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[. Introduccioén

Las investigaciones quimicas y biolégicas conducidas sobre diversas plantas y
microorganismos han permitido poner en evidencia que estos organismos constituyen una

fuente distintiva y extremadamente rica de productos naturales con actividad biolégica.

Los productos naturales aislados a partir de plantas y microorganismos
representan un valor agregado de estos organismos y de los distintos ecosistemas en los
gque habitan. La busqueda, la caracterizacién y la descripcion de estos compuestos son
importantes tanto para la prospeccion, como para entender las relaciones ecoldgicas
complejas que se establecen entre plantas y otros organismos dentro de una comunidad o
ecosistema y en las que juegan un papel fundamental los metabolitos secundarios o
aleloguimicos (Duke y Abbas, 1995; Gloer, 1995; Evidente y Motta, 2001; Schulz et al.,
2002; Guanatilaka, 2005).

Un grupo de organismos que constituye un campo prometedor para el
descubrimiento de productos naturales con bioactividad sobre diversos organismos, es el
gue forman los hongos endéfitos. Estos hongos enddfitos estan representados por una
amplia variedad de especies de micromicetos (hongos microscopicos) que colonizan los
tejidos de su planta hospedera sin causar sintomas aparentes de enfermedad,
desarrollando con ésta una relacibn de comensalismo o mutualismo. Los hongos
enddfitos encuentran un habitat y alimento dentro de su hospedera y, a cambio, gracias a
los metabolitos secundarios que producen, algunos de ellos disminuyen la probabilidad de
que ésta sea atacada por microorganismos patdgenos e incrementan sus defensas
quimicas contra competidores y factores adversos del ambiente. Asimismo, los endéfitos
son capaces de alterar la fisiologia, la morfologia y los aleloquimicos que produce su
planta hospedera; por todo ello, son considerados también como parte de los mecanismos
de defensa de la misma (Bacon y White, 2000; Tan y Zou, 2001; Arnold et al., 2003;
Strobel et al., 2004; Stone et al., 2004).

En este contexto, el presente proyecto de tesis tiene la finalidad de caracterizar
macroscépica y microscopicamente un hongo endofito, el aislamiento LD1 obtenido de
hojas sanas de Lonchocarpus castilloi Standley (Fabaceae), que habita en las
comunidades vegetales de la reserva ecoldgica “El Edén”, en Quintana Roo, y estudiar su
potencial antagoénico frente a otros hongos, a través de bioensayos de antagonismo

directo y evaluar las propiedades antifungicas y fitotxicas de los extractos orgénicos del

1



medio de cultivo y micelio del hongo endofito LD1 sobre el crecimiento de cuatro hongos
enddfitos, seis microorganismos fitopatdgenos de importancia econoémica y cuatro
semillas de plantas, con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos quimicos
involucrados en las relaciones entre las plantas hospederas y los hongos enddfitos, asi
como aportar conocimientos que conduzcan al desarrollo de nuevos agentes antifingicos

o herbicidas de origen natural que sean eficaces y biodegradables.



[l. Antecedentes

1. Alelopatia

En la naturaleza los organismos estan expuestos a diversos factores bidticos y abioticos
con los cuales han coevolucionado. La presiéon de seleccién ejercida por estos factores ha
inducido el desarrollo de numerosas rutas de biosintesis paralelas a las del metabolismo
primario. Estas rutas alternas integran el metabolismo secundario y a través de ellas los
seres vivos sintetizan una gran variedad de compuestos a partir de las moléculas
generadas en el metabolismo primario (Anaya et al., 2001; Fischbarch y Clardy, 2007).

El interés por el estudio de los metabolitos secundarios ha crecido en las ultimas
décadas, debido a que se ha comprobado que desempefian un papel ecolégico
substancial en las interacciones entre los organismos en su entorno natural. Un grupo de
compuestos de especial importancia es el conformado por los metabolitos secundarios
que median las interacciones entre organismos de diferente especie. Estos metabolitos
son conocidos como aleloquimicos. Una parte de estos metabolitos participa en la
multitud de relaciones quimicas entre plantas y otros organimos, fenbmeno que se
denomina con el nombre de alelopatia (del griego allelon = uno al otro, y pathos = sufrir;
efecto perjudicial o benéfico de uno sobre otro). Las interacciones alelopéticas y cualquier
otra que esté mediada por metabolitos secundarios son investigados por la ciencia
denominada ecologia quimica (Anaya et al., 2001; Fischbarch y Clardy, 2007).

Asi pues, la alelopatia es cualquier proceso por medio del cual los metabolitos
secundarios producidos por plantas, algas, bacterias, y hongos (organismos donadores),
influyen sobre el crecimiento y desarrollo de otros sistemas biologicos (organismos
receptores) [Anaya et al., 2001; Anaya, 2003]. Aunque se tiene bien documentado que
muchos aleloguimicos tienen efectos benéficos a muy bajas concentraciones y, superado
un umbral actian negativamente sobre el organismo receptor, en la literatura
especializada predomina el estudio de los aleloquimicos con efectos negativos.

Es importante destacar que, en los Ultimos afos, la ecologia quimica ha alcanzado
un desarrollo notable en lo que se refiere al estudio del potencial alelopatico de
numerosos organismos. Diversas investigaciones han permitido comprobar el efecto
inhibidor o estimulante de numerosos metabolitos secundarios sobre el crecimiento de
especies vegetales. Se ha observado que estos compuestos afectan los patrones de

vegetacion en las comunidades, la sucesidén vegetal, la preservacion de semillas, las



interacciones entre especies, entre otros procesos. Asimismo, se ha propuesto que estos
metabolitos podrian ser utilizados para desarrollar plaguicidas de origen natural, que
serian menos perjudiciales para el hombre y para el medio ambiente que los compuestos
quimicos sintéticos que actualmente se utilizan en la agricultura, ya que los productos
naturales pueden interactuar con blancos moleculares especificos y afectar procesos
fisiol6gicos particulares. El estudio de la ecologia quimica y de la alelopatia ha impulsado
la utilizacion de sustancias activas de origen natural en la agricultura, con lo que se
pretende mejorar el manejo y el aprovechamiento de los recursos naturales. Sin embargo,
a nivel mundial, la practica agricola sustentable se realiza todavia con el uso de técnicas
rudimentarias en las que no se consideran los conocimientos generados por los estudios

de la ecologia quimica y la alelopatia (Einhelling, 1995; Anaya y Garcia, 2006).

2. Los hongos endéfitos

La palabra endofito significa literalmente “dentro de la planta” (endon: dentro, phyton:
planta). Un enddfito es un hongo o bacteria (incluyendo los actinomicetos) que pasa una
gran parte o todo su ciclo de vida colonizando inter y/o intracelularmente dentro de los
tejidos sanos de la planta hospedera, sin causar sintomas de enfermedad (Tan y Zou,
2001; Strobel et al., 2004). Los organismos endofitos se han encontrado virtualmente en
las 300 000 especies de plantas conocidas y cada una de ellas puede hospedar a uno o
mas de estos microorganismos (Tan y Zou, 2001; Strobel et al., 2004).

Los microorganismos endofitos aislados mas comunmente son los hongos del
grupo de los deuteromicetos (Strobel et al., 2004), los cuales son organismos eucariontes,
heterétrofos, que se alimentan absorbiendo compuestos del medio externo, son en su
mayoria aerobios, productores de esporas, se reproducen sexual y asexualmente, son
filamentosos y multicelulares, formados de hifas con pared celular (Alexopoulos, 1996).

Los enddfitos foliares de plantas lefiosas son muy diversos, sin embargo se sabe
relativamente muy poco de la naturaleza de la interaccién entre las plantas lefiosas y sus
enddfitos foliares, particularmente en regiones tropicales (Herre, et al., 2007). La
transmision de los endéfitos foliares generalmente es horizontal (entre hospederos). Las
hojas nacen libres de endoéfitos y los adquieren posteriormente del habitat en el que viven
(Van Bael et al., 2005). Las asociaciones de los hongos enddfitos con los tejidos
superiores de las plantas, se pueden dividir en dos grupos: aquellas que se establecen

entre los hongos endofitos y pastos y las que existen entre los hongos enddfitos y las



plantas lefiosas. Los tejidos subterrdneos de las plantas (raices, rizomas y tubérculos)
también contienen enddfitos (Herre et al., 2007; Arnold et al., 2003).

Los enddfitos juegan un papel importante como mutualistas potenciales, al
aumentar la respuesta de defensa del hospedero contra patdgenos. Hay dos clases de
mecanismos potenciales por los cuales los endéfitos podrian contribuir a la proteccién de
su hospedero: 1) mecanismos indirectos, induciendo o incrementando la expresion de
sistemas de defensas quimicas o fisioldgicas intrinsecas del hospedero y 2) mecanismos
directos, produciendo defensas antipatdégeno, las cuales son sintetizadas directamente
por el endéfito. ElI grado en el que cualquiera de estos mecanismos predomina tiene
distintas consecuencias para la ecologia y evoluciéon de las relaciones hospedero endoéfito
y endofito patdégeno (Herre et al., 2007; Arnold et al., 2003).

Por otro lado, los hongos endéfitos pueden beneficiar a su hospedero aumentando
su tolerancia al estrés, resistencia a fitopatbgenos y/o a herbivoros (nematodos,
mamiferos e insectos). Algunos inducen un mayor potencial alelopéatico del hospedero
sobre otras especies vegetales que crecen alrededor, que usualmente son competidores
por el espacio y nutrientes (Tan y Zou, 2001). Se ha visto que en el caso de la interaccion
entre hongos endofitos foliares de Theobroma cacao y sus patégenos hay efectos directos
de estos enddfitos en la defensa de su hospedera (Arnold et al., 2003).

Las interacciones en las que estan involucrados los hongos enddfitos, sus
hospederas y otros organismos, son muy complejas, ya que el enddfito y el hospedero
producen metabolitos que son tdéxicos para ambos: el hongo produce factores de
virulencia, como exoenzimas y metabolitos fitotoxicos, y la planta hospedera produce
defensas, tanto mecanicas como bioquimicas. Por lo que no hay, aparentemente,
sintomas de enfermedad o hay una colonizaciébn asintomatica, es decir, existe un
antagonismo balanceado entre el enddfito y el hospedero. Esto depende de la virulencia
del hongo y de las defensas de la planta, las cuales varian y son influenciadas por los
factores ambientales y la etapa de desarrollo de los organismos, por lo que cuando se
presenta la senescencia del hospedero o éste se encuentra bajo estrés, el balance se
torna a favor del hongo y éste podria convertirse en patégeno, presentandose asi los
sintomas de enfermedad (Schulz et al., 2002; Schulz y Boyle, 2005). La relacion entre el
enddfito y su hospedero puede ir desde la simbiosis hasta la patogénesis (Tan y Zou,
2001; Strobel et al., 2004).



3. Competencia entre hongos

La competencia entre hongos puede ser por explotacion o por interferencia. La
competencia por explotacion ocurre cuando un organismo usa un recurso y reduce, en
consecuencia, la disponibilidad de éste para otro microorganismo (Widden, 1997; Boddy,
2000). La competencia por interferencia ocurre cuando un microorganismo inhibe a otro
frecuentemente por medio de la produccion de aleloquimicos. Puede ser fisica, al
establecerse un contacto directo entre los hongos, donde se dan interacciones entre hifas,
0 gquimica: mediante la produccién de compuestos solubles o volatiles, efectivos a
distancia que previenen el crecimiento de las hifas del competidor (Widden, 1997; Boddy,
2000).

En los bioensayos de antagonismo en cajas de Petri, se examina y se caracteriza
la zona de interaccién entre las dos especies. Los tipos de interacciones hifales mas
comunes son: la inhibicidbn simétrica o asimétrica del crecimiento hifal a distancia, la
detencion del crecimiento hifal en el punto de contacto entre dos colonias, el
intercalamiento de las hifas de ambas especies con poco efecto en ambas, el crecimiento
de una especie por encima de la otra, la destruccion de la hifa (interferencia hifal), el
parasitismo o la estimulacién del crecimiento (Shearer, 1995; Boddy, 2000).

Existen informes que destacan que en algunas interacciones de competencia se
encuentra involucrada la produccion de antifungicos por los hongos antagonistas. El
estudio de los patrones de las interacciones puede llevar a producir estrategias efectivas
para el control biolégico o al descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios fungicos
(Shearer, 1995; Yuen et al., 1999).

4. Metabolitos secundarios producidos por hongos endoéfitos

Los metabolitos secundarios producidos por los hongos endoéfitos, una vez aislados y
caracterizados, pueden tener potencial para su uso en la medicina moderna, agricultura e
industria. Los herbicidas, fungicidas, antibidticos, inmunosupresores y compuestos
anticancerigenos novedosos son soélo algunos de los tipos de compuestos que han sido
aislados a partir de estos microorganismos. Por ejemplo, el taxol (1), reconocido
ampliamente por su actividad anticancerigena, fue aislado de Taxomyces andreanae,

enddfito de Taxus brevifolia. Otro ejemplo es el compuesto antifiungico y fitotoxico



conocido como pestaldsida (2), obtenida del hongo Pestalotiopsis microspora, endoéfito de
Torreya taxifolia (Strobel et al., 2004; Tan y Zou, 2001).

Muchos de los compuestos producidos por los enddfitos presentan propiedades
aleloguimicas por lo que pueden afectar a microorganismos, plantas, algas, hongos
patégenos, insectos y nematodos, entre otros. Su modo de accién involucra la afectacion
de diversos procesos simultaneamente, a nivel celular, fitohormonal, membranal, en la
obtencion de nutrientes, apertura de los estomas, fotosintesis, respiracion, hasta la

inhibicion de los microorganismos del suelo (Reigosa et al., 1999).

OH

Es importante destacar que en el caso de los metabolitos secundarios con
actividad herbicida y fungicida que se han obtenido de enddfitos, se ha encontrado la
ventaja de que son sustancias que permanecen en el ambiente por periodos de tiempo
relativamente cortos, pues son biodegradables y no dejan residuos toxicos, comparados
con los sintéticos, que generalmente se encuentran halogenados (Saxena y Pandey,
2001; Strobel et al., 2004).

5. El género Fusarium

En este proyecto se realiz6 la caracterizacién taxondémica del aislamiento LD1, un hongo
enddfito que habita en el interior de las hojas de Lonchocarpus castilloi Standley
(Fabaceae) obtenidas en la reserva ecoldgica “El Edén”, en Quintana Roo. El estudio de
sus caracteristicas macrosclpicas y microscopicas permitié identificarlo como una
especie del género Fusarium.

El género Fusarium fue descrito por Link en 1809 y contiene especies
consideradas como enddfitos o patdgenos con practicamente cada familia de plantas, las
especies fitopatbgenas causan dafios de billones de dolares debido a las pérdidas de

cultivos, ademés de que produce metabolitos secundarios toxicos y carcinégenos que



pueden originar infecciones oportunistas en los animales y en los humanos,
especialmente a los inmunocomprometidos (Leslie y Summerell, 2006). Se ha reportado
que Fusarium spp. tiene potencial para su uso como bioherbicida. Asi por ejemplo, Ahmed
y colaboradores (2001) reportan que los extractos organicos de F. solani, obtenido de
plantas de Striga, inhiben el crecimiento de Ipomoea spp. y Cucurbita texana L.

El género Fusarium comprende muchas especies y su identificacion es muy
compleja. La principal caracteristica para la identificacion del género es la presencia de
conidias hialinas, curvadas, fusiformes, septadas y con varias células, denominadas
macroconidias, las cuales se forman a partir de esporodoquios. Algunas especies también
producen conidias mas pequefias sin septos o0 generalmente con un solo septo,
denominadas microconidias, que pueden tener diversas formas. Las clamidosporas
también son una caracteristica importante en muchas especies. Las caracteristicas
secundarias que hay que tomar en cuenta para su identificaciébn son: el color de la
colonia, la velocidad de crecimiento y la produccién de metabolitos secundarios y
micotoxinas. Algunas cepas producen compuestos volatiles con olor caracteristico. Los
medios de cultivo que se utilizan para cultivar y caracterizar las especies de Fusarium
son: papa dextrosa agar (PDA), agar hoja de clavel (CLA) y Spezieller Nahrstoffarmer
agar (SNA) [Leslie y Summerell, 2006; Soriano del Castillo et al., 2007].

Las especies de Fusarium tienen fenotipos notoriamente variables cuando se
cultivan en diferentes medios. Las caracteristicas morfolégicas que son comunes cuando
crecen en un medio de cultivo pueden estar ausentes o alteradas cuando la misma cepa
se cultiva en otro medio. Lo mismo sucede con la velocidad de crecimiento, produccion de

micotoxinas y metabolitos secundarios (Leslie y Summerell, 2006).

5.1 Fusarium como endéfito

Algunos investigadores sugieren que hay interacciones positivas entre especies endodfitas
de Fusarium con plantas. Las especies endoéfitas de Fusarium incluyen aquellos hongos
que ocupan el espacio intercelular de las plantas. Las infecciones intercelulares pueden
ser localizadas también en las raices. Un ejemplo es F. verticillioides (F. moniliforme), el
cual infecta al maiz, pero los sintomas de enfermedad raramente aparecen (Bacon y
Yates, 2006).

Las especies de Fusarium no son necesariamente enddfitos obligados. Su

fisiologia nutricional, por ejemplo, parasita y saprofita, predice una naturaleza transitoria



de la fase endofitica de las asociaciones de Fusarium. Se han reportado infecciones
asintomaticas en las raices de plantas infectadas con Fusarium, incluyendo las especies
F. graminearum, F. oxysporum, F. nivale, F. culmorum, F. crookwellense y F. culmorum
(Bacon y Yates, 2006).

La mayoria de las especies de Fusarium se diseminan horizontalmente de un
hospedero a otro a través de heridas causadas por insectos, desde el suelo hacia las
raices y otras partes de la planta que estén dafiadas, asi como por la diseminacion aérea
de las esporas. También se diseminan verticalmente, ya que muchas especies han sido
recuperadas como enddfitos de las semillas. El crecimiento y colonizaciéon del hospedero
se lleva a cabo junto con la produccion de metabolitos secundarios (Bacon y Yates, 2006).

Las especies de Fusarium son un grupo muy exitoso en la produccion de una gran
variedad de metabolitos secundarios, dentro de los cuales, destacan las micotoxinas, que
causan diferentes efectos en los animales (Bacon y Yates, 2006). La formacion de
micotoxinas refleja que el hongo ha alcanzado cierto grado de diferenciacion biogquimica,
fisiologica y a veces morfoldgica, son especificas y son compuestos ubicuos que difieren

mucho en sus propiedades quimicas, biolégicas y toxicologicas (Carrillo, 2003b).

En el Cuadro 1 se muestra la gran variedad de metabolitos secundarios

producidos por diversas especies de Fusarium, asi como sus actividades bioldgicas.



Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica.

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Micotoxina F. proliferatum?, !Afecta la contractilidad
Ciclohexadepsipéptido F. semitectum?, del masculo liso de
F. subglutinans’, 1 mamiferos. Insecticida.
AS] Entomo y :
F. verticillioides™, , . Induce apoptosis en
2 fitopatogenos. En . ;
F. redolens”, v . células de mamiferos.
X maiz y alimentos o
- o F. acuminatum var. hechos de maiz Actividad
N X acuminatum, infectados por antibacteriana contra Catrrillo, 2003b.
o~ 07>N7 F. acuminatum var. Fusarium Sp Bacillus subtilis, Logrieco et al.,
0050 armeniacum, Pp- Staphylococcus 1998.
N o F. anthophilum, 2 Endéfito aislado de haemolyticus, Xu et al., 2008a.
| F. avenaceum, . . Pseudomonas Xu et al., 2008b.
. rizomas de Dioscorea
F. beomiforme, Zinaiberensis lachrymans,
F. dlamini, F. equiseti, g ' Agrobacterium
F. longipes, F. poae, . . tumefaciens,
: Fitopatdgenos. - .
. F. nygamai, Escherichia coli y
Beauvericina (3) F. oxysporum, Xanthomonas
F. sambucinum vesicatoria.
Micotoxina F. nygamai, Posibles cancerigenos
Policétido F. proliferatum, en humanos (cancer
0 Oy F. verticillioides?®, Fitopatogenos. de eséfago), efectos
OH OH o on | F. fujikuroi . téxicos
Algunas cepas de % Endéfito o patégeno | cardiovasculares. Bacon y Yates,
NH, OH o on F. napiforme, de maiz, y alimentos leucoencefalomalacia 2006.
F. thapsinum, hechos de maiz equina; edema Carrillo, 2003a.
8 F. sacchari, F. dlamini, | infectados por F. pulmonar en cerdos; Carrillo, 2003b.
I F. subglutinans, verticillioides. cancer hepdtico en
o F. anthophilum y ratas; excrecion por
Fumonisina B1 (4) F. oxysporum leche. Fitotoxina.




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Micotoxina F. nygamai,
Policétido F. equiseti,
F. thapsinum,
F. fujikuroi,
O O F. proliferatum, . . -
\\I:/ F. subglutinans, tl\)/llcotox_lna debil, Bacon y Yates,
, uena fitotoxina para
—| F. anthophilum, . , 2006.
N : Fitopatdgenos. hospederos :
O Na F. beomiforme, o Carrillo, 2003a.
. especificos. :
F. acuminatum, . Carrillo, 2003b.
Cardiotoxica.
F. avenaceum,
F. semitectum,
F. oxysporumy
Moniliformina (5) algunas cepas de
F. verticillioides
Micotoxina
Policétido
e F. equiseti,
| o F. graminearum, Es hiperestrogénica,
HO F. culmorum, , . sindrome estrogénico | Carrillo, 2003a.
| Fitopatogenos.

Zearalenona (6)

F. crookwellense,
F. heterosporum

en cerdos y ganado de
cria. Fitotoxica.

Carrillo, 2003b.




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Micotoxina
Terpeno
— s -
Jeratogenica &n Carrillo, 2003b.
o x F. subglutinans y Entomo y e pofloy Soriano del
; ! . toxica para Artemia .
F. proliferatum fitopatogenos. . . Castillo et al.,
HO salina L., células de 2007

v

Fusaproliferina (7)

insectos y mamiferos.

Policétido

OCH,

Clamidosporol (8)

F. chlamydosporum

Enddfito de maiz.

Toxicidad en A. salina
L., células Hela,
cultivo de células de
raton, fibroblastos
humanos y embriones
de pollo, causa pérdida
de peso en ratas.

Solfrizzo et al.,
1994.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Cerebrésidos
&\\V V\‘/VVYW\N Antibacteriano contra
Fusarium sp. Endofito de Quercus g Sugt'“s’ E. coli, y
Cerebrdsido (9) IEB-121 variabilis. seuaomonas Shu, 2004.

HO,,
OH
0”7 "NH
o :
HO O\/Y\/\/Y\/\/\/\/
HO
OH OH

Fusarusida (10)

fluorescens.
Inhibidor de xantina
oxidasa.

Tricotecenos: Micotoxina

Terpenos

O~——on

OH
OH

Desoxinivalenol: tricoteceno B (11)

OOH
L

Toxina T-2 (12)

. graminearum,

. sporotrichoides,
. poae,

. sambucinum,

. venenatum,

. camptoceras,

. acuminatum,

. culmorum,

. crookwellense,

. equiseti, algunas

TTMTMMTMMTTT T

cepas de F. lateritium.

F. solani

Fitopatdgenos.

Causan diarrea,
hematuria, vomitos,
anorexia, leucopenia,
necrosis, y en algunos
casos hemorragias
multiples letales;
inmunosupresion en
cerdos y otros
animales.

Bacon y Yates,
2006.

Carrillo, 2003a.
Carrillo, 2003b.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Metabolito secundario

Algunas especies
productoras

Hospederos

Toxicidad

Referencia

Diterpenos

Subglutinol. A: 12S (13) y
B: 12R (14)

F. subglutinans

Enddéfito de

Tripterygium wilfordii.

Inmunosupresor.

Tany Zou, 2001.

Pentacétido CR377 (15)

Fusarium sp.

Enddfito de
Selaginella
pallescens.

Antifangico: inhibe a
Candida albicans.

Tany Zou, 2001.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Micotoxina “Antibacteriano: .
bacterias Bacony Yates,
grampositivas y 52006-
= Fusarium spp.* “Fitopatdgenos. gramnegativas. Saxenay
~ | F. oxysporum® °Fitopatdgeno. Moderada toxicidad en 6Pandey, 2001.
HOOC™ N F. verticillioides® ® Enddfito del maiz. mamiferos. Bacon et al.,
SHerbicida contra 2004.

Acido fusérico (16)

malezas.
®Antibacteriano:
Bacillus mojavensis.

Carrillo, 2003a.

Micotoxina

NH, O NH, O

HO

Fusarocromanona (17)

F. equiseti

Fitopatdégeno.

Formacién anormal del
cartilago en aves,
afecta la funcién
inmunoldgica

Carrillo, 2003a.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de diversas especies del género Fusarium con actividad bioldgica (continuacion).

Algunas especies

Metabolito secundario Hospederos Toxicidad Referencia
productoras
Ciclodepsipéptido
Asociado a la hierba g .
) Citotoxico en lineas
. marina Halodule Cueto, et al.,
Fusarium sp. S celulares tumorales de
wrightii. HUMANOS 2000.
Sansalvamida (18)
Terpeno
F. oxysporum Endofito de Gunatilaka
cepa 97CG3 Catharanthus roseus. | Anticancerigeno. 2006 :

HaCO

Vincristina (19)
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6. Lonchocarpus castilloi

Lonchocarpus castilloi Standley (Fabaceae), conocido en México como “machiche”,
“balche”, “chahté”, “kanazin“ o “matachiche”, es un arbol maderable que esta distribuido
ampliamente en México y Centro América. La madera obtenida es muy resistente al
ataque de insectos y de hongos, ya que L. castilloi es una especie rica en metabolitos
secundarios con propiedades antifungicas e insecticidas. Entre estos compuestos se
encuentran los castillenos A (20), B (21), C (22), D (23), E (24), los cuales presentan
actividad antifingica contra Lenzites trabea y actividad antitermitica contra Cryptotermes
brevis (castilenos D y E). La corteza también contiene 4-hidroxibenzofurano (25), B-

sitosterol (26) y pongaglabrona (27) [GOmez Garibay et al., 1990; Reyes-Chilpa et al.,

1995; Silva y Richter, 2006].
— o O _OMe
o O O OMe O
s g
wd O
o
21 22

/\i . (0]
(@] OH O /E)/OH
OH
(0]
24

25
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lll. Hipotesis

Las plantas son colonizadas por un mosaico de hongos endofitos que interactdan
estrechamente entre si; por ello es probable que los metabolitos secundarios que
biosintetizan los hongos, determinen el potencial antagbénico que algunos de ellos
muestran frente a otros hongos y plantas. Por esta razon, el hongo endoéfito LD1 aislado
de Lonchocarpus castilloi constituye una fuente novedosa de metabolitos secundarios que

poseen actividad antifingica y fitotoxica, entre otras.
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IV. Objetivos

1. Objetivo general

Caracterizar macroscoépica y microscépicamente al hongo endéfito LD1, obtenido de hojas
sanas de Lonchocarpus castilloi Standley (Fabaceae), y estudiar su potencial antagonico,
a través de bioensayos de antagonismo directo y de la evaluacion de las propiedades
aleloguimicas de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio, sobre el
crecimiento de cuatro hongos endofitos, seis microorganismos fitopatégenos y cuatro
especies vegetales, con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos quimicos
involucrados en las relaciones entre las plantas hospederas y los hongos endéfitos, asi
como aportar conocimientos que conduzcan al desarrollo de nuevos agentes antifiingicos

o herbicidas de origen natural que sean eficaces y biodegradables.

2. Objetivos particulares

o Caracterizar taxonémicamente al hongo endéfito LD1, con base en su morfologia y
en las caracteristicas de sus esporas, mediante la utilizacién de diferentes medios y

condiciones de cultivo.

o Determinar el potencial antagonico del hongo endofito LD1, mediante la realizacion
de bioensayos de antagonismo in vitro utilizando cuatro hongos enddfitos: Phoma
medicaginis, Xylaria sp., Guignardia mangiferae y Phomopsis sp.; y seis microorganismos
fitopatdgenos: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici (fungoide),

Alternaria solani, Fusarium sp. y Pestalotiopsis sp.

. Establecer las condiciones Optimas de crecimiento in vitro del aislamiento LD1,
mediante la realizacion de cultivos en pequefia escala (1 L), verificando a la vez su
desarrollo en cuatro diferentes medios de cultivo al incubarlo en condiciones de agitacion

y estéaticamente.

o Obtener los extractos organicos a partir del medio de cultivo (particién) y del

micelio (maceracion) del aislamiento LD1.
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o Evaluar el potencial antifingico de los extractos organicos del hongo endofito LD1
sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos: Fusarium

oxysporum, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici (fungoide) y Alternaria solani.

o Evaluar el efecto fitotoxico de los extractos organicos del enddfito LD1 sobre la
longitud de la raiz de cuatro plantas modelo: Amaranthus hypochondriacus, Lycopersicon

esculentum, Lolium multiflorum y Echinochloa crus-galli.

) Realizar cultivos en mediana escala y obtener los extractos organicos
correspondientes. Verificar la actividad antifingica y fitotoxica de los extractos organicos

resultantes.

. Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de al menos uno de los extractos

derivados del cultivo en mediana escala.

o Realizar la identificacion preliminar de los componentes presentes en los extractos

y fracciones activas utilizando CG-EM.
o Determinar cuantitativamente el potencial aleloquimico de las mezclas de

compuestos presentes en las fracciones activas, sobre el crecimiento de los

microorganismos y plantas de prueba.
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V. Materiales y métodos
1. Material fingico

El enddfito LD1 fue aislado en el Laboratorio de Alelopatia, del Instituto de Ecologia,
UNAM, en 2004 a partir de hojas sanas de Lonchocarpus castilloi Standley (Fabaceae),
obtenidas de la reserva ecolégica “El Edén” situada al noroeste de Quintana Roo. Este es
un hongo microscépico filamentoso, hialino y su micelio esta constituido por hifas

septadas y de pared delgada.
2. Caracterizacion macroscopicay microscopica del hongo endéfito LD1

La identificacion taxonémica del hongo enddéfito LD1 se realizé utilizando tres diferentes
medios de cultivo: agar papa dextrosa (PDA), agar hoja de clavel (CLA) y avena agar
(AA). En el Cuadro 2 se presenta la composicion de los medios de cultivo empleados.

El hongo endodfito LD1 se sembr6 en cajas de Petri de 6 o 9 cm de diametro,
utilizando inéculos de 5 mm de diametro de un cultivo de LD1, previamente incubado por
10 dias en PDA y utilizando 6 cajas por medio de cultivo. Las cajas de Petri se incubaron
de dos en dos de acuerdo con las siguientes condiciones: 1) a temperatura ambiente con
luz natural (luz fluorescente), 2) en ausencia de luz, y 3) con luz oscura, aproximadamente
400 nm, durante 2 meses (Leslie y Summerell, 2006).

Las caracteristicas macroscépicas del hongo endéfito LD1 se establecieron en los
cultivos en PDA incubados con luz natural, realizando observaciones en el microscopio
estereoscopico cada dos dias, hasta que el crecimiento del enddfito LD1 llegé al limite de
las cajas (16 dias). En cada observacién y de acuerdo a la clave Munsell®, se registraron
las caracteristicas del micelio: tipo de crecimiento, textura, consistencia, superficie y color
del micelio en la parte superior y posterior. También se verificod la produccion de exudado,
asi como la difusion de metabolitos secundarios coloridos en el medio de cultivo (Leslie y
Summerell, 2006). Ademas, se determind el area de crecimiento del micelio (cm?),
midiendo el crecimiento radial cada dos dias, durante 16 dias, utilizando un escaner ClI-
202 (Area Meter). Con esta informacién se obtuvo la grafica de crecimiento del hongo
enddfito LD1 (crecimiento del endéfito LD1 en cm? vs dias de crecimiento). Por Gltimo, se

obtuvieron fotografias del endéfito LD1 a los diferentes tiempos de crecimiento.
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Cuadro 2. Composicion de los medios de cultivo utilizados en la caracterizacion
taxondmica y en la determinacién de las condiciones Optimas de crecimiento del hongo
endofito LD1

Medio de cultivo*

Composicion

Papa Dextrosa
Agar
(PDA)

200 g de papas, 20 g de dextrosa, 15 g de agar en 1000 mL
de agua destilada. Hervir durante 20 minutos la papa fresca
previamente pelada y cortada cubos, posteriormente, la
infusion de papa se filtr6 a través gasa y se le agregé la
dextrosa y el agar, por ultimo, se afadié agua destilada
hasta un volumen final de 1000 mL (Ulloa y Hanlin, 1978).

Agar hoja de
clavel (CLA:
Carnation Leaf-
piece Agar)

Cortar hojas frescas de clavel libre de fungicidas o residuos
de insecticidas y cortar en segmentos de 3-5 mm?, secar en
estufa a aprox. a 70° C por 3-4 h para que no se quiebren.
Las hojas se colocan en cajas de Petri con agar al 2 % (20 g
de agar en un litro de agua destilada). Usualmente, un
segmento de hoja de clavel se afade por cada 2 mL de
medio. En cajas de 6 cm, se colocaron de 5 a 6 segmentos
(Leslie y Summerell, 2006).

Avena Agar
(AA)

20 g de avena Quaker®, 30 g de agar y 500 mg de
cloranfenicol en 1000 mL de agua destilada. Hervir la avena
con la menor cantidad posible de agua destilada durante 10
min, adicionar el agar, el cloranfenicol y agua destilada hasta
un volumen final de 1000 mL (Ulloa y Hanlin, 1978).

Medio V8
(V8)

180 mL de Jugo V8 Herdez®, 2 g de CaCOg, en 1000 mL de
agua destilada (Muria, 2007).

Caldo Sabouraud
Dextrosa (Sab).
Bioxon®

Pesar 30 g de caldo Sabouraud dextrosa por cada 1000 mL
de agua destilada. pH = 5.7 £ 0.2.

30 g de caldo Sabouraud contienen: 20 g de dextrosa, 5 g
de peptona de carne y 5 g de peptona de caseina (Muria,
2007).

Caldo Papa
Dextrosa
(CPD)

200 g de papas, 20 g de dextrosa en 1000 mL agua
destilada. Hervir durante 20 minutos la papa fresca pelada y
cortada cubos, posteriormente, la infusion de papa se filtré a
través gasa y se le agrego la dextrosa, por ultimo, se afadid
agua destilada hasta un volumen final de 1000 mL (Leslie y
Summerell, 2006).

Caldo Papa (CP)

Caldo de 200 g de papas. Agua destilada 1000 mL (Muria,
2007).

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

Las caracteristicas microscopicas del hongo endoéfito LD1 se registraron cada
semana, mediante la obtencion y el analisis de preparaciones del micelio del endofito LD1
crecido en CLA y AA. Las muestras de micelio en CLA se tomaron del micelio que crecié

sobre los segmentos de hoja de clavel y se tifieron con rojo congo y azul de lactofenol.

22



Las preparaciones se observaron en un microscopio optico a 100x (modelo Axioskop 40)
y se tomaron diversas fotografias. El registro de sus caracteristicas microscopicas se
obtuvo mediante la medicion de cada una de las estructuras observadas, utilizando el

programa Axiovision (v 4.6.3.0) [Leslie y Summerell, 2006].

3. Bioensayos de antagonismo

Los bioensayos de antagonismo se realizaron entre el hongo endoéfito LD1 y los siguientes
microorganismos de prueba: 1) cuatro hongos enddfitos: Phoma medicaginis, Xylaria sp.,
Guignardia mangiferae y Phomopsis sp. aislados de las hojas de Callicarpa acuminata
Humb et al. (Verbenaceae) colectadas en la reserva ecoldgica “El Edén”; 2) dos hongos
fitopatdgenos aislados de la superficie de las hojas de C. acuminata: Fusarium sp. y
Pestalotiopsis sp.; y 3) cuatro especies de microorganismos fitopatdgenos con
importancia econdémica: Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Rhizoctonia sp. y
Phytophthora capsici (fungoide), donados por la Dra. Olga Gomez, del Colegio de
Postgraduados en Montecillo, Estado de México.

Los microorganismos se inocularon de acuerdo a sus velocidades de crecimiento
en cajas de Petri estériles de 9 cm que contenian 20 mL de PDA. El hongo endofito LD1
crece muy lento por lo que se sembroé 7 dias antes que sus competidores de crecimiento
lento: Phoma medicaginis, Xylaria sp., Pestalotiopsis sp. y Guignardia mangiferae. Los
competidores de crecimiento medio se inocularon 9 dias después que el endofito LD1:
Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Fusarium sp. y Phomopsis sp. y por ultimo, los
competidores de crecimiento rapido se sembraron 11 dias después que el hongo LD1:
Phytophthora capsici, y Rhizoctonia sp. De manera adicional, se realiz6 un bioensayo de
antagonismo entre el hongo enddfito LD1 y los hongos enddfitos Phoma medicaginis y
Xylaria sp. inoculandolos al mismo tiempo. Cada microorganismo competidor se sembré
utilizando in6culos de 5 mm de diametro de los micelios de los microorganismos
previamente incubados en PDA por 10 dias.

Los in6culos se colocaron equidistantes ocupando sélo un extremo de la caja Petri
como se muestra en la Figura 1. Las cajas de Petri se incubaron a 28 °C con fotoperiodo
luz-oscuridad naturales (12:12 hrs). Los bioensayos se realizaron bajo un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones. Todo el procedimiento experimental se

efectud en condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo laminar.
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Los resultados de crecimiento e interaccién macroscépica y microscépica entre los
microorganismos competidores, se registré e interpreté después de 8 dias para los
bioensayos entre el hongo enddfito LD1 y los microorganismos de crecimiento lento,
después de 7 dias para los bioensayos entre LD1 y los microorganismos de crecimiento
medio y después de 4 dias para los bioensayos entre el hongo LD1 con los competidores
de crecimiento rapido. Los resultados de crecimiento se expresaron en porcentaje de
inhibicion del crecimiento de los diferentes competidores, comparando su crecimiento con

respecto a los controles de crecimiento de acuerdo con la siguiente formula:

(a-b/b) x 100, donde a y b son los radios de LD1 y de los diferentes competidores.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) modelo | (oo = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el
programa STATISTICA version 6.0) [Shearer, 1995; Yuen et al. 1999; Saucedo, 2006;

Macias-Rubalcava et al. 2008].

Figura 1. Bioensayo de antagonismo en caja de Petri entre el hongo enddfito LD1 y diferentes
microorganismos competidores; a y b representan los radios de cada microorganismo. ZI: zona de
interaccion.

El tipo de interaccién entre el hongo enddéfito LD1 y sus competidores se realizé de
acuerdo con los valores numéricos senalados en el Cuadro 3. Una vez asignado un valor

se calculd el indice de antagonismo del hongo enddfito LD1 de la siguiente manera:

IA=(ATn X-1)+ (A2n X 0)+ (Bn X 1)+ (Cn X 2)+ (Dn x 3) + (En X 4)

Donde n es el numero de veces que el hongo presentd la categoria de

antagonismo correspondiente (A1, A2, B, C, D o E) [Saucedo, 2008].
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Cuadro 3. Tipo de interacciones entre microorganismos y valores numéricos asignados
(modificado de Yuen et al. 1999).

Ca;tl,ggo- Tipos de interaccion Puntos
A1 El crecimiento de A es inhibido por la especie B. -1
AD El crecimiento de A se entremezcla con el de B, sin que exista 0
reduccién en el crecimiento de alguna de ellas.

B La especie A crece en contacto con B y cesa el crecimiento de 1
ambas especies.

C La especie A forma un halo oscuro al estar en contacto con B. 2

D La especie A crece encima de la especie B reduciendo el 3
crecimiento de B.

E La especie A inhibe a distancia a la especie B. 4

3.1 Analisis microscopicos de las hifas en la zona de interaccion antagénica

La posible interaccion entre las hifas de los hongos en los bioensayos de antagonismo
directo, se realiz6 mediante un analisis microscopico de los micelios en las zonas mas
cercanas a la interaccion antagénica (ZI) [Figura 1]. Las preparaciones se obtuvieron
tomando pequefas muestras de los micelios y extendiéndolas con ayuda de una aguja de
diseccion y de un microscopio estereoscopico dentro de una gota de rojo congo sobre un
portaobjetos. Las preparaciones se observaron en un microscopio optico a 100x y se
registraron las medidas del grosor de las hifas y formacién de vacuolas, utilizando el
programa AxioVision (v 4.6.3.0) y se compararon con las obtenidas a partir de los micelios

de los controles de crecimiento de cada microorganismo (colonias puras).

4. Determinacion de las condiciones 6ptimas de crecimiento del endofito LD1

Las condiciones Optimas de crecimiento se establecieron realizando cultivos en pequefia
escala (1L) del hongo enddfito LD1, utilizando cuatro medios de cultivo: caldo papa
dextrosa (CPD), caldo papa (CP), medio de jugo de ocho verduras (V8) y medio
Sabouraud (Sab), incubando el hongo LD1 en condiciones de agitacion (200 rpm) y
estaticas, a 28 °C con un fotoperiodo de 12:12 hrs, luz fluorescente-oscuridad. En el
Cuadro 2 se presenta la composicién y modo de preparacion de los medios de cultivo
empleados.

Los cultivos en condiciones de agitacién se realizaron en matraces Erlenmeyer de

1000 mL conteniendo 500 mL de medio de cultivo. Los matraces se incubaron durante
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dos periodos de incubacion, 15 dias y 30 dias, utilizando un agitador orbital (Shaker
orbital, Lab Line modelo 1250). Para realizar los cultivos en condiciones estaticas se
utilizaron matraces Fernbach de 2800 mL con 1000 mL de medio de cultivo, incubandolos
por un periodo de 90 dias. En ambos casos, el inéculo consistio en cinco cortes circulares
del micelio del hongo LD1 realizados con un sacabocado estéril de 10 mm de diametro,
los in6culos se tomaron de un micelio cultivado en PDA durante 8 dias (Macias-
Rubalcava et al., 2008).

4.1. Obtencién de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio

Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizaron preparaciones para verificar la
pureza de los cultivos. Posteriormente, se separd6 el medio de cultivo del micelio, mediante
una filtracion utilizando gasa. El micelio humedo obtenido se sometié a un proceso de
maceraciéon con CH,Cl, (500 mL x 3). Inmediatamente después y con el mismo
procedimiento se realizaron extracciones con AcOEt (500 ml x 3). Los extractos del medio
de cultivo se obtuvieron realizando particiones sucesivas empleando también CH,CI, y
AcOEt como disolventes de extraccidn. La fase organica resultante se filtré y sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio con un rotavapor.

Cada uno de los extractos obtenidos a partir del micelio y del medio de cultivo
generados de los distintos cultivos se analizdé por cromatografia en capa delgada, para
determinar su similitud cromatografica y se registré el rendimiento. Por ultimo, se evalué el

potencial aleloquimico de los mismos (Macias-Rubalcava et al., 2008).

5. Determinacién del potencial antifungico

La determinacion cuantitativa de la actividad antifungica de los extractos organicos
del medio de cultivo, del micelio y de las fracciones cromatograficas del hongo enddfito
LD1, se realiz6 mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba: F. oxysporum, P. capsici, A.

solani y Rhizoctonia sp.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de diametro. Para preparar
la muestras se pesaron 20 mg de cada extracto o fraccion y se disolvieron en 0.1-0.3 mL

de metanol, posteriormente, se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y 40 mL de
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PDA al 2 %, para obtener una concentracion final de 250 ppm. En cada caja de Petri se
colocaron 5 mL de la disoluciéon y se dejaron solidificar (= 40 °C), enseguida, se colocé en
el centro de cada caja un in6culo de 0.5 cm de diametro del microorganismo de prueba.
Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones. Las cajas se incubaron de 3 a 4 dias, dependiendo del microorganismo de
prueba, a 28 °C con fotoperiodo luz-oscuridad (12:12 hrs) con luz fluorescente. Como
controles negativos se utilizaron PDA (1 %) y PDA 1 %/metanol (0.1-0.3 mL). Al final del
bioensayo se tomaron dos medidas perpendiculares del diametro del micelio de cada
repeticién y de cada especie de hongo de prueba. Los promedios se analizaron mediante
un analisis de varianza de una via (ANOVA) modelo | (o = 0.05) y una prueba de
contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa STATISTICA version 6.0) [Mead et al.,
2002; Macias-Rubalcava et al., 2008].

6. Determinacién del potencial fitotéxico

La determinacion cuantitativa del potencial fitotéxico de los extractos organicos y
fracciones cromatograficas se llevd a cabo mediante la evaluacion del efecto de los
mismos sobre la germinacion y la longitud de la raiz de cuatro plantas modelo:
Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae), Lolium multiflorum (Poaceae),
Echinochloa crus-galli (Poaceae) y Lycopersicum esculentum (Solanaceae), utilizando el
meétodo en caja de Petri (Macias et al, 2008a, 2007; Anaya, et al., 2005). Las semillas de
A. hypochondriacus (amaranto) y las de L. multiflorum (zacate italiano), se obtuvieron en
el Mercado de Tulyehualco, México, D.F; las de L. esculentum (jitomate) se compraron en
“Semillas Berentsen”, Celaya, Guanajuato, México y las de E. crus-galli (zacate tardo) se
obtuvieron de plantas cultivadas en el invernadero del Instituto de Ecologia (UNAM).
Estas especies representan a los dos grandes grupos de plantas superiores,
dicotiledéneas y monocotiledéneas.

Los bioensayos de fitotoxicidad se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de
diametro. Para preparar las muestras se pesaron 7 mg de extracto o fraccion y se
disolvieron en 0.1-0.3 mL de metanol. Posteriormente, se agregaron 35 mL de agua
destilada y 35 mL de agar al 2 %, para obtener una concentracién final de 100 ppm.
Posteriormente, 5 mL de las disoluciones se vertieron en las cajas de Petri y se dejaron
solidificar por completo (~ 40 °C). A continuacion, se sembraron 10 semillas por caja, de

cada una de las especies modelo. Las cajas de Petri se incubaron en la oscuridad a 27 °C
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y la actividad fitotéxica se registré midiendo la longitud de las raices después de 24 hrs
para el caso de amaranto, 48 hrs para el zacate tardo y zacate italiano, y 72 hrs para el
jitomate. Paralelamente, se evaluaron los controles negativos: agar-agua al 1 % y agar-
agua al 1 %/metanol (0.1-0.3 mL). Todas las determinaciones se realizaron por
cuadruplicado bajo un disefio completamente al azar. Los resultados obtenidos se
evaluaron mediante un analisis de varianza de una via, (ANOVA) modelo | (¢=0.05) y una
prueba de contrastes de Tukey HSD [Mead et al., 2002].

7. Cultivos en mediana escala del endd6fito LD1

El cultivo en mediana escala del hongo enddfito LD1, se realizd en condiciones estaticas
utilizando garrafones de vidrio con capacidad para 18 L y como medio de cultivo CPD (20
L), Sabouraud (5 L) y V8 (10 L). En cada garrafén se adicionaron 5 litros del medio de
cultivo y se taparon con un tapéon de gasa. En condiciones estériles, cada garrafén se
inoculd con cinco cortes del micelio del hongo endéfito LD1 realizados con un
sacabocados estérii de 10 mm de diametro. El cultivo se dejo estaticamente a una
temperatura de 28 °C durante un periodo de 6 meses, con fotoperiodo luz-oscuridad
(12:12 hrs) con luz fluorescente (Muria, 2007). Al término de la incubacion se obtuvieron
los extractos organicos y se verifico6 su potencial aleloquimico siguiendo los

procedimientos experimentales descritos en los incisos 5 y 6.

8. Estudio quimico

8.1. Métodos cromatograficos generales

El extracto organico del micelio de LD1, cultivado en CPD se fraccion6 mediante
cromatografia de adsorcion en columna abierta, empleando como adsorbente gel de silice
(Silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). Los analisis
cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas convencionales,
utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Silica Gel 60 GF,s4 Merck de
0.25 mm de espesor), varios sistemas de eluyentes (Hex-CH,Cl,, CH.Cl,, y CH.Clo-
CH30OH en diversas proporciones) y como agentes cromogénicos se emplearon sulfato
cérico (12.0 g sulfato cérico, 22.2 mL acido sulfurico concentrado y 350.0 g hielo) y acido

sulfurico al 10 %. Para obtener el desarrollo del color fue necesario calentar cada
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cromatoplaca por dos minutos aproximadamente a 110 °C (Ghisalberti, 1993). La
cromatografia preparativa en capa delgada se realizd empleando placas de vidrio
cubiertas con gel de silice 60 GF,s4 Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 y 2.0 mm de espesor
aplicando en cada cromatoplaca aproximadamente 10 y 100 mg de muestra,

respectivamente.

8.2. Fraccionamiento quimico biodirigido

El extracto organico del micelio de LD1 obtenido de cultivos en CPD en condiciones
estaticas (17.74 g) se separé mediante filtracion en dos partes, obteniéndose 14.57 g de
una fase liquida de apariencia oleosa de color amarillo claro y 3.17 g de una fase sélida

de color de color café rojizo.

8.2.1. Fraccionamiento primario de la parte liquida

La fase liquida del extracto activo del micelio (11.8 g) se fraccion6 mediante una
cromatografia en columna abierta, utilizando 629 g de gel de silice, obteniéndose un total
de 186 fracciones de 200 mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron
caracteristicas cromatograficas similares se combinaron para generar 11 fracciones
primarias (1-11).

En el Cuadro 4 se resumen los sistemas de elucion empleados y las fracciones
combinadas. La actividad antifungica vy fitotoxica de las fracciones primarias se concentré
en los grupos de fracciones 4 y 6-10 de acuerdo con los resultados de los bioensayos

utilizando el método de dilucidén en agar.

8.2.2. Fraccionamiento secundario de la fraccién 4 (40-70)

El analisis mediante cromatografia en capa fina de la fraccién primaria activa 4
demostré que se trataba de una mezcla compleja. La separacion de los productos
naturales se realizé mediante una cromatografia preparativa en capa delgada empleando
como eluyente Hex-CH,CIl, (2:8). Como resultado del procedimiento anterior, se

obtuvieron cinco fracciones secundarias (Cuadro 5).
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8.2.3. Fraccionamiento primario de la parte sélida

El extracto activo del micelio (2.45 g) del cultivo de LD1 obtenido en CPD en condiciones
estaticas se fraccioné6 mediante una cromatografia en columna abierta sobre 216.2 g de
gel de silice, obteniéndose un total de 191 fracciones de 80 mL cada una, mismas que por
similitud cromatografica en capa fina se reunieron en 12 grupos de fracciones primarias.
En el Cuadro 6 se resumen los sistemas de elucién empleados y las fracciones

combinadas.

9. Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM)

La caracterizacion de los constituyentes presentes en los extractos organicos y fracciones
activas del micelio en CPD de LD1 se efectué mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM) en su modalidad impacto electronico, utilizando un
cromatografo de gases (Agilent Technologies 6890N) acoplado a un detector selectivo de
masas (5973 Agilent Technologies 5973 con inyector split/splitless). Se utiliz6 una
columna capilar de 10 m de longitud, diametro interno 0.18 mm, espesor de pelicula de
0.18 um; fase DB-5MS (5% Fenil-metilsilicon) y un Espectrometro de Masas marca LECO,
modeloPegasus 4D, analizador masico TOF (tiempo de vuelo).

Las condiciones de analisis para los extractos y las fracciones primarias 4, 6, 7, 8,
9 y 10 fueron: temperatura del horno inicial de 40 °C y calentamiento de 20 °C por min
hasta alcanzar una temperatura final de 300 °C, con un tiempo final de 10 min. Para la
fraccion secundaria 4-1, la temperatura inicial del horno fue de 50 °C con un incremento de
40 °C por min hasta alcanzar una temperatura final de 300 °C, con un tiempo final de 15
min. Asimismo, se realizé el analisis del extracto del medio CPD incubado bajo las
mismas condiciones que el cultivo en mediana escala, sin la presencia del endéfito LD1
(Fusarium sp.). Este analisis permiti6 descartar los metabolitos producto de la
degradacién del CPD presentes en los extractos y fracciones estudiadas.

Los espectros de masas obtenidos se compararon con la base de datos del NIST
(National Institute of Standards and Technology) para obtener la composicién de los
posibles metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones cromatograficas.

Los analisis se llevaron a cabo en La Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigaciéon (USAI) de Facultad de Quimica, UNAM.
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Cuadro 4. Fraccionamiento primario de la fase liquida del extracto de micelio del

hongo LD1.
Fraccion Sistema de Proporcion Fracciones Peso (mQ)
(Fx) elucién
Hex 100
1 Hex - CH,Cl, 90:10 1-29 32.6
Hex - CHZCIZ 80:20
Hex - CH,Cl, 80:20
2 Hex - CH,Cl, 11 30-35 176.9
Hex - CH,Cl, 1:1 36-39 242.8
Hex - CH,Cl, 1:1
4x* Hex - CH,Cl, 40:60 40-70 8818.1
Hex - CH,Cl, 30:70
Hex - CH,Cl, 30:70
Hex - CHZCIZ 20:80
5 Hex - CH,Cl, 10:90 71-95 110.2
CH,Cl, 100
. CH.CIl, 100
6 CH,Cl,— MeOH 99:1 96-124 679.0
Pk CH,Cl, — MeOH 98:2 125-128 776.7
CH,Cl, — MeOH 97:3 133-137 '
CH,CIl,— MeOH 98:2
g+ CH,Cl,~ MeOH 97:3 g 1309.1
CH,Cl, — MeOH 96:4
CH,Cl, — MeOH 96:4
9** CH,CIl,— MeOH 95:5 151-164 570.9
CH,Cl, — MeOH 90:10
o CH,Cl, — MeOH 90:10
10 CH,Cl,— MeOH 80-20 165-175 202.1
CH,CIl,— MeOH 80:20
11 CH,Cl, — MeOH 70:30 176-186 59.9
CH,Cl, — MeOH 1:1

** Fracciones activas.

Cuadro 5. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria 4.

Fx Peso (mg)
[** 73.6
Il 5.2
1 5.8
v 1.0
\Y 0.9

** Fracciones activas.
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Cuadro 6. Fraccionamiento primario de la fase sodlida del extracto de micelio del

hongo LD1.
Fraceion Sistema de Proporcion Fracciones Peso (mQ)
(Fx) elucién p 9
Hex 100
Hex - CH2Cl, 90:10
Hex - CH,Cl, 80:20
1 Hex - CH2Cl; 70:30 1-60 63.3
Hex - CH,Cl, 60:40
Hex - CH,Cl, 1:1
Hex - CHyCl, 40:60
2 Hex - CH,CI, 30:70 61-72 1412.2
Hex - CH2Cl> 20:80
Hex - CH,Cl, 10:90
3 CHCl, 100 73-105 31.2
CH,Cl,— MeOH 99:1
CH,Cl,— MeOH 98:2
4 CHCl,— MeOH 98:2 106-110 361.6
CH,Cl,— MeOH 982
CH.Cl, - MeOH 97:3
> CH,Cl, — MeOH ot 111-157 85.9
CH,Cl, — MeOH 955
CH.Cl, - MeOH 90:10
° CH,Cl,— MeOH 80:20 158-170 36.2
7 CH,Cl,— MeOH 80:20 171-173 116.9
CHCl,— MeOH 80-20
8 CH,CIl,— MeOH 70:30 174-177 13.1
9 CH,Cl,— MeOH 70:30 178 15.1
CHCl,— MeOH 70:30
10 CH,Cl, — MeOH 60:40 179-181 202.3
CH,Cl,— MeOH 60-40
M CH,Cl,— MeOH 1:1 182-189 66.9
CHCl,— MeOH 1:1
12 MeOH 100 190-191 ND
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VI. Resultados y Discusion

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de caracterizar taxondmicamente
al hongo endodfito LD1 (Fusarium sp.) y determinar su potencial antagénico sobre
diferentes microorganismos (endodfitos y fitopatégenos), asi como estudiar el potencial
aleloquimico de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo enddfito
Fusarium sp. (LD1), sobre el crecimiento de microorganismos enddfitos, fitopatdogenos y
diferentes plantas de prueba, con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos
quimicos involucrados en las relaciones que se establecen entre las plantas hospederas y
los hongos enddfitos. Los resultados obtenidos se dividen en cinco partes: 1) Proceso de
caracterizacion morfologica y fisiolégica del hongo endofito Fusarium sp. (LD1)
2) Determinacién de su potencial antagénico sobre diferentes microorganismos blanco.
3) Determinacién de las condiciones éptimas para el crecimiento del hongo en estudio y la
evaluacion del potencial alelopatico (actividad antifungica y fitotdéxica) de los extractos del
medio de cultivo y micelio. 4) Fraccionamiento primario del extracto activo del micelio del
hongo Fusarium sp. (LD1) en mediana escala en CPD y al anélisis cualitativo de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto total y fracciones activas utilizando CG-
EM. 5) Evaluacién biologica de la mezcla de metabolitos secundarios aislados de las
fracciones activas mediante la determinacion de su efecto sobre plantas vy

microorganismos modelo.

1. Caracterizacion macroscoépicay microscopica del hongo endéfito LD1

La identificaciéon taxondmica del hongo enddfito LD1 aislado de las hojas de
Lonchocarpus castilloi, se realizé utilizando tres diferentes medios de cultivo: papa
dextrosa agar (PDA), agar hoja de clavel (CLA) y avena agar (AA), incubando al hongo en
tres condiciones: 1) a temperatura ambiente con luz natural, 2) en ausencia de luz y
3) con luz oscura (aproximadamente 400 nm) [Leslie y Summerell, 2006]. A continuacién
se describen las caracteristicas macroscopicas y microscopicas mas importantes para su
caracterizacion taxonomica.

El hongo enddfito LD1, forma un micelio aéreo, umbonado, blando, algodonoso,
flocoso y zonado. Inicialmente, es de color amarillo palido (Figura 2 A), pero a medida que
crece van apareciendo zonas con distintos colores; al centro es de color rosa, la periferia

es amarilla y rosa, en la orilla es de color rojo violaceo con micelio aéreo blanco y produce
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un exudado incoloro. En la parte posterior, inicialmente el micelio es de color rojo claro al
centro y amarillo palido alrededor, posteriormente el micelio cambia a un color violeta

oscuro (Figura 2 B, C, D) [clave Munsell®]. Su crecimiento es radial y los bordes del
cultivo son ligeramente lobulados.

Figura 2. El enddfito LD1, Fusarium sp., en PDA. A. A los 6 dias. B. 10 dias. C. 13 dias.
D. 22 dias.

En la Gréafica 1 se presenta la velocidad de crecimiento del hongo enddfito

Fusarium sp. (LD1) en cultivos en PDA, observandose que este microorganismo es de
crecimiento lento, crece 2.5 cm?/dia.

Gréfica 1. Crecimiento del hongo enddfito Fusarium sp. (LD1 ) en cultivos en PDA

(crecimiento en cm? vs tiempo en dias)
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En los cultivos en AA en luz obscura a los 14 dias de cultivo, y en cultivos de PDA
de aproximadamente en 2 meses, se produjeron esporodoquios de color beige.

Las hifas son hialinas, septadas y de pared celular delgada. Las macroconidias se
forman en el esporodoquio (Figura 3 C), tienen de 4-8 septos, pero el mas comun es de 7,
son fusiformes, lisas y de pared celular delgada miden (66.0) 70.1-77.7 (83.3) um x (5.6)
6.0-7.2 um, con la célula basal papilada o en forma de pie, la célula apical tiene forma de
gancho (Figura 3 A, B, D). Los conidiéforos son septados, bifurcados y trifurcados, miden
(61.4) 71.0-115.94 (>186.6) x 2.3-3.5 (4.1) um (Figura 3 J, K). Las células conididogenas
son monofialides cilindricas (Figura 3 H, J, K), miden (13.8) 25.5-38.6 (59.7) x 2.0-3.2 pm,
escasas polifidlides. La conidiogénesis es enteroblastica, con conidios catenulados
(hileras de 8 -13 microconidios), ovaladas, con el apice redondeado, lisas, gutuladas, con
y sin septos (Figura 3 E, G, I). Las microconidias son muy abundantes en el micelio y
también en el esporodoquio. Las microconidias sin septos son las mas abundantes y
miden (4.8) 8.5-10.5 (14.6) x 2.5-4.0 (5.5) um, las microconidias con un septo miden (9.4)
12.4-13.9 (16.8) x 3.1-4.5 um y rara vez se observaron con dos septos (Figura 3 E-l). Las
clamidosporas, son catenuladas y verrugosas miden (3.6) 5.8-7.1 (9.0) x 3.0-4.0 (5.2) um
y sblo se observaron en PDA (Figura 3 L).

Con base en las caracteristicas macroscépicas y microscépicas mencionadas se
caracteriz6 al hongo enddfito LD1 como una especie del género Fusarium. La asignacion
de la especie se realizara posteriormente, mediante el analisis de la secuencia de su
DNA.

2. Bioensayos de antagonismo directo

El potencial antagénico del hongo endoéfito Fusarium sp. (aislamiento LD1) se determiné
mediante bioensayos de antagonismo entre éste y cuatro hongos endoéfitos aislados de
C. acuminata: P. medicaginis, Xylaria sp., G. mangiferae y Phomopsis sp., dos hongos
fitopatogenos: Fusarium sp. y Pestalotiopsis sp. aislados también de C. acuminata y
cuatro especies de microorganismos fitopatdgenos con importancia econdmica: F.

oxysporum, A. solani, Rhizoctonia sp. y P. capsici.
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Figura 3. Diversas estructuras de Fusarium sp. (LD1). A. Macroconidia en CLA tefiida con rojo
congo. B. Macroconidia en AA tefiida con azul de lactofenol. C. Corte de un esporodoquio en AA
tefiido con rojo congo. D. Macroconidias en AA tefiidas con rojo congo. E. Microconidias tefiidas
con rojo congo: conidiogénesis enteroblastica. F. Microconidia con un septo. G. Microconidias en
cadena. H. Microconidia con un septo y sin septo, monofialide. |. Microconidias en cadena, hifas
verrugosas. J. Monofidlides tedidas con rojo congo, conidiéforo bifurcado vy ftrifurcado.
K. Conidio6foro bifurcado con monofialides, tefido con rojo congo. L. Clamidosporas en cadena, en
PDA tenidas con rojo congo.100x.
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2.1 Antagonismo competitivo entre el hongo enddéfito Fusarium sp. (LD1) y

diferentes hongos endofitos

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Phoma medicaginis

En la Figura 4 A se presenta el antagonismo entre los hongos Phoma medicaginis y
Fusarium sp. (LD1) a los 22 dias de interaccion antagénica, inoculados en las cajas de
Petri al mismo tiempo. Los micelios de las dos especies endodfitas crecen hasta hacer
contacto entre ellos, P. medicaginis inhibe el crecimiento de Fusarium sp. (LD1) en un
37 % y forma una barrera de hifas de color blanca. Por su parte, Fusarium sp. (LD1)
inhibe el crecimiento de P. medicaginis en un 24.5 %.

En la Figura 4 B se muestra la interaccion antagoénica a los 26 dias, P. medicaginis
contintia extendiendo su barrera de hifas e inhibe el crecimiento de Fusarium sp. (LD1) en
un 44.4 %.

En la Figura 5 A, se observa el antagonismo a los 13 dias de interaccion entre
Fusarium sp. (LD1) y P. medicaginis, esta ultima sembrada 9 dias después que Fusarium
sp. (LD1). En este caso, Fusarium sp. crece encima de P. medicaginis e inhibe su
crecimiento en un 40 %.

En la Figura 5 B, se muestra el antagonismo a los 17 dias. Los micelios de ambos
hongos enddfitos crecen entremezclados y Fusarium sp. (LD1) inhibe en un 35 % el

crecimiento de su competidor.

Figura 4. Bioensayo de antagonismo entre los hongos endofitos Fusarium sp. (LD1) y Phoma
medicaginis sembrados al mismo tiempo. A. Antagonismo a los 22 dias. B. Antagonismo a los 26
dias.
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Figura 5. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Phoma medicaginis sembrada 9
dias después que Fusarium sp. A. Antagonismo a los 13 dias. B. Antagonismo a los 17 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp.

En la Figura 6 A se presenta el antagonismo a los 22 dias de interaccion entre los hongos
enddfitos Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp. sembrados al mismo tiempo, observandose
que Xylaria sp. crece sobre Fusarium sp. (LD1) e inhibe su crecimiento en un 50 %,
ademas forma una barrera blanca de hifas.

En la Figura 6 B, se observa el antagonismo a los 26 dias. Xylaria sp. continta su
crecimiento sobre Fusarium sp. (LD1) e inhibe su crecimiento en un 50 %. En la parte
posterior de las cajas de Petri se observa que el micelio de Xylaria sp. tiene una
coloraciéon mas amarilla con respecto al control de crecimiento.

En la Figura 6 C, se muestra el antagonismo a los 78 dias. Xylaria sp. crece
encima de Fusarium sp. (LD1) cubriéndolo casi por completo, y provocando una inhibicién
del 100 % sobre su crecimiento. Ademas, Xylaria sp. forma estromas (estructuras de
reproduccién) sobre el micelio de Fusarium sp. (LD1). De nueva cuenta, en la parte
posterior de las cajas se observa que el micelio de Xylaria sp. tiene una coloracion mas
amarilla con respecto al control, ademas se observa una barrera de color negro en la zona
de interaccion. Estos cambios en el color del micelio, posiblemente se deban a la

produccién de metabolitos secundarios bioactivos.
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Figura 6. Bioensayo de antagonismo entre los hongos endéfitos Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp.
sembrados al mismo tiempo. A. Antagonismo a los 22 dias. B. Antagonismo a los 26 dias.
C. Antagonismo a los 78 dias.

Por otra parte, en la Figura 7 A, se observa el antagonismo a los 13 dias de
interaccion antagonica entre Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp., esta ultima sembrada 9
dias después que Fusarium sp. (LD1). Este ultimo inhibe el crecimiento de Xylaria sp. en
un 31.6 %, no obstante, Xylaria sp. comienza a crecer sobre Fusarium sp. (LD1).

En la Figura 7 B, se muestra el antagonismo después de 17 dias de interaccion,
observandose pocos cambios con respecto a la imagen anterior. En la parte posterior de
las cajas de Petri, se observa un cambio en la coloracién del micelio de Xylaria sp. similar
al observado cuando los microorganismos se sembraron al mismo tiempo (Figura 6).

Por ultimo, en la Figura 7 C, se presenta el antagonismo a los 69 dias, en este
caso, el micelio de Fusarium sp. (LD1) presenta una coloracién rosa intensa y Xylaria sp.
forma estromas en la zona de interaccién. El crecimiento de Fusarium sp. (LD1) es
inhibido en un 20 % por Xylaria sp. Estas observaciones, asi como las obtenidas cuando
los dos hongos enddfitos se sembraron al mismo tiempo, indican que el hongo enddfito

Xylaria sp. también posee un alto potencial antagonico.
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Figura 7. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp. sembrada 9 dias
después que Fusarium sp. (LD1) A. Antagonismo a los 13 dias. B. Antagonismo a los 17 dias. C.
Antagonismo a los 69 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Guignardia mangiferae

En la Figura 8 A se muestra el antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y G. mangiferae a
los 13 dias de interaccion. El micelio de ambos microorganismos crece en contacto.
G. mangiferae es inhibida significativamente, en un 65.2 % por el enddfito Fusarium sp.
(LD1), ademas, se observa un cambio en su morfologia, ya que en las zonas de
interaccion antagonica no produce el halo blanco observado en los controles de
crecimiento.

En la Figura 8 B, se presenta el antagonismo a los 17 dias. Fusarium sp. (LD1)
crece sobre G. mangiferae. Sin embargo, el porcentaje de inhibicidon de su crecimiento es
ligeramente menor (54.5 %), indicando que G. mangiferae incrementa sus defensas frente

a su competidor.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Phomopsis sp.

En la Figura 9 A, se observa el antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Phomopsis sp. a

los 6 dias de interaccion. El micelio de Fusarium sp. (LD1) crece en contacto con el de
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Phomopsis sp. e inhibe su crecimiento en un 38 %. También se observa que el micelio de
ambos microorganismos cambia de color en la zona de interaccion. El micelio de
Fusarium sp. (LD1) adquiere una coloraciéon amarilla y el de Phomopsis sp. es de color
oscuro en la parte posterior del micelio.

En la Figura 9 B, se muestra el antagonismo a los 35 dias. Fusarium sp. (LD1)
inhibe el crecimiento de Phomopsis sp. en un 76 %. En la zona de interaccion antagénica
el micelio de Fusarium sp. (LD1) es de color rosa intenso y el de Phomopsis sp. toma una

coloraciéon mas clara.

Figura 8. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Guignardia mangiferae a los 13
dias de interaccion. B. Antagonismo a los 17 dias.

B

Figura 9. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. y Phomopsis sp. a los 6 dias de
interaccién antagonica. B. Antagonismo a los 35 dias.
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2.2 Antagonismo competitivo entre el hongo endéfito Fusarium sp. (LD1) y

diferentes microorganismos fitopatégenos

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Alternaria solani

En la Figura 10 A, se presenta el antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Alternaria
solani a los 6 dias de interaccion antagénica y como se puede observar Fusarium sp.
(LD1) comienza a crecer sobre A. solani inhibiendo su crecimiento en un 61.1 %.

En la Figura 10 B, se observa el antagonismo a los 35 dias, Fusarium sp. (LD1)
continua su crecimiento sobre A. solani e inhibe su crecimiento en un 72%. El micelio de
A. solani es de color grisaceo, comparado con el micelio de color negro del control de

crecimiento.

Figura 10. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Alternaria solani a los 6 dias
de interaccion antagonica. B. Antagonismo a los 35 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Fusarium oxysporum

En la Figura 11 A, se observa la interaccién antagonica entre los hongos Fusarium sp.
(LD1) y Fusarium oxysporum a los 6 dias. El micelio de los dos hongos crece en contacto,
F. oxysporum es inhibido por Fusarium sp. (LD1) en un 51.4 %. El micelio de ambas
especies de Fusarium cambia morfolégicamente con respecto a los controles de
crecimiento. El micelio de Fusarium sp. (LD1) es de color amarillo y F. oxysporum forma

una barrera miceliar de color blanco y textura algodonosa en la zona de interaccion.
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En la Figura 11 B se muestra el antagonismo a los 35 dias, observandose que F.
oxysporum produce pequefias gotas de exudado en la zona de interaccién antagonica.

Fusarium sp. (LD1) inhibe en un 48.0 % a F. oxysporum.

Figura 11. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y F. oxysporum a los 6 dias de
interaccién. B. Antagonismo a los 35 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Rhizoctonia sp.

En la Figura 12 A, se presenta el antagonismo entre el endéfito Fusarium sp. (LD1) vy el
hongo fitopatégeno Rhizoctonia sp. a los 6 dias de antagonismo. Los micelios de ambas
especies crecen y se ponen en contacto. El crecimiento de Rhizoctonia sp. es inhibido por
el del enddfito Fusarium sp. (LD1) en un 65.7 %. El crecimiento de Fusarium sp. (LD1) es
mas evidente que el de Rhizoctonia sp., extendiendo su micelio hasta el inéculo de
Rhizoctonia sp.

En la Figura 12 B se muestra el antagonismo a los 10 dias de interaccion
antagonica. Rhizoctonia sp. comienza a crecer sobre Fusarium sp. (LD1), sin embargo su
crecimiento aun es inhibido por el enddfito Fusarium sp. (LD1) en un 92.3 %.

Por ultimo, en la Figura 12 C se observa que el hongo endoéfito Fusarium sp. (LD1)
crece sobre Rhizoctonia sp. abarcando mas alla del indculo e inhibiendo el crecimiento de

su competidor en un 100 % (antagonismo a los 22 dias).
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Figura 12. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Rhizoctonia sp. a los 6 dias
de interaccion antagonica. B. Antagonismo a los 10 dias. C. Antagonismo a los 22 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y P. capsici

En la Figura 13 A, se observa el antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Phytophthora
capsici a los 6 dias de antagonismo. Fusarium sp. (LD1) inhibe a distancia el crecimiento
de P. capsici de manera importante, observandose una inhibicion del 81.4 %. El potencial
antagonico del endofito Fusarium sp. (LD1) puede deberse a la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antifiungica que son difundidos en el medio de cultivo y que
inhiben a distancia el crecimiento de P. capsici. También, se observa que el micelio de
ambas especies presenta una coloracion amarilla en la zona de interaccion antagénica.
En la Figura 13 B se muestra el antagonismo a los 10 dias, observandose que el
micelio de los dos microorganismos crece en contacto en la zona de interaccion. No
obstante, el crecimiento de P. capsici es inhibido en un 92.3 % por el enddfito Fusarium
sp. (LD1). Finalmente, en la Figura 13 C se presenta el antagonismo a los 22 dias.
Fusarium sp. (LD1) crece casi por completo encima de P. capsici, inhibiendo su

crecimiento en un 100 %.



Figura 13 A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y P. capsici a los 6 dias de
interaccién antagonica. B. Antagonismo a los 10 dias. C. Antagonismo a los 22 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (aislamiento LD1; aislado de L. castilloi) vy

Fusarium sp. (aislado de C. acuminata)

En la Figura 14 A se presenta el antagonismo entre el hongo enddfito Fusarium sp. (LD1)
aislado de las hojas de L. catilloi y el hongo fitopatdgeno Fusarium sp. aislado de C.
acuminata, a los 6 dias de antagonismo. Fusarium sp. (LD1) inhibe el crecimiento de
Fusarium sp. en un 50.7 %. Las hifas de ambos hongos estan en contacto en la zona de
interaccion antagonica. El micelio de Fusarium sp., aislado de C. acuminata, cambia de
color en la zona de antagonismo observandose de color rosa palido.

En la Figura 14 B se observa el antagonismo a los 35 dias. El hongo enddfito
Fusarium sp. (LD1) inhibe en un 73.1 % el crecimiento del fitopatégeno Fusarium sp. Este
microorganismo muestra cambios morfolégicos ya que su micelio presenta un aspecto

algodonoso en la zona de contacto con Fusarium sp. (LD1).



Figura 14 A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (hongo enddfito LD1; aislado de L.
castilloi) y Fusarium sp. (hongo fitopatégeno aislado de C. acuminata) a los 6 dias de interaccién
antagonica. B. Antagonismo a los 35 dias.

Antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Pestalotiopsis sp.

En la Figura 15 A, se presenta el antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Pestalotiopsis
sp. a los 13 dias de interaccién, observandose que existe contacto entre los micelios de
las dos especies competidoras. Fusarium sp. (LD1) inhibe el crecimiento de Pestalotiopsis
sp. en un 35 %.

En la Figura 15 B se muestra el antagonismo a los 17 dias. En la zona de
interaccion los micelios de los dos microorganismos crecen en contacto, sin embargo,
Pestalotiopsis sp. continua inhibido por el enddfito Fusarium sp. (LD1) en un 31.6 %. En la
parte posterior de las cajas de Petri, se puede observar que en la zona de la interaccion
antagdnica hay diferente coloracion de los micelios. Pestalotiopsis sp., muestra una
coloracién ligeramente amarilla con respecto al control de crecimiento y Fusarium sp.
(LD1), es de color rosa intenso. Este cambio de color puede deberse a una mayor
produccion de metabolitos secundarios bioactivos que se difunden en el medio de cultivo
y que posiblemente forman parte de los mecanismos de defensa de Fusarium sp. (LD1),

contra microorganismos competidores.
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Figura 15. A. Bioensayo de antagonismo entre Fusarium sp. (LD1) y Pestalotiopsis sp. a los 13
dias de interaccion antagénica. B. Antagonismo a los 17 dias.

Los resultados de los bioensayos de antagonismo entre el hongo enddfito
Fusarium sp. (LD1) y los diferentes microorganismos competidores, permiten establecer
que Fusarium sp. (LD1), es un hongo enddfito con importante potencial antifungico, ya
que con excepcion del hongo enddéfito Xylaria sp., inhibié significativamente el crecimiento
de todos los microorganismos competidores (Cuadro 7). En general, el hongo enddfito
Fusarium sp. (LD1) inhibe en mayor grado el crecimiento de los microorganismos
fitopatdogenos (A. solani, F. oxysporum, Rhizoctonia sp., P. capsici, Fusarium sp., y
Pestalotiopsis sp.) que el de los hongos enddfitos evaluados (P. medicaginis, Xylaria sp. y
G. mangiferae). P. capsici y Rhizoctonia sp. son las especies fitopatdégenas mas afectadas
por la presencia del hongo enddfito Fusarium sp. (LD1). A los 22 dias de interaccion

antagonica el crecimiento de ambos microorganismos es inhibido en un 100%.

En el Cuadro 8 se resumen los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de
Fusarium sp. (LD1) provocado por la presencia de los diferentes microorganismos
competidores. Estos valores confirman, de nueva cuenta, que el enddfito Fusarium sp.
(LD1), posee un importante potencial antifungico, ya que unicamente es inhibido por los
hongos enddfitos Phoma medicaginis y Xylaria sp. cuando la inoculacion se realizo al
mismo tiempo que Fusarium sp. (LD1). A los 16 dias de interaccion antagénica ambos
enddfitos inhiben aproximadamente el 37 % el crecimiento de Fusarium sp. (LD1) y a los
78 dias de interaccion, Xylaria sp. inhibe el 100 % el crecimiento de Fusarium sp. (LD1), al

mismo tiempo que forma estromas sobre el micelio de Fusarium sp. (LD1).
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Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion del crecimiento de los microorganismos competidores

en los bioensayos de antagonismo con el hongo enddéfito Fusarium sp. (LD1).

Tipo de , , , % inhibicion | % inhibicion
Microorganismo Microorganismo competidor inicial final
Phoma medicaginis 24,5 * 2 154"
Phoma medicaginis > 40.5*" 35.0 %9
Xylaria sp. 0.02 0.0°
Endéfitos Xylaria sp. 31.6*° 43
Guignardia mangiferae 70.0*° 54.5*9
Phomopsis sp. 379*° 76.0 *°
Alternaria solani 61.1*° 72.0*°
Fusarium oxysporum 51.4*° 48.0 *©
Rhizoctonia sp. 65.7 * ¢ 100.0 *f
Fitopatégenos |Phytophthora capsici 81.4*¢ 100.0 * '
Fusarium sp. 50.7 * ¢ 73.1*°
Pestalotiopsis sp. 35.0*° 31.6*¢

'Inoculados al mismo tiempo,  inoculados 9 dias después que Fusarium sp. (LD1). ®calculado a los
16 dias de interaccion antagonica, ®calculado a los 7 dias, °calculado a los 4 dias, “calculado a los
3 dias, ec_alculado a los 35 dias, fca_lculado a los 22 dias, %calculado a los 17 dias, "calculado a los
26 dias, 'calculado a los 78 dias, 'calculado a los 69 dias de interaccion antagdnica. * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de cuatro
repeticiones.

Cuadro 8. Porcentajes de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. (LD1) en los

bioensayos de antagonismo con diferentes los microorganismos competidores.

Tipo de Mi : . % inhibicién | % inhibicién
Microorganismo icroorganismo competidor inicial final
Phoma medicaginis 37.5% 2 44 4% "
Phoma medicaginis 2 0.0° 0.0¢
Xylaria sp. 39.1* 2@ 100.0*
Endéfitos Xylaria sp. 0.0° 20.0’
Guignardia mangiferae 0.0° 0.09
Phomopsis sp. 00° 0.0°
Alternaria solani 0.0° 0.0°
Fusarium oxysporum 12° 36°
Rhizoctonia sp. 0.0¢ 0.0
Fitopatdogenos |Phytophthora capsici 0.0¢ 0.0
Fusarium sp. 0.0°¢ 0.0°¢
Pestalotiopsis sp. 32° 10.39

'Inoculados al mismo tiempo, Zinoculados 9 dias después que Fusarium sp. (LD1). ®calculado a los
16 dias de interaccion antagonica, ®calculado a los 7 dias, °calculado a los 4 dias, “calculado a los
3 dias, ec_alculado a los 35 dias, fca_lculado a los 22 dias, %calculado a los 17 dias, "calculado a los
26 dias, 'calculado a los 78 dias, 'calculado a los 69 dias de interaccion antagdnica. * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de cuatro
repeticiones.
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Estas observaciones en conjunto, indican por un lado, que la competencia entre
hongos enddfitos también depende de los patrones de colonizacion de los hongos dentro
de su planta hospedera y, por otra parte, permiten confirmar que los hongos enddfitos
establecen una estrecha comunicacion con su medio ambiente, de donde provienen
multiples sefales que influyen sobre la sintesis de sus metabolitos secundarios. Entre las
principales causas endogenas de produccion de metabolitos secundarios en los hongos,
se encuentra la aparicion de estructuras morfolégicas tales como esporas, esclerocios o
estromas. Estas caracteristicas las observamos claramente en los antagonismos entre
Fusarium sp. (LD1) y Xylaria sp. ya que se pudo establecer que el potencial antagénico
demostrado por estos microorganismos esta directamente relacionado con los tiempos de
inoculacion y ademas se observé formacion de estructuras de reproduccion sobre el
micelio de Fusarium sp. (LD1). [Shearer, 1995].

Por dltimo, en el Cuadro 9 se presenta el tipo de interaccion entre los
microorganismos competidores, de acuerdo con los parametros establecidos por Yuen y
colaboradores (1999). A cada microorganismo se le asigné una categoria y un valor
numérico de acuerdo al tipo de interaccién que presenté frente a su competidor (Cuadro
3; ver materiales y métodos). Los valores numeéricos asignados permitieron calcular un
indice de antagonismo de 8, para los hongos endéfitos, y de 19 para los microorganismos
fitopatdgenos. Confirmando que el potencial antagénico de Fusarium sp. (LD1) es mayor

sobre los microorganismos fitopatégenos que sobre los hongos enddfitos.

2.3. Analisis microscoépicos de las hifas en las zonas de interaccidon antagd6nica

Con la finalidad de establecer si el potencial antagénico demostrado por el hongo
enddfito Fusarium sp. (LD1) en los bioensayos de antagonismo, es mediado por
interacciones competitivas directas o indirectas, se realizé un analisis microscopico de los
micelios en las zonas mas cercanas a la interaccion antagoénica (Figura 1). Este analisis
permitié establecer que no existe antagonismo directo entre las hifas del hongo endoéfito
Fusarium sp. (LD1) y sus diferentes competidores, ya que en ningin caso se observo
destrucciéon de las hifas (lisis, aumento de vacuolas etc.), a pesar de que uno de los
microorganismos creciera encima del otro o de que entremezclaran los micelios.

A manera de ejemplo, en la Figura 16, se presentan las observaciones
microscopicas de la interaccién antagonica entre los hongos enddfitos Fusarium sp. (LD1)

y G. mangiferae.
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Cuadro 9. Tipo de interaccién antagénica entre Fusarium sp. (LD1) y los microorganismos
competidores en los bioensayos de antagonismo y valores numéricos asignados
(modificado de Yuen et al., 1999).

. Tipo de_ Microorga_nismo Categoria Puntos
Microorganismo competidor

Phoma medicaginis A1 -1
Phoma medicaginis ° D 3
Xylaria sp. A1 -1
Endéfitos Xylaria sp. B 1
Guignardia mangiferae D 3
Phomopsis sp. D 3
Alternaria solani D 3
Fusarium oxysporum D 3
) i Rhizoctonia sp. D 3
Fitopatogenos Phytophthora capsici E 4
Fusarium sp. D 3
Pestalotiopsis sp. D 3

'Inoculados al mismo tiempo, “inoculados 9 dias después de Fusarium sp.

A B C

Figura 16. Interaccién antagoénica entre Fusarium sp. (LD1) y G. mangiferae. A. Control de
crecimiento de Fusarium sp. (LD1) B. Interacciéon antagonica: Fusarium sp. (LD1) [flecha azul] y
G. mangiferae (flecha roja). C. Control de crecimiento de G. mangiferae. Observaciones a 100x,
tefiidas con rojo congo.

Con base en los resultados obtenidos hasta ahora, podemos establecer que la
competencia entre el hongo enddéfito Fusarium sp. (LD1) y sus diferentes
microorganismos competidores, es mediada principalmente, por interacciones fisicas
directas, por contacto de micelio. Este tipo de mecanismo fue evidente cuando en la zona
de interaccion entre los dos microorganismos competidores, se observé la formacién de

barreras miceliares, es decir uno de los microorganismos respondié a la cercania de otro,
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observandose una proliferacion masiva de hifas en la zona de contacto entre los
microorganismos, y también cuando se observo que las colonias crecieron en contacto o
de manera entremezclada. Por otra parte, es importante destacar que este tipo de
interacciones esta mediada a su vez por interferencia quimica, es decir en condiciones de
antagonismo, los hongos incrementan la produccion de metabolitos secundarios
bioactivos que se difunden en el medio de cultivo y que inhiben en alto grado el
crecimiento de los microorgamismos competidores (Widden, 1997; Boddy, 2000).

La colonizacion de L. castilloi por hongos enddfitos, particularmente por Fusarium
sp. (LD1) pueden disminuir los dafios de su planta hospedera por la acciéon de hongos
fitopatdogenos, mediada principalmente por la produccién de metabolitos secundarios con
actividad antifingica, o bien, inhibiendo directamente la colonizacién de los hongos
fitopatdogenos. Sin embargo, los mecanismos responsables de estas complejas
interacciones son muy dificiles de establecer (Arnold et al., 2003; Herre et al., 2007). Cabe
mencionar que los hongos enddfitos que actian como antagonistas de microorganismos
fitopatogenos, son de gran interés desde el punto de vista de su aplicacion en el control
de enfermedades de las plantas, ya que se ha observado que algunos de ellos pueden
reducir el dafio y pérdida de tejidos vegetales ocasionados por microorganismos
patégenos (Tan y Zou, 2001; Arnold et al., 2003; Strobel et al., 2004).

Con la intencion de corroborar que el potencial demostrado por el endofito
Fusarium sp. (LD1) es debido principalmente a la produccion de metabolitos secundarios
bioactivos se evalud el efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio
sobre el crecimiento de microorganismo fitopatégenos de prueba. De manera adicional, se
evalio la posible interaccion enddfito planta mediante evaluacion del efecto de los

extractos sobre la germinacion y la longitud de la raiz de plantas modelo.

3. Determinacién de las condiciones 6ptimas de crecimiento de Fusarium sp. (LD1)

y evaluacion del potencial aleloquimico de sus extractos organicos

En primer lugar, se establecieron las condiciones éptimas de crecimiento del hongo
Fusarium sp. (LD1) mediante la realizacion de cultivos en pequefa escala (1L),
verificando el desarrollo del microorganismo en diferentes medios de cultivo, distintas
condiciones de incubacion (estatica vs agitacion) y diferentes tiempos incubacién (15, 30 y
90 dias) a 28 °C. Posteriormente, se evalud cuantitativamente el posible efecto alelopatico

de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de Fusarium sp. (LD1) mediante
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la determinacién de su efecto sobre en crecimiento radial de cuatro microorganismos
fitopatdgenos de prueba y sobre la germinacion y la longitud de la raiz de tres plantas
modelo, mediante el método de dilucion en de la caja de Petri.

Los medios de crecimiento seleccionados (Cuadro 2, materiales y métodos) para
la optimizacion de las condiciones de cultivo de Fusarium sp. (LD1) son los mas utilizados
para cultivar microorganismos fungicos (Ulloa y Hanlin, 1978; Muria, 2007; Frisvad et al.,
2008).

En todos los casos se obtuvieron los extractos organicos a partir del micelio
himedo (maceracion) y del medio de cultivo (particion), utilizando CH,Cl, y AcOET como
disolventes de extracciéon. En los Cuadros 10 y 11 se presentan los rendimientos de
biomasa producida y de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
observandose diferencias considerables, tanto en la biomasa generada como en los
rendimientos de extracto en funciéon del medio de cultivo empleado y de las condiciones
de incubacion.

En general, la cantidad de biomasa y el rendimiento de los extractos de los cultivos
en condiciones de agitacion son mayores cuando el microorganismo se incub6 por un
periodo de quince dias. Los extractos obtenidos al utilizar como medio de cultivo CPD y
Sabouraud fueron los mas abundantes, ademas el medio de cultivo CPD es el medio que
se extrae en menor cantidad con los disolventes utilizados (Cuadro 10).

A continuacién, cada uno de los extractos obtenidos se analiz6 por CCF,
observandose diferencias en la composicion entre los extractos del medio de cultivo y
micelio, por lo que se decidi6 evaluarlos por separado, obteniéndose cuatro extractos por
medio de cultivo, es decir dos por cada periodo de incubacion (15 y 30 dias).

Con respecto a los cultivos en condiciones de incubacion estaticas, en el Cuadro
11 se observa que los rendimientos de los extractos obtenidos para el medio de cultivo
son menores a los del micelio. De nueva cuenta, los extractos obtenidos a partir de los
cultivos en CPD y Sabouraud presentan los mayores rendimientos. Cabe mencionar que
estos cultivos se incubaron por un periodo de 90 dias, ya que como se menciond
anteriormente, el hongo enddfito Fusarium sp. (LD1) es un microorganismo de crecimiento
muy lento y en estas condiciones requiere mayor tiempo para terminar su fase de
crecimiento e iniciar la biosintesis de metabolitos secundarios.

El analisis por cromatografia en capa fina de cada uno de los extractos obtenidos
permitid observar que también existe una diferencia en la composicion metabdlica entre

los extractos del medio de cultivo y micelio, por lo que se evaluaron por separado.
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Cuadro 10. Comparacion de los rendimientos obtenidos de los extractos organicos del

hongo Fusarium sp. (LD1) en cultivos en pequefia escala en condiciones agitacion.

Medio de Tiempo de Biomasa Extracto del | g4 0010 del
Iti incubacion @) Medio de Micelio (mg/L)
cuttivo (dias) cultivo (mg/L)

V8 15 5.7 27.8 23.4

30 3.3 34.4 32.8
CPD 15 6.3 113.8 975.3

30 5.1 118.5 1691.8
CP 15 2.0 26.0 23.2

30 1.3 72.3 30.5
Sab 15 11.0 164.6 36.4

30 6.6 453 701.9

Cuadro 11. Comparacién de los rendimientos obtenidos de los extractos organicos del

hongo Fusarium sp. (LD1) en cultivos en pequefia escala en condiciones estaticas.

Medio de Biomasa (g) Extracto del Medio Extracto del
cultivo 9 de cultivo (mg/L) Micelio (mg/L)
V8 1.0 100.5 162.4
CPD 5.6 89.2 1534.0
CP 1.1 17.4 21.5
Sab 5.5 97.2 217.0

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos resultantes se
llevé a cabo mediante la evaluacién de su efecto sobre el crecimiento radial de cuatro
microorganismos fitopatégenos de prueba: A. solani, F. oxysporum, Rhizoctonia sp. y P.
capsici. En el Cuadro 12 se presenta el efecto de los extractos del medio de cultivo y
micelio en condiciones de agitacion sobre estos cuatro microorganismos. Todos los
extractos evaluados inhibieron significativamente el crecimiento de al menos uno de los
microorganismos de prueba. En todos los casos el crecimiento del fungoide P. capsici, es
el mas afectado. Los extractos obtenidos utilizando como medio de cultivo CP (30 dias) y

Sabouraud (15 dias) inhiben su crecimiento en un 100%. Estas ultimas observaciones
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concuerdan con los resultados de los bioensayos de antagonismo entre el enddfito

Fusarium sp. (LD1) y P. capsici en donde se observd que el crecimiento de P. capsici, es

inhibido en un 100% después de 22 dias de interaccion antagonica.

En general, los extractos obtenidos a partir de los cultivos en Sabouraud

incubados durante 15 o 30 dias inhiben significativamente el crecimiento de todos los

microorganismos fitopatdgenos evaluados, constituyendo, asi el medio de cultivo idéneo

para la obtencion de metabolitos secundarios con actividad antifungica.

Con base en los porcentajes de inhibicion causados por la presencia de los

extractos del

medio de cultivo y micelio sobre el

crecimiento de

los cuatro

microorganismos fitopatdgenos evaluados podemos establecer el siguiente orden de

inhibicion sobre su crecimiento: P. capsici > Rhizoctonia sp. > A. solani > F. oxysporum.

Cuadro 12. Efecto antifungico de los extractos organicos a 250 ppm de los cultivos en

condiciones de agitacion.

Medio _T|empo_qe % de Inhibicion del crecimiento radial
de incubacién
cultivo (dias) P. capsici Rhizoctonia sp. A. solani F. oxysporum
Medio de cultivo
CPD 15 55.6 £0.02* 22.2 £0.03 16.2 + 0.01 18.0 £ 0.14
30 58.5+0.02* 15.2 +0.02 13.2+0.09 11.4 +0.05
CP 15 ND ND ND ND
30 100.0+0.00* 522 +0.10* 23.7+0.03* 11.4 £ 0.02
V8 15 ND ND ND ND
30 -4.9 £ 0.03 2.2 +£0.02 7.9+0.02 11.4 +0.09
Sab 15 100.0+ 0.00* 556 £0.05* 43.2+0.03* | 30.0+£0.05*
30 48.0+0.05* 40.0+0.02* 349+0.03* 2140
Micelio
CPD 15 40.0+0.02* 0.0 £0.03 13.5+0.05 16.0 £ 0.07
30 65.9+0.03* 4.3 +0.07 13.2 +0.09 6.8 £ 0.00
CP 15 40.0+0.06 * 356 +0.03* 24.3 £ 0.00* 22.0+0.03
30 ND ND ND ND
V8 15 -6.7 £ 0.09 37.8+0.07* 13.5+0.03 28.0+0.03*
30 53.7+0.02* 15.2+0.10 13.2+0.03 11.4 £ 0.00
Sab 15 53.3+0.00* 51.1+£0.07* 324 +0.02* | 26.0+0.00*
30 62.2+0.01* 34.0+£0.05* 32.6+0.07* 7.1+£0.07

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los numeros negativos indican estimulacién del crecimiento; ND bioensayos no
realizados por insuficiencia de extracto.



En el Cuadro 13 se presenta el efecto de los extractos obtenidos en condiciones
de incubacion estaticas sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos de prueba. La
actividad antifungica demostrada por los extractos es diferente a la presentada por los
extractos obtenidos en condiciones de agitacion. En este caso, el crecimiento de
P. capsici, no es inhibido por todos los extractos evaluados, ademas, los porcentajes de
inhibicion son menores y la mayoria de ellos no significativos. En este caso, también se
observo que, en general, los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en medio
Sabouraud, presentan la mayor inhibicidon sobre el crecimiento de los microorganismos
fitopatdogenos. Los extractos obtenidos en V8 no se evaluaron debido a que su
rendimiento era insuficiente.

Cabe mencionar que la evaluacion conjunta de los extractos organicos del medio
de cultivo y micelio para el cultivo en CPD demostré en la mayoria de los casos, un mayor
potencial antifungico al demostrado cuando los extractos se evaluaron de manera

independiente.

Cuadro 13. Efecto antifungico de los extractos organicos a 250 ppm de los cultivos en

condiciones estaticas.

Medio de % de inhibicidn del crecimiento radial
cultivo P. capsici Rhizoctonia sp. A. solani F. oxysporum
Medio de cultivo
CPD 17.8 £0.10 48.0+0.02~ 256+0.03* 23.810.24
CP 15.6 £ 0.07 40.0+0.02~ 20.9+£0.07 16.7 £ 0.26
Sab 26.7£0.03* 28.0+£0.07* 326+0.09* 26.2+0.03*
Micelio
CPD 33.3+£0.05* 34.0+£0.07* 326+0.05* 9.5+ 0.05
CP 71.1+£0.02* 56.0+£0.03* 20.9+0.00 16.7 £ 0.07
Sab 0.00 £0.00 52.0+0.07* 39.5+0.09"* 11.9+0.05
Medio + Micelio
CPD 100.0+0.00* 44.0+0.03* 65.1+£0.05* 16.7 £ 0.05

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de

cuatro repeticiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos establecer el siguiente orden

de inhibicién sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatégenos: Rhizoctonia sp. >
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A. solani > P. capsici, > F. oxysporum. En esta ocasion F. oxysporum también es la
especie menos afectada.

A continuacion, se procedié a determinar el potencial fitotdxico de los extractos
organicos mediante la evaluacién de su efecto sobre la germinacién y la longitud de la raiz
de las semillas de A. hypochondriacus, E. crus-galli y L. esculentum. En el Cuadro 14 se
presentan los porcentajes de inhibicion del crecimiento de la raiz para cada uno de los
extractos evaluados. Los resultados obtenidos indican claramente que los extractos
derivados de los cultivos de Fusarium sp. incubados por 15 dias en V8 y Sabouraud son
los mas fitotoxicos, siendo aun mas evidente el potencial fitotdxico sobre el crecimiento de
L. esculentum y E. crus-galli. Los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en
CPD incubando el microorganismo por 30 dias inhiben selectivamente el crecimiento de
las semillas de A. hypochondriacus y el extracto del medio de cultivo obtenido a los 15
dias de incubacion estimula significativamente el crecimiento de E. crus-galli. En ningun
caso se observé un efecto significativo sobre la germinacion de las tres plantas de prueba.

En el Cuadro 15 se presentan los porcentajes de inhibicion de los extractos
obtenidos de los cultivos en condiciones estaticas, sobre el crecimiento de la raiz de las
tres plantas de prueba. Los extractos obtenidos al utilizar como medio de cultivo V8 y CP
no se evaluaron debido a que su rendimiento, no fue suficiente para realizar todos los
bioensayos. En general, los extractos obtenidos utilizando Sabouraud, inhiben
significativamente la longitud de la raiz de todas las plantas de prueba, siendo mas
evidente el efecto fitotoxico del extracto del medio de cultivo, sobre la longitud de la raiz
de las semillas de A. hypochondriacus y L. esculentum, inhibiendo su crecimiento en
ambos casos mas del 80%. Los extractos obtenidos con medio CPD no inhiben de
manera significativa el crecimiento de las plantas modelo. Sin embargo, la mezcla del
extracto del medio de cultivo y micelio, si inhibe de manera significativa el crecimiento de
A. hypochondriacus (35.9 %). En ningun caso se observé un efecto significativo sobre la
germinacion de las tres plantas de prueba.

Con base en la actividad biolégica demostrada por los extractos organicos
obtenidos del hongo enddfito Fusarium sp. (LD1) incubandolo en diferentes medios,
podemos establecer que los medios V8, CPD y Sabouraud son los que demostraron la
mayor actividad bioldgica.

Estos resultados confirman que los metabolitos secundarios producidos por el

hongo endodfito Fusarium sp. (LD1) son los responsables del potencial antagdnico
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demostrado por Fusarium sp. (LD1) en los bioensayos de antagonismo directo y que

también poseen actividad biolégica sobre el crecimiento de las plantas de prueba.

Cuadro 14. Efecto fitotoxico de los extractos organicos a 100 ppm de los cultivos en

condiciones de agitacion.

Medio | Tiempo de % de Inhibicion de la longitud de la raiz
de incubacioén
cultivo (dias) A. hypochondriacus L. esculentum E. crus-galli
Medio de cultivo
CPD 15 179+ 0.71 9.2+270 -30.5+1.34*
30 46.8+0.36 1.3+41 51+£1.30
CP 15 ND ND ND
30 14.7 +0.54 5.0+4.60 0.5+0.70
Va8 15 64.3+091* 100 £ 0.00 * 406+091*
30 22.0+£0.45 100 £ 0.00 * 13.0 + 0.91
Sab 15 774 +0.16* 732+142* 344+0.72*
30 ND ND ND
Micelio
CPD 15 21.4 £ 0.46 -1.9+1.70 -18.0 £ 0.98
30 30.3+£0.53* 6.0 £ 3.20 0.5+1.20
CP 15 14.3 + 0.56 74+210 -7.8 £0.68
30 19.3+0.96 30.0+4.40"* 8.7 £ 0.60
V8 15 298+065* 73.5+1.10* 258+1.00*
30 19.3+0.25 16.7 + 2.60 21.0+0.25
Sab 15 78.6 £0.07 * 83.1+0.77* 73.4+0.58"*
30 ND ND ND

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los nimeros negativos indican estimulacién del crecimiento; ND bioensayos no
realizados por insuficiencia de extracto.

Cuadro 15. Efecto fitotéxico de los extractos organicos a 100 ppm de las cultivos en

condiciones estaticas.

Medio % de Inhibicion de la longitud de la raiz
de Extracto

cultivo A. hypochondriacus L. esculentum E. crus-galli
Medio 15.7+0.6 16.6 +1.7 13.6+2.5

CPD Micelio 13.3+0.2 0.0+0.7 7.1+0.8
Med+ Mic 349+03"* 8.1+37 2.7+16
Sab Medio 80.7+0.1* 85.7+05"* 59.2+36*
Micelio 422+08* 508+14* 15.8+1.9

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los numeros negativos indican estimulacion del crecimiento.
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4. Cultivo en mediana escala

El hongo enddfito Fusarium sp. (LD1) se cultivd en mediana escala en condiciones
estaticas en V8 (10 L), CPD (20 L) y Sabouraud (5 L). En el Cuadro 16 se presenta el
rendimiento de los extractos obtenidos. En todos los casos los extractos del micelio son
los mas abundantes, particularmente, el obtenido en CPD. En general, el rendimiento por

litro de cultivo es similar al obtenido a partir de los cultivos en pequefia escala.

Cuadro 16. Rendimiento de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de los

cultivos en mediana escala.

Medio de Condiciones Biomasa Extracto del Extracto del
cultivo (L) seca (g/L) Medio(mg/L) Micelio (mg/L)
V8 10 1.4 116.5 174.5
CPD 20 15.2 62.3 1620.6
Sab 5 2.8 98.5 188.9

En la Figura 17 se puede observar la comparacion de los perfiles cromatograficos
en CCF de los extractos obtenidos del medio de cultivo y micelio, observandose
diferencias en la composicién metabdlica en funcion del medio de cultivo utilizado,
principalmente en los extractos de los medios de cultivo. El extracto del medio de cultivo
obtenido en medio Sabouraud presenta una mayor cantidad de compuestos polares y los
extractos del micelio de los cultivos en Sabouraud y V8 comparten la mayor parte de
metabolitos secundarios. En general, todos los extractos organicos presentan diversos
metabolitos secundarios poco polares comunes a los tres cultivos. Leslie y Summerell
(2006) senalan que el género Fusarium, produce diferentes micotoxinas o metabolitos
secundarios que son comunes cuando crece en un medio de cultivo y que estan ausentes
0 su rendimiento varia cuando la misma cepa es cultivada en otro medio. Estas
diferencias en los perfiles metabdlicos son las responsables del potencial antifungico y
fitotoxico demostrado por los diferentes extractos obtenidos en pequefa escala.

Posteriormente, se verifico la actividad bioldgica de los extractos de los cultivos en
mediana escala mediante la evaluacion de su efecto sobre el crecimiento de los

microorganismos fitopatdégenos y plantas de prueba.
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Figura 17. Cromatografia en capa fina comparativa de los extractos del medio de cultivo y micelio
del enddfito Fusarium sp., utilizando como medios de cultivo: Sabouraud, V8 y CPD. Sistema de
elucién: CH,Cl,-MeOH 95:5, revelador H,SO, al 10%.

En general, los extractos organicos obtenidos en CPD son los unicos que
presentan actividad antifungica significativa sobre el crecimiento de los cuatro
microorganismos fitopatégenos de prueba (Cuadro 17). El potencial antifungico de estos
extractos es mayor al demostrado por los obtenidos a partir de los cultivos en pequena
escala, esto puede deberse a que en este caso los cultivos se mantuvieron por un periodo
de tiempo mucho mayor y es posible que bajo estas condiciones se produzca una mayor
cantidad de metabolitos secundarios activos o mayor numero de ellos, indicando que un
periodo de incubacién prolongado en condiciones estaticas favorece la obtencion de
extractos organicos bioactivos. El orden de actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatdogenos es el siguiente: A. solani > Rhizoctonia sp. > P. capsici y
F. oxysporum.

Por otra parte, también se confirmé el potencial fitotdoxico de los extractos
obtenidos de los cultivos en mediana escala del enddfito Fusarium sp. (LD1), mediante la
evaluacion de su efecto sobre la germinacién y crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus, L. esculentum, E. crus-galli y L. multiflorum.

De nueva cuenta, los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en CPD,
presentan en general, la mayor actividad fitotdxica sobre el crecimiento de la raiz de las
semillas de A. hypochondriacus, L. esculentum y E. crus-galli (Cuadro 18). El potencial
fitotoxico, en este caso también es mayor al demostrado por los extractos obtenidos en

pequefa escala.
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El extracto del medio de cultivo obtenido en V8 inhibe significativamente el

crecimiento de A. hypochondriacus y L. esculentum y el del extracto del medio de cultivo

en medio Sabouraud inhibe Unicamente de manera significativa el crecimiento de

A. hypochondriacus. La especie mas afectada por todos los extractos evaluados es

L. esculentum. El crecimiento de L. multiflorum no es afectado por ningun tratamiento.

En ningun caso se observo un efecto significativo sobre la germinacion de las

plantas de prueba.

Cuadro 17. Efecto antifungico de los extractos organicos a 250 ppm de los cultivos en

mediana escala.

Medio % de inhibicion del crecimiento radial
de Extracto
cultivo P. capsici Rhizoctonia sp. A. solani F. oxysporum
CPD Medio 39.3+0.02* 41.7+£0.02 * 55.2+0.00*| 33.3+0.02*
Micelio 79.4+0.03* 31.9+£0.03* 484 +0.01"* 15.4 £ 0.00
V8 Medio -13.5+0.02 47.3+0.25* 11.3+0.09 11.4+£0.03
Micelio | -20.2+0.10* 29.0+043* 2.9+0.07 1.4 +0.02
Sab Medio 49+0.03 36.0+£0.21* 15.0 £ 0.04 18.9 £ 0.05
Micelio 2.3+0.01 209+014* 23.8+0.09* 8.9+0.04

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los numeros negativos indican estimulacion del crecimiento.

Cuadro 18. Efecto fitotéxico de los extractos organicos a 100 ppm de los cultivos en

mediana escala.

Medio % de Inhibicién de la longitud de la raiz
de Extracto
cultivo A. hypochondriacus L. esculentum E. crus-galli
CPD Medio 73.0+£0.3"* 671+57"* 409+15*
Micelio 374+06* 36.6+25* 14.0+45
A. hypochondriacus L. esculentum L. multiflorum
V8 Medio 239+011* 37.3+0.06 * 18.0 + 0.04
Micelio 16.8 + 0.10 38.1+0.04 * 15.2+0.13
Sab Medio 399+0.02* 146 +0.14 -9.9+0.04
Micelio 5.9+0.08 18.1 £ 0.04 10.9 £ 0.06

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los numeros negativos indican estimulacién del crecimiento.

Con base en el potencial alelopatico demostrado por los extractos organicos

obtenidos a partir de los cultivos en mediana escala, se eligié por su bioactividad y
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rendimiento al extracto del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD (Cuadros 16, 17 y 18)

para realizar un fraccionamiento primario biodirigido.

5. Fraccionamiento quimico biodirigido

El fraccionamiento quimico biodirigido del extracto organico del micelio del cultivo
en mediana escala de Fusarium sp. (LD1) se realizé6 en dos partes, debido a que el
extracto crudo presentaba metabolitos secundarios en dos fases y con perfiles
cromatograficos diferentes: una fase sdlida y una fase liquida muy abundante con

caracteristicas oleosas.

5.1. Fraccionamiento primario de la parte liquida

Las fracciones primarias obtenidas se agruparon de acuerdo con su similitud
cromatografica en 11 grupos (Cuadro 4). En los Cuadros 19 y 20 se presenta la actividad
biolégica de seis fracciones primarias sobre el crecimiento de los hongos fitopatdgenos
(P. capsici, Rhizoctonia sp., A. solani y F. oxysporum) y plantas de prueba (A.
hypochondriacus, L. esculentum y L. multiflorum), respectivamente.

Con excepcion de la fraccién 10 que inhibe significativamente el crecimiento de
Rhizoctonia sp. y A. solani y de la fraccion 7 que inhibe el crecimiento de F. oxysporum.,
en general, no hay inhibicién significativa sobre el crecimiento radial de los
microorganismos fitopatégenos de prueba. Por el contrario, la fraccion 6 estimula

significativamente el crecimiento radial de Rhizoctonia sp. (Cuadro 19).

Cuadro 19. Efecto antifungico de las fracciones primarias a 250 ppm del micelio en CPD.

Fx % de Inhibicién del crecimiento radial

P. capsici Rhizoctonia sp. A. solani F. oxysporum
4 -2.0 £ 0.00 -11.3+£0.04 5.0 £0.03 7.1+£0.01
6 -0.3+0.05 -27.3+0.08* 3.2 +£0.01 15.3 £0.01
7 -2.8 £0.04 -18.3 £ 0.07 10.8 £ 0.06 33.7+044 "
8 -2.0 £ 0.00 -11.3+0.10 12.0+ 0.03 12.4 £ 0.02
9 2.0+0.03 -8.7 £ 0.03 11.7 £ 0.02 19.7 £ 0.02
10 16.0 £ 0.04 42.0+0.03* 41.1+£0.04* 19.4 £ 0.03

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones; los numeros negativos indican estimulacién del crecimiento.
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En contraste, en el Cuadro 20 se presenta la actividad bioldgica de las 6 fracciones
primarias evaluadas, sobre el crecimiento de las plantas de prueba. En todos los casos el
crecimiento de la raiz de las semillas de L. esculentum y L. multiflorum se estimul6é de
manera significativa por todos los tratamientos, siendo mas evidente la estimulacion sobre
el crecimiento de las semillas de L. esculentum. Las fracciones primarias evaluadas no
demostraron ningun efecto alelopatico significativo sobre el crecimiento de A.
hypochondriacus.

En ningun caso se observo inhibicién sobre la germinacién y/o el crecimiento de

las plantas de prueba.

Cuadro 20. Porcentajes de estimulacion del crecimiento radical de las fracciones

primarias a 100 ppm sobre las semillas de prueba.

Fx % de Estimulacion de la longitud de la raiz

A. hypochondriacus L. esculentum L. multiflorum
4 10.1 £ 0.07 71.2+0.29* 32.9+0.21*
6 8.2+ 0.09 61.1+0.08" 31.6 £ 0.11*
7 3.1+£0.09 80.8+0.16 28.4 + 0.09*
8 5.6 +£0.11 58.7£0.07 * 43.3+0.22*
9 8.7 £0.03 34.0 + 0.05* 26.1+£0.18*
10 6.8 £ 0.06 41.7+0.21"* 334017

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). Cada cifra representa el promedio de
cuatro repeticiones.

5.2. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria 4 (40-70)

El fraccionamiento secundario de la fraccién primaria activa 4 se realizé por CCFP
y permitidé la obtencion de 5 fracciones secundarias. El analisis por CCF de la fraccién
mayoritaria 4-I indicd que aparentemente estaba constituida por un metabolito secundario,
sin embargo, en el Cuadro 29 se detalla el analisis por CG-EM de esta fraccion,
mostrando ser una mezcla compleja de compuestos.

La fraccidon 4-l presenta actividad antifungica significativa sobre el crecimiento de
los hongos fitopatdégenos Rhizoctonia sp. y F. oxysporum, inhibiendo su crecimiento en un
65.3 £ 0.33 y 20.3 £ 0.06 %, respectivamente. Por otra parte, el crecimiento de P. capsici
y de A. solani se estimuld significativamente por la presencia de esta fraccién, en un
28.9 £ 0.00 y 25.0 £ 0.00 %, respectivamente.
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Con respecto a la actividad fitotdxica, los compuestos que constituyen la fraccion
secundaria 4-l, no demostraron actividad biolégica sobre las plantas de prueba. En
consecuencia, el efecto estimulante sobre el crecimiento de la raiz de las semillas de L.
esculentum y L. multifiorum demostrado por la fraccion primaria 4 (Cuadro 20) se debe
probablemente a la mezcla de metabolitos secundarios presentes en las fracciones

secundarias 4-Il a 4-V o a la mezcla de todos ellos actuando sinérgicamente.

5.3. Fraccionamiento primario de la parte sélida

El fraccionamiento primario la fase solida del extracto del micelio del cultivo en mediana
escala, se realiz6 utilizando CC obteniéndose 12 grupos de fracciones primarias (Cuadro
6) y debido a que se obtuvieron bajos rendimientos en la mayoria de ellas y/o a que son
muy dificiles de solubilizar en MeOH o acetona no fue posible determinar su actividad

bioldgica.

6. ldentificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos

organicos del micelio y fracciones cromatograficas utilizando CG-EM

La identificacion preliminar de los metabolitos secundarios presentes en el extracto activo
del micelio (fase liquida y solida) y de las fracciones primarias y secundarias activas
obtenidas de la fase liquida, se realizé mediante CG-EM. La identificacion de los posibles
compuestos se realizé por comparacion de sus espectros de masas con los de la base de
datos del NIST.

En el Cuadro 21, se muestran los metabolitos secundarios presentes en la parte
liquida del extracto del micelio, observandose que el enddfito Fusarium sp. (LD1) produce
una gran diversidad de compuestos entre los que destacan diferentes alcoholes, ésteres,
cetonas, aldehidos, alcanos, alquenos, acidos carboxilicos y derivados de furano y pirano.
Los compuestos mas abundantes son: el acido n-hexadecanoico o acido palmitico (28)
[24.06 %], el octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo (29) [13.50 %], el acido Z-11
hexadecenoico (30) [9.06 %] y el hexadecanoato de metilo (31) [8.16 %].

En el Cuadro 22 se muestran los compuestos presentes en la parte solida del
extracto del micelio, en este caso la variedad estructural comprende principalmente,

esteres, aldehidos, acidos carboxilicos y derivados pirano. Los compuestos mayoritarios
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son: el acido n-hexadecanoico (28) [22.28 %], el 9-octadecenoato de etilo (32) [14.24 %],
el acido Z-11 hexadecenoico (30) [11. 37 %] y el 2-metilnonanoato de metilo (33) [9.76 %].

Cabe mencionar que la parte liquida y la sélida del extracto del micelio en CPD,
comparten en comun cinco compuestos: la 5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona (34), la
tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-piran-2-ona (35), el acido Z-11-hexadecenoico (30), el

acido n-hexadecanoico(28) y el tridecanoato de metilo (36).
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WMOH NMONO%OH

Mw
N
%I&M

En los Cuadros 23-28 se presentan los compuestos identificados en las fracciones
primarias 4 y 6-10 (parte liquida) y como es de esperarse los compuestos presentes en
cada una de las fracciones incluyen diferentes, ésteres, aldehidos, acidos carboxilicos y
derivados pirano y furano entre otros.

Los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en la fraccion 4 son: el acido
n-hexadecanoico (28) [25.47 %], el (E,E)-2,4-decadienal (37) [23.59 %] y el &acido
octadecanoico (38) [15.63 %]. En la fraccion 6 los compuestos mas abundantes son: el
acido n-hexadecanoico (28) [13.45%], el 1-propil-1-ciclopentanol (39) [8.24%], el 2-
undecenal (40) [7.74 %] y el acido hexanoico (41) [7.44 %]. En la fraccion 7 son: el acido
n-hexadecanoico (28) [24.95 %], el acido 9-hexadecenoico (42) [23.19 %] y el acido
octadecanoico (38) [20.62 %]. En la fracciéon 8 son: el acido 9-hexadecenoico (42)
[52.94 %], el acido octadecanoico (38) [13.20 %] y el (Z)-7-hexadecenoato de metilo (43)
[12.49 %]. En la fraccién 9 son: el acido n-hexadecanoico (28) [29.96 %], el acido Z-8-

metil-O-tetradecenoico (44) [23.18 %], acido cis-9-octadecenoico o &cido oléico (45)
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[22.14 %] y el octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo (29) [13.30 %]. Finalmente, los
compuestos mayoritarios en la fraccidon 10 son: el acido n-hexadecanoico (28) [20.31 %],
el 5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona (34) [15.41 %)] y el acido hexanoico (41) [10.02 %].

it HO
M/\/\/\/ NWVMOH w
37 38 39
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El extracto total del micelio en mediana escala en CPD, demostré6 un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento radial de P. capsici (79.4 %), Rhizoctonia sp.
(31.9 %) y A. solani (48.4 %). Sin embargo, en general las fracciones primarias de la parte
liguida no presentan efecto antifungico significativo sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatdgenos de prueba. Por el contrario, la fraccion 6 estimula
significativamente el crecimiento de Rhizoctonia sp. Por otra parte, el extracto total del
micelio presentd efecto fitotoxico significativo sobre el crecimiento de la raiz de A.
hypochondriacus (37.4 %) y L. esculentum (36.6 %). No obstante, la actividad biolégica de
las fracciones primarias de la parte liquida, sobre el crecimiento de las plantas de prueba
también es un efecto estimulante sobre su crecimiento. Estas observaciones en conjunto,
indican que el potencial antagénico evidenciado por el extracto total del micelio, sobre el
crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos y plantas de prueba, es debido
principalmente a los metabolitos secundarios presentes en la fase soélida y/o fracciones
primarias o bien a los compuestos que no volatilizaron en el analisis por CG-EM y que no
han sido identificados a la fecha. En consecuencia, es necesario realizar un nuevo cultivo
a una mayor escala (60-80 L) con el fin de aislar y caracterizar los metabolitos
secundarios responsables de la actividad antifungica y fitotéxica demostrada.

Cabe hacer notar que dentro de los compuestos mayoritarios presentes en las

diferentes fracciones primarias analizadas (fase liquida) la mayoria de ellos son acidos
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carboxilicos, los cuales pueden ser los responsables del efecto estimulante sobre el
crecimiento de la raiz de las semillas de L. esculentum y L. multiflorum.

Finalmente, en el Cuadro 29 se presentan los metabolitos secundarios presentes
en la fraccién secundaria 4-1. Los compuestos mayoritarios en esta fraccién son: el 7-
hexileicosano (46) [11.29 %], el 1,3-bencendicarboxilato de bis-2-etilhexilo (47) [9.95 %],
el hexandioato de diisooctilo (48) [8.93 %] y el acido cis-9-octadecenoico 6 acido oléico
(45) [8.22 %]. La mayoria de los compuestos son ésteres, acidos carboxilicos, cetonas y

aldehidos.
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La fraccidon 4-l presenta actividad antifungica significativa sobre el crecimiento de
los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp. (65.3 %) y F. oxysporum (20.3 %). También
demostré estimulacion significativa sobre el crecimiento de P. capsici (28.9 %) y A. solani
(25.0 %). Sin embargo, la actividad biolégica de los constituyentes de la fraccion
secundaria 4-1 sobre el crecimiento de las plantas de prueba no es significativa.
Confirmando nuevamente, que el efecto alelopatico demostrado por la fraccion primaria 4
se debe posiblemente, como ya se menciond, a la mezcla de metabolitos secundarios
presentes en las demas fracciones secundarias o a la mezcla de ellos en diferentes
concentraciones y probablemente actuando de manera sinérgica.

Cabe mencionar que este tipo de compuestos han sido aislados a partir de
diferentes fuentes naturales, asi por ejemplo el hongo endéfito Trichoderma hartzium,
aislado de Theobroma cacao produce acido nonanoico (49), el cual inhibe in vitro a los
patdgenos Crinipellis perniciosa y Moniliophthora rorei de su hospedera. En otros
experimentos se demostré que las semillas inoculadas con T. hartzium contiene acido
nonanoico (49) en sus tejidos indicando que este compuesto es producido de manera

importante por el endoéfito (Herre, et al., 2007).
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Cuadro 21. Metabolitos secundarios presentes en la fase liquida del extracto del micelio
de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

Posible compuesto Area% | R.T.(s)| PM Formula
1-metoxi-2-metil-3-buteno 0.20 348.1 100 CsH420
2-heptanona 0.13 128.7 114 C,H.,0
Heptanal 0.25 133.9 114 C;H40
Octanal 0.38 180.0 128 CgH160
2-butiltetrahidrofurano 3.58 224 .2 128 CsH460
Acido heptanoico 0.18 2355 130 C;H140,
3,4-dimetil-3-hexanol 0.44 413.9 130 CgH1g0
2-pentilfurano 0.66 173.1 138 CoH140
Nonanal 2.32 227.4 142 CoH 10
Acido octanoico 0.28 277.5 144 CsH160-
(Z2)-2-decenal 2.77 297.9 154 C1oH18O
3-decin-2-ol 0.18 345.0 154 C10H1go
3,6-dimetil-4-octanona 0.10 1721 156 C10H200
2,4,6-trimeti|octano 0.13 176.1 156 C11H24
Octanoato de metilo 0.31 234.9 158 CoH150-
(E)-5-metil-4-undeceno 1.98 294.0 168 CioHo4
2-undecenal 3.58 339.8 168 C44H50
5,6-dihidro-6-pentil-2H-Piran-2-ona * 1.02 385.6 168 C1oH160-
Acido 9-oxononanoico 2.79 4021 172 CoH1605
Acido 8-clorodecanoico 3.64 206.7 178 | C1oH1oCIO,
2-(bromometil)tetrahidro-2H-pirano 0.79 298.4 178 | CgH1BrO
Butanoato de (E)-3-metil-2-hexenilo 2.26 342.9 184 C11H20,
9-oxononanoato de metilo 0.49 367.1 186 C1oH1503
Ir?;ra*h|dro-4-h|drOX|-6-pent|I-2H-plran-2- 0.85 476.5 186 CioH1:0s
2-nitro-4-nonanol 0.25 188.3 189 CgH1903N
4-cloro-3-n-hexiltetrahidropirano 2.67 333.2 204 C11H2:CIO
Tetrahidro-6-nonil-2H-piran-2-ona 0.28 595.9 226 C14H260,
Tridecanoato de metilo * 3.81 591.0 228 C14H2505
Hexacloroetano 0.40 212.8 234 C.Clg
Acido pentadecanoico 1.23 489.1 242 C15H300,
Acido 9-hexadecenoico 0.69 587.0 254 | CygH3002
Acido Z-11-hexadecenoico * 9.06 604.4 254 C16H300-
Acido n-hexadecanoico o ac. palmitico * 24.06 558.6 256 C16H320-
(2)-7-hexadecenoato de metilo 3.51 583.7 268 C17H350,
Hexadecanoato de metilo 8.16 533.2 270 C17H340,
Pentadecanoato de etilo 1.32 552.3 270 C17H340,
Eicosanoato de etilo 1.38 608.9 340 CooH440,
Octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo 13.50 611.5 372 C2oH4404

* Compuestos presentes también en la fase sélida del extracto del micelio de Fusarium sp.
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Cuadro 22. Metabolitos secundarios presentes en la fase solida del extracto del micelio
de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

Posible compuesto Area% | R.T.(s) | PM |Formula
5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona * 0.03 385.5 168 | C1oH160-
Tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-piran-2-ona * 0.24 475.3 186 | C1oH1803
2-metilnonanoato de metilo 9.76 552.0 186 | Cq1Hx»0,
Farnesol (isémero a) 0.08 755.5 222 | Cy5H60
Tridecanoato de metilo * 3.64 590.0 228 | Cy14H250,
Acido Z-11-hexadecenoico * 11.37 603.4 254 | C46H300-
Acido n-hexadecenoico o ac. palmitico * 22.28 553.0 256 | C4H320,
9,12-octadecadienal 8.74 601.9 264 | C4gH3,0
Acido octadecanoico 8.85 608.3 284 | CigH360,
9,12-octadecadienoato de metilo 5.66 581.2 294 | C19H140,
11-octadecenoato de metilo 5.84 583.1 296 | C49H360,
9-octadecenoato de etilo 14.24 601.1 310 | CyoH3s0,
:t?lr;tadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroximetil) 0.35 635.7 316 | CigHayOs
1-iodo-tetradecano 0.08 458.9 324 CisHol
Octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo 8.85 608.5 372 | CxHysOy

* Compuestos presentes también en la fase liquida del extracto del micelio de Fusarium sp.

Cuadro 23. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion 4 (fase liquida) del extracto

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

Posible compuesto Area % R.T.(s) PM Formula
1-metoxi-2-metil-3-buteno 6.32 347.8 100 CeH 120
Nonanal 3.64 226.6 142 CgH480
(E,E)-2,4-decadienal 23.59 321.6 152 C1oH160
(Z)-2-decenal 5.94 297.0 154 C1oH10
Hexacloroetano 7.02 2124 234 C.Clg
Acido Z-11-hexadecenoico 8.57 598.7 254 C1H300>
Acido n-hexadecanoico 25.47 550.0 256 C16H320,
9-octadecenal 3.81 679.5 266 C1sH3,0
Acido octadecanoico 15.63 605.1 284 C1sH360-
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Cuadro 24. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion 6 (fase liquida) del extracto

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

(acetiloxi)- 1-[(acetiloxi)metil]etilo

Posible compuesto Area % |R.T.(s)| PM Férmula
Acido butanoico 0.03 149.7 88 C4Hs0O,
1-metoxi-2-metil-3-buteno 0.20 347.5 100 CeH 120
5-aminopentanol 1.09 297 .4 103 CsH3sNO
Heptanal 0.43 133.7 114 C,;H4,0
5-etildihidro-2(3H)-furanona 0.43 206.9 114 CsH100-
3-metoxi-1-hexeno 0.55 227.9 114 C,H.0
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 2.73 109.4 116 CeH 1205
Acido hexanoico 744 | 203.3 | 116 CgH120;
Octanal 0.51 179.6 128 CgH460
2-butiltetrahidrofurano 3.64 223.2 128 CsH460
1-propil-1-ciclopentanol 8.24 341.5 128 CgH160
Acido heptanoico 3.38 233.3 130 C/H140,
3,4-dimetil-3-hexanol 3.22 411.1 130 CgH150
2-pentilfurano 1.28 172.7 138 CoH1,0
4 4 6-trimetil-2-ciclohexen-1-ol 7.08 332.1 140 CoH460
Nonanal 3.95 226.5 142 CgH 150
Acido octanoico 0.15 | 2749 | 144 CgH160-
(E,E)-2,4-decadienal 0.88 321.9 152 C1oH160
(E)-2-decenal 1.15 290.4 154 C1oH10
(Z)-2-decenal 3.98 296.9 154 C1oH1g0
3-metil-4-nonanona 0.63 171.6 156 C1oH200
3-n-propil-5-metilhexan-2-ona 0.41 403.0 156 C4oH470
Acido nonanoico 1.17 314.7 158 CoH150-
2-undecenal 7.74 338.8 168 C11Hx0
5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona 0.36 385.3 168 C10H160-
6,7-dodecanediona 0.66 209.4 198 C12H2,0,
E-2-octenoato de E-2-hexenilo 0.62 397.3 224 C12H20,
Tridecanoato de metilo 2.50 531.1 228 C14H250-
Hexacloroetano 1.60 212.3 234 C.Clg
Acido Z-11-hexadecenoico 4.08 599.1 254 C16H300-
Acido n-hexadecanoico 13.45 | 550.7 | 256 C1H3,0,
10-[(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi]-1-decanol 0.48 585.3 258 C15H3003
2-(2-propenoiloxi)tetradecano 4.46 293.0 268 C17H350,
(2)-7-hexadecenoato de metilo 1.15 581.9 268 C17H350,
Pentadecanoato de 2-hidroxi-1-
(hidroximetil)etilo 155 16351 1 316 | CisHaOs
Stﬁéadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroximetil) 347 692.6 330 C1oHasOs
Octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo 3.58 605.5 372 C2oH4404
9,12-octadecadienoato de (Z,2)-, 2- 179 946.7 438 CosHazOs
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Cuadro 25. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion 7 (fase liquida) del extracto

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

[(acetiloxi)metil]etilo

Posible compuesto Area % | R.T. (S) PM Férmula
1-metoxi-2-metil-3-buteno 2.56 348.1 100 CsH120
4-metil-3-hexanona 4.31 342.0 114 CeH11O
Acido hexanoico 0.46 191.9 116 | CgH120,
Tetrahidro-1,3-oxazin-2-tiona 0.02 683.2 117 | C4H;NOS
2-butiltetrahidrofurano 0.50 223.5 128 CsH460
2,2'-bi-1,3-dioxolano 0.53 481.7 146 CeHoO,
(E,E)-2,4-decadienal 2.12 3221 152 C10H160
(Z)-2-decenal 0.95 296.7 154 C1oH10
2-decen-1-ol 1.36 226.5 156 C1oH200
2-undecenal 1.89 338.7 168 C11Hx0
2-oxononanoato de metilo 0.17 830.5 186 C10H1503
Tridecanoato de metilo 4.43 588.9 228 C14H230,
Hexacloroetano 4.32 212.2 234 C.Clg
Acido 9-hexadecenoico 23.19 599.6 254 C16H300-
Acido n-hexadecanoico 24.95 550.2 256 C16H320-
(2)-7-hexadecenoato de metilo 2.27 581.8 268 C17H3,0,
5-acetoxipentadecano 0.15 685.4 270 C17H340,
Acido octadecanoico 20.62 606.2 284 C1sH360-
Hexadecanoato de 2,3-dihidroxipropilo 4.81 635.0 330 C19H3504
9-octadecenoato de (Z)-, 2-(acetiloxi)-1- 0.40 6794 440 | CrsHaOs

Cuadro 26. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion 8 (fase

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

liquida) del extracto

metilo

Posible compuesto Area % | R.T. (S) PM Férmula
(E,E)-2,4-decadienal 0.58 321.5 152 C10H160
Acido 9-oxononanoico 0.67 398.1 172 CoH1603
Tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-piran-2-ona 0.54 475.0 186 C1oH1503
Tridecanoato de metilo 7.23 532.0 228 C14H5505
Acido 9-hexadecenoico 52.94 608.3 254 C1sH300-
Acido n-hexadecanoico 7.59 557.4 256 C1sH320,
(2)-7-Hexadecenoato de metilo 12.49 583.6 268 C17H3,0,
Acido octadecanoico 13.20 612.3 284 C1gH360-
9,12-octadecadienoato de metilo 4.61 581.2 294 C1oH3405
Trans-2-undecilciclopropanopentanoato de 015 524.9 310 CaoH3:O5
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Cuadro 27. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion 9 (fase liquida) del extracto

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

Posible compuesto Area% | R.T.(s) | PM Férmula
2,3-dihidro-4-metilfurano 0.80 332.6 84 CsHsO
Metoxiciclobutano 0.04 384.8 86 CsH100
Fosfolano 0.25 349.6 88 CeH1504P
2-piperidinona 0.09 282.9 99 CsHoNO
2(5H)-tiofenona 0.08 403.5 100 C4H,0OS
Hidrazida del acido butirico 0.02 325.8 102 C4HsN-O
N,N,N'-trimetil-1,2-etanodiamina 0.09 398.8 102 CsH 14N>
3-etil-1,4-hexadieno 0.21 459 .1 110 CgHis
Acido hexanoico 0.21 197.5 116 CeH120,
1-propil-1-ciclopentanol 0.19 342.2 128 CsH460
2-pentilfurano 0.15 173.1 138 CoH140
Nonanal 0.03 226.9 142 CgH 150
Acido octanoico 0.12 2785 | 144 | CgH4s0,
2-butil-4-metil-1,3-dioxolano 0.09 331.9 144 CgH1502
Acido propilpropanedioico 0.12 234.9 146 CeH1004
(E,E)-2,4-decadienal 0.04 322.1 152 C1oH160
(Z2)-2-decenal 0.39 297.3 154 C1oH180
Octanoato de metilo 0.12 234.6 158 CgH 1505
Acido nonanoico 0.04 314.0 158 CoH150,
Isotiocianato de benzoilo 0.10 621.4 163 | CgHsNOS
5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona 0.17 385.5 168 C1oH160-
Acido 9-oxononanoico 0.62 402.9 172 CgH 1603
(E)-2-dodecenal 0.10 339.2 182 C4oH»,0
Nonanoato de metilo 0.25 366.8 186 C1oH200,
Tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-piran-2-ona 0.04 475.8 186 C10H1803
Nonanedioato de monometilo 0.03 434.2 202 C1oH1804
Tridecanoato de metilo 0.27 468.2 228 C14H250,
Acido tetradecanoico 0.65 490.6 228 C14H250,
1,1-dimetoxi dodecano 0.20 448.6 230 C14H300,
Hexacloroetano 0.10 212.8 234 C.Clg
acido Z-8-metil-9-tetradecenoico 23.18 607.7 240 C15H250,
Acido pentadecanoico 0.05 519.5 | 242 C15H3002
1-propilheptil etilfosfonofluoridato 0.08 341.6 | 252 | CyoHysFOLP
Acido n-hexadecanoico 29.96 562.5 256 C16H320-
(2)-7-hexadecenoato de metilo 4.08 583.7 268 C17H350,
Acido oléico o acido cis-9-octadecenoico 22.14 607.4 282 C1gH340,
9,12-octadecadienoato de metilo 0.72 581.4 294 C19H340,
’;;e:ar:ﬁ(-)mclopropanopentanoato de 2-undecil- 0.43 55 3 310 CaoHa:O5
Eﬁelr(;tadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroximetil) 0.11 636.1 316 | CigHaOs
3:5-b|§-d|metOX|met|I-octaned|oato de 0.35 4951 350 C1aH2sOs

imetilo
Octadecanoato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo 13.30 612.0 372 C2oH4404
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Cuadro 28. Metabolitos secundarios presentes en la fraccién 10 (fase liquida) del extracto

del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

1,3-dioxolano

Posible compuesto Area % |R.T.(s)| PM Férmula
2-piperidinona 0.47 291.8 99 CsHgNO
N,N,N'-trimetil-1,2-etanodiamina 3.73 384.7 102 CsHq4N,
1-hidroxi-2-pentanona 0.03 511.4 102 CsH1002
2,4-dimetil-1-penten-3-ona 1.34 133.8 112 C,;H4,0
Cis-2-butil-3-metil-oxirano 1.21 290.8 114 C/H4,0
Acido hexanoico 10.02 | 201.6 116 CsH120,
Trans-tetrahidro-5-metil-2-furanmetanol 0.04 339.9 116 CeH1202
Acido heptanoico 1.84 | 236.2 | 130 C/H140;
Acido 5-hidroxi-2-hexenoico 0.45 4442 130 CesH1105
Sulfuro de dimetilaminometilisopropilo 0.46 398.2 133 C1oH46NS
2-pentilfurano 2.02 172.3 | 138 CoH140
(E)-4-nonenal 4.45 223.0 140 CoH160
(Z)-2-nonenal 1.31 246.0 | 140 CgH460
4 4 6-trimetil-ciclohex-2-en-1-ol 1.70 331.8 140 CoH460
1-butil-5-metil-2-pirazolina 0.25 374.0 | 140 CgH1gN>
Nonanal 1.63 226.1 142 CoH150
Acido octanoico 0.72 | 279.0 | 144 CsH160:
5,6-dihidro-6-pentil- 2H-piran-2-ona 15.41 385.5 168 C1oH160-
3-hidroxi-2-metilen-butanoato de butilo 0.67 381.3 172 CoH1603
Acido 9-oxononanoico 2.71 401.6 172 CoH1603
Acido 8-clorodecanoico 1.15 383.8 178 C10H19CIO,
11-dodecen-2-ona 0.21 459.8 182 C12H2,0
2-dodecanona 0.38 308.2 184 C12H240
l’ﬁtarahldro-4-h|drOX|-6-pent|I-2H-plran-2- 465 4770 | 186 CioH1:0s
1,12-dodecanodiamina 2.19 441.0 | 200 C12H2sN,
4-metil-3,6-diisopropil-2,5-dicetomorfolina 2.29 407.8 | 213 C11H19NO3
4-metil-3-(2-metilpropil)-6-isopropil-2,5- 2 46 4329 | 227 C-HoNO
dioxomorfolina ' ' 127121773
Acido tetradecanoico 1.09 489.3 | 228 C14H250,
Tridecanoato de metilo 1.18 531.1 228 C14H2505
1,1-dimetoxidodecano 1.25 448.6 | 230 C14H3005
Acido Z-11-hexadecenoico 5.07 600.9 | 254 C1sH300-
Acido n-hexadecanoico 20.31 554.6 | 256 C1sH320-
Pentandioato de 3-metildibutilo 1.31 464.5 | 258 C15H2504
Acido octadecanoico 561 | 607.4 | 284 C1H360,
Octadecanoato de metilo 0.26 589.3 | 298 CoH150-
2-(3-bromo-5,5,5-tricloro-2,2-dimetilpentil)- 010 4815 | 352 | CioHieBrCLO,
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Cuadro 29. Metabolitos secundarios presentes en la fraccion secundaria 4-1 (fase liquida)

del extracto del micelio de Fusarium sp. (LD1) en CPD.

Posible compuesto Area% | R.T. (s) PM Férmula
(Z)-2-heptenal 3.42 104.8 112 C;H.0
3-hexene-2,5-diol 0.35 109.1 116 CeH1202
1-octen-3-ol 0.09 110.6 128 CgH160
2-etil-1-hexanol 242 122.2 130 CgH1s0
Nonanal 1.13 140.3 142 CoH4s0
Acido octanoico 0.72 161.6 144 CsH160-
(E,E)-2,4-decadienal 5.75 190.2 152 CioH160
(Z2)-2-decenal 3.95 1771 154 CioH1s0
Acido nonanoico 0.94 182.4 158 | CgH450,
2-undecenal 0.54 198.8 168 C11H50
3-metilheptil acetato 0.69 149.1 172 C1oH200-
2-metil-dodecano 1.55 260.4 184 CisHos
Acido dodecanoico 5.95 240.4 200 C1oH2405
Hidroxitolueno butilado 0.69 226.3 220 C15H24,0
(2)-2-butenedioato de dibutilo 2.32 231.4 228 C12H5004
Acido tetradecanoico 0.76 273.8 228 | C14H250,
Tridecanoato de metilo 0.43 297.5 228 C14H2505
Acido n-hexadecanoico 7.69 306.2 256 C16H3205
2,6-dimetilheptadecano 1.96 323.3 268 CioHao
Dibutil ftalato 0.78 373.5 278 C14H2505
Eicosano 0.91 293.3 282 CooHaz

Acido cis-9-octadecenoico 6 acido oléico 8.22 332.1 282 C1gH3405
2-metil-propanoato de 1-(1,1-dimetiletil)-2-
metil-1,3-propanedieilo 0.82 2413 286 | C1sH2504

Metoxiacetato de 3-tetradecilo 2.85 506.6 286 C17H3403
1,2-bencendicarboxilato de butil ciclohexilo 1.79 467 .1 304 C1gH2404
Hexadecanoato de 1,1-dimetiletilo 3.00 335.9 312 C19H4005
2,4-bis(1-metil-1-feniletil)-fenol 1.69 380.3 330 CosHs60
(2)-2-butendiato de di-2-etilhexilo 1.31 329.6 340 CooH3604
7-hexileicosano 11.29 412.4 366 CosHs4

Hexandioato de diisooctilo 8.93 363.2 370 CooH4204
2,4-bis(dimetilbenzil)-6-t-butilfenol 1.58 379.5 386 CoeH30,0

1,3-bencendicarboxilato de bis-2-etilhexilo 9.95 406.6 390 CosH350,
:riia’a;i-lp;ropantrlcarbOX|Iato de 2-(acetiloxi)- 0.70 3449 402 CooHauOs
11-deciltetracosano 4.82 459.7 478 CasH7g
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El (3R)-1-octen-3-ol (50), se ha encontrado en muchos hongos (Basidiomycota) y
es responsable del olor tipico de los cuerpos fructiferos frescos. Este alcohol junto con el
acido (8E)-10-oxo-8-decenoico (51) presentan actividad antifungica sobre Penicillium
expansum (Spiteller, 2008).

Spiteller (2008) reporta que algunos basidiomicetos (hongos macroscépicos)
producen metabolitos secundarios halogenados. Este tipo de compuestos han sido
obtenidos tanto de los cuerpos fructiferos como del micelio y poseen diversas actividades
bioldgicas. Asi por ejemplo, el acido pterulinico (52) [compuesto clorado] aislado del
diversos basidiomicetos, demostré actividad fungicida; el alcalinafenol A (53) [un polifenol
clorado] aislado del micelio de Mycelia alcalina y de otros basidiomicetos, tiene
propiedades antifungicas; el 2-cloro-4-nitrofenol (54) aislado Stephanospora caroticolor,
también presenta propiedades antifungicas. Los cuerpos fructiferos intactos de S.
caroticolor producen la estefanosporina (55) un precursor del 2-cloro-4-nitrofenol (54), sin
embargo, por medio de un mecanismo de defensa quimica, activado por heridas, la
estefanosporina (55) se oxida a 2-cloro-4-nitrofenol (54).

El 2-pentilfurano (56) es uno de los compuestos organicos volatiles producidos por
el hongo enddfito Muscodor albus, aislado de Cinnamomum zeylanicum. La mezcla de
compuestos volatiles producidos por este hongo es letal para una amplia variedad de
hongos y bacterias patéogenas de plantas y del humano, también tienen efecto contra
ciertos insectos y nematodos (Strobel et al., 2001; Strobel, 2006a, b; Ezra et al., 2004).
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Es importante sefalar que varios de los posibles compuestos identificados en el
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extracto del micelio del hongo endéfito Fusarium sp. (LD1), podrian ser compuestos

organicos volatiles que pueden actuar a distancia sobre los organismos blanco, en
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consecuencia, posteriormente se determinara si Fusarium sp. (LD1) también produce
metabolitos volatiles bioactivos (Strobel et al., 2001; Strobel, 2006a, b; Ezra et al., 2004).
Por otra parte, estudios realizados sobre diferentes especies vegetales también
han demostrado que este tipo de compuestos presentan diversas actividades bioldgicas,
asi por ejemplo Monroy-Vazquez y colaboradores (2009) encontraron que el extracto
metandlico de frutos de chayote Sechium edule var. nigrum spinosum, presentan actividad
antiproliferativa y citotoxica sobre las lineas tumorales L-929 y Hela. Los compuestos
mayoritarios de la fraccién de mayor actividad son ésteres metilicos, etilicos y/o octilicos
del los acidos 9-oxo-nonanoico (57), hexadecanoico (58, 59), 10-octadecenoico (60) y
octadecanoico (61, 62). Se sabe que altas concentraciones de ésteres de acidos grasos
causan muerte celular por apoptosis, y cuando las concentraciones se incrementan, la
muerte celular ocurre por necrosis (Kharroubi et al., 2004; Benzaria et al., 2007; Takeara
et al., 2007). Diversos autores han demostrado que algunos acidos grasos, principalmente
los insaturados, son téxicos sobre varias lineas celulares tumorales humanas como son el
cancer de prostata, pecho, vejiga, pulmoén y sobre la leucemia. Los acidos grasos C-18
(38) a una concentracion de 10 pyg/mL inhiben la proliferacion celular en un 99.4 % de
lineas celulares cancerigenas de rata. Los acidos grasos palmitico (28) y (Z2)-9-
octadecenoico (45) tienen propiedades apoptoéticas en lineas tumorales de colon, debido a
que provocan dafo en el DNA e interfieren en la activacion de la caspasa-3 (Monroy-
Vazquez et al., 2009). Tso et al. (1965) encontré que los ésteres de los acidos grasos con
cadena C-6 a C-18 inhiben yemas axilares (brotes) en el tabaco, las cuales puedes ser
causadas por bacterias (fitoplasmas). Siendo los mas activos los ésteres metilicos de
acidos grasos con C-14 (63) y C-10 (64). También se ha encontrado que algunos

presentan propiedades herbicidas.
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Se ha visto que el aceite esencial de Pimenta auritum, presenta actividad
antidermatofitica in vitro, donde el acido hexadecanoico (28) es uno de los componentes
principales (Hernandez Diaz et al., 2003). Las cetonas y aldehidos como el hexanal (65),
nonanal (66), 3-nonenal (67), heptanal (68), 2-nonenal (69) y los acidos carboxilicos como
son el hexanoico (41), nonanoico (49) y 3-nonenoico (70) son los componentes volatiles
presentes en el aceite de girasol ozonizado, el cual se utiliza como medicamento,
actuando como agente germicida de amplio espectro y muy efectivo sobre procesos
infecciosos producidos por virus, bacterias, parasitos y hongos (Ledea Lozano, 2004). El
5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona (34) es el compuesto volatil mayoritario de la harina
obtenida del arbol de mezquite (Prosopis spp.), la cual se utiliza para producir alimentos
horneados (Takeoka et al., 2009). El sesquiterpeno farnesol (71) esta presente en muchos
aceites esenciales, es un acaricida natural y feromona de varios insectos. Es un inductor
del arresto del ciclo celular y de apoptosis en una gran variedad de lineas celulares de
carcinoma, también se ha reportado que inhibe la tumorigénesis en varios modelos
animales, sugiriendo que actua como un agente quimiopreventivo y antitumoral in vivo
(Joo y Jetten, 2010). Xu y colaboradores (2009) reportaron la composicion quimica y
bioactividades de los extractos etéreos del hongo enddfito Paecilomyces sp. y de su
hospedera: Panax ginseng, asi como el andlisis comparativo de sus constituyentes, donde
el nonanal (66) y el acido octadecanoico (38) forman parte del extracto de Paecilomyces
sp., el cual inhibe completamente el crecimiento de Pyricularia oryzae a una
concentraciéon de 7.8 ug/mL. El octanol (72) es uno de los constituyentes del extracto de
Panax ginseng. Ambos extractos fueron probados sobre cuatro hongos patégenos del
humano. La Clg, del extracto de Paecilomyces sp. fue de 4 ug/mL para Trichophyton
rubrum. La evaluacion de la actividad antitumoral in vitro demostré que la mayoria de los

valores de Clsy son menores a 20 ug/mL.
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La actividad biolégica demostrada por los compuestos mencionados, confirma que
el hongo enddfito Fusarium sp. (LD1) produce un gran diversidad de metabolitos
secundarios con actividad biolégica. El 5,6-dihidro-6-pentil-2H-piran-2-ona (34), el 1-
octen-3-ol (50), el 2-pentilfurano (56), los ésteres: 9-oxononanoato de metilo (57),
nonanoato de metilo (73), hexadecanoato de metilo (58), octadecanoato de metilo (61), 9-
octadecenoato de etilo (32), tridecanoato de metilo (74), pentadecanoato de etilo (75),
octanoato de metilo (76); los acidos grasos: nonanoico (49), n-hexadecanoico o palmitico
(28), (Z)-9-octadecenoico (45), octadecanoico (38), 3-nonenoico (70), hexanoico (41); los
aldehidos: nonanal (66), 3-nonenal (67), heptanal (68), 2-nonenal (69) y el sesquiterperno
farnesol (71) se encuentran presentes en el extracto organico del micelio de Fusarium sp.
(LD1). Estos compuestos asi como los constituyentes totales del extracto del micelio
pueden estar involucrados en la defensa de su planta hospedera contra patégenos o bien

ayudando a su hospedera estimulando su crecimiento (Herre et al., 2007).
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VII. Conclusiones

El andlisis de las caracteristicas macroscopicas y microscépicas del hongo
enddfito LD1 aislado de hojas sanas de Lonchocarpus castilloi permitio establecer que

pertenece al género Fusarium.

El hongo enddfito Fusarium sp. (LD1) demostré un potencial importante antifingico
en bioensayos de antagonismo directo. Con excepcion de los hongos enddfitos Xylaria sp.
y Phoma medicaginis, inhibié significativamente el crecimiento de Fusarium oxysporum,
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici, Fusarium sp. (aislado de C.
acuminata), Pestalotiopsis sp., G. mangiferae y Phomopsis sp. En general, el hongo
enddfito Fusarium sp. (LD1) inhibe en mayor grado el crecimiento de los microorganismos
fitopatdogenos (A. solani, F. oxysporum, Rhizoctonia sp., P. capsici, Fusarium sp. y
Pestalotiopsis sp.) que el de los hongos enddfitos de prueba (P. medicaginis, Xylaria sp.,

Phomopsis sp. y G. mangiferae).

Los mecanismos de competencia entre el hongo endéfito Fusarium sp. (LD1) y
diferentes microorganismos competidores de prueba es mediada principalmente por
interferencia quimica, es decir, en condiciones de antagonismo es probable que Fusarium
sp. (LD1) incremente la produccién de metabolitos secundarios bioactivos que se difunden

en el medio de cultivo inhibiendo el crecimiento de sus competidores.

Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endéfito Fusarium
sp. (LD1) poseen actividad antifungica sobre el crecimiento de F. oxysporum, A. solani,
Rhizoctonia sp. y P. capsici, confirmando el potencial antagénico observado en los
bioensayos de antagonismo directo. Los extractos mas activos son los obtenidos

utilizando como medio de cultivo Sabouraud y caldo papa dextrosa.

Los extractos del medio de cultivo y micelio de Fusarium sp. (LD1) también
presentan actividad biologica sobre el crecimiento de A. hypochondriacus, E. crus-galli, L.
esculentum y L. multiflorum. En general, los extractos organicos con mayor actividad
bioldgica son los obtenidos en medio de cultivo jugo de ocho verduras, Sabouraud y caldo
papa dextrosa. Los extractos organicos obtenidos en caldo papa dextrosa presentan la

mayor actividad fitotoxica sobre el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba.
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La produccion de los metabolitos secundarios bioactivos del hongo enddfito
Fusarium sp. (LD1) depende de la composicion del medio de cultivo (caldo papa dextrosa,
caldo papa, medio de jugo de ocho verduras y medio Sabouraud), de las condiciones
(estatica vs agitacion) y tiempo de incubacion (15, 30 y 90 dias). Las diferencias en los
perfiles metabdlicos de los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio de
Fusarium sp. (LD1) son las responsables de la actividad biol6gica demostrado por los
diferentes extractos organicos. El hongo enddfito Fusarium sp. (LD1), genera los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio, con la mayor actividad biol6gica y mayores

rendimientos en cultivos en caldo papa dextrosa.

La identificacion preliminar de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
activo y en las fracciones cromatogréficas del micelio de Fusarium sp. (LD1), mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, permitid establecer que
enddfito Fusarium sp. (LD1) produce una gran diversidad de compuestos entre los que
destacan diferentes alcoholes, ésteres, cetonas, aldehidos, alcanos, alquenos, &cidos

carboxilicos y derivados de furano y pirano.

Muchos de los compuestos identificados en los extractos orgénicos y fracciones
cromatogréaficas de Fusarium sp. (LD1) corresponden a metabolitos bioactivos aislados
previamente a partir de diferentes fuentes naturales. Especificamente, los compuestos
producidos por Fusarium sp. (LD1) podrian actuar conjuntamente para producir los

diferentes efectos alelopaticos observados.

La actividad biolégica demostrada por los extractos organicos del medio de cultivo
y micelio de Fusarium sp. (LD1) permiten proponerlo como un hongo con posible uso
como agente de biocontrol y como un candidato para el posible desarrollo de nuevos

agentes antifingicos y herbicidas de origen natural mas eficaces y biodegradables.

Fusarium sp. (LD1) produce metabolitos secundarios que pueden interferir en la
colonizacién de L. castilloi por diversos microorganismos enddfitos (competencia por
interferencia quimica), asi como contribuir directamente en la defensa de su planta
hospedera contra microorganismos fitopatégenos, mediante la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antifangica, o bien, inhibiendo directamente la colonizacion de

los microorganismo fitopatégenos (competencia por interferencia fisica).
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El presente proyecto constituye una contribucion al conocimiento de las posibles
relaciones ecoldgicas que establece Fusarium sp. (LD1) con otros microorganismos
enddfitos, fitopatdgenos y con su planta hospedera, asi como, al posible papel de sus
metabolitos secundarios en estas complejas relaciones. Los estudios sobre la ecologia
quimica de los hongos endofitos de plantas lefiosas permiten obtener informacién
importante sobre las interacciones biolégicas que establecen. Ademas, abren el camino
para la busqueda de novedosos compuestos con actividad biolégica y posible utilidad en

el control de algunas plagas y enfermedades.
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VIII. Perspectivas

¢ Clasificar taxondmicamente hasta especie al hongo endoéfito Fusarium sp. (LD1)
mediante la aplicacién de técnicas moleculares.

e Aislar y purificar a los metabolitos secundarios responsables de la actividad
alelopatica demostrada por los extractos organicos y fracciones cromatograficas
del cultivo en mediana escala de Fusarium sp. (LD1) en caldo papa dextrosa.

e Confirmar la presencia de los metabolitos secundarios encontrados en los
extractos organicos y fracciones cromatograficas del micelio de Fusarium sp.
(LD1), mediante la comparacion de sus espectros de masas con los de muestras
auténticas adquiridas comercialmente y/o mediante la determinacion de los indices
de retencion de Kovats.

e Determinar si Fusarium sp. (LD1) produce metabolitos volatiles, utilizando la
técnica de microextraccion en fase solida (SPME).

e Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de los extractos obtenidos de los
cultivos en mediana escala de Fusarium sp. (LD1) en el medio Sabouraud y V8 y
aislar y caracterizar a los metabolitos secundarios responsables de la actividad
alelopatica.

e Determinar cuantitativamente el efecto antifingico y fitotbxico de los metabolitos
secundarios aislados de las fracciones activas de los diferentes cultivos de
Fusarium sp. (LD1).

e Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados
mediante técnicas espectroscopicas, espectrométricas y de difraccion de rayos X.

e Determinar el efecto citotoxico 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.

e Profundizar en el estudio de las relaciones enddfito-enddfito, endofito-fitopatégeno
y enddfito-planta hospedera.
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