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PROLOGO

SIMBIOSIS

Aquel dia... se aprovech6 de mi momento de debilidad. Estaba yo plantada en
medio aquel verde espacio, aguardando algo, con angustiosa calma. Mi vida se va en
esperar. Un hombre y una mujer que parecian embriagados de amor se me acercaron esa
tarde y ahi, justo enfrente de mi, ignorandome, se besaron apasionadamente, aprovecharon
la penumbra que nos cubria para acariciarse metiendo sus manos bajo la ropa, queria dejar
de ver pero me era imposible, me quede hipnotizada con aquel ir y venir de besos, risas y
gemidos apagados. Me habia distraido de ellos tan solo un momento cuando senti una
punzada de dolor que tuve que tragarme porque no pude gritar, la navaja del hombre me
habia penetrado y fue cuando todo comenzo, a la vista de esos dos. EI germen entr6 sin que
yo lo deseara.

Palpitas dentro de mi, siento como me abarcas lentamente y creces, me irradias con
tu vida nueva pero a la vez me consumes, rasgando mis entrafias para alimentarte con mi
carne (si es que asi le puedo llamar a esta materia fibrosa y dura). Por un lado me das fuerza
para aguantar las inclemencias del tiempo: las tempestuosas lluvias, el penetrante frio del
norte y el abrasador sol de verano; me renuevas en las enfermedades, me levantas airosa de
entre mis depredadores, soy yo y mas, somos juntos algo nuevo y mejor.

Te bebes diariamente toda mi sangre, he dejado que me tomes y arranques pedazos
de mi esencia para despues llenar los huecos con la tuya, consiguiendo asi vivir un poco
mas, ver cosas que no podria haber visto de otra manera; no sé si agradecerte o recriminarte
esta invasion. Yo no te esperaba, sin embargo tu pequefia espora se metié en mi y germind
dolorosa y placenteramente en mi seno, revolucionando mi entorno, dimensionandolo,
dandole una profundidad que no sospechaba. Ahora, me haces darme cuenta de lo
intrincadas que son las relaciones en las que nos encontramos inmersos: una red mas
compleja que la tela de una arafia, sin embargo alguien nos ve y le parece tan sencillo.

Ahora siento tu compafiia pero sé que es hipdcrita, porque cuando envejezca
tomaras ventaja de mi falta de fuerza y comenzaras a tomar lo que quede de mi, sé también

que enfermaré por tu culpa, que cuando muera te alimentaras de mi como las hienas de una
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gacela, mis entrafias seran tu manjar y me consumiré como una fruta que se seca bajo el sol,
y td, que ahora abarcas mi cuerpo, quedaras libre para ir a poner tu simiente en otras que no
lo esperan.

Ahora me das buena vida a costa de la savia que te bebes, mis hojas son mas
lustrosas que antes y contigo la espera es mas leve. Cuando lo que busco llegue, estaras
aqui y me ayudaras a recibirlo.

Todavia no sé si amarte u odiarte mientras pueda hacer alguna de las dos, mientras
llega mi hora, la que desde ése dia esperaba y no llegd, llegaste tu primero, mi pequefio

microorganismo quitinoso.

X1
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo se llevo a cabo dentro del proyecto “Algunos aspectos de la ecologia
quimica de hongos asociados a plantas de Quintana Roo” PAPIIT-UNAM IN217603
(Anaya y Gonzalez, 2005), cuyo principal objetivo fue la investigacion sobre las especies
de hongos que se asocian con algunas plantas de la selva y comunidades de la vegetacion
secundaria de este estado de la Republica, y tratar de discernir qué clase de asociaciones se
establecen entre ambos tipos de organismos. En este proyecto se colectaron las hojas de
algunas especies de arboles y arbustos de la Reserva Ecologica El Edén, Q. Roo, en dos
épocas distintas del afio (lluvias y secas), con el fin de aislar los hongos endéfitos asociados
con ellas. Se realizaron diversos bioensayos de antagonismo entre los endofitos aislados y
se seleccionaron los que presentaron mayor potencial antagénico.

El mencionado proyecto contribuyd al conocimiento del potencial antagénico de los
hongos enddfitos aislados, el cual, como se comprobd, esta directamente relacionado con el
potencial aleloquimico de los mismos. Los hongos mas antagonicos y /o sus metabolitos
secundarios bioactivos, podrian ser investigados desde el punto de vista de su potencial
como controles bioldgicos de plagas y/o el desarrollo de nuevos agroquimicos y farmacos.
Otra contribucion cientifica importante de este proyecto, fue el descubrimiento de nuevos
géneros y especies de hongos enddfitos, lo que permitié ampliar el conocimiento sobre la
diversidad de hongos que habitan en las selvas bajas y medianas de la Peninsula de
Yucatén.

Para el presente trabajo, se utilizaron catorce de los hongos endofitos, aislados durante
la colecta en época de lluvias del mencionado proyecto, seleccionados por su potencial
antagénico. Con estos enddfitos se realizaron cultivos de los cuales se obtuvieron extractos
orgénicos, tanto del medio de cultivo como del micelio de cada uno de ellos, y éstos fueron
ensayados bioldgicamente con el fin de determinar su potencial antifungico y fitotoxico.
Con base en los resultados de estos bioensayos, se selecciond un hongo endoéfito para
realizar un cultivo a mediana escala, obtener sus extractos y realizar un fraccionamiento
biodirigido con objeto de obtener los compuestos responsables de su actividad bioldgica.

Como hipotesis del presente trabajo, se establecié que el criterio utilizado para

seleccionar los 14 hongos endofitos, mas los resultados obtenidos en los bioensayos con los
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extractos organicos de los mismos, nos conducirian a aquellas especies cuyos metabolitos
bioactivos los convierten en agentes potenciales de regulacion del crecimiento o
plaguicidas de origen natural. Por lo tanto, su principal objetivo fue determinar el potencial
aleloguimico de los catorce hongos endofitos mediante la evaluacion del efecto de los
extractos organicos de su micelio y medio de cultivo, sobre el crecimiento de la raiz de
cuatro plantas de prueba y el crecimiento radial de dos hongos (Eumycota) y dos fungoides
fitopatdgenos (Oomycota). Se realiz6 ademas, un estudio quimico biodirigido del endofito
que presentd el mayor potencial alelogquimico, con el fin contribuir al posible desarrollo de
nuevos agentes de control de plagas y enfermedades y/o al desarrollo de nuevos farmacos
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2. ANTECEDENTES

2.1. Laecologia

El término ‘ecologia’ fue acufiado por Ernst H. Haeckel (1834-1919) quién empled
el vocablo oekologie (del griego oikos que significa casa o lugar donde se vive). La
ecologia se refiere a las relaciones entre los seres vivos y su ambiente biotico y abidtico.
Asimismo, la ecologia se refiere tanto a las relaciones entre individuos de una misma
poblacion como a aquellas entre individuos de distintas poblaciones. Todas estas
interacciones se llevan a cabo dentro de los sistemas ecoldgicos o ecosistemas (Margaleff,
1980)

La ecologia como ciencia, surge como una importante rama de la biologia en los
afios sesenta del siglo pasado. Su origen, no obstante, es mucho méas remoto, aunque difuso;
si bien los cazadores de la prehistoria entreveian las relaciones entre los seres vivos y su
ambiente, algunos investigadores piensan que la ecologia nace cuando los griegos
comenzaron a desarrollar su historia natural.

Cuando la ecologia investiga las relaciones reciprocas entre un organismo,
poblacion o especie con factores concretos de su ambiente (humedad, temperatura, luz,
salinidad, nivel de nutrimentos y factores bidticos), se habla entonces de autoecologia o
ecologia de las especies. Desde el enfoque autoecoldgico, la ecologia describe las
caracteristicas del medio y la forma como responden los organismos a ellas (adaptacion).

Cuando la ecologia investiga los sistemas formados por individuos de muchas
especies (comunidades), en el seno de un ambiente de caracteristicas definidas e implicados
en un proceso dinamico y continuo de interaccion, ajuste y regulacion, se habla entonces de
sinecologia (Anaya, 2003).

Un cardcter particular de la ecologia es que combina elementos de otras disciplinas
con sus propios puntos de vista. EI mayor desarrollo en el conocimiento sobre la ecologia
se logra cuando investigadores de diversas disciplinas realizan estudios conjuntos, tanto en
el campo como en el laboratorio.

El conocimiento del entramado ecoldgico nos ayuda a la resolucion de muchos
problemas de caracter ecoldgico que el mundo enfrenta en la actualidad, mismos que, por lo
general, hemos causado los seres humanos por ignorancia 0 menosprecio de las delicadas y

complejas interrelaciones entre los organismos y el ambiente.
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2.1.1. Laecologia quimica

Paralelamente a los compuestos metabdlicos primarios (aminoacidos, proteinas,
carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos, acidos carboxilicos, etc.) se origina otro tipo de
compuestos que, por sus caracteristicas particulares y especificas, se denominan
compuestos 0 metabolitos secundarios (MS). El metabolismo secundario se refiere a los
fendmenos quimicos que suceden en los organismos para dar lugar a compuestos organicos
que parecieran no participar en el crecimiento y desarrollo de los individuos que los
producen, estos compuestos son llamados metabolitos secundarios (MS). Los MS, a
diferencia de los metabolitos primarios que son comunes a todos los seres vivos, estan
distribuidos de manera mas limitada entre distintos grupos taxonémicos y algunas de sus
funciones estan siendo reveladas poco a poco, mientras otras permanecen aun desconocidas
(Buchanan et al. 2000). Los metabolitos primarios y los secundarios no pueden distinguirse
a partir de sus precursores moleculares, estructuras quimicas u origenes biosintéticos, por lo
que es necesaria una definicion funcional: los metabolitos primarios son aquellos
involucrados en la nutricién y en los procesos metabolicos esenciales, los MS, en general,
son aquellos con mayor importancia en las relaciones ecologicas (Buchanan et al.
2000)(Mann, 1987).

Actualmente, se conocen cientos de miles de MS y gracias a la continua evolucion
de los organismos y a las interacciones bidticas dentro y entre especies, las vias metabolicas
que dan origen a los MS se modifican dando origen a nuevos compuestos. Entre los
principales grupos de MS se encuentran los fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides,
esteroides y alcaloides, entre otros.

A mediados del siglo pasado, a partir de los estudios de Fraenkel (1959) sobre las
relaciones planta-insecto, se puso claramente en evidencia la importancia ecoldgica de los
MS al mediar las relaciones quimicas entre los organismos. Por otro lado, se sabe que la
importancia metabolica de algunos compuestos secundarios puede ser grande, pero
también, que su utilizacién es variable, lo cual hace dificil la comprension del papel que

desempefian (Seigler, 1977).
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En la actualidad sabemos que todos los organismos producen diversos MS que al ser
liberados al ambiente repercuten en las condiciones de éste, asi como en el crecimiento,
salud y conducta de otros organismos, dando origen a las diversas relaciones quimicas entre
los seres vivos; estas relaciones son justamente el objeto de estudio de la ecologia quimica.
Anaya (2003) afirma que la ecologia quimica puede avanzar dentro de un equilibrio “ideal”
entre la ciencia basica — generando informacion sobre los complejos y sofisticados
mecanismos de relacion quimica entre los organismos- y la ciencia aplicada — buscando un

manejo de los recursos bidticos mas adecuado y menos dafiino para el ambiente.

2.2. Laalelopatia

Como parte de la ecologia quimica, encontramos a la ciencia de la alelopatia, la cual se
ocupa de estudiar cualquier proceso donde estén involucrados los MS producidos por
plantas, algas y microorganismos, que al ser liberados al ambiente afectan el crecimiento y
desarrollo de otros sistemas bioldgicos (IAS, 1996).

Algunas interacciones alelopaticas fueron descritas desde la época de los griegos, sin
embargo, hace apenas aproximadamente 50 afios, las investigaciones sobre alelopatia
logran enmarcar conceptualmente a esta compleja ciencia, particularmente por el
descubrimiento de la importancia ecoldgica de los MS y por el desarrollo de nuevas
tecnologias que facilitan el aislamiento, purificacién y caracterizacién de estos productos

naturales (Anaya, 2003).

2.3.  Lasplantas

El reino Plantae engloba a los organismos eucariotas (con nudcleo verdadero)
pluricelulares autétrofos, que presentan celularidad de tipo "vegetal" (células con pared
celular y cloroplastos), organizada en tejidos con especializacion funcional.

El proceso de la fotosintesis es crucial para la vida en nuestro planeta. Las plantas al
llevarlo a cabo producen y reciclan el oxigeno; al fijar el carbono del CO, controlan la
cantidad de este gas (cuyo incremento es uno de los principales factores causantes del
calentamiento global) y producen glucosa y almidon; a partir de estos dos, fabrican otros

compuestos primarios que son la base que sustenta todas las redes troficas.
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Las plantas han desarrollado innumerables relaciones con otros seres Vivos,
inclusive con el ser humano; el desarrollo de la humanidad estd intimamente ligado a su
relaciéon con las plantas. La revolucién neolitica, que incluye el paso de némada a
sedentario en el ser humano, la construccion de las primeras aldeas, la incorporacién de
nuevas técnicas y materiales artesanales y un desarrollo profundo de la cultura humana, se
debié en gran parte al descubrimiento de la agricultura. La relacion hombre-agricultura
determina el inicio de las grandes civilizaciones, conocidas como civilizaciones fluviales
debido a que se asentaron en fértiles riveras (Brom, 1993). Desde la aparicion del hombre
las plantas se han utilizado como alimento, material de construccion, combustible o
medicina. En la actualidad sabemos incluso que los simios y otros animales son capaces de

buscar plantas para curarse (Anaya y Espinosa, 2006).

2.4. Los hongos

Los hongos se agrupan dentro de un reino muy amplio y diverso (Fungi) y poseen
un estilo de vida muy particular. Tienen una gran distribucion sobre la bidsfera, desde los
desiertos hasta los helados polos, ya que son capaces de aprovechar exitosamente muchos y
diferentes habitats. Los hongos son organismos con formas muy variables y adaptaciones
muy versatiles que les permiten enfrentarse con las condiciones cambiantes del medio en
que viven (Isaac. 1992).

El reino de los hongos esta formado por microorganismos eucarioticos, heterotrofos
(carecen de clorofila), de gran importancia por el papel ecologico que desempefian,
particularmente en el proceso de descomposicion de la materia organica muerta y, por lo
tanto, en el ciclaje de nutrimentos dentro de los ecosistemas. Viven como saprofitos
(descomponiendo restos de plantas y animales), como parasitos obligados o biotrofos (solo
pueden vivir y reproducirse en el organismo hospedero), parasitos facultativos o
hemibidtrofos (cuando pueden vivir y reproducirse aunque su hospedero ya no esté vivo) o
como simbiontes (viviendo en asociacion con otros organismos beneficiandose
mutuamente) (Sullia y Shantharm, 1998). Su forma de alimentacion es muy caracteristica y
se realiza por absorcién de los nutrimentos después de que las enzimas que secretan
descomponen o “digieren” los distintos alimentos de los que dependen. Los hongos
desempefian un papel fundamental en los ecosistemas, son grandes descomponedores Y,
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ademas, el tipo de hongos existentes en el suelo puede determinar el tipo de plantas y, como
consecuencia, el tipo de animales que viven en una comunidad.

El cuerpo de los hongos, por lo general llamado talo (cuerpo vegetativo o soma),
puede constar de una sola célula, en el caso de las levaduras (hongos levaduriformes), o de
un grupo de células, cuando se trata de otra clase de hongos cuyo talo estd formado por
filamentos ramificados llamados hifas que se agrupan en una masa Illamada micelio (hongos
filamentosos). Los hongos pueden reproducirse a través de esporas, tanto sexual como
asexualmente (hongos mitosporicos).

Se ha descubierto que los hongos estan mas emparentados con los animales que con
las plantas. Las paredes de las células de los hongos estan formadas del mismo material que
el exoesqueleto de los insectos, la quitina, a diferencia de la pared celular de las plantas que
en la mayoria estan formadas de celulosa; el glucégeno es el carbohidrato que almacenan
los hongos al igual que los musculos y el higado de los animales, por el contrario, en las
plantas el carbohidrato almacenado es el almidon (Alexopoulos, 1997; Baldauf, 1993;
Patterson, 1992; Ruiz-Herrera, 1992; Barr 1992).

Los hongos son fabricas formidables de compuestos quimicos y esta caracteristica los
ha puesto al servicio de la industria para elaborar muchos e importantes farmacos y otras

sustancias quimicas

2.4.1. Ladiversidad de los hongos

La diversidad de los hongos es muy amplia, los micélogos calculan que existen
millones de ellos y que s6lo se conoce aproximadamente un 5%; se habla de 1.5 millones
de especies segun célculos conservadores, sin embargo se menciona la posibilidad de que
tan solo los hongos asociados a plantas podrian llegar a 1.62 millones de especies. El grupo
de los hongos endofitos contribuye a un calculo mas aproximado del total de especies
fangicas, considerando la relacion promedio entre hongos asociados a plantas y éstas
(Hawksworth, 2001). En México se calcula que desconocemos el 96.5% de las especies de

hongos de nuestro pais (Guzman, 1998).

2.4.2. Los hongos endofitos
La palabra endofito quiere decir “dentro de la planta” y ha sido utilizada para

referirse a bacterias, hongos, algas e insectos sin importar la relacion que los huéspedes
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guardan con la planta. Sin embargo, por lo general, se refiere a microorganismos que
colonizan los 6rganos de las plantas sin causar un dafio aparente, mas especificamente,
muchos mico6logos utilizan el termino enddéfito para referirse a los hongos que pasan la
mayor parte de su ciclo vital dentro de su hospedero sin causar sintomas aparentes de
enfermedad, aunque algunos sean fitopatdgenos potenciales.

El primer hongo endofito fue descrito en 1903 por E.M. Freeman (Freeman, 1904),
sin embargo su ubicuidad no fue reconocida completamente hasta finales del siglo XX. Los
hongos enddfitos, aunque pertenecen a diversos grupos taxonémicos, en su gran mayoria
pertenecen al grupo de los ascomicetos. En general, los microorganismos endofitos pueden
localizarse en espacios intracelulares, intercelulares o en el tejido vascular (Schulz y Boyle,
2005).

Schulz et al. (1999) y Schulz y Boyle (2005) mencionan que no existen
interacciones neutras entre endofitos y hospederos, sino que estas interacciones constituyen
un balance de antagonismos, no relacionado con el 6rgano de la planta que es infectado.
Hay siempre un grado de virulencia de parte del hongo endoéfito, mientras que las defensas
de la planta limitan el desarrollo de los hongos invasores y de la enfermedad.

Dentro de los hongos endofitos podemos hacer una separacion en tres grupos
ecologicos: las micorrizas, los balansiaceos (endofitos de los pastos) y los endofitos no
balansiaceos (endofitos de las plantas lefiosas) (Schulz y Boyle, 2005).

El estudio de los endofitos ha cobrado importancia recientemente, entre otras cosas,
porgue se ha propuesto el uso de algunos de ellos como agentes de biocontrol (Isaac. 1992).
Los mas estudiados corresponden a los balansiaceos pues tienen mayor importancia
econdémica que los no balansiaceos, ademas los endéfitos de los pastos son menos diversos

que aquellos de plantas lefiosas (Schulz y Boyle, 2005).

2.4.3. Relacidn endofito planta

La investigacion de la relacién entre los endofitos y las plantas esta apenas en sus
comienzos, sin embargo hay algunos aspectos conocidos. ElI hongo puede obtener de la
planta proteccion y alimentos mientras que la planta podria obtener de los endéfitos
compuestos que promuevan su crecimiento, incrementen su resistencia a los estreses
bidticos y abioticos, modifiquen la anatomia de la raiz o contribuyan directamente a la

nutricion mineral de la planta. Los hongos podrian proteger a la planta de la herbivoria y
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defenderla de algunos patdgenos a través de un incremento de defensas que posiblemente
estaria relacionado con la produccion de MS por parte de los hongos, pero también es
posible que el estrés que en la planta genera la colonizacion por el endofito provoque que
ésta aumente su produccién de metabolitos de defensa o cambie la calidad del contenido
quimico de la planta, lo que favorece que ésta pueda sobrellevar las condiciones adversas.
Este mismo razonamiento puede aplicarse a las reacciones de defensa de la planta contra
los patdgenos y herbivoros.

En cuanto a la proteccion que los hongos reciben de la planta, si bien es cierto que
estar dentro de la misma aisla a los enddfitos del medio externo, también es verdad que el
medio interno puede llegar a ser agresivo ya que una planta puede contener docenas de
especies distintas de hongos endoéfitos los cuales deben competir entre si; ademas se
encuentran las defensas quimicas de la planta que los endofitos deben enfrentar (Faeth,
2002; Schulz y Boyle, 2005).

Algunos hongos endofitos pueden mejorar la adaptabilidad ecoldgica de la planta,
estableciendo asi una interaccion con su hospedera cercana a la simbiosis, aungue esta
convivencia casi simbiotica es muy compleja, porque aunque la relacion es benéfica por un
lado, por el otro puede ser perjudicial. Se conocen casos de antagonismo entre huésped y
hospedero; el equilibrio que se establece entre las defensas de ambos organismos marca la
diferencia entre una relacion mutualista y una patogénica (Figura 1.1) (Isaac, 1992; Tan y
Zou, 2001).

Defensas de la planta

En equilibrio:
enddfito

Fuera de equilibrio:
patdgeno

Figura 1.1. La relacion entre el huésped (hongo enddfito) y el hospedero (planta) esta
definida por el equilibrio entre sus defensas.

La interaccion entre la planta y el hongo es, en alto grado, una interaccion quimica.
Muchos MS producidos por hongos endéfitos se han aislado en cultivos in vitro, no

obstante, cabe destacar que el unico MS que se ha demostrado que se sintetiza dentro del
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hospedero es la rugulosina de un endofito de Pinus sylvestris, esto quizas se deba a que,
como se menciond antes, la colonizacion por parte de los enddfitos no balansiaceos es
limitada y la concentracion de sus metabolitos dentro de la planta puede ser muy pequefia
para detectarse (Schulz y Boyle, 2005).

La especificidad de los hongos endofitos hacia su planta hospedera es variada,
mientras algunos enddéfitos pueden ser aislados de diferentes especies de plantas
hospederas, en distintos sitios con condiciones ambientales diferentes, otros hongos
muestran una alta especificidad y solo pueden ser aislados en plantas de una misma familia
y hasta de una sola especie. La especificidad en la colonizacion de ciertos tejidos no es tan
clara, a veces se han aislado hongos de Organos especificos, pero otras veces esta

especificidad no se observa (Isaac. 1992).

2.4.4. Evolucion de los hongos endofitos

La evolucién de los hongos endofitos puede seguirse desde la época en que las
plantas colonizaron los ambientes terrestres, ya que la asociacion planta-hongo data de esas
épocas (Gunatilaka, 2005). Cabe decir que el estudio evolutivo de los hongos es muy dificil
debido a que dificilmente se fosilizan (Audersirk, 1997). Existen varias teorias en relacion
al origen de los enddfitos; una de ellas sostiene que los enddéfitos son fitopatégenos que han
perdido su patogenicidad, también se ha propuesto que algunos endofitos son hongos
causantes de enfermedades que se encuentran en estado latente, y la tercera hipétesis afirma
gue son hongos oportunistas. Dada la gran diversidad y plasticidad de estos organismos, se
puede pensar que las tres posibilidades son reales. La mayoria de los datos que existen en la
literatura, coincide en que los hongos endofitos estan intimamente relacionados con los

fitopatdgenos (Schulz y Boyle, 2005).

2.4.5. Metabolismo secundario de los hongos endofitos

Dada su importancia aplicada, los quimicos organicos llevan mucho tiempo
trabajando con los MS o productos naturales y han estudiado profundamente las
propiedades de los compuestos fitoquimicos desde 1850. La investigacion en el area de los
productos naturales ha estimulado el desarrollo de nuevas tecnologias para la separacion de
compuestos, métodos espectroscopicos para elucidar estructuras y rutas quimicas sintéticas
que ahora constituyen la base de la quimica organica contemporanea. El interés por los MS

10
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no solo es académico, el ser humano les ha dado una utilidad desde siempre y muchos de
ellos han cobrado una importancia econdmica notable como aceites, ceras, gomas, fibras,
esencias, farmacos, saborizantes, etc. Ademas se ha encontrado en ellos una fuente muy
grande de compuestos bioactivos y se ha comprobado su importante papel ecolégico, lo
cual provoco que el interés en estas sustancias recibiera mas atencion por parte de los
bidlogos (Buchanan et al. 2000).

La produccion de MS por los hongos es una de sus caracteristicas principales y de
hecho, sintetizan una gran variedad de estos compuestos. Los MS son aptos para ingresar a
los sistemas vivientes, interactuar con un receptor o blanco molecular, cambiar la estructura
de éste y penetrar a las células donde pueden afectar diversos procesos fisioldgicos. Esta es
la razon de su actividad bioldgica y/o farmacoldgica. Hasta ahora, de todos los
microorganismos que han sido estudiados, los hongos son aquellos de los cuales se ha
obtenido el mayor nimero de MS (Guanatilaka, 2005). Al comparar la cantidad de MS
aislados de endofitos con aquellos aislados del suelo se encontré que el porcentaje de
compuestos con actividad fungicida y herbicida era mayor en los hongos endofitos que en
los del suelo. Por esta razon, los endo6fitos como fuente de productos naturales resultan
prometedores, pues aunque anteriormente la busqueda de MS se realizaba con hongos de un
muestreo al azar recientemente se esta considerando el nicho ecoldgico que ocupan los
hongos que van a estudiarse, ya que los MS que el microorganismo sintetiza estan
relacionados con el papel que éste desempefia en su medio; de esta manera cobra relevancia
la interaccion hongo-planta y la competencia entre los endodfitos dentro de su hospedero
(Schulz et al, 2002).

El papel que desempefian los MS de muchos endéfitos dentro de la planta es aun
dudoso pues como se mencion0, su concentracion dentro del hospedero puede ser muy
baja, mas baja aun que la concentracion a la que se ha demostrado actividad bioldgica en
ensayos in vitro, sin embargo eso no quiere decir que no desempefien una funcion dentro de
la planta y por lo tanto un papel ecolégico (Schulz y Boyle, 2005).

El Cuadro 1.1 muestra algunos de los MS que han demostrado una clara actividad

bioldgica, aislados de los hongos endofitos (Gunatilaka, 2006).
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Cuadro 1.1. Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera

producto(s) natural(es)

Actividad bioldgica

Referencia

(familia)
Acremonium zeae
(NRRL 13540) Zea maydis L. Antifingico, Wicklow, 2005
(Hypocreales (Poaceae) antibacteriano He, 2002
mitosporico)
Aspergillus clavatus Taxus mairei Antifingico, antiviral, Betina, 1992
cepa H-037 y Torreya grandis anticancer, controlador de Vurro, 1998
(Trichocomaceae) (Taxaceae) hierbas Zhu, 2000
Aspergillus fumigatus Cynodon dactylon Liu, 2004
CYO18 Y y Antifingico; micotoxina ’
. (Poaceae) Cole, 1977
(Trichocomaceae)

Fumigaclavina C

4!
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flingica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
OAc
%
o N
Aspergillus fumigatus OH — o .
CYO018 Cynodon dactylon IO Antifiingico; micotoxina Liu, 2004
. (Poaceae) N Cole, 1977
(Trichocomaceac) “h
N
o}
4
Fumitremorgina C
OH O
| Citotoxico; inhibidor de
xantina oxidasa
MeO (0] OMe
5
Rubrofusarina B
Aspergillus niger Cynodon dactylon
IFB-E003 y (Poaceae)y Song, 2004
(Trichocomaceae)

Fonsecinona A

Antifingico; inhibidor de
xantina oxidasa

¢l
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Cepa flingica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad bioldgica

Referencia

Aspergillus parasiticus
RDWDI-2
(Trichocomaceac)

Sequoia sempervirens
(Taxodiaceae)

Sequoiatona C

CO,CH
2778 5

Sequoiatona D

CO,CH
2773 5

Sequoiatona E

COCH,

Sequoiatona F

Téxico de Artemia salina

Toxico de Artemia salina

Téxico de Artemia salina

Téxico de Artemia salina

Stierle, 2001
Stierle, 2003

14!
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad bioldgica

Referencia

Aspergillus parasiticus

RDWDI1-2
(Trichocomaceae)

Sequoia sempervirens
(Taxodiaceae)

OH
SN/
= H =
f : (o]
o \ ©
o o
o]
12
Sequoiamonascina B
OH
SN
=z oH
~ X COOH
o \
o o]
o]
13

Sequoiamonascina C

Sequoiamonascina D

Téxico de Artemia salina,
citotoxico

Téxico de Artemia salina

Téxico de Artemia salina

Téxico de Artemia salina

Stierle, 2001
Stierle, 2003
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flingica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biologica Referencia
OH O COH
H
O O Antibacteriano; inhibidor
de eosinofil
OH
OMe OMe
15
Monometilsulocrina
Aspergillus sp. Li, 2005
(cepa #CY725) Cyn((’gggc(i:gylon HOOC Matsueda, 1985
(Trichocomaceae) Ma, 2004
Antibacteriano
16
Acido helvolico
HO OH
0 o
Antibidtico
H K
H
17
Botrytis sp. Taxus brevifolia Ramulosina .
Sclerotini T Stierle, 1998
(Sclerotiniaceae) (Taxaceac) HQ o
7 o)
: Antibidtico

» »

HO
H
18
6-hidroxiramulosina

91
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad bioldgica

Referencia

Botrytis sp.
(Sclerotiniaceae)

Taxus brevifolia
(Taxaceae)

Antibidtico

Stierle, 1998

Chaetomium chiversii

Ephedra fasciculata

Citotoxico, inhibidor de

CS-36-62 Turbyville,2006
(Chactomiaceac) (Ephedraceae) Hsp90
Citotoxico
Globosumona A
Chaetomium globosum | Ephedra fasciculata
(Chaetomiaceae) (Ephedraceae) Bashyal, 2005
OH O
OW
O OH Citotoxico
HO
22

Globosumona B

L1
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad biol6gica

Referencia

Chaetomium globosum

Ephedra fasciculata

OH O OH
@OW
O OH
HO
23

(Chaetomiaceae) (Ephedraceae) Citotoxico Bashyal, 2005
Globosumona C
Citotoxico, inhibidor de
xantina oxidasa
Cladosporium herbarum Cvnodon dactvion Cutler, 1979
IFB-E002 y (Poaceae)y Ye, 2005
(Mycosphaerellaceae) Hiort, 2004
Inhibidor del crecimiento
vegetal
Orlandina
o]
HO e U U
Cytospora sp. Conocarpus erecta ° Brady, 2000
CR 200 Antifingico; citotéxico Y
(Valsaceae) (Combretaceac) OH O Xu, 2004
26

Citosporona B

81
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endofitos.

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biologica Referencia
o}
o
Cytospora sp. OH
CR 200 Cg’ggﬁiri‘:zceefec)ta o Antibacteriano Brady, 2000
(Valsaceae) OH
27
Citosporona E
o
HO
O/\/\/Y
\Q;()L\ OH Citotoxico
OH O
28
Dotiorelona A
o} OH
HO /\/\)\/
o
Dothiorella sp. Aegiceras \Q%/)L\ o
cepa HTF3 corniculatum I Citotoxico Xu, 2005
(Botryosphaeriaceae) (Myrsinaceae) 29
Dotiorelona B
o
HO P U aS
o OH
Citotoxico

30
Dotiorelona C

61
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
HO o
o
Dothiorella sp. Aegiceras OH
cepa HTF3 corniculatum Citotoxico Xu, 2005
(Botryosphaeriaceae) (Myrsinaceae)
HO
31
Dotiorelona D
HOI\/\/\/\/\/\/\/\
&VV Antibacteriano, inhibidor
W de xantina oxidasa
Fusarium sp.
IFB-121 Quercus Variabilis CerebmSlda
Shu, 2004
(Hypocreales (Fagaceae)
mitosporico)

HO (@) NH
Ho&gvo PN PN
Ho = \/\‘/VW
OH

Antibacteriano, inhibidor
de xantina oxidasa

33
Fusarusida
COOH
H O
OH |
Hormonema sp. . . o
o) 0
ATCC 74360 J“?gf”r’:s‘s’gg:e“)”'s Hﬁ(ﬁ\vo antifungico Pelacz, 2000
(Dothioraceae) P OH
34
Enfumafungina

0¢
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Cuadro 1.1. (Continuacion) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flingica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
OH O
Inhibidor de
O % acetilcolinesterasa
MeO OH (AChE) antioxidante,
secuestrador de radicales
OMe libres;
35
Microsphaeropsis Pilgerodendron Grafislactona A Sone. 2005
olivacea (Ascomycota uviferum 5
. . OH O Hormazahal, 2005
mitosporico) (Cupressaceac)
0@
MeO Inhibidor de
acetilcolinesterasa
HO OMe (AChE)
o)
36
Botrallina

Microsphaeropsis sp.
cepa NRRL 15684
(Ascomycota
mitosporico)

Buxus sempervirens

37
Lactona S 39163/F-1

Antimicrobiano, antiviral

Tscherter, 1988
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Cuadro 1.1. (Continuacion) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endofitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flingica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
Antibacteriano,
Antifiingico, inhibidor de
FTPasa
Preusomerina G
O OH
o,
Mycelia sterilia Atropa belladonna Antibacteriano, Krohn, 2001
(Ascomycota) (Solanaceae) Antifingico Singh, 1994
39
Preusomerina H
O OH
OMe Antib.acteri.ano,
) Antifingico

40

Preusomerina I

(44
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
O OH
o,
Antibacteriano,
antifungico
41
Preusomerina J
O OH
. . Antibacteriano,
Mycelia sterilia Atropa belladonna antifingico &ohn, 2001
(Ascomycota) (Solanaceae) Singh, 1994
42
Preusomerina K
O OH
Antibacteriano,
antifungico

43

Preusomerina L

154
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Cuadro 1.1. (Continuacion) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad bioldgica

Referencia

Nectria galligena
(Nectriaceae)

Malus domestica
(Rosaceae)

OH
OHC = =

OH
R

44
Coletoclorina B

45
Ilicicolina C

Ilicicolina E

O, o}

HO

X
OH O H

47
o,B-dehydrocurvularin

Inhibidor de
acetilcolinesterasa
(AChE), inhibidor de
a-glucuronidasa

Inhibidor de
acetilcolinesterasa
(AChE), inhibidor de
a-glucuronidasa

Inhibidor de
acetilcolinesterasa
(AChE), inhibidor de a-
glucuronidasa

Citotoxico; inhibidor de
germinacion y de
crecimiento radicular y
epicotiliar

Gutierrez, 2005

v
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Cuadro 1.1. (Continuacion) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endofitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad biol6gica

Referencia

Nodulisporium
sp. MF 5954, ATCC
74245
(Xylariales
microsporico)

Bontia daphnoides
(Scrophulariaceae)

Acido nodulisporico A2

Insecticida

Insecticida

Hensens, 1999
Ondeyka, 1997

Penicillium janczewskii
(Trichocomaceae)

Prumnopitys andina
(Podocarpaceae)

MeO

Peniprequinolona

Nematicida; acelerador
del crecimiento radicular;
citotoxico débil

Schmeda-Hirschmann,
2005
Dai, 2001
Krohn, 1997
Parisi, 1993
Kusano, 2000
He, 2005

4
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endofitos.

Cepa fungica

Planta(s) hospedera

producto(s) natural(es)

Actividad biol6gica

Referencia

(familia)
Schmeda-Hirschmann,
2005
Penicillium janczewskii | Prumnopitys andina Antibacteriano, antiviral, Dai, 2001
(Trichocomaceace) (Podocarpaceace) fitotoxico Kro_hp, 1997
" Parisi, 1993
51 Kusano, 2000
Meleina He, 200
Antimicético, inhibidor
del crecimiento radicular
y de la elongacion del
hipocétilo. ( a bajas conc.
acelerador del crecimiento
radicular)
Periconia sp. Taxus cuspidata Kim, 2004
OBW-15 (Taxaceae) Shin, 2005
(Halosphaeriaceae) ’
Inhibidor del crecimiento
HOII- radicular y de la
elongacion del hipocétilo.
( a bajas conc. acelerador
del crecimiento radicular)
Pestalotiopsis jesteri Fragraea bodenii Antifiingico, antimicotico Li, 2001

(Amphisphaeriaceae)

(Gentianaceae)

Jesterona

9¢
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flngica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
o)
HO
ont Antimicotico,
O o antioxidante
55
Pestacina
Pes_talotlop3|s Terminal ia Harper, 200356
microspora morobensis Li. 2001
(Amphisphaeriaceae) (Combretaceae) OH o ’
Ly
OH . . ..
Ho Q Antifingico, antioxidante
56
Isopestacina
OHOM . .
HO o Antibacteriano,
Phomopsis sp. Erythrina crista-galli N antifungico,
. . Weber, 2004
(Valsaceae) (Fabaceae) Ho o antinflamtorio,
o] ligeramente citotoxico
57
Fomol
OH O COH
Rhizoctonia sp. ‘/O \_O
Cy064 Cynodon dactylon OH Antibacteriano débil Ma, 2004
(Hymemomycetes (Poaceae) OMe OMe
mitosporico) 58

Acido rizoctonico

LT
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endofitos.

Planta(s) hospedera

Cepa flingica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biol6gica Referencia
Antibacteriano débil
59
Rhizoctonia sp. Ergosterol
Cy064 Cynodon dactylon Ma, 2004
(Hymemomycetes (Poaceae)
mitosporico)
Antibacteriano débil
GH
OH
60
3B,5a,6B-trihidroxiergosta-7,22-dieno
Streptomyces
aureofaciens Zingiber officinale p .
CMUAC130 (Zingiberaccac) Antifingico Taechowisan, 2005
(Streptomycetaceae)

5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina

8¢
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Cuadro 1.1. (Continuacion) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos endo6fitos.

Cepa fangica Plant?f(;)mrillc;s;))edera producto(s) natural(es) Actividad biolégica Referencia
Streptomyces
aureofaciens Zingiber officinale o .
CMUAC130 (Zingiberaceac) Antifiingico Taechowisan, 2005
(Streptomycetaceac)
Antibacteriano
S Daphnopsis Brady, 2000
Hongo Iéoﬁ?fgtlﬁcado americana Brady, 2001
(Thymelaeaceace) Singh, 2000
Antibacteriano
Guanacastepeno I

6¢
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Cuadro 1.1. (Continuacioén) Principales metabolitos bioactivos aislados de hongos end6fitos.

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad bioldgica Referencia
Toxico para linea celular
CF-1 de Choristoneura
fumiferana (Tortricidae)
6,7-dihidroxi-2-propil-2,4-octadien-4-olida
OH ©
H . .
o Ligeramente toxico para
7 linea celular CF-1 de
HO H . .
oH Choristoneura fumiferana
OCHg .
66 (Tortricidae)
Hongo no identificado - 5,6,8-trihidroxi-4-(1°-hidroxietil) isocumarina
Cepa SWS 2611L P(';?I"’l‘a%gi;a > ( ) Findlay, 2003
(DAOM 229664) OH O
H
o Ligeramente toxico para
H 2y linea celular CF-1 de
A Choristoneura fumiferana
67 OH (Tortricidae)
Sescandelina
OH O
H . L
¢} Ligeramente toxico para
y / linea celular CF-1 de
Choristoneura fumiferana
H 68 CHZOH (Tortricidae)

Sescandelina B

0¢
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Hipdtesis

3. HIPOTESIS

El criterio de preseleccion de microorganismos con potencial antagonico y/o
alelopatico, junto con los resultados derivados de las evaluaciones in vitro de los extractos
organicos de los hongos endofitos seleccionados, constituyen un camino metodolégico
adecuado para detectar especies que producen compuestos cuya bioactividad los convierte
en agentes potenciales para el desarrollo de reguladores del crecimiento o plaguicidas de

origen natural.
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Objetivos

4. OBJETIVOS

4.1.  Objetivo general
Con base en los antecedentes anteriores, los objetivos generales de la presente

investigacion son los siguientes:

a. Determinar el potencial aleloquimico de los catorce hongos enddéfitos aislados
de algunas plantas tropicales de la reserva ecoldgica EI Edén en Quintana Roo,
que mostraron un fuerte potencial antagdnico, mediante la evaluacion de su
efecto sobre el crecimiento de la raiz de cuatro plantas de prueba y el
crecimiento radial de dos hongos (Eumycota) y dos fungoides fitopatégenos

(Oomycota).

b. Realizar el estudio quimico biodirigido del endofito que presente el mayor
potencial aleloquimico, con el fin de aislar e identificar los principales
compuestos que determinan su bioactividad y, de esta manera, contribuir al
posible desarrollo de nuevos agentes de control de plagas y enfermedades y/o al

desarrollo de nuevos farmacos.

4.2.  Objetivos particulares

A fin de cumplir con los objetivos primordiales planteados, se formularon los siguientes
objetivos particulares:

a. Establecer las condiciones Optimas de crecimiento de los catorce hongos
endofitos, mediante la realizacion de fermentaciones en pequefia escala,
verificando el desarrollo de los microorganismos en diferentes medios de cultivo

y diferentes condiciones de incubacion.

b. Obtener los extractos organicos a partir del medio de cultivo y del micelio de

cada uno de los endofitos.
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Objetivos

Evaluar la actividad antifingica de los extractos organicos utilizando el método
de dilucién en agar y como microorganismos de prueba dos hongos
fitopatdgenos: Fusarium oxysporum y Alternaria solani, y dos fungoides
fitopatdgenos: Phythophtora parasitica y Phythophtora capsici.

Evaluar el posible efecto fitotoxico de los extractos organicos de los catorce
endofitos, determinando su actividad sobre el crecimiento de la raiz de
Amaranthus hypochondriacus L. (Amaranthaceae), Lycopersicon esculentum
Mill. (Solanaceae) var. Pomodoro, Echinochloa crus-galli L. (Beauv.) (Poaceae)

e Ipomoea tricolor (Convolvulaceae).

Cultivar en mediana escala (32 L) el enddfito que presente el mayor potencial
aleloquimico y obtener los extractos organicos del mismo, a partir del medio de
cultivo y del micelio, verificando su bioactividad mediante los bioensayos

indicados en los incisos 3y 4.

Aislar los aleloquimicos responsables de la bioactividad de los extractos

organicos, a través de un estudio quimico biodirigido.

Determinar cuantitativamente la actividad fungitoxica y fitotoxica de los

principales metabolitos aislados de las fracciones activas.
Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos aislados

mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos,
quiroopticos y de difraccion de rayos X.
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Materiales y Metodos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Hongos endofitos

Los catorce hongos endofitos utilizados en este trabajo, no estdn completamente
identificados ya que no formaron estructuras reproductivas, por lo que se utilizaran las
claves de las morfoespecies para referirse a ellos.

En la Cuadro 5.1 se muestran las claves de los endofitos y las plantas de las que fueron

aislados.

Cuadro 5.1. Clave de los endofitos trabajados y su planta hospedera
Hongos endofitos trabajados

Clave del hongo Plantas hospederas*
110 BP (Muscodor sp.) B.,C
AHC Ah
CHB Ch
55 M
131 S
1 CB (Guignardia mangiferae) B,C,Ch,LM,Z
LD1 L
PC ( Xylaria sp.) P
AEC Ae
53 (Pestalotiopsis sp.) M
LH L
10 (Colletotrichum sp) B.C.M,S
7 (Phomopsis sp.) CM
101 B

*(Ae= espinas de Acacia sedillense; Ah=hojas de Acacia sedillense; B= Bursera simaruba; C=Callicarpa
acuminata; Ch=Chrysophillum mexicana; L=Lonchocarpus castilloi; M=Metopium brownei; P=Pteridium
aquilinum; S=Sebastiania adenophora; Z=Zuelania guidonia)

5.2. Organismos de prueba
5.2.1. Microorganismos fitopatdogenos
Como microorganismos de prueba se utilizaron cuatro fitopatégenos con
importancia agricola en nuestro pais: dos hongos fitopatogenos: Fusarium oxysporum y
Alternaria solani (Eumycota) y dos fungoides (Oomycota): Phythophtora capsici y
Phythophtora parasitica.
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Materiales y Metodos

5.2.2. Plantas
Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus (amaranto), Echinochloa
crus-galli (zacate tardo), Lycopersicon esculentum (jitomate) e Ipomoea tricolor (ipomea).
Las semillas de amaranto se obtuvieron en el Mercado de Tulyehualco, Mexico, D.F; las de
zacate tardo se colectaron de plantas cultivadas en el invernadero del Insituto de Ecologia
(UNAM); las de tomate se compraron en “Semillas Berentsen”, Celaya, Guanajuato,
Mexico y las de 1. tricolor fueron colectadas e identificadas en Huichapan, Hidalgo por la

Dra. Ana Luisa Anaya.

5.3. Determinacion de las condiciones optimas para el crecimiento de los 14 hongos
endofitos seleccionados.
5.3.1.  Seleccion del medio de cultivo.

Se probaron distintos tipos de medios con objeto de encontrar aquellos en los que se
desarrollaran de manera Optima los 14 hongos seleccionados asi como los cuatro
microorganismos de prueba. En la Cuadro 5.2 se enlistan los medios utilizados.

Los medios sélidos se utilizaron en cajas de Petri colocando en el centro de las
mismas, el indculo respectivo. Los indculos se obtuvieron con un sacabocado estéril de
Smm de diametro con el cual se obtuvo la muestra directamente del micelio del endofito
creciendo sobre papa-dextrosa-agar (PDA). El desarrollo de todos los hongos y fungoides
se siguid durante el tiempo de cultivo en cada medio y se compararon los resultados para

elegir el medio idoneo.

Cuadro 5.2. Medios de cultivo seleccionados para el desarrollo de los microorganismos.

Medios utilizados para crecer los hongos trabajados

Medio Composicion

Infusion de papa
(MERCK)(200g)
Dextrosa (20g)
Agar (15g)

Agua destilada (1L)

Papa dextrosa agar (PDA) deshidratado (comercial)

Infusion de puré de papa (200g)
Dextrosa (20g)

PDA utilizando puré de papa comercial Agar (15g)
Agua destilada (1L)
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Cuadro 5.2. (continuacién) Medios de cultivo seleccionados para el desarrollo de los
microorganismos.

Medios utilizados para crecer los hongos trabajados

Medio Composicion
Infusion de papa fresca (200g)
Dextrosa (20g)

Agar (15g)

Agua destilada (1L)

Infusion de papa fresca (200g)
Dextrosa (20g)

Agua destilada (1L)

PDA de papas frescas

Caldo de papa dextrosa (CPD)de papas frescas™®

Infusion de papa fresca (200g)
Dextrosa (20g)

CPD con extracto de levadura utilizando papas frescas* Extracto de levadura (5g)
Agua destilada (1L)

Peptona de carne (5g)
Peptona de caseina (5g)
Dextrosa (20g)

Agua destilada (1L)
pH=5.7

Caldo sabouraud*

Jugo V-8 (180mL)
Carbonato de calcio (2g)
Agua destilada (820mL)
pH=5.5

Jugo de ocho verduras*

* Medios utilizados tinicamente con los hongos endoéfitos

5.3.2. Obtencion de los cultivos en pequefia escala

Las fermentaciones en pequefia escala (1 L) para cada endoéfito se realizaron
utilizando como medios de cultivo los anteriormente mencionados y verificando el
desarrollo del hongo endofito en condiciones de agitacion y estaticas. Los cultivos en
agitacion se incubaron por un periodo de 15 dias y los estdticos por 30 dias a una
temperatura de incubacion de 28 °C.

Para realizar las fermentaciones estaticas se utilizaron matraces de 2 L conteniendo
1 L de medio de cultivo. El inoculo colocado en cada uno de los matraces, consistio de
cuatro cortes circulares del micelio del hongo correspondiente realizados con un
sacabocado estéril de Smm de didmetro sobre el micelio del enddfito creciendo en PDA.

Las fermentaciones en agitacion se realizaron en dos matraces de 1 L conteniendo cada uno
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500 mL del medio inoculado de la forma mencionada. El producto de cada fermentacion se

filtr6 a través de cuatro capas de gasa, con el fin de separar el micelio del medio de cultivo.

54. Obtencion de los extractos organicos del medio y del micelio de los
catorce endofitos
5.4.1. Extraccion de los micelios.

El micelio humedo se someti® a un proceso de maceracion con 1.5 L de
diclorometano (CH,Cl,) durante tres dias; esta maceracion se repitid tres veces.
Inmediatamente después y con el mismo procedimiento, se realizaron tres extracciones mas
con acetato de etilo (AcOEt). Los extractos resultantes se filtraron, se secaron sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentraron al vacio utilizando un evaporador rotatorio. Los
extractos obtenidos con CH,Cl, y con AcOEt se compararon por cromatografia en capa fina

(ccf) después de lo cual se unieron para cada uno de los hongos.

5.4.2. Extraccion de los medios de cultivo.

Los extractos de los medios de cultivo se obtuvieron mediante sucesivas particiones
organicas empleando los mismos disolventes que en las maceraciones (CH,Cl, y AcOEt).
La fase organica resultante se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio en
un evaporador rotatorio. Los extractos obtenidos con CH,Cl, y con AcOEt se compararon
por cromatografia en capa fina (ccf) después de lo cual se unieron para cada uno de los

hongos.

5.5. Determinacion de la actividad bioldgica de los extractos obtenidos del
medio de cultivo y del micelio de los catorce endofitos
5.5.1. Determinacion del potencial fungitdxico
La determinacion cuantitativa del potencial antifingico de los extractos organicos
de los endoéfitos en estudio, se realiz6 mediante la evaluacion del efecto de los mismos
sobre el crecimiento radial de los cuatro microorganismos fitopatdgenos de prueba:
Fusarium oxysporum, Phythophtora parasitica, Phythophtora capsici y Alternaria solani.
Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de diametro y la concentracion de

prueba fue 250 pg/mL. Como control positivo se utilizd el fungicida comercial captan
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(Anaya, et al., 2003). El crecimiento radial fue analizado con un analisis de varianza de una

via (ANOVA) modelo I (0¢=0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD.

5.5.2. Determinacién del potencial fitotoxico

La determinacidén cuantitativa del potencial fitotdoxico de los extractos organicos
(CH,Cl,-AcOEt), se realizo mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de cuatro especies de plantas de prueba:
Amaranthus  hypochondriacus (Amaranthaceae), Echinochloa crus-galli (Poaceae),
Lycopersicon esculentum (Solanaceae) e Ipomoea tricolor (Convolvulaceae) utilizando el
método en caja de Petri (Anaya et al., 1995; 2003). Estas especies son representantes de
semillas de dicotiledoneas y monocotiledoneas.

La evaluacion del potencial fitotoxico sobre [pomoea tricolor solo se realizéd con las
fracciones obtenidas del extracto del micelio del hongo 101 cultivado en condiciones
estaticas, sustituyendo a Echinochloa crus-galli.

Los ensayos de fitotoxicidad se realizaron utilizando una concentracion de 125
ug/mL y como control positivo se empled el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2, 4-D). Los
resultados obtenidos se analizaron mediante un anélisis de varianza de una via, (ANOVA)

modelo I (a=0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD.

5.6. Cultivo en mediana escala del hongo 101

Se realizé una fermentacion estatica del hongo 101 seglin las condiciones Optimas
ensayadas para este hongo (Cuadro 5.3). En cinco garrafones de vidrio con capacidad para
18 L se colocaron 6.5 litros del medio de cultivo en cada uno, los garrafones se taparon con
un tapon de gasa y se esterilizaron en autoclave. En condiciones estériles, cada garrafon se
inoculo con cinco cortes del micelio del endofito 101 realizados con un sacabocados estéril
de 10 mm de didmetro. La fermentacion se dejo estatica a una temperatura de 28°C durante
un periodo de 30 dias.

Terminada la fermentacion se decant6 el medio de cultivo (32 L) y fue concentrado
a presion reducida en la planta piloto del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM. Estando separados el micelio y el medio de cultivo (este ultimo, concentrado) se

obtuvieron los extractos organicos de CH,Cl, y AcOET de igual manera en que se hizo con
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las fermentaciones en pequefa escala y asi mismo se evalu6 su actividad bioldgica tanto en

hongos como en semillas.

Cuadro 5.3. Condiciones 6ptimas para el cultivo del endéfito 101.
Condiciones Optimas de Crecimiento

Medio de cultivo Papa - dextrosa
Temperatura de incubacion 28 °C
Periodo de incubacion 30 dias
Condiciones de cultivo Estatico
5.7. Fraccionamiento biodirigido del extracto organico obtenido del micelio

del endofito 101.
5.7.1. Técnicas cromatograficas generales

El extracto organico obtenido del micelio del cultivo a mediana escala del hongo
101 se fracciond mediante cromatografia de adsorcion en columna abierta, empleando gel
de silice como adsorbente. Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron
siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de
silice y varios sistemas de elucion (Hex-CH,Cl,, CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH), como agente
cromogénico se empled una disolucion de sulfato cérico (12g sulfato cérico, 22mL &cido
sulfurico y 350g de hielo); para obtener el desarrollo del color fue necesario calentar cada

cromatofolio por dos minutos aproximadamente a 110 °C (Ghisalberti, 1993; Stahl, 1969).

5.7.2. Fraccionamiento primario
El extracto organico activo obtenido del micelio del cultivo a mediana escala del
hongo 101 se fracciond en columna abierta utilizando 1,427g de gel de silice, obteniéndose
un total de 180 fracciones de 200mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron
caracteristicas cromatograficas similares se combinaron dando como resultado 14

fracciones primarias (ver Cuadro 5.4)

5.7.3. Obtencién de la xantoquinodina J (69).
De la fraccion activa XII (4.896 g), precipitd espontdneamente un sélido amorfo de

color amarillo el cual fue purificado por sucesivas recristalizaciones por par de disolventes
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utilizando diclorometano y metanol hasta obtenerlo puro como sélido cristalino de color

amarillo.

Cuadro 5.4. Fraccionamiento primario del extracto organico obtenido del micelio del

endofito 101 cultivado a mediana escala en condiciones estaticas.

Fraccionamiento primario del extraxto del micelio del endofito 101

Fracciones Eluyente/(proporcion) Fracciones reunidas Clave
1-6 I
1-10 Hexano (Hex)
7-9 II
11-16 Hex-CH,Cl, (9:1
ex-CHC, (O:1) 10-21 i
17-22 HGX-CH2C12 (82)
23-29 Hex-CH,Cl, (7:3) 22-28 v
29-33 v
30-43 Hex-CH,Cl, (6:4) 34-35 VI
36-62 VIl
44-51 Hex-CH,Cl, (1:1)
52-61 Hex-CH,Cl, (4:6)
62-67 Hex-CH,Cl, (3:7)
63-78 VIII
68-73 Hex-CH,Cl, (2:8)
74-79 CH,Cl,
80-118 CH,Cl,-MeOH (99:01) 79-94 X
95-127 X

119-124 CH,Cl,-MeOH (98:02)
125-140 CH,Cl,-MeOH (97:03)
141-149 CH,Cl,-MeOH (96:04)

128-169 XI
150-157 CH,Cl,-MeOH (95:05)
158-170 CH,Cl1,-MeOH (9:1)
171-175 CH,Cl,-MeOH (7:3) 170-175 XII
176-177 CH,Cl,-MeOH (1:1) 176-177 XII1T
178-182 MeOH 178-182 XV
5.8. Caracterizacion de la xantoquinodina J (69).

El punto de fusion se determind en un aparato BUCHI Melting Point B-540b y se

describe sin corregir. La rotacion Optica se registrd en un polarimetro digital JASCO DIP
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360. Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RNM 'H) y de carbono-13
(RMN "°C) se generaron en un aparato Varian UNITY PLUS 500, el cual se operd a una
frecuencia de 500 MHZ y de 125 MHZ, respectivamente. Los espectros se registraron en
CDCl; y los desplazamientos quimicos (9) se asignaron en ppm referidos al tetrametilsilano
(TMS) empleado como referencia interna. El espectro en el infrarrojo (IR) se registr6é en un
espectrofotometro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599B, en pastilla de KBr. El espectro en
el ultravioleta (UV) se registrd6 en un espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 202. El
espectro de masas se registro en un aparato JEOL JMS-AX505 HA mediante introduccion
directa a 70 eV. El andlisis de difraccion de rayos X se efectud en el Instituto de Quimica,

en un difractometro Nicolet R3m.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Determinacion de las condiciones 6ptimas para el crecimiento de los catorce
hongos enddfitos seleccionados.

Los hongos endofitos y los microorganismos fitopatégenos de prueba se cultivaron
en diferentes medios de cultivo, con la finalidad de establecer las condiciones Optimas de
crecimiento.

El medio de papa-dextrosa es un medio ampliamente utilizado para el crecimiento
de hongos fitopatogenos y en el presente trabajo resultdé ser muy adecuado para el
crecimiento de las endofitos, los cuales, como se menciond, estan estrechamente
relacionados con los primeros (Ulloa, M. Hanlin, R 1978). El medio sabouraud es
frecuentemente utilizado para realizar cultivos de mohos y levaduras (DIFCO, 1994). El
medio preparado con jugo ocho verduras (V&) es un medio muy utilizado en el cultivo
rutinario de hongos (Ulloa, M. Hanlin, R 1978). Considerando que el medio papa-dextrosa
es ideal para los fitopatdgenos se quiso probar alguna variante por lo cual se utilizo el caldo
de papa-dextrosa con extracto de levadura.

Al comparar los cultivos liquidos encontramos que el mayor crecimiento miceliar de
los endofitos se did en las fermentaciones con caldo de papa-dextrosa (CPD) y caldo
saboureau, el crecimiento del micelio fue evidentemente menor al realizarse la
fermentacion en CPD con extracto de levadura utilizando papas frescas, por lo cual este
medio fue descartado; en los cultivos realizados con medio V8 el crecimiento fue
practicamente nulo al completar los tiempos asignados por lo que éste también fue
descartado.

Para decidir entre la utilizacién de medio de papa-dextrosa o de sabouraud, fue
determinante la extraccién orgénica realizada a ambos medios de cultivo sin inocular
(controles). Del CPD se obtuvieron 5 mg de extracto mientras que del caldo saboureau se
obtuvieron 18 mg. Ya que los compuestos provenientes del medio de cultivo constituyen
una contaminacion para los extractos de los hongos es preferible que el medio presente el
menor aporte de compuestos al extracto obtenido, por esta razon se eligio al CPD como el
medio idoneo para realizar los cultivos en medio liquido (Cuadro 3.1).

Los microorganismos fitopatdgenos no crecieron bien en las cajas de Petri con PDA

comercial, sin embargo, al utilizar medio de papa preparado con papas frescas y con puré
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de papa, tanto fitopatdogenos como endofitos mostraron un buen crecimiento y no se
observaron diferencias en el tamafo ni forma de las colonias. No obstante, un aspecto que
resultd evidente fue la diferencia en la transparencia del medio; mientras que el medio de
papa preparado con puré era muy turbio, aquel preparado con papas frescas era translucido,
lo que facilitaba la medicion del crecimiento radial de las colonias; por esta razdn, se

decidio utilizar el PDA a partir de papas frescas (Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Medios elegidos para realizar los cultivos

Cultivos en medio liquido Cultivos en medio solido
Caldo de papa-dextrosa (CPD) utilizando Papa-dextrosa-agar (PDA) utilizando papas
papas frescas frescas
6.2. Obtencion de los extractos organicos del medio y del micelio de los

catorce endofitos

En la Cuadro 6.2 se presenta la cantidad de extracto obtenido del medio y del
micelio en condiciones estaticas y de agitacion para cada uno de los endofitos cultivados en
CPD. Hay que destacar que en general, las condiciones de agitacion promovieron una
mayor cantidad de extracto, ademas se pudo observar que la cantidad de micelio producido
en estas condiciones fue mayor al generado en condiciones estaticas exceptuando el caso
del endofito 101 que préacticamente no crecio al ser sometido a agitacion. De acuerdo con
los resultados obtenidos en el inciso 3.1 y en el presente apartado, es posible afirmar que,
con la excepcidn de uno solo de los endofitos, las condiciones optimas para el crecimiento
y produccion de extracto de los mismos fue la utilizacion del caldo de papa-dextrosa en
cultivos agitados, aunque ésta no debe tomarse como una regla que deba cumplirse para
todos los endofitos puesto que cada uno tiene sus particularidades.

Cuando el medio se agita, se incrementa su aireacion, lo cual promueve la
oxigenacion de los organismos que en €l se encuentran; por ello, es posible que el
crecimiento fuera mayor bajo condiciones de agitacion, y por lo mismo, se produjera mayor
cantidad de extracto.

Como se puede observar, el rendimiento de los extractos del micelio obtenidos en

condiciones estaticas es mayor que el del medio en la mitad de los endofitos y viceversa, es
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mayor en el medio de los otros 7 hongos. En cambio, en condiciones de agitacion, el

rendimiento de los extractos del micelio es mucho mayor en la mayoria de los endoéfitos.

Cuadro 6.2. Rendimiento de los extractos del micelio y el medio de cultivo obtenidos en
las fermentaciones en condiciones estéticas y en agitacion.

RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS (mg/L)

Condiciones
Endofito Estatico Agitacion
Micelio Medio Micelio Medio

110BP 14 12 16 16
AHC 10 12 14 22
CHB 4 8 23 18
55 4 37 236 27
131 3 18 269 120
ICB 23 32 262 60
LD1 521 21 168 124
PC 53 58 38 82
AEC 81 161 31 37
53 152 42 134 28
LH 7 105 328 33
10 278 53 218 149

7 1068 36 437 54
101 920 63 ND ND

Es notoria la produccién de los extractos del micelio obtenidos en condiciones
estaticas de los endofitos 7, 101 y LD1. En estos tres casos gran parte del extracto esta
conformado por una fase aceitosa, sobre todo en 7. Los extractos obtenidos de las
fermentaciones en agitacion de estos mismos hongos contienen en mucha menor
proporcion la fase aceitosa, mientras que la fase solida aparentemente no varia, esto
muestra que la mayor oxigenaciéon y el movimiento constante, probablemente afectan el
metabolismo de los hongos los cuales producen mayor o menor cantidad y calidad de
metabolitos. Dependiendo el endofito, los extractos del medio y micelio pueden compartir
la mayoria de sus componentes o pueden ser distintos, lo mismo sucede entre los extractos
obtenidos de fermentaciones agitadas y estaticas, ademas se observo, como en el caso del
aceite antes mencionado, que no todos los componentes de los extractos se veran afectados
de igual manera por las condiciones a las que se somete al hongo, mientras la produccion
de unos metabolitos puede verse promovida por efecto de la agitacion, la de otros puede

permanecer igual o disminuir.
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6.3. Determinacion de la actividad biologica de los extractos obtenidos del

medio de cultivo y del micelio de los catorce endofitos

Para cada condicion de extraccion (agitacion y estatica) y cada fuente de origen de
los extractos (medio de cultivo y micelio) se presentan los resultados obtenidos de cada uno
de los hongos endofitos en los bioensayos con microorganismos fitopatdgenos y semillas

(Cuadros 6.3, 6.4, 6.5y 6.6).

Los resultados muestran en general, que los extractos tienen mayor actividad
fitotoxica que fungitoxica, a pesar de que sobre los microorganismos fitopatdogenos se

probaron a mayor concentracion.

De los extractos obtenidos de los micelios en agitacion, solo destaca por su
actividad fungitoxica el endofito LD1 superando el 50% de inhibicion sobre el crecimiento
de los dos fungoides fitopatdgenos (P. parasitica y P. capsici). En el caso de las semillas
vemos que los hongos AHC, 131, AEC y 10 tienen muy buena actividad inhibitoria sobre
las semillas. Para el extracto del medio en agitacion, LD1 vuelve a mostrar una actividad
superior al 50% frente a los fungoides, al igual que AHC y PC, este Gltimo inhibiendo
totalmente el crecimiento de estos microorganismos; en el caso de las semillas vemos que
131 y 10 presentan una fuerte bioactividad. Debido a la escasa cantidad de extracto del
medio de AHC, no pudo evaluarse su actividad fitotdxica ni compararse con la del micelio.
El extracto del medio de cultivo del aislamiento 55 muestra mayor fitotoxicidad que el de

su micelio (< 60% y > 40% respectivamente).

Los datos de los bioensayos de los extractos obtenidos de los micelios en condicion
estatica muestran que PC, AEC y 101 tienen una fuerte bioactividad sobre el crecimiento
radial de los fitopatégenos de prueba. El primero y el ultimo son los que presentan mayor
actividad inhibitoria sobre los hongos fitopatdgenos (aproximadamente 50%), la cual fue la
mayor observada en todos los bioensayos de extractos obtenidos en condiciones estaticas
del presente trabajo. En el caso de las semillas solo 110BP y AHC muestran una actividad

inhibitoria superior a 40%.
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Cuadro 6.3. Efecto de los extractos del micelio obtenidos de los cultivos en agitacion sobre el
crecimiento radial de microorganismos fitopatdgenos (250 pg/mL) y de la raiz de las plantas de
prueba (125 pg/mL).

MICELIO EN AGITACION
HONGO FITOPATOGENOS SEMILLAS
ENDOFITO % de inhibicién del crecimiento radial % de inhibicion del crecimiento de la raiz
P. capsici  P. parasitica F. oxysporum  A.solani  A. hypochondriacus  E. crus-galli L. esculentum

110 BP ND ND ND ND 32.51%* 15.28% 46.12%*
AHC ND ND ND ND 69.85%* 36.92%* 71.86%*
CHB 0.00% -0.85% 14.12% 9.29% 4.20% 18.63% 20.68%

55 -2.24% -10.98% 11.37% 7.94% 37.12%* 31.53%* ND
131 14.33% 14.16% 7.79% 4.25% 76.50%* 71.78%* 64.79%*
ICB -10.47% -11.01% 9.26% 11.46% 16.56% 6.65% 13.11%
LDl1 61.46%* 55.86%* 5.98% 9.83% 17.41% 11.43% 14.91%

PC 29.10%* 25.63%* 20.63% 19.46% 45.41%* 18.40% ND
AEC -0.23% 19.68% 28.29%* 17.92% 51.33%* 45.88%* 64.15%*
53 -4.65% -4.19% 11.37% 1.43% 37.85%%* 26.13%* 35.37%*
LH -3.98% 0.54% 1.47% 3.55% 43.63%* 34.07%* 57.99%*
10 5.99% 10.61% 12.12% 6.19% 70.56%* 86.27%* 79.45%*
7 -10.24% -10.72% 5.53% 3.47% -5.51% -1.35% -1.25%

*p<0.05. Numero negativos = estimulacion del crecimiento. ND = bioensayos no realizados por problemas

con la solubilidad de los extractos o insuficiencia de los mismos.

Cuadro 6.4. Efecto de los extractos del medio obtenidos de los cultivos en agitacién sobre el
crecimiento radial de microorganismos fitopatdgenos (250 pg/mL) y de la raiz de las plantas de
prueba (125 pg/mL).

MEDIO EN AGITACION
HONGO FITOPATOGENOS SEMILLAS
ENDOFITO porcentaje de inhibicion del crecimiento radial porcentaje de inhibicion del crecimiento radicular
P. capsici  P. parasitica F. oxysporum  A. solani  A. hypochondriacus  E. crus-galli L. esculentum
110 BP ND ND ND ND 15.25% 6.60% 57.61%*
AHC 52.05%* 70.75%* 36.48%* 38.25%* ND ND ND
CHB 4.40% 40.57%* 29.68%* 25.44%* ND ND ND
55 -3.33% 8.15% 26.20%* 27.49%* 61.55%* 66.52%* 85.87%*
131 0.00% 66.57%* 25.25%* 6.50% 65.31%* 52.40%* 71.50%*
1CB 7.35% 37.19%* 26.38%* 26.38%* 59.09%* 0.15% 17.76%
LD1 59.82%* 68.75%* 22.58% 18.20% 15.14% 6.54% 42.97%*
PC 100.00%*  100.00%* 24.98%* 29.60%* 58.94%* 9.68% ND
AEC -3.36% -0.93% 19.32% 5.79% 35.47%* 38.45%* 29.91%*
53 12.14% 73.75%%* 30.93%* 22.29% 30.84%* 30.60%* 69.11%*
LH 11.11% 100.00%* 28.81%* 11.98% 37.75%* 34.70%* 21.09%
10 21.46% 45.62%* 22.35% 10.58% 92.84%* 93.49%* 80.78%*
7 -6.19% -4.86% -1.05% 4.38% 50.90%* 3.36% ND

* p<0.05. Numero negativos = estimulacion del crecimiento. ND = bioensayos no realizados por problemas
con la solubilidad de los extractos o insuficiencia de los mismos.

46



Resultados y Discusion

Cuadro 6.5. Efecto de los extractos del micelio obtenidos de los cultivos estaticos sobre el
crecimiento radial de microorganismos fitopatdgenos (250 pg/mL) y de la raiz de las plantas de
prueba (125 pg/mL).

MICELIO ESTATICO
HONGO FITOPATOGENOS SEMILLAS
ENDOFITO porcentaje de inhibicion del crecimiento radial porcentaje de inhibicion del crecimiento radicular
P. capsici  P. parasitica F. oxysporum  A.solani  A. hypochondriacus  E. crus-galli L. esculentum
110 BP ND ND ND ND 41.91% 25.73% 55.95%
AHC ND ND ND ND 65.49% 38.54% 65.09%
CHB ND ND ND ND ND ND ND
55 ND ND ND ND ND ND ND
131 ND ND ND ND ND ND ND
1CB -10.47% -8.18% 13.80% 14.95% ND ND ND
LDI 38.83%* 42.81%* 5.50% 23.11% 22.03% 7.13% 3.18%
PC 30.54%* 100.00%* 50.93%* 45.36%* 38.67%* 19.34% ND
AEC 60.37%* 68.99%* 33.07%* 28.71%* 26.56%* 39.02%* 25.75%%*
53 -6.71% 7.78% 13.73% 4.68% 21.96% 21.53% 4.48%
LH ND ND ND ND 29.75%* 27.46%* 14.14%
10 33.11%* -11.33% 16.02% 22.15% 28.83%* 36.08%* 56.18%*
7 -6.02% -4.65% 0.61% 7.00% -8.03% -7.56% -0.43%
101 65.64%* 65.80%* 47.23%* 52.53%* 7.51% 32.06%* 8.81%

* p<0.05. Numero negativos = estimulacion del crecimiento. ND = bioensayos no realizados por problemas

con la solubilidad de los extractos o insuficiencia de los mismos.

Cuadro 6.6. Efecto de los extractos del medio obtenidos de los cultivos estaticos sobre el
crecimiento radial de microorganismos fitopatégenos (250 ug/mL) y de la raiz de las plantas de
prueba (125 pg/mL).

MEDIO ESTATICO
HoNGO  FITOPATOGENOS L SEMILAS
ENDOFITO por.c§nta]e de 1nh1.b.1010n del crecimiento radial ' porcentaje dg inhibicion del crecgmento radicular
P. capsici  P. parasitica F. oxysporum  A. solani  A. hypochondriacus E. crus-galli L. esculentum
110 BP ND ND ND ND 63.42%* 31.57%* 69.26%*
AHC ND ND ND ND 78.77%* 49.60%* 76.35%*
CHB ND ND ND ND 56.95%* 50.66%* 63.97%*
55 -13.03% -2.59% 22.51% 13.55% 49.71%* 50.73%* 61.46%*
131 0.00% -2.27% 12.51% 8.67% ND ND ND
1CB 0.00% 26.06%* 27.82%* 24.46% 30.68%* 30.15%* 46.15%*
LDI 9.56% 61.95%* 25.90%* 18.83% ND ND ND
PC 40.33%* 100.00%* 18.76% 33.80%* 38.57%* 30.78%* 60.41%*
AEC 6.76% 34.79%* 3.98% 4.43% 27.13%* -6.50% 5.41%
53 9.39% 10.37% 18.45% 8.37% 72.60%* 42.39%* 83.28%*
LH -11.11% -1.75% 1.25% 5.67% 29.50%* 16.00% 14.61%
10 31.68%* 55.31%* 37.50%* 25.35%* 92.84%* 91.33%* 100.00%*
7 -3.54% -1.62% -2.32% 1.04% 53.09%* 62.11%* 78.59%*
101 26.87%* 67.10%* 29.52%* 9.01% 32.27%* 15.53% 80.01%*

*p <0.05. Numero negativos = estimulacion del crecimiento. ND = bioensayos no realizados por problemas
con la solubilidad de los extractos o insuficiencia de los mismos.
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En los extractos del medio en condiciones estaticas, el endofito PC destaca entre
todos los demds por su actividad inhibitoria sobre los fungoides fitopatogenos,
particularmente sobre Phythophtora parasitica la cual es inhibida 100% (el extracto del
micelio en condiciéon estitica también lo inhibe 100%). Los extractos en condiciones
estaticas de LD1 y 10 presentan una buena actividad sobre P. parasitica (62% y 67%

respectivamente).

En el caso de las plantas de prueba, los extractos del medio en condicidn estatica de
110BP, AHC, CHB, 55, PC, 53, 10 y 7 inhiben en general mas del 50% del crecimiento de

la raiz de las tres especies. El endofito 101 inhibe 80% la raiz de jitomate.

Con base en los resultados obtenidos de todos los bioensayos, los hongos que, en

general, mostraron mayor bioactividad son: 10, AHC, 101 y PC.

6.4. Hongo seleccionado para el fraccionamiento biodirigido

El endo6fito 101 fue seleccionado como el hongo idoneo para realizar la fermentacion a
mediana escala tomando en cuenta varios factores: 1) el alto rendimiento en la produccion
del extracto del micelio; 2) el hongo crecié mucho mejor en condiciones estaticas, lo que
excluy¢ la necesidad de contratar el servicio para escalar la fermentacion en condiciones de
agitacion; 3) la importante bioactividad de sus extractos de micelio y medio sobre los
microorganismos fitopatdgenos de prueba (particularmente sobre los hongos); 4) el micelio

presentd mayor actividad antifungica que el medio (Figura 6.1 ).

6.5. Fermentacion a mediana escala y obtencion de los extractos

Puesto que el hongo endoéfito 101 no crecid bajo agitacion, se realizo la fermentacion a
mediana escala de manera estatica manteniendo las condiciones 6ptimas de temperatura y

medio de cultivo (ver Cuadro 5.3)

Como resultado de la fermentacion se obtuvo una gran cantidad de extracto de micelio
(50.68 g) y muy poca del medio (314 mg). Con base en estos resultados, el extracto del

micelio se seleccion6 para realizar el fraccionamiento biodirigido.
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Efecto de los extractos del micelio y medio de cultivo
del hongo endodfito 101 sobre el crecimiento de microorganismos
fitopatogenosy plantas de prueba
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Figura 6.1. Efecto de los extractos del micelio y el medio de cultivo del hongo endofito
101 sobre el crecimiento de microorganismos fitopatogenos y plantas de prueba.

6.6. Fraccionamiento Biodirigido del Extracto Activo del Hongo Endofito
101

Una vez que se demostr6 el potencial aleloquimico (efecto fitotoxico y antifungico) y el
rendimiento del extracto del micelio, se procedi6 al aislamiento de los metabolitos
secundarios bioactivos a partir del mismo utilizando un fraccionamiento biodirigido. Como
ensayos de monitoreo de la actividad fitotoxica se utilizo el método en caja de Petri (Anaya

et al., 2005) y el de dilucion en agar para monitorear la actividad antifiingica (Anaya et al.,
2003).
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El fraccionamiento biodirigido del extracto activo del micelio, utilizando una
cromatografia en columna abierta, permitié6 obtener 14 grupos de fracciones primarias
cuyos rendimientos se presentan en el Cuadro 6.8. Es importante hacer notar que las
fracciones poco polares presentan los rendimientos mas bajos, es decir el micelio del
endofito 101 produce mayor cantidad de metabolitos medianamente polares y polares

(Fracciones VII-XII).

Cuadro 6.8. Rendimiento de las fracciones primarias obtenidas.

Fraccion Peso (g)

I 0.0667
II 0.1341
11 0.1188
v 0.5997
A% 0.0567
VI 0.0091
VII 23.757
VIII 0.2326
IX 1.8353
X 5.1205
X1 5.0594
XII 4.896
XIIT 0.2579
X1V 0.1983
6.7. Fraccionamiento primario del extracto del micelio obtenido de la

fermentacion a mediana escala.

La actividad antifungica y fitotoxica mostrada durante los bioensayos con los
organismos de prueba, permiti6 seleccionar las fracciones con mayor bioactividad.

En la Figura 6.2 se muestra el perfil de la actividad fungitdxica y fitotdxica. Es evidente
que las fracciones mas activas son las mas polares. La fraccion XII causdé la mayor
inhibicion del crecimiento radial de los cuatro microorganismos de prueba. La fraccion XI
mostré la mayor actividad inhibitoria sobre el crecimiento de la raiz de las plantas de
prueba. Debido a que las fracciones menos polares no son solubles en un disolvente
adecuado para realizar los bioensayos con microorganismos, no se pudo determinar su

efecto sobre éstos.
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Hectode las catorce fraccionesprimarias del extracto organico del miceliodel
hongo endéfito 101 sobre los organismos de prueba.
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Figura 6.2. Efecto de los extractos del micelio del hongo endéfito 101 sobre el crecimiento
de microorganismos fitopatdgenos y plantas de prueba.

6.8. Aislamiento del metabolito secundario mayoritario presente en la

fraccion primaria XII del extracto del micelio del endofito 101.

De la fraccion primaria activa XII (4.896 g) precipitd espontaneamente un
heterodimero novedoso, la xantoquinodina J (69), cuya estructura y rendimiento se pueden
observar en el Cuadro 6.9.

La caracterizaciéon de la xantoquinodina J (69) aislada se realiz6 mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos. A continuacion se discutira en
detalle los aspectos mas importantes del analisis que permitieron la determinacion de la

estructura molecular de este novedoso metabolito.

6.9. Caracterizacion de la xantoquinodina J (69).
El compuesto 69 se aislo como un sélido cristalino de color amarillo intenso,
soluble en CH,Cl, y con un punto de fusién de 219.6-220.5 °C. El espectro en el UV
presenta absorciones intensas en Amax 373, 277 y 242 nm caracteristicas de un nucleo

xantoquinodina (Tabata et al., 1993;1996). Por otra parte, el espectro en el IR (Espectros 1)
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de este compuesto presenta bandas de absorcion asociadas con su caracter aromatico (Upmax.
1637 cm™) y con la presencia de grupos hidroxilo (Umax, 3435 cm™) y carbonilo (conjugado,
de acetato y de grupo carboximetilo) (Umax. ~1637 cm™ y ~1740 cm™). El espectro de masa
presentd un i6n molecular en una relacion de masa carga de 614 y permitié establecer una
formula molecular de Cs3H,601, (Espectros 2; Cuadro 6.10). Esta formula permite calcular

un indice de insaturacion de veinte.

Cuadro 6.9. Xantoquinodina J (69) aislada del extracto del micelio del hongo endéfito 101.

Xantoquinodina J Rendimiento

35.56 mg/L

(69)

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN 'H y RMN °C) y
bidimensionales (HMQC, HMBC, COSY y NOESY) permite establecer que el producto
natural presenta el nticleo estructural de un heterodimero de xantona y oxantrona (Tabata et
al., 1993;1996; Ducrot, 2001). A continuacion se discute en detalle las caracteristicas
principales de los espectros:

a) El espectro de RMN "C (Espectro 3) presentan sefales para 33 atomos de
carbono en conformidad con la formula molecular establecida por espectrometria de masas

(Cuadro 6.10).

b) En la regién aromatica del espectro de RMN 'H (Espectros 4) se observan dos
protones aromaticos meta acoplados en oy 6.80 (d, /= 1.5 Hz) y 6.89 (d, J = 1.5 Hz) y un

proton aromatico aislado en Oy 6.14 (s). Estas tres sefales presentan correlacion en el

52



Resultados y Discusion

espectro HSQC con tres metinos de caracter aromatico en d¢ 119.42, 123.30 y 114.16

respectivamente (Espectros 5y 6).

Cuadro 6.10. Constantes espectroscopicas de IR, de UV y espectrométricas de la

xantoquinodina J (69).

IR Upax, (KBr) cm’! 3435, 1740, 1637, 1573

614 [M" (31.94)], 555 (100), 521 (91.67), 18 (79.86), 582

(78.47), 522 (71.53), 44 (45.14), 43 (43.75), 505 (40.28), 477

(37.50), 556 (36.11), 57 (29.86), 583 (29.86), 205 (29.17), 380

(29.17), 55 (27.78), 495 (27.78), 478 (25.69), 121 (25.00), 494

EM-IE m/z (25.00), 28 (24.31), 504 (24.31), 476 (23.61), 224 (22.92), 39
(intensidad relativa) (22.22), 69 (22.22), 467 (22.22), 17 (21.53), 230 (20.83), 163
(19.44), 360 (19.44), 195 (18.75), 273 (18.75), 84 (18.06), 218

(18.06), 229 (17.36), 71 (16.67), 105 (16.67), 275 (16.67), 449

(16.67), 506 (16.67%), 45 (15.97%), 97 (15.28), 540 (15.28),

338 (14.58), 115 (13.89), 290 (13.89), 137 (13.19).

UV (CH30H) Amax nm 373,277, 285, 260, 242

¢) En la zona vinilica del espectro de RMN 'H se observan dos pares de sefiales
dobles centradas en oy 6.13 (dd, J = 10.5, 3.0 Hz) y 6.51 (dd, J = 10.5, 3.0 Hz) y en 0y 6.08
(dd, J=10.5, 3.0 Hz) y 6.43 (dd, J = 10.5, 3.0 Hz) asignables a cuatro hidrogenos vinilicos
los cuales muestran correlaciones con la sefiales en o¢ 123.50, 143.78, 132.50 y 131.77,

respectivamente en el espectro HSQC.

d) En el espectro de RMN 'H se observan sefiales asignables a tres metinos en 8y
4.82 (dd, J = 6.6, 1.0 Hz), 5.30 (t J = 2.5 Hz) y 5.97 (s). Estas tres sefiales presentan
correlacion en el espectro HSQC con tres metinos de caracter alifatico en d¢ 38.13, 74.54 y

73.02 respectivamente.
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Cuadro 6.11. Datos espectroscopicos de RMN 'H (500 MHz, CDCls) y de RMN "°C (125
MHz, CDCls) de la xantoquinodina J (69).

Posicion Sc (d) Multiplicidad 3 (8) (mult. J en Hz)
(DEPT)
1 - - -
2 84.87 C ---
3 74.54 CH 5.30 (t,J=2.5 Hz)
4 143.78 CH 6.51 (dd, J=10.5, 3.0 Hz)
5 123.52 CH 6.13 (dd, J=10.5, 3.0 Hz)
6 171.04 C ---
7 99.02 C ---
8 185.10 C ---
9 105.43 C ---
10 159.80 C ---
11 114.16 CH 6.14 (s)
12 147.56 C ---
13 114.94 C ---
14 154.15 C ---
15 168.71 C ---
16 53.12 CH; 3.70 (s)
| 73.02 CH 5.97 (1H, s)
2’ 136.32 C ---
3 119.42 CH 6.80 (d, /=1.5Hz)
4 147.76 C ---
5 123.30 CH 6.89 (d,J=1.5Hz)
6’ 161.52 C ---
7 112.46 C ---
8 185.17 C ---
9 105.62 C ---
10° 186.36 C ---
11’ 38.13 CH 4.82 (dd, J=6.6, 1.0 Hz)
12° 131.77 CH 6.43 (dd, J = 8.3, 6.8 Hz)
13 132.50 CH 6.08 (dd, /= 8.3, 1.0 Hz)
14 41.47 C ---
, 2.79 (d, J=18.0 Hz)
15 35.12 CH; 2.69 (d, J = 18.0 Hz)
16’ 22.06 CH; 2.38(s)
17 170.41 C ---
18 21.09 CH; 2.01 (s)
OH-3 --- --- *
OH-6 --- --- 14.18 (s)
OH-10 --- --- 11.11 (s)
OH-6’ --- --- 11.35(s)
OH-8’ --- --- 14.40 (s)

* El proton del OH-3, no se observo bajo las condiciones experimentales utilizadas.
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e) En oy 11.11, 11.35, 14.18 y 14.40 muestran cuatro sefiales simples debidas a la
presencia de cuatro grupos hidroxilo quelatados. Estas observaciones permitieron proponer

a priori que estos grupos debian encontrarse en C-6, C-10, C-6’ y C-10°.

f) A campo alto, el espectro de RMN 'H presenta dos dobles centrados en 8 2.69
(d, /J=18.0 Hz) y 2.79 (d, J = 18.0 Hz) asignables a un grupo metileno de caracter alifatico
los cuales correlacionan con la sefial en 8¢ 35.12 en el espectro de correlacion heteronuclear

HSQC.

g) En el espectro de RMN 'H se observan tres singuletes atribuibles a un grupo
metil éster en Oy 3.70, un grupo metilo sobre anillo aromatico en o0y 2.38 y a un metilo de
grupo acetato en oy 2.00, cada uno de ellos presenta una correlacion en el espectro HSQC

con los carbonos en d¢ 53.12, 22.06 y 21.10, respectivamente.

h) Finalmente, los carbonos restantes observados en los espectros de RMN °C se
asignaron con base en el andlisis del espectro de RMN C en su modalidad DEPT.
(Espectros 7) a cuatro grupos carbonilo en d¢c 168.71, 170.41, 185.10 y 186.36 a trece
carbonos cuaternarios aromaticos en oc 99.02, 105.43, 105.62, 112.46, 114.94, 136.32,
147.56, 147.76, 154.15, 159.80, 161.52, 171.04 y 185.17 y a dos a carbonos cuaternarios
alifaticos en dc 41.74 y 84.87. De acuerdo con los desplazamientos quimicos observados,
cuatro de los carbonos cuaternarios aromaticos se encuentran unidos a funciones

oxigenadas (Espectros 3; Cuadro 6.11).

El analisis detallado de los espectros de correlacion homonuclear (COSY vy
NOESY; Espectros 8 y 9, respectivamente) y heteronuclear (HMBC; Espectro 10) permitié
determinar la ubicacién de los grupos funcionales en el nucleo xantoquinodina. Las

conclusiones mas importantes se resumen a continuacion:

a) El espectro HMBC del compuesto 69 muestra que los carbonos en d¢ 99.02 (C-7)

y en O¢ 74.54 (C-3) muestran una correlacion con el proton en oy 6.13 (H-5) [Estructura A].
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b) La sefial para el carbono cuaternario base de oxigeno en d¢ 171.04 (C-6) y para el

carbono cuaternario alifatico en d¢ 84.87 (C-2) correlacionan con el hidrégeno en oy 6.51

(H-4) [Estructura B].

c¢) Los carbonos de los metinos en d¢ 123.50 (C-5) y en &¢ 143.78 (C-4), el carbono
en Oc 84.87 (C-2) y el carbonilo de éster metilico en d¢ 168.71 (C-15) correlacionan con el

hidrégeno en oy 5.30 (H-3) [Estructura C]. De manera adicional en los espectros COSY y
NOESY, se observan las correlaciones entre H-4/H-3, H-5 (Estructura D).
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d) El carbonilo 6¢ 168.71 (C-15) correlaciona con los hidrogenos del metilo en oy
3.70 (CHs-16) [Estructura C]. El grupo de correlaciones recién descritas permiten ubicar al
grupo carboxi metilo (3¢ 168.7) en la posiciéon C-2, a un alcohol secundario en la posicion

C-3 y a uno de los hidroxilos quelatados (6 14.18) en la posicién C-6 del nucleo base.
e) El espectro HMBC del producto natural 69 muestra que los carbonos en ¢

105.46 (C-9), 159.80 (C-10) y 147.56 (C-12) correlacionan con el hidrégeno en oy 11.11,

asignado a un grupo hidroxilo en C-10 (Estructura E).
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f) Los carbonos cuaternarios en 8¢ 185.10 (C-8), 105.43 (C-9), 159.80 (C-10),
114.94 (C-13), 154.15 (C-14) y 35.12 (C-15’), muestran una correlacion a larga distancia

con el hidrégeno aromatico en oy 6.14 (H-11) [Estructura F].

g) El espectro HMBC del heterodimero 69 muestra que los carbonos cuaternarios en
d¢c 154.15 (C-14), 105.62 (C-9’) y 186.36 (C-10’) y el carbono vinilico en 132.50 (C-13”)

muestran una correlacion con los protones del metileno en oy 2.79 y 2.69 (H-15)

[Estructura G].
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h) Los carbonos de los metinos vinilicos en 6¢ 137.77 (C-12°) y 132.50 (C-13’), y
los carbonos cuaternarios en o¢ 185.17 (C-8”) 105.62 (C-9°), 186.36 (C-10’), 147.56 (C-
12), 114.94 (C-13) y 154.15 (C-14) muestran una interacciéon a larga distancia con el
hidrégeno en 0y 6.51 (H-11") [Estructura H].

1) El metino en &¢ 38.13 (C-11°) y el carbono cuaternarios en d¢c 41.47 (C-14°)
correlacionan con los hidrogenos vinilicos en oy 6.43 (H-12") [Estructura 1] y oy 6.08 (H-
13”) [Estructura J]. El carbono base de oxigeno en ¢ 186.36 (C-10") y el carbono vinilico
en d¢ 132.50 (C-13) también muestran una correlacionan con el hidrogeno en oy 6.43 (H-
12°). De manera adicional, el carbono cuaternario en d¢ 105.62 (C-9°) y el carbono vinilico

en oc 131.77 (C-12’) correlacionan con el hidrogeno en &y 6.08 (C-13).
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El grupo de correlaciones descritas en los incisos g-i, asi como los cuadros de
conectividad observados en los espectros COSY y NOESY entre H-11°/H-12°, entre H-
12°/H-13" y H-13’/H-15" (Estructura K) permiten establecer que la union entre las dos
moléculas que conforman el heterodimero (xantona y oxantrona) es por medio de un puente

de etileno en C-12” y C-13’ con configuracién Z.
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j) El espectro HMBC del compuesto 69 muestra que los carbonos cuaternarios en d¢
136.62 (C-2’), 161.52 (C-6’), 105.62 (C-9°) y 41.47 (C-14’), el metino vinilico en d¢
132.50 (C-13’) y el metileno en 8¢ 32.15 (C-15") muestran una correlacion con el protén en
On 5.97 (H-1"). Por otro lado, el carbonilo del grupo acetato en d¢ 170.41, también muestran
una correlacion a larga distancia con el hidrégeno en dy 5.97 (H-1") [Estructura L]. Estas
correlaciones en conjunto, permiten ubicar al grupo acetato en la posicion C-1°. De manera
adicional, en el espectro NOESY se observa una clara interaccion entre el metilo sobre
anillo aromatico en oy 2.38 (CH3-16") y el metilo del grupo acetato en oy 2.00 (CH3-18”).
Estas correlaciones proporcionan una evidencia adicional para la ubicacion del grupo
acetato en C-1° (Estructura M). Finalmente, en el espectro NOESY, se observan

correlaciones en el para H-1°/H-13°, H-1’/H-15" y H-1°/H-11. (Estructura M).
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k) El espectro HMBC del metabolito secundario 69 muestra que los carbonos
cuaternarios en oc 161.52 (C-6’) y 112.46 (C-7’) y el metilo en 6¢ 22.06 (C-16") muestran
una correlacion con los dos protones aromdticos meta acoplados en oy 6.80 (H-37)
[Estructuras N] y 6.89 (H-5") [Estructuras O]. De manera adicional, el carbono cuaternario
en Oc 185.17 (C-8’) correlaciona con la sefial doble en oy 6.80 (H-3") y los carbonos en ¢

136.32 (C-2’), 119.42 (C-3°) y 147.76 (C-4’) correlacionan con el doble en oy 6.89 (H-5).

k) Los carbonos aromaticos en o¢c 119.42 (C-3°), 147.76 (C-4’) y 161.52 (C-6)
muestran una correlacion con el grupo metilo sobre anillo aromatico en dy 2.38 (CH3-4")

[Estructura P]. El grupo de correlaciones recién descritas (incisos j y k), asi como las
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observadas en el espectro NOESY entre H-3/CH;-16> y H-5/CH3-16 [Estructura Q]

permiten ubicar al grupo metilo en 6y 2.38 en C-4’.

1) Los carbonos cuaternarios en oc 161.52 (C-4’) y 112.46 (C-7°) y el metino
aromatico en o¢ 123.30 (C-5’) correlacionan con el hidrogeno en oy 11.36. Este grupo de

correlaciones permite ubicar al restante hidroxilo quelatado en la posicion C-6 (Estructura
R).
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Con base en el andlisis espectroscOpico anterior, la estructura del compuesto 69 se
establecio como la de la indicada en la Figura 6.4 y se le asigno el nombre trivial de

xantoquinodina J (69).

La estructura de la xantoquinodina J se confirm6 de manera inequivoca mediante un
analisis de difraccion de rayos X. En la Figura 6.5 se muestra una vista estereoscopica de

este compuesto.

Figura 6.3. Estructura de la xantoquinodina J (69)
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Figura 6.4. Vista estereoscopica de la xantoquinodina J (69).
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6.10. Determinacion del potencial aleloquimico de la Xantoquinodina J (69).

La xantoquinodina J (69) fue ensayada biologicamente para determinar su efecto
antifingico y fitotoxico. En la Figura 6.6 muestran los resultados de dichos bioensayos
presentados en conjunto con los obtenidos para el extracto del micelio del endofito 101 y la
fraccion XII, claro estd que la actividad antifingica de las tres muestras evaluadas es
practicamente la misma, de donde podemos decir que la actividad presentada por el
extracto del micelio esta principalmente determinada por la xantoquinodina J (69), en otras
palabras, este compuesto es el metabolito bioactivo o aleloquimico responsable de la

actividad fungitoxica del hongo endofito 101.

Inhibicion causada por el extracto miceliar del hongo 101, la fraccion
Xll'y la xantoquinodina J sobre los organismos de prueba

M micelio101 M frc. XIl Lk xantoquinodinal

% inhibicion

organismos de prueba

Figura 6.5. Inihibicion causada por el extracto miceliar del hongo 101, la fraccion XII y la
xantoquinodina J (69) sobre los organismos de prueba

La comparacion de la actividad de la xantoquinodina J (69) con la del fungicida
utilizado como control positivo, el Captan®, puede observarse en el Cuadro 6.9 donde se
lee la concentracion inhibitoria media (DEsp) de cada sustancia frente a cada uno de los
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microorganismos fitopatogenos. La DEsy obtenida para los fungoides (P. parasitica y P.
capsici) nos indica que comercialmente podria utilizarse este compuesto para combatir las
enfermedades causadas por estos microorganismos ya que su actividad es superior a la del
Captan®, aunque en el caso de los hongos verdaderos la DEs, de la xantoquinodina J (69)

es mucho mayor que la del control positivo.

Cuadro 6.12. Dosis efecivas medias de la xantoquinodina J (69) y el testigo positivo
(Captan ®) para los microorganismos fitopatogenos.

Dosis Efectiva Media (DEsq)(uM)
microorganismos fitopatdgenos

compuesto P. capsici  P. parasitica F. oxyxporum  A. solani
Xantoquinodina J <24.43 <40.71 >814.33 543.54
(69)
Captan® 153.37 40.45 44.63 76.21

Las xantoquinodinas son heterodimeros formados por una xantona y una antraquinona
unidas entre si por un biciclononano. Generalmente son compuestos de color amarillo y
hasta ahora han sido aislados de hongos: uno del suelo, Humicola sp. y el endéfito 101 del
presente trabajo. Otro grupo de compuestos muy relacionados con las xantoquinodinas son
las beticolinas, llamadas asi porque fueron aisladas del hongo fitopatogeno Cercospora
beticola. La diferencia entre las beticolinas y las xantoquinodinas es que las primeras se

encuentran cloradas mientras que las de las xantoquinodinas no (Figura 6.6).

Figura 6.6. Estructuras de una xantoquinodina aislada de Humicola sp.(xantoquinodina

B1;70) y una beticolina aislada de Cercospora beticola(beticolina 13; 71).

Las xantoquinodinas han mostrado tener actividad biologica: son antibioticos

anticoccidiales (enfermedad aviar causada por protozoarios) e inhiben el crecimiento de
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algunas bacterias (Tabata, 1993; Tabata, 1996; Matuzaki, 1993;); a esto podemos sumar los
efectos que se encontraron en este trabajo, la actividad antifingica, la cual afectd a dos
hongos verdaderos y a dos fungoides, particularmente a estos ultimos. Las beticolinas
demostrado actividad antibiotica, fitotoxica y se ha encontrado que aquellas menos polares
inhiben la proliferacion de células tumorogénicas (Robertson, 1993; Prangé, 1995; Ducrot,
1996; Goudet, 1998; Goudet, 2000; Ding, 2001).

Otro aspecto observado en las beticolinas es su capacidad para formar complejos con el
magnesio formando dimeros conocidos como cebetinas (Prangé, 1997; Ducrot, 2001). Es

muy probable que las xantoquinodinas presenten este comportamiento.

6.11. Metabolitos secundarios de Bursera simaruba

Bursera simaruba es un arbol conocido como palo mulato o chacah; de sus hojas
fue aislado el hongo endoéfito 101. B. simaruba se distribuye en toda la vertiente del golfo
de México y del Océano Pacifico: desde el sur de Tamaulipas y San Luis Potosi hasta
Yucatan y Quintana Roo, y desde Sinaloa hasta Chiapas. En el estado de Quintana Roo es
un elemento primario o secundario de las selvas medianas subperennifolias.

El palo mulato es utilizado como cerca viva, la madera se utiliza para elaborar
mangos de herramientas. Es también utilizado en la peninsula de Yucatdn como planta
medicinal, ademas, la resina de este arbol es utilizada como remedio contra la irritacion
alérgica provocada por Metopium brownei. De esta planta, principalmente de la resina, se
han aislado el lupeol (72), epilupeol (73) (ambos con actividad inibitoria de celulas HT1080
de fibrosarcoma humano, el primero ademads tiene otras actividades antitumorales y el
segundo tiene actividad contra M. tuberculosis [Nakanishi, 2005, Martelanc, 2007, Akihisa
2005]), epiglutinol, a-amyrina (74) y la B-amirina (75) (las amirinas muestran actividad
gastroprotectiva, antipruritica y la oi-amirina, ademas, antiinflamatoria [Martelanc, 2007]),
el lup-20(29)-en-3B,23-diol (76), la metil-B-peltatina A (77) y B (78) (las dos con
actividades antiinflamatorias [Noguera, 2004,]) y la picropoligamaina (79) (con actividad
inibitoria del fibrosarcoma humano [Nakanishi, 2005]), (ver Figura 6.8). Es importante
hacer notar que los metabolitos secundarios aislados de éste arbol no tienen, hasta el
momento, relacion quimica con los metabolitos producidos por el hongo, en particular con

la xantoquinodina J (69).

68



Resultados y Discusion

(72) (73) (74) (75)

Ssectecostinen
e e G

(76) (77) (78) (79)

Figura 6.7. Metabolitos secundarios de Bursera simaruba
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7. CONCLUSIONES

Los 14 hongos seleccionados utilizados en el presente trabajo, se eligieron en los
estudios previos que sirvieron de base para éste, observando las interacciones antagonicas
que las cepas mostraban frente a los otros endofitos aislados, tanto de la misma hospedera
como de otras plantas. Este criterio resultd ser muy adecuado puesto que la mayoria de los

14 endofitos presentaron actividad bioldgica, destacando particularmente la fitotoxica.

Las condiciones 6ptimas para llevar a cabo las fermentaciones de cada uno de los 14
endofitos, fueron, en general, caldo de papa-dextrosa (preparado con papas frescas) como
medio de cultivo, incubacion a 28°C y agitacion (aireacion), con excepcion del endofito 101

que requirié condiciones estaticas para crecer Optimamente.

Los hongos que presentaron el mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento, tanto
de plantas como de microorganismos de prueba, fueron los aislamientos 10, AHC, 101 y
PC. De éstos, se selecciono el aislamiento 101 para realizar el fraccionamiento biodirigido,
debido a su gran rendimiento (extracto del micelio 920 mg/L) y, como se menciono, a la
facilidad de cultivarlo en condiciones estaticas, lo cual representd una ventaja técnica

favorable.

Del fraccionamiento biodirigido realizado con el endéfito 101, se obtuvieron 14
fracciones, la fracion X1 (diclorometano (CH,Cl,)-metanol (MeOH), 97:30 a 90:10) resultd
la més activa frente a las plantas de prueba, mientras que la fraccion XII (CH,Cl,-MeOH,

7:3) result6 la mas activa frente a los microorganismos fitopatogenos.

De la fraccion XIlI (4.9 @), se aislo y purificd, a través de sucesivas
recristalizaciones, un compuesto que no habia sido aislado ni reportado anteriormente: la
xantoquinodina J (69) (1.138 g), el cual fue el principal responsable de la actividad
fungitoxica mostrada por el hongo enddfito 101. El rendimiento de xantoquinodina J (69)
en la fermentacion a mediana escala fue muy abundante (35.56 mg/L). Este compuesto es
un heterodimero de xantona y oxantrona que forma cristales amarillos. La xantoquinodina J
(69) (fig. 7.1) fue caracterizada utilizando espectroscopia en UV-vis, IR, RMN (en una y

dos dimensiones) y finalmente por rayos X de monocristal.
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Figura 7.1 Xantoquinodina J (69) (C: gris, H: blanco, O: rojo)

El descubrimiento de las relaciones planta-hongo enddfito puso en evidencia una
mas de las complejas interacciones que las plantas establecen con los microorganismos.
Los hongos endofitos parecen existir en todas las plantas y, sin duda, las futuras
investigaciones sobre su papel ecoldgico y metabdlico dentro de los tejidos vegetales,
revelaran novedosos mecanismos de relacion bidtica, contribuirdn al descubrimiento de
nuevos géneros y especies de hongos, ademas traeran a la luz nuevos compuestos
secundarios que representan una fuente muy promisoria de aleloquimicos y biomoléculas
con uso potencial como agrogquimicos y farmacos, tal como se ha demostrado en el presente

trabajo.
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. PERSPECTIVAS

Evaluar el potencial antimicrobiano de la xantoquinodina J

Establecer el potencial larvicida de la xantoquinodina J utilizando el crustdceo Artemia
salina como organismos de prueba.

Realizar un estudio quimico biodirigido de las fracciones activas Xl (fraccion con
mayor potencial fitotoxico) y XII (fraccién con mayor potencial antifungico) utilizando
el método en caja de Petri y el de dilucién en agar para monitorear la actividad
fitotoxica y fungitdxica de las fracciones, respectivamente.

Determinar cuantitativamente el efecto fitotdxico y fungitdxico de los metabolitos
aislados de las fracciones activas.

Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la aplicacion
de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quirodpticos y de difraccion de rayos
X.

Determinar el efecto citotdxico de los extractos y de los aleloquimicos aislados sobre

diversas lineas celulares con la finalidad de establecer posibles efectos toxicos sobre el
hombre y los animales.
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9. EPiLOGO

La ecologia quimica es de gran importancia en un sinnimero de aspectos, nos ayuda a
conocer las relaciones bioticas, y entre otras muchas cosas, a aprovecharlas. El
aprovechamiento puede enfocarse al area médica, agricola, alimentaria, etc. No obstante lo
anterior, en los planes de estudio de la carrera de quimica en la facultad de quimica de la
UNAM, me parece, se ha subestimado la relevancia de esta materia tanto en la
investigacion, basica y aplicada, como en la industria. Considero que deberia haber alguna
asignatura, aunque fuese del paquete de optativas, donde los alumnos, de licenciatura

tengan la oportunidad de acercarse a esta rama de la quimica.
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Espectro 4. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDClj;) de la xantoquinodina J (69)
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Espectro 5. Espectro HSQC (500 MHz, CDCl; ) de la xantoquinodina J (69)
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Espectro 6. Acercamiento del Espectro HSQC de la xantoquinodina J (69)
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Espectro 7. Espectro DEPT (125 MHz, CDCl3) de la xantoquinodina J (69)
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Espectro 8. Espectro COSY (500 MHz, CDCl;) de la xantoquinodina J (69)
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Lista de Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

2,4-D
AcOEt
ANOVA
CCF
CDCl;
CH.CI,
cm

CO,
COSY

CPD
DEsg
d

dd
DEPT

DF

frc

HEX
HMBC

HSQC

Acido 2,4-diclorofenoxiacético

Acetato de etilo

Anélisis de varianza

Cromatografia en capa fina

Cloroformo deuterado

Diclorometano

Centimetros

Dioxido de carbono

Correlation Spectroscopy (espectroscopia bidimensional de correlacion
homonuclear)

Caldo de papa-dextrosa

Dosis efectiva media

Doblete

Doble de dobles

Desacoplate enhancement proton test (experimento de desacoplamiento de
protones)

Distrito Federal

Fraccion

Gramos

Hexano

Heteronuclear multiple bond correlation (espectroscopia bidimensional de
correlacion heteronuclear *H-"*C)

Heteronuclear single quantum correlation (espectroscopia bidimensional de
correlacion heteronuclear *H-*C)

Impacto electrénico

Infrarrojo

Constante de acoplamiento

Bromuro de potasio

Litros



Lista de Abreviaturas

m/z
MeOH
mg

ng
MHz
mic
mL
mm
MS
Mult.
ND
nm
NOESY

°C

PDA
pH

RMN *¥c
RMN *H

TMS
UNAM
uv

V8

xant

7\4max

Umax

I6n molecular

Unidades de masa carga

Metanol

Miligramos

Microgramos

Mega herzios

Micelio

Mililitros

Milimetros

Metabolito(s) secundario(s)

Multiplicidad

No determinado

Nanometros

Nuclear Overhauser effect spectroscopy (espectro del efecto nuclear de
Overhauser)

Grados centigrados

Punto de fusion

Papa-dextrosa-agar

Potencial de hidrégeno

Resonancia magnética nuclear de carbono 13
Resonancia magnética nuclear de protén
Singulete

Triplete

Tetrametilsilano

Universidad Nacional Autébnoma de México
Ultravioleta

Jugo de ocho verduras

Xantoquinodina

Desplazamientos quimicos

Longitud de onda de maxima absorcion

Frecuencia maxima

Xl
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