endéfito / planta hospedera

Metabolito secundario / Nucleo base

Actividad biolégica

Aspergillus tamarii
(Trichocomaceae)
Endofito de

Antifingico.
Activo contra los fitopatdgenos
Fusarium graminearum, Botrytis
cinerea, Phytophthora capsici,

Pulularina A.%
Depsipéptido.

Ficus carica (Moraceac). Phytophthora oryzae.
Fumitremorgina B.%
Alcaloide indolil dicetopiperazinico.
N
N I\OH
: ""(ko © oW . .
Pullularia sp. BCC 8613 0..0_ 0 Antiplasmddico.
(Dothioraceae). I 0 \\T/K( Contra Plasmodium falciparum K1.
Endofito de N NH Antiviral.
Calophyllum sp. (Calophyllaceae). | Contra el virus del herpes simple
/\/I\ (HSV-1).
o =

Neonectria ramulariae
Wollenw KS-246
(Nectriaceae).
Endéfito de
un arbol no identificado.

Bispirrocidina.®
Alcaloide dimero de la pirrocidina.

Inhibidor enzimatico.
Actua sobre la prolilpolipeptidasa.

Cephalosporium sp.

OH O

\.

reportado solo en enddfitos).

IFB-E001 O o
(Incertae sedis). HyCO OH Antioxidante.
Endofito de O Inhibe la peroxidacion del acido
Trachelospermum jasminoides Grafislactona A6 OCHj linoleico.
(Apocynaceae). Benzocromeno policétido.
Epichloé festucae Atractor de insectos.
(Clavicipitaceae). Atractor de la mosca Botanophila para
Endéfito de la propagacion de esporas.
varias especies de pastos i Chokol K.
(Poaceae). Sesquiterpeno (2,6-ciclofarnesano, esqueleto

J

Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biolégica aislados de hongos endéfitos (continuacion).
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rHongo endofito / planta hospedera

Metabolito secundario / Nucleo base

Actividad biolégica

0]
Hongo CR115 no identificado. Antibacterial
Endqﬁto de. Contra S. aureus'y
Daphnopsis americana Enterococcus faecium.
(Thymelacaceac). Guanacastepeno.®’
Diterpeno (guanacastano, esqueleto
reportado sélo en endofitos).
O OH
E. gomezpompae g~ Antifiingico
(Pleosporaceae) 00 gheo.
Endéfito d ’ 5 Contra P. capsici, P. parasitica,
. ndofito de OO F oxysporum y A. solani.
C. acuminata (Verbenaceae).
o]
Preusomerina EG .**
Bisnaftoespirocetal.

Chaetomium globosum
(Chaetomiaceae).
Endofito de
Ginkgo biloba (Ginkgoaceae).

Cl

Quetomugilina D.®
Isocromano policétido.

Antifingico.
Activo contra Mucor miehei.
Téxico para Artemia salina.

Dwayaangam colodena
(Orbiliaceae).
Endéfito de

Picea rubens (Pinaceae).

Cordianhidrido B.®
Anhidrido derivado de 4cidos grasos.

Insecticida.
Contra el lepiddptero
Choristoneura fumiferana.

Myrothecium roridum IFB-E091
(incertae sedis).
Endéfito de
raices de Artemisia annua
(Asteraceae).

\.

Roritoxina E.%
Macrolido tipo tricoteceno.

Citotoxico.
En lineas celulares de carcinoma
gastrico SGC-7901 y
hepatocarcinoma SMMC-7721.

J

Cuadro . Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biolégica aislados de hongos endéfitos (continuacion).
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rHongo endéfito / planta hospedera

Metabolito secundario / Nucleo base

Actividad biolégica

Pestalotiopsis fici
(Amphisphaeriaceae).
Endofito de
un arbol no identificado colectado
en Hangzhou, Republica Popular

Antiviral.
Inhibe la replicacién del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV-1).

un arbol no identificado colectado
en Hangzhou, Republica Popular
China.

OH
Pestalofona C.*?

Dimero policétido prenilado.

China. Cloropupukeananina.”
Dimero policétido prenilado.
Pestalotiopsis fici
(Amphisphaeriaceae).
Endéfito de Antifangico.

Contra Candida albicans, Geotrichum
candidum y Aspergillus fumigatus.

Morinia logiappendiculata
(Amphisphaeriaceae).
Endofito de
Santolina rosmarinifolia
(Asteraceae), Helichrysum stoechas
(Asteraceae), Thymus mastichina
(Lamiaceae) y Calluna vulgarisin
(Ericaceae).

Moriniafungina.”
Diterpeno tipo sordiarina.

Antifangico.
Contra Cryptococcus neoformans,
C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei
y C. lusitaniae.

Phoma sp. (Incertae sedis).
Endéfito de
Costus sp. (Costaceae).

OH O OH
Formaxantona A."
Dimero de xantona policétida.

Antifingico.
Contra Phytophthora infestans,
Botrytis cinerea, Pyricularia oryzae
y Ustilago violacea.

Chaetomium sp. (Chaetomiaceae).
Endéfito de
Salvia officinalis (Lamiaceae).

\

Cocliodinol.>®

Alcaloide inddlico.

Citotoxico.
Contra lineas celulares de linfoma
murino t L5178Y.

J

Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biolégica aislados de hongos endéfitos (continuacién).
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ESTRATEGIAS DE SELECCION DE HOSPEDERAS UTILES PARA
EL AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS

Los antecedentes y consideraciones anteriores, aunados a
la gran diversidad de especies vegetales existentes a nivel
mundial, asi como a la capacidad que tienen algunos hongos
endofitos de mejorar los mecanismos de resistencia de su
hospedera y de protegerla del ataque de posibles enemigos,
han permitido establecer estrategias de seleccion de plantas
hospederas que incrementen la posibilidad de aislar hongos
enddfitos capaces de producir metabolitos secundarios
bioactivos. Estos criterios incluyen*7:

1. Plantas sin sintomas de enfermedad que crecen rodeadas
de otras plantas infectadas por diversos patéogenos o
atacadas por herbivoros (criterio ecoldgico), las cuales
pueden estar colonizadas por enddfitos productores de
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas
e insecticidas.

2. Plantasquecrecenenareasdealtabiodiversidady que, por
lo tanto, pueden alojar enddfitos igualmente biodiversos.

3. Plantas que tienen antecedentes entnobotdnicos, que
se relacionan con algiin uso especifico o aplicaciones
relacionadas a los intereses de la investigacidon, como son
las plantas con uso en la medicina tradicional (criterio
etnomédico).

4. Plantas con estrategias especiales para su supervivencia
0 que crecen en ambientes Unicos.

5. Plantas endémicas que poseen una longevidad
inusual, o que han ocupado extensiones de tierra poco
convencionales.

ESTRATEGIAS METODOLOGICAS PARA LA OBTENCION DE
METABOLITOS SECUNDARIOS BIOACTIVOS

Para el descubrimiento de metabolitos secundarios de
microorganismos endofitos, se ha aplicado en repetidas
ocasiones la estrategia metodoldgica que se indica a
continuacion: en primer lugar, se realiza la seleccion de las
hospederas, de acuerdo con los criterios mencionados y se
lleva a cabo el aislamiento de los hongos endo6fitos®*737>76 La
caracterizacion taxondmica de los enddfitos puros se lleva
a cabo mediante el analisis detallado de sus caracteristicas
macro y microscopicas, asi como mediante el empleo
de técnicas moleculares modernas’. A continuacion se
realiza la preseleccion de los microorganismos, mediante
un criterio ecologico, principalmente con base en las
interacciones planta-microorganismo*!’’® y microorganismo-
microorganismo?»>7># Enmultiples ocasiones, laobservacion
deeste tipo de interacciones ha constituido un punto de partida
para la preseleccion de especies fingicas como una fuente
valiosa de principios bioactivos?:2>8!,

En segundo lugar, es necesario realizar cultivos en pequefia
escala, con la finalidad de establecer las condiciones dptimas
de crecimiento de los organismos fingicos objeto de estudio.

Posteriormente, se preparan los extractos del medio de cultivoy
del micelio®?. A continuacion, serealizan pruebasbiologicas
preliminares, las cuales consisten en la determinacion del
efecto bioldgico de los extractos organicos derivados del medio
de cultivoy del micelio, mediante la utilizacion de bioensayos
sencillos y de facil implementacion. Entre los mas utilizados
paradetectar posibles agroquimicos se encuentran los ensayos
de germinaciony de crecimientoradicular de diversas especies
de semillas®?%2 y el ensayo para detectar inhibidores y
promotores del crecimiento de plantas, mediante el empleo
de Lemna minor (Araceae)®. La determinacion del potencial
antifiingico se realiza mediante la medicion del efecto de los
extractos sobre el crecimiento de diversos microorganismos
fitopatogenos de importancia econdmica®'?, mientras que
para evidenciar el efecto insecticida y nematicida se utilizan
bioensayos sobre diferentes artrépodos y nematodos para
observar actividad tdxica, ovicida, y/o repelente®.

Por otra parte, para encontrar metabolitos secundarios con
aplicacion terapéutica, existen ensayos para evidenciar
actividad antimicrobiana, empleando métodos comunes como
el de difusion en disco, el de dilucidn en agar y la prueba de
inhibicién sobre el crecimiento radial de microorganismos
patogenos para los humanos®23#5-%7, Sobre diferentes lineas
celulares tumorales, para comprobar accion anticancerigena®®.
Para comprobaractividad antiinflamatoria se realizan pruebas
sobre diferentes lineas celulares y la prueba de enema en
oreja de ratén®. Para demostrar actividad antidiabética se
trabaja con ratones’”' y, por ultimo, mediante la infeccion
de células por virus y el método de difusion en pozo con una
suspension de células virales, se logra observar la actividad
antiviral®>. Cabe destacar que estas pruebas son sélo una
muestrarepresentativa de los principales bioensayos utilizados
y de la actividad bioldgica puesta en evidencia.

Estas evaluaciones preliminares permiten detectar extractos
naturales apropiados para la obtencion de agentes terapéuticos
o agroquimicos*’. En general, los extractos que demuestran
respuestas positivas en los ensayos de fitoinhibiciéon o
como inhibidores del crecimiento de microorganismos, se
consideran candidatos adecuados para la realizacion de
otras pruebas biologicas dirigidas a un blanco de accidon
especifico en la fisiologia o en el metabolismo vegetal o de
los microorganismos, respectivamente'’#4,

Una vez seleccionados los extractos activos se aislan los
principios bioactivos mediante estudios quimicos biodirigidos.
Este proceso permite la obtencion de los metabolitos
secundarios con actividad biologica?*>7. Los compuestos
naturales activos puros se identifican y, por tltimo, éstos son
sometidos a ensayos bioldgicos adicionales con la finalidad
de explorar de manera mas detallada su posible aplicacion
como farmacos o agroquimicos comerciales'>?*7 En el
caso particular de los agroquimicos potenciales, se realizan
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pruebas de invernadero sobre especies vegetales cultivables
o sobre malezas para determinar la actividad de tipo pre y
postemergente®’.

Finalmente, es necesario determinar la toxicidad de los
compuestos bioactivos y para ello se han desarrollado
pruebas preliminares sobre los crustaceos Artemia salina 'y
Daphniamagna®**, asi como lamuerte celular de macrofagos,
utilizando lineas celulares®. Posteriormente, es necesario
verificar la toxicidad en mamiferos, en cuyo caso se trabaja
inicialmente con ratones y cobayos, para posteriormente dar
inicio a las pruebas clinicas en pacientes y personas sanas’®?’.

En este contexto, se muestran a continuacion los resultados
obtenidos a nivel de extractos organicos de hongos enddéfitos
con potencial antagoénico, aislados de las hojas de plantas
seleccionadas bajo un criterio ecologico, y colectadas en una
zona de alta biodiversidad como lo es la ‘Reserva Ecolodgica
de la Biosfera Sierra de Huautla’ (REBIOSH), ubicada en
Morelos, México. Estainvestigacion se realizaactualmente en
nuestro grupo de trabajo y esta enfocada principalmente en la
obtencidn de metabolitos secundarios con potencial fitotoxico
y antimicrobiano con posible aplicacion sobre el control de
malezas, hongos verdaderos y oomicetos fitopatogenos.

Para lograr este objetivo, se aislaron hongos endoéfitos’ 7
de las hojas sanas de 11 plantas pertenccientes a las
familias Burseracecae, Celastraceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Labiatae y Piperaceae, obteniendo un total de
4310 aislamientos de hongos endéfitos, de los cuales se han
conseguido 183 morfotipos puros a la fecha, que poseen
potencial antagonico sobre el crecimiento de otras poblaciones
de hongos endofitos que emergian al mismo tiempo durante
las etapas de aislamiento y purificacion. Estos resultados
muestran claramente que las plantas en estudio se encuentran
colonizadas por un amplio nimero de hongos enddfitos, y
confirman que el criterio de seleccion empleado, es decir,
plantas que crecen en areas de gran diversidad bioldgica y
que no presentan ningun dafio por patdgenos o herbivoros,
constituyenunabuena estrategia para aislar una gran cantidad
y diversidad de endofitos*™.

Con el proposito de obtener los metabolitos secundarios
producidos por los hongos endofitos y comprobar que poseen
potencial antimicrobiano y fitotoxico, de los 183 endofitos
puros, se eligieron 75 para su cultivo, los cuales inhibieron
significativamente el crecimiento de otros endofitos en las
interacciones antagdénicas observadas durante la etapa de
purificacion. Los hongos seleccionados se cultivaron en
pequeiia escala bajo diferentes condiciones, utilizando como
medio de crecimiento, caldo papa dextrosa (1 L), incubando
en condiciones estaticas y en agitacion (15 dias a 200 rpm),
en medios sdlidos empleando agar papa dextrosa (10 cajas de
Petri de 10 cm) y en medio a base de arroz (300 g), incubado

estaticamente por un periodo de 30 dias, con fotoperiodo de
luz artificial-obscuridad 12:12 h, a temperatura ambiente.
Transcurrido el periodo de incubacién, se obtuvieron los
extractos organicos del medio de cultivo y micelio para
los cultivos en medio liquido y de medio-micelio para los
cultivos en medio so6lido y arroz. El potencial antimicrobiano
y fitotdxico, de los extractos organicos obtenidos se determind
cuantitativamente sobre el crecimiento de microorganismos
fitopatdgenos y sobre la longitud de laraiz de plantas modelo,
utilizando el método de dilucion en agar?'-23-98%,

De los de 75 endofitos cultivados en pequefa escala, se
evalud la actividad antimicrobiana de los extractos organicos
con los mayores rendimientos. En la Grafica 1 se muestra el
potencial antimicrobiano de 36 extractos organicos sobre el
crecimiento de cinco microorganismos fitopatogenos con
importancia econémica, dos hongos verdaderos (Alternaria
solaniy Fusarium oxysporum)y sobre tres oomicetos (Pythium
aphanidermatum, Phytophthora parasitica y Phytophthora
capsici). El efecto de inhibicion provocado por cada uno de
los extractos fungicos evaluados sobre el crecimiento de los
microorganismos de prueba, se agrupan en alto, moderado y
bajo, segtin su actividad antimicrobiana mostrada, donde bajo
corresponde a inhibiciones del 1-24%, moderado del 25-50% y
alto del 51-100%, de acuerdo con los intervalos establecidos en
nuestro grupo de trabajo. El 42% tuvo actividad baja, el 34%
presentd actividad moderada y el 24% exhibi6 actividad alta.

Estosresultados demuestran que los metabolitos secundarios
biosintetizados por mas del 50% de los hongos endofitos
evaluados, poseen actividad antimicrobiana de moderada a
alta. Por lo que son considerados como candidatos idoneos
en la busqueda de nuevos compuestos de origen natural, con
actividad antimicrobiana, utiles en la agricultura moderna y
que ademas posiblemente tengan un papel en la proteccion
de su hospedera contra patégenos y herbivoros.

Actividad antimicrobiana

MODERADA
34%

\ J/

Grdfica 1. Potencial antimicrobiano de los extractos
orgdnicos de hongos endéfitos sobre el crecimiento de
cinco microorganismos fitopatégenos con importancia
econdmica.
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Actividad fitotéxica

 MODERADA
[ 22%

\. J

Grdfica 2. Potencial fitotoxico de los exiractos orgdnicos de
hongos enddfitos sobre la longitud de la raiz de dos plantas
de prueba.

Conrespectoalaactividad fitotoxicaenla Grafica 2 se muestra
elefecto inhibitorio de 70 extractos organicos sobre lalongitud
de laraiz de las semillas de dos plantas modelo, Amaranthus
hypochondriacus (Amaranthaceae) y Solanum lycopersicum
(Solanaceae). De nueva cuenta, el porcentaje de inhibicion
provocado por cada uno de los extractos organicos evaluados
sobre el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba se
agrupan enalto, moderado y bajo, segun su actividad fitotoxica
mostrada, donde bajo corresponde a inhibiciones del 1-24%,
moderado del 25-50% y alto del 51-100%, de acuerdo con los
intervalos establecidos en nuestro grupo de trabajo. El 12%
de los extractos evaluados tuvo actividad fitotoxica baja, el
22% present6 actividad moderada y el 60% mostré actividad
alta. Estos datos demuestran que la mayoria de los hongos
enddfitos aislados de plantas de la REBIOSH son excelentes
productores de compuestos con actividad fitotdxica, utiles para
el desarrollo de agentes herbicidas alternativos a los usados
hoy en dia. Por otra parte, es posible que estos compuestos
también contribuyan en la defensa de su planta hospedera,
protegiéndola de la invasion de algunas plantas o malezas que
habitan en su comunidad y a su vez pueden ser necesarios
para su sobrevivencia dentro de su planta hospedera.

En el presente trabajo se pone en evidencia que los hongos
enddfitos representan candidatos idoneos, para la investigacion
y obtencién de compuestos bioactivos.

CONCLUSIONES

Desde el descubrimiento de los hongos enddfitos como
productores de metabolitos secundarios toxicos contra
herbivoros, comenz6é un amplio estudio que agrupa a
investigadores de diversas areas con el fin de conocer varios
aspectos de los enddfitos, entre ellos la produccion de
metabolitos bioactivos utiles para la humanidad.

Con los ejemplos proporcionados podemos demostrar la
importancia del estudio de los hongos endéfitos y su potencial
paralaobtencién de compuestos bioactivos. Sin embargo, falta
todaviamucha investigacion que nos proporcione informacion
sobre la toxicidad y seguridad de los metabolitos secundarios
para que puedan ser utilizados como agentes agroquimicos
o como farmacos. Asimismo, es necesario realizar estudios
sobre el papel que estos metabolitos puedan tener en la
naturaleza y en la proteccion hacia su hospedera.
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