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1. INTRODUCCION

El interés por el cuidado del medio ambiente y los recursos naturales se ha
incrementado notablemente durante las Ultimas décadas. La tendencia mundial
en areas productivas mira hacia nuevos horizontes, apostando por los
productos naturales. El conocimiento en esta area ha ido en aumento, por lo
que el nimero de productos naturales descubiertos es cada vez mayor. Dentro
de los productos considerados como naturales se pueden encontrar organismos
enteros, como plantas, animales y microorganismos o bien partes de ellos:
hojas, fragmentos de algun animal o exudado producido por microorganismos y
plantas (Sarker et al., 2005; Khan et al., 2009). Sin embargo, existe un grupo
mas que forma parte de los llamados productos naturales, los metabolitos
secundarios (Firn, 2010), que si bien aparentemente no son indispensables
para la supervivencia y desarrollo de los organismos que los producen,
muestran diversas actividades biologicas. Los metabolitos aislados incluyen un
namero considerable de agentes antifingicos, antibacterianos,
anticancerigenos, antivirales, citotdxicos, insecticidas, nematicidas y fitotoxicos
novedosos, entre otros (Demain, 1999; Gunatilaka, 2008; Dewik, 2009). Es de
particular interés el efecto inhibitorio de los metabolitos secundario sobre el
crecimiento de malezas y microorganismos fitopatdgenos, debido a que
normalmente a bajas concentraciones ejercen su efecto, lo que generalmente
conlleva a una baja toxicidad para organismos vivos incluyendo al hombre y los
animales y a un menor impacto en el medio ambiente (Butler, 2004; Karlovsky,
2008).

Las fuentes de productos naturales son inagotables y diversas, se encuentran
presentes en la naturaleza, en todos las regiones. Asi, los hongos son un grupo
extenso de microorganismos distribuidos ampliamente en la mayoria de los
ecosistemas existentes y algunos de ellos son capaces de producir metabolitos
secundarios con importante actividad biologica y algunos otros, son por si

mismos muy eficientes como agentes de biocontrol (Strobel et al.,, 2004,

15
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Mathivanan et al., 2008; Riga et al., 2008; Mgbeahuruike et al., 2010; Strobel et
al., 2011).

Dentro de este grupo de microorganismos se encuentran los hongos enddfitos,
gue actualmente son considerados una fuente prometedora de metabolitos
secundarios con actividad frente a plantas y microorganismos patégenos (Lu et
al., 2000; Thines et al., 2003; Strobel y Daysi, 2004; Rosa et al.,, 2012). La
estrecha relacion existente entre los hongos enddfitos y su planta hospedera ha
sido poco investigada, sin embargo, en los estudios realizados se ha observado
gue algunos de los metabolitos secundarios producidos por los endéfitos
ayudan a su hospedera a disminuir el ataque de patdégenos y herbivoros, de
igual manera se ha observado que la presencia de los endéfitos incrementa en
su hospederas los mecanismos de defensas quimicos contra patdgenos

competidores y factores ambientales.(Ganley et al., 2008; Gao et al., 2010).

En este contexto, el presente trabajo se desarroll6 con la finalidad de estudiar el
potencial antifungico y fitotoxico de los metabolitos secundarios (extractos
organicos) producidos por hongos endoéfitos aislados a partir de plantas
recolectadas en una zona de alta biodiversidad, la ‘Reserva de la Biosfera de
Huautla’ (REBIOSH), para contribuir al conocimiento acerca de los hongos
endofitos y la relacion con su planta hospedera y al desarrollo de agroguimicos

de origen natural que sean eficaces y que tengan menor impacto ambiental.

El proyecto comprende: 1) la purificacion y la caracterizacion macro vy
microscoépica de aislamientos de hongos endoéfitos obtenidos de hojas sanas de
Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium macrocarpum, Leucaena macrophylla, y
Haematoxylon brasiletto, 2) la obtencién de los extractos organicos producidos
por los hongos endofitos aislados, y 3) la evaluacion del efecto de los extractos
obtenidos sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatogenos con

importancia econdmica y sobre dos semillas de plantas de prueba.
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2. ANTECEDENTES

2.1 ECOLOGIA Y SOCIEDAD

Actualmente, el concepto de responsabilidad social es ambiguo y engloba
acciones sociales y ambientales (destacando el aprovechamiento y explotacion de
recursos). Aunque dicho término fue introducido hace ya bastantes afios, en los
altimos tiempos ha logrado tomar mayor importancia, provocando ciertos debates
y discusiones en torno al significado de la expresion (Khan et al., 2012).

Si bien algunos conceptos son similares, con el paso de los afios se han ido
modificando y completando hasta llegar a lo que hoy en dia se considera el
significado mas sélido, definiéndola como el compromiso consciente y congruente
de cumplir integralmente con la finalidad personal o empresarial, considerando las
expectativas econdmicas, sociales y ambientales de cada participante,
demostrando respeto por la gente, los valores éticos, la comunidad y el medio
ambiente, contribuyendo asi a la construccién del bien comun y buscando la
preservacion del entorno y la sustentabilidad de las futuras generaciones (Cajiga,
2012).

La responsabilidad social, usada de esta manera, va mas alla de intereses
personales, por lo que considera actividades como mayor participacion en
programas para mejorar la comunidad, brindar empleo a grupos minoritarios,
mejora de la atencién médica, seguridad y salud industrial, y cuidado del medio
ambiente, entre otros (Lafuente et al., 2003). En este ultimo aspecto, la reduccién
de agentes contaminantes es uno de los puntos mas importantes a considerar
(1SO, 26000:2010).

En este contexto, la ecologia juega un papel indispensable, y es definida, como el
conjunto de conocimientos acerca de la economia de la naturaleza -la
investigacion del total de relaciones del animal con su ambiente inorganico y
organico; incluyendo, sobre todo, sus relaciones amistosas y hostiles con aquellos

animales y plantas con las que esta en contacto directo o indirecto- en resumen, la

17
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ecologia es el estudio de todas aquellas complejas interrelaciones a las que
Darwin se refiri6 como las condiciones de la lucha por la existencia (Lorencio,
2000).

Asi, un ecosistema funciona de manera organizada y equilibrada; los factores
bidticos interactian entre si mediante fendmenos como la depredacion,
parasitismo, simbiosis, comensalismo, etc., estas interacciones son dinamicas y se
encuentran condicionadas por los factores abioticos del medio ambiente (Tuininga,
2005). La armonia y el equilibrio de estas relaciones son las que hacen que un
ecosistema funcione de manera adecuada. Sin embargo, el hombre se ha
empefiado en romper este equilibrio y es, tristemente, el mayor agresor de la
naturaleza, en su ambicion por facilitar sus actividades cotidianas, como el trabajo
y educacion (con la fabricacion de medios de transporte, edificios, maquinaria y
equipos),y aumentar su produccion de alimentos y servicios con la finalidad de
obtener mayores ganancias en un menor tiempo y mejorar sus condiciones de
vida ha optado por la explotacion indiscriminada de recursos, sin detenerse a

pensar en las consecuencias a corto y largo plazo (Shen, et al., 2010).

Son muchas las areas afectadas por este interés constante y creciente del ser
humano de progresar; la tierra, el agua, la fauna, el aire y en ocasiones el mismo
hombre son las principales victimas. Las causas, son varias, entre ellas los
grandes emporios empresariales, que son productores de una cantidad inmensa
de desechos, que en ocasiones van a parar a rios y mares, los automoviles que
contaminan el aire y la tala inconsciente de arboles. Para fines del presente
trabajo nos interesa particularmente el efecto ocasionado por el uso de los
agroquimicos sintéticos utilizados en la agricultura que si bien, ayudan a la tierra a
ser mas productiva, la protegen contra el ataque de plagas y herbivoros y ayudan
a preservar la cosecha, también han ocasionado severos dafios al medio
ambiente, debido a los altos niveles de acumulacion quimica en suelo, aire y agua
(Franci, 2002; Negev et al., 2010).
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2.2 ACTIVIDAD AGRICOLA

La agricultura es una actividad milenaria que ha sido fundamental para el sustento
y supervivencia del ser humano, ambos han ido evolucionando de manera
conjunta (Canovas, et al., 1993; FAO, 2011).

Actualmente, para el 70% de los pobres del mundo que viven en zonas rurales, la
agricultura es la principal fuente de ingresos y de trabajo. Pero el agotamiento y la
degradacion de la tierra y del agua afectan gravemente la capacidad de cultivar
alimentos y otros productos necesarios para sustentar los medios de vida en estas
zonas Y satisfacer las necesidades de la poblacion urbana (Banco Mundial, 2012;
FAO, 2012).

En los sistemas agricolas se busca reducir las cadenas troficas a su minima
expresion; se evita que los insectos, herbivoros u otros animales acaben con el
cultivo, se eliminan las malezas, se combaten las enfermedades, todo ello para
evitar que la energia sea aprovechada por otros organismos y que el hombre libre

de competencia obtenga el maximo rendimiento (Anaya, 2003).

Asi, el éxito de la produccion en los sistema agricolas depende de que las plantas
cultivadas se adapten a las condiciones ambientales, y que genéticamente
hablando, sean capaces de responder positivamente a las practicas de cultivo,

fertilizacion y manejo (Anaya, 2003).

Para obtener los mayores rendimientos y la mejor calidad en los productos de la
agricultura, se ha optado por la proteccion y cuidado de los cultivos, para lo cual
se ha implementado el uso de sustancias que controlen a las plagas y malezas,
gue ocasionan pérdidas economicas significativas. Sin embargo, a los
agroquimicos sintéticos se les ha asociado una serie de problemas como la
persistencia en el medio ambiente, la bioacumulacion en los tejidos animales, la
resistencia desarrollada por algunas plagas, los desequilibrios ecolégicos que
conlleva la eliminacibn de un organismo en un determinado ecosistema,

provocando la disminucion de fauna auxiliar y por tanto la proliferacion de las
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especies que compiten con ella, y finalmente la toxicidad para el hombre ya que se
han observado residuos de estos agroquimicos en las superficies de los productos
(Choy y Seeneevassen, 1998; Chang et al., 2005; Ferrer et al., 2005; Pérez et al.,
2009) lo que ha provocado muertes por intoxicacion con pesticidas (Wasim et al.,
20009).

Aungue en afios recientes se ha producido un aumento de la presion social y
legislativa para sustituir o reducir el uso de plaguicidas sintéticos, el dilema no es
el uso 0 no de sustancias que nos ayuden a aumentar y mejorar la productividad
agricola, porque realmente si es necesario, por la gran demanda alimentaria que
existe, y el mosaico tan grande de ecosistemas y especies existentes (INEGI,
2011), lo que puede dar lugar a relaciones antagdnicas entre especies; los
insectos, malas hierbas y hongos fitopatbgenos causan grandes dafios en la
agricultura. Se estima que un 40% de los cultivos podria perderse durante la
cosecha y un 20% mas durante la post-cosecha (Gilligan, 2008; FAO, 2011), si no
se utilizaran agroquimicos. Por lo tanto, el reto actual en la agricultura es, mejorar
la productividad de las tierras y cuidar los productos cosechados, con el uso de
sustancias que no provoquen dafios a la tierra, al producto o a los mismos
consumidores. De aqui la idea de aprovechar las sustancias presentes o
producidas por los elementos de la misma naturaleza, las cuales pueden ayudar al

ser humano siendo menos agresivas con el medio ambiente.
2.3 PRODUCTOS NATURALES

La naturaleza ha sido siempre una fuente inagotable de compuestos activos que
tienen usos en areas como la medicina y la agricultura. Algunos productos
naturales cuentan con diversas ventajas sobre los productos sintéticos, como son
la baja toxicidad, la poca retenciébn en los tejidos de los seres vivos, baja
acumulacion en tierra, agua y aire y la aportacion de estructuras complejas las
cuales poseen una importante actividad bioldégica que pueden ser usadas en
diferentes areas (Nepote et al., 2006; Arnason et al., 2008; Dayan et al., 2009;
Mann y Kaufman, 2012).
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Existen diferentes fuentes de obtencibn de productos naturales, las
investigaciones en torno al mundo marino han avanzado sin embargo, la fuente de
mayor importancia corresponde al mundo biologico terrestre: el reino animal,
vegetal, hongos, algas, protozoos y bacterias. Desde tiempos muy remotos han
sido las plantas la primera opcion en el tratamiento de enfermedades y en las
tltimas décadas, han adquirido una mayor importancia tanto su estudio como el de
microorganismos capaces de producir sustancias biolégicamente activas. El ritmo
del descubrimiento de productos naturales ha ido en aumento durante los ultimos
afos (Bart, 2011).

Es importante mencionar que durante el periodo de 1989 a 1995, mas del 60% de
farmacos con actividad anti-infecciosa o anticancerigena, eran de origen natural
(Butler, 2004; Newman y Cragg, 2005; Ravindra et al., 2011). Ahora bien, de los
100,000 productos naturales producidos por microorganismos y plantas, alrededor
de 50,000 son producidos por microorganismos (Chemler y Koffas, 2008). De los
12,000 antibiéticos conocidos el 55% son producidos por bacterias filamentosas
del género Streptomyces, 11% de otras bacterias filamentosas, 12% de bacterias
no filamentosas y 22% por hongos (Evangelista-Martinez y Moreno-Enriquez,
2007).

La velocidad y facilidad para el aislamiento, separacién, purificacién y elucidacién
estructural de sustancias de origen natural va de la mano, con el desarrollo y
disponibilidad de nuevos procedimientos que faciliten la automatizacion de cada
una de las etapas, hasta llegar a la determinacién estructural (Gil, 2002; Chemat et
al., 2012).

Dentro de los microorganismos que producen sustancias que pueden ser

explotadas por los seres humanos se encuentran los microorganismos enddfitos.
2.4 MICROORGANISMOS ENDOFITOS

Los microorganismos endéfitos son aquellos que viven dentro de los tejidos

vegetales sanos sin causar ningun sintoma detectable de enfermedad a su
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huésped (Tan y Zou, 2001; Strobel et al., 2004; Gond, 2010). Las plantas

normalmente albergan una gran cantidad de microorganismos endofitos, los

cuales han sido poco estudiados, sin embargo en los ultimos afios han despertado
un gran interés, debido no sélo a la extensa variedad existente, sino al potencial
que tienen para producir nuevos productos naturales (Azevedo, 2000; Zhang et al.,
2006; Strobel et al., 2011; Budhiraja et al., 2012). Estos compuestos producidos
por microorganismos endofitos han sido usados para el desarrollo humano, que
van desde productos que protegen cultivos y cosechas (nematicidas, insecticidas,
herbicidas, antifungicos (Aneja et al., 2005; Zhang et al., 2007; Mgbeahuruike et
al., 2010; Mann, 2012; Rosa et al., 2012); hasta aquellos con uso en la salud como
antibioticos, anticancerigenos, antimicéticos, antivirales, y antioxidantes (Debbab
et al.,, 2009; Rhoden et al.,, 2012). Muchos de los enddfitos producen también
algunos alcaloides toxicos con el fin de proteger a sus hospederas contra ataques
de herbivoria; también mejoran el crecimiento y el rendimiento de los cultivos
cuando se someten a diversas condiciones de estrés (Ganley et al., 2008; Gao et
al., 2010). En la lista de microorganismos endéfitos, los hongos son una opcion
actual de estudio; debido a la importancia de algunos productos de su
metabolismo, dentro de los que destacan algunos con uso médico, y en la
agricultura (Schulz et al., 2002; Strobel y Daysi, 2004; Khan et al., 2007; Debbab
et al., 2009).

2.4.1 Hongos

Los hongos, se encuentran dentro del dominio Eukarya (Eucarionte), formando el
reino Fungi, que cuentan con caracteristicas que permite diferenciarlos de los
otros reinos que también conforman este dominio (Aristegui, 2002; Peregrin-
Alvarez et al., 2009; Kendrick, 2011).

Son organismos macroscopicos 0 microscopicos, representan un grupo ubicuo y
diverso en el medio ambiente. Pueden existir y sobrevivir en la mayoria de los
habitats, donde se dedican principalmente a la degradaciéon de la materia

organica. Los hongos son saprdfitos, simbiontes, comensales o pardasitos. La
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mayoria son aerobios, aunque también existen anaerobios y anaerobios
facultativos. Su pared celular, estd conformada de quitina, B-glucano y manana
(Latgé, 2006).

Los hongos generalmente, son de crecimiento lento, comparado con otros
microrganismos como las bacterias (Murray, 2009) y son organismos capaces de
producir metabolitos secundarios (Martinez-Luis et al., 2005; Sumbali, 2005;

Senyuva et al., 2007).

En cuanto a la reproduccion, se da mas frecuentemente de manera asexual, bien
por gemacion (levaduras), por fragmentacion y regeneracion de hifas, mediante
conidios, 0 esporas asexuales (mitosporas). Pero también existe la reproduccion
sexual; donde se produce una fusion de células o hifas de individuos diferentes
formando un cigoto (Taylor et al., 1999; Ugalde, 2006; Steyaert et al., 2010).

El reino de los hongos representa un grupo de organismos con una gran variedad
de estructuras, la mayoria estan compuestos de estructuras vegetativas llamadas
micelios. El micelio se forma a partir del conjunto de hifas, las cuales comienzan a
partir de la germinacién de una espora. El micelio vegetativo es aquel que se
encarga de absorber los nutrientes para el hongo, mientras el micelio aéreo es el

encargado de la reproduccion del hongo (Sumbali, 2005; Stephenson, 2010).

La clasificacion de los hongos es muy compleja, ya que son muchas las
diferencias entre ellos. La clasificacion actual se basa principalmente, en las
caracteristicas morfolégicas de las estructuras involucradas en la reproduccién

sexual y asexual (Prats, 2007; Weber, et al., 2009).

La clasificacion que se presenta a continuacion agrupa a los hongos tomando en
cuenta soélo la filogenia mono y deja fuera los grupos polifiléticos, donde se
encuentra la divisibn zygomycota, la cual en esta clasificacion se encuentra
distribuida en las subdivisiones del Filo Glomeromycota. Tampoco toma en cuenta
otros organismos anteriormente incluidos en el reino, y que ahora se sabe que no

pertenecian a éste, tales como los oomicetos (White et al., 2006; Hibbett et al.,
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Chytridiomycota
Neocallimastigomycota
Blastocladiomycota
Microsporidia
Mucoromycotina
Entomophthoromycotina
= Glomeromycota Zoopagomycotina
Kickxellomycotina
Taphrinomycotina
= Ascomycota Saccharomycotina

Subreino Pezizomycotina
DICARYA

Pucciniomycotina
= Basidiomycota Ustilaginomycotina
Agaricomycotina

Figura 1. Clasificacion del reino de los hongos. Se muestran sélo divisiones (Phylum) y
subdivisiones (Subphylum).

En total, esta clasificacion incluye un reino, un subreino que abarca la division
Ascomycota y Basidiomycota, 7 divisiones, 10 subdivisiones, 35 clases, 12
subclases y 129 6rdenes (Hibbett et al., 2007; Lee et al., 2010).

2.4.2. Hongos enddéfitos

Por su parte, los hongos endofitos son microorganismos que viven colonizando los
tejidos vivos de su planta huésped, desarrollando relaciones que van desde
simbidticas hasta patdgenas (Tan y Zou, 2001; Faeth, 2002; Strobel y Daisy, 2004;
Herre et al., 2007; Arnold, 2007)

Los hongos enddfitos juegan un papel importante como mutualistas potenciales al
aumentar la respuesta en defensa del hospedero contra patdégenos (Arnold, 2007;
Tan y Zou, 2001; Arnold et al., 2003). Hay tres clases de mecanismos potenciales
por los cuales los endofitos podrian contribuir a la proteccion de su hospedera
(Herre et al., 2007):
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1) Mecanismos indirectos, induciendo o incrementando la expresion de

sistemas de defensa quimicas o fisioldgicas intrinsecas del hospedero.

2) Mecanismos directos, produciendo defensas las cuales son sintetizadas
directamente por el endofito y que son mediadas por metabolitos
secundarios o enzimas.

3) Mecanismos ecoldgicos, las respuestas se desencadenan cuando el
endofito se encuentra en contacto cercano con su competidor, y se originan

por ocupacion del nicho ecologico.

El grado en el que cualquiera de estos tres mecanismos predomina, tienen
diferentes consecuencias para la ecologia y evolucibn de las relaciones

hospedero-enddfito y endéfito-patdogeno (Herre et al., 2007).

Por otro lado, los hongos endofitos pueden beneficiar a su hospedera aumentado
su tolerancia al estrés, resistencia a fitopatégenos y/o herbivoros (nematodos,
mamiferos e insectos); en semillas de Theobroma cacao, se demostré que la
presencia de hongos endéfitos aumentaba la defensa de la planta hospedera
frente a Phytophthora sp., los hongos enddfitos inoculados a las semillas fueron

aislados de la misma planta hospedera (Arnold et al., 2003).

Algunos inducen un mayor potencial alelopatico del hospedero sobre otras
especies vegetales que crecen a su alrededor, que usualmente son competidores
por el espacio y nutrientes, esto mediante la produccion de metabolitos
secundarios (Tan y Zou, 2001). La meleina es una isocumarina aislada de
Penicillium janczewskii endéfito de Prumnopitys andina y es conocida por su fuerte
actividad herbicida y alguicida, impidiendo el crecimiento de algunas plantas y
algas que pudieran competir con su hospedera (Tan y Zou, 2001; Schmeda et al.,
2005).

Finalmente, algunos hongos endofitos utilizan la estrategia ecoldgica para proteger
a su planta huésped mediante el contacto directo con su competidor, a traves del

hiperparasitismo y la depredacién; Trichoderma sp., por ejemplo, es capaz de
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parasitar las hifas del patdgeno Rhizoctonia sp., con lo cual se logra controlar el

crecimiento de dicho patégeno (Grosch et al., 2010).

La informacion anterior pone de manifiesto que los hongos enddfitos constituyen
una importante fuente de moléculas novedosas que presentan actividad biologica,
de interés en areas como la agricola, la medicina y otras industrias (Tan y Zou,
2001; Strobel y Daysi, 2004; Wicklow et al.,, 2005; Webster y Weber, 2007;
Varughese et al., 2012).

2.4.3 Metabolismo secundario de hongos endofitos

Los hongos endofitos compiten entre ellos por el mismo sustrato o hébitat y han
desarrollado mecanismos para poder permanecer en un ecosistema, incluyendo la
produccion de enzimas y/o metabolitos secundarios que les permiten parasitar a

otros microorganismos (Cazar, 2004; Garcia, 2004; Fox et al., 2008).

Los organismos a través de reacciones quimicas comunes a todos los seres vivos
sintetizan  metabolitos  primarios, incluyendo aminodcidos, proteinas,
carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos, acidos carboxilicos, entre otros. Y a través
de las mismas o similares vias biosintéticas a partir de los metabolitos primarios,
se originan los metabolitos secundarios. Por lo que se puede decir que la relacién

entre ambos es muy estrecha (Craney et al., 2012).

Los metabolitos secundarios no son esenciales para el desarrollo del hongo en el
cultivo de crecimiento, pero sirven en diversas funciones para la supervivencia del

hongo en la naturaleza (Croteau et al., 2000).

Los metabolitos secundarios poseen una gran heterogeneidad quimica (Anaya,
2001; Karlovsky 2008), y la mayoria de ellos se derivan del acetil-CoA, del acido
siguimico o del acido mevalénico (Figura 2), que forman las tres principales rutas
sintéticas (Dewick, 2011).
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Acido siguimico
Polisacaridos y heterdsidos «— Monosacaridos COOH

|

Acido piravico
Péptidos
CH,COCOOH T

y
Acido mevalénico Acetil-CoA Aminoacidos Aminoéacidos
- —_—

CH,CO-CoA alifaticos aromaticos

Hooch;AOH | l l

Poliacetatos Alcaloides Acido cinamico

COOH
Terpenos l (j/\V
Esteroides .
Acidos grasos l

Quinonas Flavonoides

(Benzoquinonas, Cumarinas

Taninos condensados
Naftoquinonas, Lignanos

Antroguinonas) Acidos fendlicos
Fenoles simples

Taninos
hidrolizables

Figura 2. Principales rutas biosintéticas utilizadas por los microorganismos
(Modificado de Dewick, 2012).

Los metabolitos secundarios producidos por los hongos endoéfitos, una vez
aislados y caracterizados, pueden tener potencial para su uso en la medicina
moderna, donde el ejemplo mas claro es el taxol, reconocido por su actividad
anticancerigena que fue obtenido de Taxomyces andreanae endofito aislado de
Taxus brevifolia (Strobel y Daysi, 2004); en la agricultura donde existen agentes
usados como antifungicos y fitotoxicos, por ejemplo, la pestalésida obtenida del
hongo Pestalotiopsis microspora, enddfito de Torreya taxifolia (Strobel y Daysi,
2004) y como agentes de biocontrol post-cosecha, por ejemplo, Muscodor albus,
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hongo endofito aislado de Cinnamomum zeylanicum; es capaz de producir
compuestos organicos volatiles con un amplio espectro de actividad
antimicrobiana (Strobel et al., 2001; Ezra et al., 2004 Gabler et al., 2009).

2.4.4 Metabolitos secundarios de hongos endéfitos con actividad bioldgica.

Es importante mencionar, que la produccién de metabolitos secundarios no se da
en todas las condiciones, de hecho son producidos generalmente por un
organismo o grupo de organismos particulares (Dewick, 2009), por lo tanto, es

dificil hacer una divisién

Actualmente se conocen miles de metabolitos secundarios con actividad biolégica,
aunque probablemente existan millones aun esperando ser descubiertos; dentro

de los principales grupos conocidos, se encuentran:

* Fenilpropanoides
= Acetogeninas

= Terpenoides

= Esteroides

= Alcaloides

= Cumarinas

* Preusomerinas

= Xantoquinodinas

En el Cuadro 1 se muestran ejemplos selectos de la amplia diversidad de
especies de hongos enddfitos que se han aislado, asi como los metabolitos

secundarios que producen y su actividad biolégica.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos enddfitos.

13540 (Hypocreales
mitosporico)

Endofito de
Zea mays L.

(Poaceae)

Pirrocidina A
(Wicklow et al.,2005)

Endéfito productor/ o Actividad
Estructura quimica o

Hospedera biolégica
Acremonium zeae NRRL e

Antifungico

F. verticillioides,
A. flavus
Antibacteriano
Clavibacter

michiganensis

Aspergillus clavatus
Cepa H-037

(Trichocomaceae)

Antifungico

Candida albicans

Cynodon dactylon

(Poaceae)

Fumigaclavina C
(Liu et al., 2004)

Antiviral
. Sindbis
Endofito de _ ]
T ireiv T Anticancerigeno
axus mairei y Torreya i
Y y Brefeldina A HCT 116
grandis (Zhu et al., 2000)
(Taxaceae)
Aspergillus fumigatus
CY018 . _
) Antifungico
(Trichocomaceae) . _
Candida albicans
Endofito de
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos enddfitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica S
Hospedera biologica

Aspergillus fumigatus
CYo018

. Antifangico
(Trichocomaceae)

Candida albicans

Endofito de
Cynodon dactylon

(Poaceae) Fumitremorgina C
(Cole et al., 2004)

Aspergillus niger IFB- OH O Antibacteriano
EO003 E. coli,
(Trichocomaceae) OO | B. subitilis
MeO ° OMe Citotoxico
Endofito de SW1116
Cynodon dactylon Rubrofusarina B Inhibidor de la
(Poaceae) (Song et al., 2004) xantina oxidasa
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica o
Hospedera biologica

_ _ Antifangico
Aspergillus niger IFB-
E003 T. rubrum
(Trichocomaceae) Inhibidor de la

o xantina oxidasa
Endofito de Cynodon

dactylon (Poaceae)

Fonsecinona A
(Song et al., 2004)

OH (0]
X
o) OH
HO
Chaetomium globosum Citotoéxico
_ Globosumona A
(Chaetomiaceae) NCI-H460
MCF-7
_ OH 0
Endofito de Ephedra SF-268
fasciculata MIA Pa Ca-2
(Ephedraceae) o o  OH

Globosumona B
(Bashyal et al., 2005)
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Cuadro 1. Metabolitos

(continuacién).

secundarios bioactivos aislado de hongos enddfitos

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica .
Hospedera biologica
Botrytis sp.
(Sclerotiniaceae)
6-hidroxiramulosina Antibiotico
Enddfito de
Taxus brevifolia
(Taxaceae)
8-dihidroramulosina
(Stierle et al., 1998)
L H o Q H
Cordyceps dipterigena .
© Antifingico
FO307 _
Gibberella
. "o 0 fujikuroi
Endofito de Desmotes OH , ,
_ N H o) Pythium ultimum
incomparabilis
(Rutaceae)
Cordicepsidona A
(Varughese et al., 2012)

32



Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica S
Hospedera biolégica

Palmarumicina CP,

Edenia gomezpomapea Antifangico
A. solani,

Endofito de Endofito de P. parasitica,
C. acuminata P. capsici,

(Verbenaceae) F. oxysporum

Preusomerina EG,
(Macias-Rubalcava et al., 2008)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica S
Hospedera biolégica

Edenia
gomezpomapea Antifungico
Preusomerina EG; A. solani,
Endoéfito de Enddfito P. parasitica,
de P. capsici,

C. acuminata F. oxysporum

(Verbenaceae)

Preusomerina EG3
(Macias-Rubalcava et al., 2008)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica o
Hospedera biologica
Fusarium sp.
' Antifuangico
Endofito de )
. C. albicans
Selaginella pallescens
(Selaginellaceae)
Pentacétido CR377
(Tany Zou 2001)
Fusarium verticillioides W
. o
HOOC \ Antibiotico
Endofito de Bacillus
Zea mays o . mojavensis
Acido fusarico
(Poaceae)
(Bacon et al., 2004)
Microsphaeropsis OH O
olivaceae (Ascomycota o Inhibidor de
mitosporico) O OH AChe
MeO O Antioxidante
Endofito de OMe Secuestrador de
Pilgerodendron radicales libres
uviferum Grafislactona
(Cupressaceae) (Song et al., 2004)A
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica S
Hospedera biologica
OH (0]
Microsphaeropsis o
olivaceae (Ascomycota O
mitosporico) Meo -
Inhibidor de
HO OMe
AChe

Enddfito de
Pilgerodendron uviferum

(Cupressaceae)

Botrallina
(Hormazahal et al., 2005)

Mycelia sterilia

(Ascomycota)

Endéfito de
Atropa bedallona

(Solanaceae)

Preusomerina G
(Krohn et al., 1997)

Antibacteriano
B. megaterium,
M. violaceum

Antifungico
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica o
Hospedera biologica

e

Mycelia sterilia
(Ascomycota) Antibacteriano
Preusomerina H .
B. megaterium

Endéfito de M. violaceum
Atropa bedallona Antifangico

(Solanaceae)

OMe

Preusomerina |
(Krohn et al., 1997)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica o
Hospedera biologica

Mycelia sterilia .

Preusomerina J
(Ascomycota) Antibacteriano
B. megaterium
Endofito de

Atropa bedallona

M. violaceum
Antifangico

(Solanaceae)

Preusomerina K
(Krohn et al., 1997)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de

(continuacién).

hongos enddfitos

Endofito
productor/

Hospedera

Estructura quimica

Actividad

biol6gica

Mycelia sterilia

(Ascomycota) Antibacteriano
B. megaterium
Endofito de M. violaceum
Atropa bedallona Antifuangico
(Solanaceae)
Preusomerina L
(Krohn et al., 1997)
OH
OHC = =
OH
Nectria galligena R
(Nectriaceae)
Coletoclorina B Inhibe AChe
Inhibe a-

Endoéfito de
Malus domestica

(Rosaceae)

llicicolina C
(Gutierrez et al., 2005)

glucoronidasa
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica .
Hospedera biologica
Inhibe AChe
Inhibe a-
glucoronidasa
Nectria galligena llicicolina E
(Nectriaceae) (Gutierrez et al., 2005)
o o Inhibe
Endéfito de germinaciéony
Malus domestica HsC crecimiento
(Rosaceae) S radicular y
epicotiliar
o o : Semillas de mijo
a,B-dehydrocurvularina Abtibacteriano
(Gutierrez et al., 2005) P. syringae
Antibacteriano
. B.subtilis
Penicillium
_ ) M. luteus
janczewskii
. S.aureus
(Trichocomaceae) o
Antiviral
o Virus de la
Endofito de "
_ _ hepatitis C
Prumnopitys andina _ e
Meleina Antifangico
(Podocarpaceae) o
(Schmeda et al.,2005) P. variotii
P. notatum.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

5

(continuacién).
Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica o
Hospedera biologica
Periconia sp.

Antifangico

Fragraea bodenii

OHC C. albicans
OBW-15 O H T
(Halosphaeriaceae) '

HO ! mentagrophytes
_ T. rubrum
Endofito de g $ ,
, s H s Inhibe el
Taxus cuspidata o
Periconicina A crecimiento
(Taxaceae) _
(Shin et al., 2005) radicular
Pestalotiopsis jesteri
(Amphisphaeriaceae)
Endofito de

Antifangico

Pythium ultimum
OH
(Gentianaceae) Jesterona
(Li y Strobel, 2005)
Pestalotiopsis
microspora HO O
(Amphisphaeriaceae) HO -
OH Antifangico
P. ultimum
Endéfito de o) -
Terminali Antioxidante
erminalia
morobensis
(Combretaceae) Pestacina

(Harper et al., 2003)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endo6fito de
Terminalia
morobensis

(Combretaceae)

Isopestacina
(Harper et al., 2003)

Endofito productor/ o Actividad
Estructura quimica S
Hospedera biolégica
Pestalotiopsis
microspora
(Amphisphaeriaceae)
Antifungico
P. ultimum

Antioxidante

Phomopsis sp.
(Valsaceae)

Endofito de
Eryhrina crista-galli
(Fabaceae)

OH OW
HO N 6]
HO o
(0]

Fomol
(Weber et al., 2004)

Antibacteriano

Antifungico

Antiinflamatorio
TNF-alpha,

STATL1/STAT2y
NF-kappaB

Edema en oreja

de raton.

Rhizoctonia sp.
Cy064
(Hymemomycetes

mitosporico)

Endofito de
Cynodon dactylon

(Poaceae)

OH (0] COoH
OH
OMe OMe

Acido rizoctonico
(Ma et al., 2004)

Antibacteriano
Helicobacter

pylori.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios bioactivos aislado de hongos endofitos

(continuacién).

Endofito productor/

Hospedera

Estructura quimica

Actividad

biologica

Rhizoctonia sp.
Cy064
(Hymemomycetes

mitosporico)

Z
~,
“Z

Ergosterol

Antibacteriano

H. pylori.
Endofito de
Cynodon dactylon
(Poaceae)
OH
3B,5a,6B-trihidroxiergosta-7,22-dieno
(Ma et al., 2004)
Streptomyces
aureofaciens CMUACc
130 Antifuangico
(Streptomycetaceae) F oxysporum.
Colletotrichum
Endofito de musae.

Zingiber officinale

(Zingiberaceae)

5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina

(Taechowisan et al., 2005)
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3. HIPOTESIS

Los hongos endofitos desarrollan una relacidon tan estrecha con su hospedera que
algunos de ellos son capaces de producir metabolitos secundarios que pueden
brindar o ayudar a la planta a desarrollar mecanismos de proteccién, ayudando asi
a su supervivencia. Por lo tanto, al aislar los hongos endéfitos de su hospedera y
crecerlos en las condiciones Optimas para su desarrollo, estos produciran

metabolitos secundarios que podran presentar actividad antifungica y/o fitotoxica.



ety

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Establecer las caracteristicas macro y microscopicas de diez hongos endofitos
aislados a partir de hojas sanas de cinco plantas colectadas en una zona de alta
biodiversidad, y obtener los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
evaluando su actividad biologica sobre el crecimiento radial de cuatro
microorganismos fitopatdbgenos con importancia econdémica en la agricultura y
sobre el crecimiento de dos especies vegetales, con la finalidad de evidenciar la
presencia de metabolitos secundarios con potencial antifingico y/o herbicida, que
puedan contribuir al desarrollo de nuevos agroquimicos de origen natural, que

sean eficaces y puedan tener menor impacto ambiental.
4.2 Objetivos Particulares

= Comprobar la pureza de diferentes aislamientos de hongos endofitos de
hojas sanas de Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium macrocarpum, Leucaena

macrophylla, y Haematoxylon brasiletto, mediante resiembras sucesivas.

» Realizar el analisis detallado de las caracteristicas macro (descripciéon de la
colonia anverso, reverso y tasa de crecimiento) y microscopicas (obtencién
de microcultivos para observar tipos de hifas y estructuras de reproduccion)

de los hongos endofitos puros.

= Cultivar en pequefia escala los hongos enddfitos puros, empleando
condiciones de incubacién estéticas, y caldo-papa-dextrosa y arroz como

medios de crecimiento.
= Obtener los extractos organicos de los cultivos en caldo-papa-dextrosa a

partir del medio de cultivo a través de particiones sucesivas y del micelio

sometiéndolo a un proceso de maceracion exhaustivo.
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Establecer la similitud de los extractos organicos del medio de cultivo y

micelio mediante un andlisis cromatogréfico en capa fina.

Evaluar cuantitativamente el potencial antifingico de los extractos
organicos de cada hongo enddfito, sobre el crecimiento radial de cuatro
microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la agricultura:
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Phytophthora capsici y Pythium

aphanidermatum, empleando el método de dilucién en agar.

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

dilucion en agar.

Establecer la concentracion inhibitoria media de los extractos organicos
mas activos, sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion

durante el proceso de germinacion de las semillas de prueba.
Poner en evidencia a los hongos endofitos productores de metabolitos

secundarios que conduzcan al desarrollo de nuevos agentes antifingicos o

herbicidas alternativos.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
En la Figura 3 se muestra el esquema general de actividades realizadas durante el

proceso experimental.

Comprobacién de la pureza

de los aislamientos.

Observacion de las
caracteristicas macro

y microscopicas.

Cultivos en pequefia
escala en condiciones

de incubacidon estaticas.

Obtencion de los extractos
organicos del medio de

cultivo y micelio.

Cromatografia en capa
fina, de los extractos

organicos obtenidos.

Evaluacién de la actividad bioldgica:
antifingica y fitotoxica de los extractos

organicos.

Determinacidon de la concentracion inhibitoria media,
sobre la germinacién, el crecimiento de la raiz y la

respiracion de dos semillas de prueba.

Figura 3. Diagrama general de actividades realizadas.
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5.1 MATERIALES Y METODOS.

5.1.1 Material Fungico
5.1.1.1 Hongos endofitos.

Se emplearon un total de 9 aislamientos de hongos endofitos aislados a partir de
hojas sanas de plantas de Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium macrocarpum,
Leucaena macrophylla, y Haematoxylon brasiletto, las cuales fueron colectadas en
septiembre de 2010 en una zona de alta biodiversidad, la ‘Reserva de la Biosfera
de Huautla (REBIOSH)’ ubicada en el municipio de Quilamula, estado de Morelos,
México. A partir de estos aislamientos se obtuvieron 15 hongos endofitos puros,
de los cuales se eligieron 10 para continuar con el desarrollo del presente trabajo.

5.1.1.2 Hongos fitopatégenos.

Como microorganismos de prueba se utlizaron cuatro microorganismos
fitopatdgenos con importancia econdémica en la agricultura, dos hongos, Fusarium
oxysporum y Alternaria alternata (Eumycota); y dos oomicetos, Phytophthora
capsici y Pythium aphanidermatum (Oomycota). Las cepas de microorganismos
fueron donadas por la Dra. Olga GOmez y la M. en C. Bertha Tlapal Bolafios, del
Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México.

5.1.2 Plantas

Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae),
[amaranto], y Solanum lycopersicum (Solanaceae) [jitomate]. Las semillas de
amaranto se compraron en el mercado de Tulyehualco México, D.F y las de

jitomate se adquirieron en ‘Semillas Berentsen’, Celaya, Guanajuato, México.
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5.2 COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PURIFICACION Y
CRECIMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS.

5.2.1 Papa-Dextrosa-Agar (PDA)

Se hirvieron durante 20 min, 200 g de papas frescas previamente pelada y cortada
en cubos pequefios. La decoccion resultante se filtr6 a través de gasa, y se
agregaron 20 g de dextrosa y 15 g de agar. Finalmente, se afor6 a un volumen
final de 1000 mL con agua destilada y se homogenizo totalmente y se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 minutos (Ulloa y Hanlin, 1978).

En caso de requerir antibiotico, éste se adiciond en el medio de cultivo estéril y
aun sin solidificar (~40 °C) el procedimiento se realiza en condiciones de

esterilidad minutos antes de vaciar en cajas Petri.
5.2.2 Caldo-Papa-Dextrosa (CPD)

El CPD se preparé siguiendo la metodologia indicada para el medio PDA con la

diferencia de que no se le adicion6 agar.
5.2.3 Medio de Arroz (MA)

Se lavaron perfectamente 300 g de arroz y se dej6 remojar en agua corriente
durante una 1 h se retir6 el agua de remojo. Se coloc6é en un matraz Fernbach de
3000 mL y se agregaron 300 mL de agua destilada. Finalmente se esteriliz6 en
autoclave a 121°C durante 15 minutos (Aly et al., 2008).

5.3 PURIFICACION DE HONGOS ENDOFITOS.

A partir de los 9 aislamientos iniciales, se llevé a cabo una serie de resiembras a
cajas Petri con medio PDA natural. En algunos casos fue necesaria la adicion de
antibioticos: cloranfenicol 1 g/L, nitrofurantoina 1 g/L o ampicilina 1 g/L, para la
eliminacién de bacterias. Los diferentes hongos enddfitos, se resembraron hasta

observar que las caracteristicas de crecimiento fueran homogéneas.
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Para verificar la pureza de los aislamientos de cada hongo se resembré en 4 cajas
Petri de 9 cm de didmetro con medio PDA. El in6culo se realizé con un
sacabocado estérii de 5 mm de didmetro del micelio del hongo en estudio,
cultivado previamente en PDA durante 10 dias. Las cajas se incubaron a
temperatura ambiente, y con fotoperiodo de luz artificial-oscuridad 12:12 h. Se
observaron diariamente, registrando el crecimiento del hongo enddfito hasta que
alcanzara el limite de crecimiento, es decir, hasta que llené la caja que lo contenia.
Estas observaciones permitieron calcular la tasa de crecimiento y observar la

homogeneidad de las caracteristicas del micelio.

5.4 CARACTERISTICAS MACRO Y MICROSCOPICAS DE LOS HONGOS
ENDOFITOS.

Las caracteristicas macroscépicas de cada hongo en estudio se establecieron
realizando observaciones en el microscopio estereoscopico de las cajas de Petri
empleadas en la purificacion de los aislamientos. Se registraron las caracteristicas
del micelio aéreo: color en la parte superior (anverso) y posterior (reverso), textura,
consistencia y tipo de crecimiento, asi como la presencia de estructuras de
reproduccion. También se verificd la produccién de exudado y la difusiéon en el
medio de cultivo de sustancias coloridas (metabolitos secundarios), y se
obtuvieron fotografias de los enddfitos a diferentes tiempos de crecimiento
(Sanchez, 2010).

Para la determinacion de la tasa de crecimiento de los hongos fue necesario
registrar diariamente el crecimiento radial o irregular de cada endofito, hasta llegar
al limite de la caja. Esta informacion analizada por medio de escaneo de imagenes
con ayuda del escaner Cl 202 (Area Meter) permite obtener el crecimiento en cm?
por dia. Las curvas de crecimiento se construyeron graficando el area en cm? vs
tiempo en dias, donde la pendiente indica la tasa de crecimiento. La tasa de
crecimiento de los diferentes aislamientos se clasific6 como crecimiento lento,

medio y rapido (Sanchez, 2010).
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Por otra parte, las caracteristicas microscépicas se establecieron a partir de

tinciones frescas realizadas a partir de microcultivos, los cuales permitieron el
crecimiento del micelio sobre un portaobjetos el cual fue tefiido con rojo Congo
para observar las caracteristicas microscopicas de cada hongo: tipo de micelio
(septado o cenocitico), estructuras reproductivas (esporangiéforos, conidiéforos,
basidioforos, ascas) y/o esporas observadas (Sanchez, 2010). Las estructuras
fueron apreciadas con ayuda de un microscopio 6ptico a 40X, marca Motic,
(modelo BA410). Finalmente, se captaron las imagenes con ayuda de una camara

digital, Moticam 2000 de 2.0 (Digital microscopy).
5.5 CULTIVOS EN PEQUENA ESCALA EN CONDICIONES ESTATICAS.
5.5.1 Cultivo en CPD

Los cultivos en condiciones estaticas empleando CPD se realizaron en matraces
Fernbach de 3000 mL conteniendo 1200 mL de medio de cultivo. Los matraces se
incubaron durante 30 dias a 28°C con un fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad
12:12 h. El in6culo consistio en 5 cortes circulares del micelio de cada hongo
endofito, hechos con un sacabocado estéril de 10 mm de diametro, los indculos se
tomaron del micelio cultivado previamente en PDA durante 8 dias (Macias-
Rubalcava et al., 2008).

5.5.2 Cultivo en medio arroz

Con la finalidad de optimizar las condiciones de cultivo, mejorando el rendimiento
obtenido para los extractos organicos derivados de los cultivos en CPD, se
seleccionaron dos hongos enddfitos y se cultivaron en medio arroz. Los cultivos se
realizaron en matraces Fernbach de 2800 mL conteniendo 300 g de arroz y 300
mL de agua destilada. Los matraces se incubaron en condiciones estaticas

durante 30 dias a 28°C con un fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad 12:12 h

(Muria, 2007). El in6culo fue realizado de la misma manera que para los cultivos
en CPD.
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5.6 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DEL MEDIO DE CULTIVO
Y MICELIO.

Finalizado el periodo de incubacién de los cultivos en pequefia escala, se procedio
a verificar la pureza de los cultivos, mediante preparaciones del medio de cultivo
y/o micelio obtenido a los que se les realizé una tincidn de Gram, la cual permitio

observar que el proceso de crecimiento del hongo no fue afectado por bacterias.

Posteriormente, el medio de cultivo y micelio de los cultivos en CPD se separo,
mediante una filtracion utilizando gasa. El micelio himedo se sometié a un
proceso de maceracion con diclorometano (CH.Cl,), realizandose 5 extracciones
con un volumen de 500 mL de disolvente, dejando entre cada extraccion un
periodo de tres dias. Inmediatamente después y con el mismo procedimiento, se
realizaron 5 extracciones mas con acetato de etilo (AcCOEt). Al término de la
maceracion, los extractos resultantes se filtraron, se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentraron al vacio. Por otra parte, los extractos del medio de
cultivo se obtuvieron mediante sucesivas particiones empleando también CH,Cl, y
AcOEt como disolventes de extraccion. La fase organica resultante se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio.

Los extractos del medio de cultivo y micelio, obtenidos con CH,Cl,y con AcOEt se
compararon por cromatografia en capa fina (CCF), con excepcion del hongo con
clave MA2h2ell, todos los extractos analizados, resultaron cromatograficamente
similares, por lo que se decidié unirlos, reduciendo asi a dos extractos por hongo
(extracto del medio de cultivo CH,Cl,-AcOEt y extracto del micelio CH,CIl>-AcOE).

Por ultimo, se registré el rendimiento.

Los extractos organicos de los cultivos en medio arroz se obtuvieron mediante un
proceso de maceracion exhaustivo, siguiendo la metodologia empleada para los
extractos organicos derivados del micelio de los cultivos en CPD. Nuevamente, los
dos extractos organicos (CH,Cl, y AcOEt) se unieron de acuerdo con el andlisis
por CCF.
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Posteriormente, se evalué el potencial antifingico y fitotdxico de todos los

extractos obtenidos (23 extractos) [Macias-Rubalcava et al., 2008; 2010].
5.7 DETERMINACION DEL POTENCIAL ANTIFUNGICO Y FITOTOXICO
5.7.1 Actividad antifungica

La determinacion cuantitativa del potencial antifungico de los extractos organicos
obtenidos en pequefia escala, se realizd mediante la evaluacion de su efecto
sobre el crecimiento radial de los microorganismos fitopatégenos con importancia
econdmica: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Phytophthora capsici y

Pythium aphanidermatum, utilizando el método de dilucién en agar.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de diametro. Para preparar
las muestras se pesaron 20 mg de cada extracto y se disolvieron en metanol
(~100-300 pL). A continuacion, se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y 40
mL de PDA al 2 %, para obtener una concentracién final de 250 ug/mL. En cada
caja de Petri se colocaron 5 mL de la disolucién y se dejaron solidificar (~ 40 °C).
A continuacion, se colocd en el centro de cada caja un inéculo 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 Petri se incubaron de 2 a 4 dias, dependiendo del microorganismo de
prueba, a 28 °C con fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad 12:12 h (2 dias para
los oomicetos y 4 para los hongos). Paralelamente, se realizaron controles
negativos PDA-agua (1%) y PDA-Agua (1%)-metanol (300 pL). Como control
positivo se utilizd el fungicida comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim:
Metilbencimidazol-2-il carbamato) a una concentracién de 250 pug/mL, para hongos
verdaderos y el Ridomil Gold 4E® (metalaxil-m) para los oomicetos a una

concentracion de 250 pug/mL.

Al finalizar el periodo de incubacién se realizaron dos mediciones perpendiculares
del didmetro del micelio de cada uno de los hongos fitopatdbgenos y sus

respectivas repeticiones. Los promedios se analizaron mediante un analisis de
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varianza de una via (ANOVA) modelo | (o = 0.05) y una prueba de contrastes de

Tukey HSD (utilizando el programa GraphPad Prism version 5.0) [Mead et al.,
2002; Macias-Rubalcava et al., 2008].

5.7.2 Actividad fitotoéxica

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos orgénicos del
medio de cultivo y del micelio, se realiz6 mediante la evaluacion del efecto de los
mismos sobre la germinacion, la longitud de la raiz y la respiracion de las plantulas
de A. hypochondriacus y S. esculentum, utilizando el método de dilucion en agar.
Estas especies son plantas modelo ampliamente utilizadas para establecer de
manera preliminar el efecto herbicida de extractos organicos, fracciones
cromatograficas y compuestos puros, son especies que presentan alta viabilidad y
rapida germinacion (Macias-Rubalcava et al., 2008; 2010, Sanchez, 2010,
Huelgas, 2011).

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Para preparar
las muestras se pesaron 4 mg de extracto organico y se disolvieron en metanol
(~100-300 pL). Posteriormente, se agregaron 20 mL de agua destilada y 20 mL de
agar al 2 %, obteniéndose una concentracién final de 100 ug/mL. 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 y la actividad fitotoxica se
registrd contando el numero de semillas germinadas y midiendo la longitud de la
raiz después de 24 h para el caso de A. hypochondriacus, y 72 h para S.
lycopersicum. Paralelamente, se evaluaron los controles positivos y negativos.
Como control negativo se usé agar-agua al 1 % y agar-agua al 1 %-metanol
(~100-300 uL). Como control positivo se us6 el herbicida comercial RIVAL®
(Glifosato: sal monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) a 100 y 200 pg/mL.
Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado bajo un disefio

completamente al azar. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un
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analisis de varianza de una via, (ANOVA) modelo | (a=0.05) y una prueba de
contrastes de Tukey HSD, utilizando el programa GraphPad Prism version 5.0
(Mead et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008).

Los extractos organicos que demostraron los mayores porcentajes de inhibicion
sobre el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba, se seleccionaron para
evaluar su efecto sobre la respiracion durante el proceso de germinacion de las
plantulas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum, mediante el registro del
consumo de oxigeno utilizando un electrodo de Clark tipo O, conectado a un
oximetro YSI® modelo 5300 a 27°C. Las muestras a evaluar se prepararon
siguiendo el procedimiento experimental descrito anteriormente, utilizando en este
caso 4 diferentes concentraciones, 25, 50, 100 y 200 pg/mL y 30 semillas de
prueba. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las plantulas de cada una
de las cajas de Petri se transfirieron a una celda de vidrio, y se adicionaron 5 mL
de agua desionizada. El consumo de oxigeno se registré cada 5 segundos durante
3 minutos (King-Diaz, et al., 2005). El analisis mediante regresion lineal simple de
cada una de las curvas permitid determinar cuantitativamente el oxigeno
consumido por las plantulas de cada una de las semillas de prueba. Por ultimo, se
determind la longitud de las radiculas y se conté el nUmero de semillas sin
germinar. Los resultados de germinacion, crecimiento de la raiz y consumo de
oxigeno, se analizaron mediante un ANOVA de una via, modelo | (a=0.05) y una
prueba de contrastes de Tukey HSD. Asimismo, los valores de concentracion
inhibitoria media (Clsp) se determinaron usando el programa GraphPad Prism
version 5.0 (Macias-Rubalcava et al., 2008; Sanchez, 2010; Huelgas, 2011).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

La presente investigacion se desarrollé con el proposito de estudiar el potencial
antifangico y fitotdxico de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
obtenidos a partir de diez hongos endofitos aislados de cinco diferentes plantas,
colectadas en una zona de alta biodiversidad. Con este trabajo se pretende poner
en evidencia la importancia que han adquirido los metabolitos secundarios

biosintetizados por hongos endofitos.

Los resultados obtenidos se dividen en cinco partes. La primera comprende la
purificacion y determinacion de las caracteristicas macro y microscopica de 10
aislamientos de hongo endofitos. La segunda corresponde a la obtencion de
cultivos en pequefa escala en condiciones estaticas, empleando como medios de
crecimiento caldo-papa-dextrosa y arroz. La tercera pertenece a la obtencion de
los extractos organicos de medio de cultivo y micelio. La cuarta etapa abarca, la
evaluacion cuantitativa del potencial antifungico y fitotoxica de los extractos
organicos, sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatdgenos con
importancia econdémica en la agricultura y dos plantas de prueba. Finalmente, la
quinta parte incluye la determinacion de la Clso de los extractos orgénicos que
presentaron mayor actividad fitotoxica, sobre la germinacion, el crecimiento de la
raiz y la respiracion durante el proceso de germinacion de las dos semillas de

prueba.
6.1 Obtencién de aislamientos puros

El presente proyecto se inici6 con 9 aislamientos de hongos endéfitos de hojas
sanas de plantas de Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium macrocarpum, Leucaena
macrophylla, y Haematoxylon brasiletto. Estas especies se colectaron en la
‘Reserva de la Biosfera de la Sierra de Huautla’ (REBIOSH), en el estado de
Morelos. La vegetacion de esta zona es de selva baja caducifolia y cuenta con un
total de 130 familias, 469 géneros y 967 especies de plantas vasculares (Saldafia
Fernandez; et al., 2007). El criterio de seleccién fue ademas de plantas que crecen

en aéreas de gran diversidad biolégica (Guirado, 2008) aquellas que no
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presentaran ningun dafio por patdgenos o herbivoros, es decir, se colectaron bajo
un criterio ecologico. Cabe destacar que para las plantas elegidas no hay reportes

en la literatura, acerca del aislamiento e identificacion de sus hongos endofitos.

A partir de los aislamientos iniciales, se logré la obtencién de 14 hongos puros,
eligiendose 10 de ellos para continuar con la estrategia experimental planteada. A
cada una de los aislamientos puros se les asign6é una clave para facilitar su
identificacion. Las claves de cada hongo se designaron de la siguiente manera: las
primeras dos o tres letras corresponden a las iniciales de la planta hospedera, los
caracteres siguientes consisten en las resiembras necesarias para el aislamiento
puro. En el caso de Haematoxylon brasiletto, el nombre comin mas utilizado es
palo de Brasil, por lo cual las iniciales en la clave para los aislamientos de esta

planta son PB.

En el Cuadro 2 se muestran las claves asignadas a cada una de los aislamientos

puros.

Cuadro 2. Asignacién de claves a los hongos endofitos aislados de cada planta
hospedera.

Hospedera Clave del hongo enddéfito
PB3fI*
Haematoxylon brasiletto PB3fl*

Salvia sp. Ssp61119*
SM2Fg3*
SM2Fg3IA
Sapium macrocarpum SM2Fg3IB
SM2Fg3IC
SM2ell*

LM5f2I12A*
LM5f212B*
LM5f212R
LM3C1I*
MA2h2el*|
MA1d1lIl*

* Hongos enddfitos elegidos para trabajar.

Leucaena macrophylla

Mimosa affinis
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6.2 Determinacién de las caracteristicas macro y microscopica de los
hongos endoéfitos puros.

Las caracteristicas macroscopicas de los hongos puros se determinaron por
observacion con un microscopico estereoscopico de los cultivos en PDA,
estableciéndose: color, textura, superficie, consistencia y tipo de crecimiento del
micelio, presencia de pigmentos y de exudado. Las caracteristicas microscopicas
se establecieron a partir de tinciones de los micelios frescos, tefildos con rojo
Congo, por observacion con un microscopico Optico, registrandose el tipo de
micelio (septado o cenocitico, hialino o dematiaceo), estructuras reproductivas,
ascas y esporas [basidiosporas, ascosporas, esporangiosporas y/o conidios]). A
continuacion se describen las caracteristicas mas importantes para cada uno de

los hongos seleccionados.

En la Figura 4 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del enddfito PB3fll. Se

observa la formacion de micelio aéreo aterciopelado y de consistencia dura,
presenta elevacion umbonada inicialmente es de color blanco y con el tiempo se
torna color café. Se observa produccion de exudado color café intenso. En el
envés se presenta una coloracién amarilla. Su crecimiento es radial con bordes

ligeramente lobulados, con una tasa de crecimiento de 2.5 cm?/dia (Fig. 15)

£
Z U

A B
Figura 4. Enddfito PB3fll. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso (der.).
B) Observacién microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

La Figura 4 B, presenta las estructuras del enddéfito PB3fll en una preparacion

tefiida con rojo Congo observada a 40X. Se aprecian hifas septadas dematiaceas,
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esporas y conidiéforos con vesiculas y conidios. La tincion nos permite observar

estructuras muy similares a cabezas aspergilares.

En la Figura 5 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo endofito
PB3fl. Se observa la formacion de micelio aéreo con elevacion irregular de
aspecto opaco y consistencia dura, inicialmente color blanco que después toma
una coloracion café tenue y en algunas partes aparecen puntos de color verde; el
crecimiento es radial con bordes regulares. Hay escasa produccion de exudado
hialino. La tasa de crecimiento es de 6.18 cm?/dia (Fig.15). En el envés, presenta
anillos con bordes irregulares y presenta una coloracion inicialmente blanca que
con el paso de los dias se torna amarilla tenue y se difunde en todo el medio de

cultivo.

En la Figura 5 B se presentan las estructuras observadas para el enddfito PB3fl
en una preparacion microscopica tefiida con rojo Congo, observandose hifas

septadas dematiaceas y esporas aisladas.

A

Figura 5. Endéfito PB3fl. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso (der.).
B) Observacion microscépica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

En la Figura 6 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo endofito
Ssp6l1119. Este microorganismo forma micelio aéreo de crecimiento denso,
apariencia algodonosa, y de consistencia membranosa. Es de color blanco en la
periferia, el centro esta formado por micelio de consistencia ligeramente mucosa
de color amarillo. Con la edad la colonia se torna color café muy suave. En el
envés presenta una coloracién inicialmente amarilla que con el paso de los dias se

difunde ligeramente al medio. No se observo la produccién de exudado. El
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crecimiento es radial con bordes ligeramente ondulados. Su tasa de crecimiento
es 8 cm?/dia (Fig. 15).

En la Figura 6 B se presentan las estructuras observadas a 40X en una
preparacion del micelio fresco tefiido con rojo Congo, observandose hifas
septadas hialinas. También se observan hifas mas delgadas que provienen de
algunas mas gruesas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar

estructuras de reproduccion.

A

Figura 6. Endofito Ssp61119. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacion microscépica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

En la Figura 7 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo SM2Fg3.
Este microorganismo forma micelio aéreo, que en un inicio es de color blanco,
alrededor del tercer dia comienza a tornarse de color café, es de textura
pulverulenta forma anillos radiales, alternando color blanco-café, hasta que
finalmente se torna totalmente color café con el tiempo, sin perder su forma
anillada. Se observé escasa produccion de exudado de color @mbar. En el envés
también presenta anillos radiales, se observa la produccion de pigmentos color
ambar que se difunde abundantemente al medio de cultivo. El crecimiento es
radial con bordes lisos bien definidos. La tasa de crecimiento es de 5.1 cm?%dia

(Fig. 15), logrando llenar la caja de Petri con medio PDA en un lapso de 15 dias.

En la Figura 7 B se presentan las estructuras observadas a 40X en una
preparacion microscopica tefiida con colorante rojo Congo. Se observan hifas

septadas, hialinas. Dentro de las estructuras de reproduccidon se observan
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conidiéforos de donde sobresalen conidios agrupados en racimos, estructuras muy

similares al género nodulisporium.

A

Figura 7. Enddfito SM2Fg3. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacion microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

En la Figura 8 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo endéfito
SM2ell. Este hongo forma micelio aéreo de textura granular, consistencia dura,
inicialmente es de color blanco, y posteriormente se torna de color café muy tenue.
Produce escaso exudado hialino. En la superficie hay formacién de surcos. En el
envés es de color blanco, y con el paso del tiempo cambia a una coloraciéon

amarilla tenue. La tasa de crecimiento es de 4.7 cm?/dia (Fig. 15).

La Figura 8 B muestra las estructuras observadas a 40X en una tincion con rojo
Congo del micelio fresco; donde se aprecian hifas septadas hialinas, también se
observan algunas hifas mas delgadas que derivan de hifas mas gruesas, que
probablemente estén relacionadas con de la edad de las hifas. En estas

condiciones de crecimiento no fue posible observar estructuras de reproduccion.

A ] B
Figura 8. Endéfito SM2ell. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso (der.).
B) Observacién microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.
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En la Figura 9 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo enddfito
LM5f2I2A. Este hongo forma micelio aéreo plano, de textura aterciopelada y
aspecto brillante, es de color blanco y se mantiene alrededor de dos meses,
después comienzan a aparecer puntos de color café obscuro y finalmente se torna
de apariencia pecosa. El crecimiento es radial, con bordes lisos bien definidos. La
tasa de crecimiento es de 4.3 cm?/dia (Fig. 15). En el envés presenta una
coloracion amarilla intensa que se difunde abundantemente en el medio de
crecimiento, se observa la formacion de un halo sectorizado de color anaranjado

en el centro de la caja el cual no alcanza la periferia.

La Figura 9 B, muestra las estructuras observadas en una preparacion
microscépica de micelio del enddfito tefiido con rojo Congo. Se observan hifas
septadas, ramificadas, y dematiaceas, ademas se observan hifas de diferente
grosor, las hifas delgadas, provienen de las mas gruesas. Bajo estas condiciones
de cultivo no se observaron estructuras de reproduccion, no obstante se aprecian

algunas esporas aisladas.

A

Figura 9. Enddéfito LM5f212A. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacién microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

En la Figura 10 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del enddfito LM5f212B.
Su crecimiento radial con bordes lobulados, con superficie rugosa y consistencia
dura, su micelio es de color blanco y con el tiempo se torna con partes de color
verde para obtener finalmente un aspecto moteado. Con la edad se observa la
produccion de exudado hialino. En el envés presenta una coloracion amarilla
tenue que se concentra en la parte central y se difunde escasamente al medio. La

tasa de crecimiento es de 5.2 cm?/dia (Fig. 15)
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En la Figura 10 B, se presentan las estructuras observadas en una preparacion
del micelio fresco tefiido con rojo Congo, donde se pueden apreciar hifas
septadas, dematiaceas algunas en forma de rizos. Las condiciones de crecimiento

no permitieron observar estructuras de reproduccion.

A

Figura 10. Endéfito LM5f212B. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacion microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

En la Figura 11 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo endofito
LM3C1l. Este enddfito presenta micelio aéreo de forma irregular, elevacion
umbonada, textura lanosa y de aspecto opaco, la superficie crece en forma de
capas lanosas, es inicialmente de color blanco brillante, y posteriormente se torna
color café verdoso, y finalmente al paso del tiempo se aprecia totalmente de color
café-marrdon. Las hifas nuevas siguen el mismo patron de crecimiento, por tal
motivo, en el cultivo de 15 dias de crecimiento es posible apreciar hifas totalmente
obscuras y algunos holanes en la periferia de color blanco. No produce exudado y
su tasa de crecimiento es de 5.3 cm?dia (Fig. 15). El envés del micelio es
inicialmente color blanco, y con el paso de los dias se observa totalmente café

muy obscuro.

La Figura 11 B muestra las estructuras observadas a 40X del hongo endofito
LM3CL1I en una tincion con rojo Congo. Se aprecian hifas septadas, hialinas. Bajo
estas condiciones de crecimiento no fue posible observar estructuras de

reproduccion.
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Figura 11. Endofito LM3C1l. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izg.), reverso
(der.). B) Observacion microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

La Figura 12 A muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo endofito
MA2e2hll. Este microorganismo forma micelio aéreo de superficie plana, textura
algodonosa, y consistencia fibrosa, y de aspecto opaco. En un principio es de
color blanco, con el tiempo se observa de color salmén y finalmente se torna de
color café claro. Su crecimiento es radial con bordes regulares. No hay produccién
de exudado. La tasa de crecimiento es de 6.8 cm%dia (Fig.15). En el envés se
observa de color ligeramente amarillo y con el paso de los dias aparecen zonas de

color salmén que se aprecian dispersas por todo el micelio.

La Figura 12 B presenta las estructuras del hongo endofito MA2e2hll tefiidas con
colorante rojo Congo observadas a 40X. Las hifas observadas son ramificadas,
septadas y dematiaceas, se observan esporas aisladas parecidas a conidiosporas,
sin embargo no se observan conidiéforos. Se logran observar hifas de diferentes

grosores, que provienen de una misma hifa.

A B
Figura 12. Enddéfito MA2h2ell. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacion microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

Finalmente, en la Figura 13 A se muestra un cultivo de 15 dias en CPD del hongo

endofito MA1d1Il. Forma un micelio aéreo de superficie plana, textura pulverulenta
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en el centro y algodonosa en la periferia, de consistencia vellosa. Inicialmente es
color blanco y posteriormente se torna totalmente de color café. El crecimiento es
radial con los bordes irregulares. No hay presencia de exudado. En el enveés
presenta una coloracién amarilla intensa que se difunde al medio de cultivo, con el
paso de los dias este pigmento se torna negro brillante. La tasa de crecimiento es
de 4.8 cm?/dia (Fig. 15).

La Figura 13 B muestra las estructuras que presenta el hongo MA1d1lll
observadas a 40X en una tincidon con rojo Congo. Se logran aprecian mdaltiples
hifas ramificadas, septadas hialinas. Se observan conidios agrupados en racimos
que se originan de un conidioforo y algunas conidiosporas aisladas. Estructuras

muy parecidas a nodulisporium.

A

Figura 13. Enddéfito MA1d1lll. A) Crecimiento de 15 dias en medio PDA anverso (izq.), reverso
(der.). B) Observacién microscopica en 40X, tefiida con colorante rojo Congo.

Cabe destacar que la homogeneidad observada en las caracteristicas tanto macro
como microscopicas de cada una de las cuatro resiembras analizadas para cada
uno de los aislamientos en estudio, permiti6 confirmar su pureza. Por lo que se
puede asegurar que los hongos endéfitos en estudio pertenecen a un solo

morfotipo.

En la Figura 14 se muestra a manera de ejemplo las imagenes del crecimiento en
diferentes etapas del hongo endoéfito LM3C1ll. Como se logra observar las
caracteristicas macroscopicas del hongo endoéfito LM3C1I se van modificando con
el paso de los dias; el micelio aéreo que en un inicio es de color blanco, con el
paso del tiempo comienza a tornarse de color beige en el centro, hasta quedar

totalmente de color café-verdoso. Pasando por una etapa en la que se logra
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apreciar que las hifas nuevas de la periferia son de color blanco, mientras el centro

1

empieza a cambiar de color. En el reverso también hay cambios en la coloracion
del micelio, de un micelio blanco pasa a color amarillo en el centro y verde obscuro
en la periferia a los 30 dias de crecimiento. Las mismas caracteristicas se
mostraron en cada una de las 4 cajas resembradas en PDA. Ademds, esta
informacion permitio la obtencion de las curvas de crecimiento de cada uno de los

microorganismos puros (Fig.15).

2 dias 10 dias 15 dias 30 dias

REVERSO

Figura 14. Curva de crecimiento del endoéfito LM3C1I. En medio PDA a los 2, 10, 15 y 30 dias
crecimiento.

La tasa de crecimiento para cada aislamiento puro se estableci6 mediante la
construccién de las curvas de crecimiento, graficando el &rea en cm? vs tiempo en
dias, donde la pendiente indica la tasa de crecimiento (cm?/dia). Dicha tasa de
crecimiento se clasificé arbitrariamente en 5 categorias como: crecimiento muy
lento (< 3 cm?/dfa), lento (3-4.5 cm?/dia) medio (4.6-6 cm?dia), rapido (6.1-7
cm?/dia) y muy rapido (> 8 cm?dia). Las curvas de crecimiento obtenidas para los
10 enddfitos se presentan en la Figura 15 indicando a qué tipo de crecimiento
pertenece.
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Figura 15 Curvas de crecimiento de los 10 enddfitos puros en estudio, en cultivos

en PDA.
PB31I
crecimiento muy lento

£

< 40

8

25 M
E O

§ 0 10 20 30
(@)

Tiempo (dias)

Crecimiento (cm?)

40

20

0
0 5 10

Ssp6l119
crecimiento muy rapido

Tiempo (dias)

SM2e2ll

&E‘ Crecimiento medio

C)

o 40

3 20

£

5 0

Is) 0 5 10 15
Tiempo (dias)
LM5f212B

- Crecimiento réapido

£

L

o 40

g 20

1S

5 0

5 0 5 10 15

Tiempo (dias)

Crecimiento (cm?)

. w
0
0 5 10

MA2h2ell
Crecimiento rapido

Tiempo (dias)

67

PB3fl
Crecimiento medio
£
o 40
8 20
£ 0
(8]
[0
5 o0 5 10 15
Tiempo (dias)
SM2Fg3
’cg Crecimiento medio
L
S 40
_5 20
£
£ 0
g 0 5 10 15
O
Tiempo (dias)
LM5f212A
NE Crecimiento lento
L
o 40
8 20
€
S 0 5 10 15
Tiempo (dias)
LM3C1lI
‘g Crecimiento medio
O
S 40
_5 20
1S
£ 0
Qo 0 5 10 15
(®)
Tiempo (dias)
MA1d1l
-~ Crecimiento medio
€
< 40
[e]
S 20
£ 0
g o 5 10 15
O

Tiempo (dias)




Bl 8

et

Como se puede apreciar todos los hongos presentan un comportamiento tipico de
crecimiento, observandose las fases de latencia, crecimiento exponencial y
estacionaria (Al-Qadiri et al., 2007). Estas caracteristicas son importantes ya que
los aislamientos puros crecen a la misma tasa de crecimiento, siempre y cuando
se siembren exactamente bajo las mismas condiciones, como se hizo en el
presente trabajo. Asimismo, se puede aprovechar la tasa de crecimiento
calculada, para realizar bioensayos de antagonismo directo entre hongos enddfitos
y entre endofitos y fitopatdgenos con importancia econdmica, y de esta forma
elegir de manera preliminar a los hongos con mayor potencial antagdnico
(Huelgas, 2011; Sanchez, 2010; Macias-Rubalcava et al., 2008). En este proyecto
se establecio el potencial biologico directamente a nivel de extractos organicos del

medio de cultivo y micelio.
6.3 Condiciones de cultivo

Con el propdsito de obtener los metabolitos secundarios producidos por los
hongos endéfitos y comprobar que poseen potencial antifungico y fitotdxico, cada
hongo fue cultivado en pequefia escala empleando 1.2 L de medio CPD,
incubandolo bajo condiciones estéticas, por un periodo de 30 dias, con fotoperiodo

de luz fluorescente oscuridad 12:12 h a temperatura ambiente.

Inicialmente los endéfitos se cultivaron en CPD, este medio de cultivo favorece el
crecimiento de los hongos endofitos y, en general, permite la produccion de
metabolitos secundarios con buenos rendimientos (Macias-Rubalcava et al., 2008;
2010). Adicionalmente, se cultivaron en medio arroz a los endoéfitos que no
desarrollaron apropiadamente en CPD y/o que presentaron el menor rendimiento
para los extractos derivados del medio de cultivo y micelio (Aly et al., 2008).
Asimismo, se corrobor6 si el endéfito que presenté el mayor rendimiento para los
extractos organicos, también crece favorablemente en medio arroz mejorando el

rendimiento obtenido en CPD.
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6.4 Obtencidn de cultivo en pequefia escala

Con excepcion del hongo Ssp6ll19, todos los hongos se vieron favorecidos al
crecerlos en medio CPD, incubandolos bajo condiciones estéticas, ya que lograron
crecer totalmente en la superficie del medio de cultivo en el tiempo estipulado, no
hubo problemas de contaminacion y se obtuvieron buenos rendimientos para los
extractos organicos del medio de cultivo y micelio, permitiendo asi, llevar a cabo
las pruebas biolégicas preliminares para establecer su potencial biolégico. Es
importante mencionar, que estos hongos conservaron las caracteristicas
macroscopicas observadas en cultivos solidos en caja Petri. Los hongos que
habian producido exudado en caja lo hicieron también en medio liquido, sin

embargo, el enddfito PB3{ll, tuvo una produccion de exudado adin mas cuantiosa,

motivo por el cual se separ6 con ayuda de una pipeta Pasteur, para
posteriormente extraer los metabolitos secundarios presentes en el exudado,
desafortunadamente no se logré obtener compuestos detectables por

cromatografia en capa fina (CCF).

El hongo Ssp61119 no logré crecer de manera satisfactoria en medio liquido. Las
caracteristicas macroscopicas fueron diferentes a las observadas en cultivo en
caja de Petri empleado PDA. El micelio aéreo mostré un aspecto cremoso y
consistencia mucilaginosa. Al término del mes de incubacion la superficie del
medio de cultivo estaba llena en su totalidad, sin embargo el grosor del micelio era
muy escaso a diferencia del crecimiento observado en caja Petri, donde el micelio
es muy denso y de aspecto algodonoso (Figura 6 A). La preparacion microscopica
realizada al medio de cultivo y micelio después de finalizado el periodo de
incubacion no mostré contaminacion por bacterias lo que pudo haber explicado las
diferencias macroscopicas, por lo que es evidente que el medio CPD en
condiciones de incubacion estaticas, no es el idoneo para el desarrollo de este
endofito. A pesar del crecimiento pobre del microorganismo, se procedio a obtener
los extractos organicos del medio de cultivo y micelio, desafortunadamente, el
rendimiento fue muy bajo y no fue suficiente para realizar las pruebas biologicas.

Con la finalidad de optimizar su crecimiento y por ende el de los extractos
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organicos, se decidi6 cultivarlo en medio de arroz (incubacion estatica, periodo de
30 dias, fotoperiodo 12:12 h a temperatura ambiente). Por otra parte, el cultivo del

endofito PB3fll en CPD, proporcioné el mayor rendimiento para los extractos del

medio de cultivo y micelio, no obstante, también se cultivd en medio arroz para
verificar si este medio mejora la produccion de metabolitos secundarios. En ambos
casos se observd que el desarrollo de los endéfitos es similar al observado en

medio soélido.

En todos los casos, una vez trascurrido el periodo de incubacion, se obtuvieron los
extractos organicos empleando un proceso de maceracion para el micelio y
mediante un proceso exhaustivo de particion para los extractos del medio de
cultivo utilizando CH,ClI, y AcOEt como disolventes de extraccion. En el Cuadro 3
se muestran los rendimientos obtenidos para los extractos organicos de los 10
endofitos cultivados en pequefa escala, en los dos medios de cultivo empleados.
Como se puede apreciar, en los cultivos en CPD, en todos los casos se obtuvo un
rendimiento mucho mayor para el extracto del micelio que para el derivado del

medio de cultivo.

Cuadro 3. Rendimientos de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio

de los hongos enddfitos cultivados en pequefia escala.

Clave del Medio de Rend|m|eqtq de los extractos Rendimiento
Endofito Cultivo __organicos (mg/L) total (mg)
Medio de cultivo Micelio
PR3 CPD 772.4 3816.3 4588.7
PB3/I Arroz 2056.4*** 2056.4
PB3fl CPD 45.7 361.4 407.1
Ssp6l1119 CPD 40 68.8 108.8
Ssp6l1119 Arroz 1255.9*** 1255.9
SM2Fg3 CPD 537.7 762.1 1299.8
SM2ell CPD 452.7 815.1 1267.8
LM5f212A CPD 30.9 344.2 375.1
LM5f212B CPD 31.8 400.5 719.3
LM3C1I CPD 233.7 817.1 1050.8
MA2h2ell CPD 221.7* | 200.5** 724.2 1146.4
MA1d1ll CPD 250.1 615.9 866.0

Los perfiles cromatograficos de los extractos organicos del medio de cultivo extraido con CH,Cly* y
con AcOEt**, son diferentes por lo que se decidi6é no unirlos y evaluarlos de manera independiente.
*** E| rendimiento corresponde a 300 mg de arroz.
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Cabe mencionar que cada uno de los extractos organicos obtenidos se analizé por

CCF. En primera instancia se realizé la comparacién del perfil metabdlico de los
extractos obtenidos para el medio de cultivo con CH,Cl, y AcOEt, y para los del
micelio, observandose que, con excepcion de los extractos del endofito MA2h2ell,
cada par de extractos (extracto del micelio CH,Cl, y ACOEt y extracto del medio de
cultivo CH,Cl, y AcOEt) son cromatograficamente similares, por lo que se decidié
unirlos. Una vez reunidos los extractos organicos, se realiz0 otro analisis
cromatografico con el fin de comparar los extractos del medio de cultivo y los del
micelio de cada hongo. La CCF permiti6 observar diferencia en la composicion
metabdlica entre los extractos del medio de cultivo y del micelio de cada enddfito,

por lo que se decidi6é evaluarlos por separado.

En la Figura 16 se muestra a manera de ejemplo la CCF para los extractos
derivados del cultivo del endofito SM2Fg3 en CPD, observandose pequefias
diferencias en los metabolitos secundarios presentes en el medio de cultivo
empleando CH,Cl, y AcOEt, esta misma informacion se obtuvo para los extractos
del micelio. Las diferencias observadas radican Unicamente en la concentracion de
los compuestos, siendo mayor en la extraccion con CH)Cl,, lo cual no es
sorprendente debido a que es el primer disolvente utilizado. También se puede
apreciar una clara diferencia en los perfiles metabdlicos del medio de cultivo y

micelio.

3 1 2 2‘ P 3~ b 4

Figura 16. Perfil cromatografico de los extractos organicos del hongo endéfito SM2Fg3. 1) Extracto
de CH,ClI, del medio de cultivo, 2) Extracto de AcOEt del medio de cultivo, 3) Extracto de CH,Cl,
del micelio, y 4) Extracto de AcOEt del micelio. Cromatoplaca eluida con CH,Cl,: AcOEt; 99:1 y
revelada con H,SO, al 10%.
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Finalmente, en el Cuadro 3 también se muestra el rendimiento de los extractos

organicos de los enddfitos Ssp6l1119 y PB3fl, que fueron cultivados ademas en

medio arroz. Como se puede observar en el caso del endofito Ssp61119, se logré
optimizar el rendimiento de extracto, obteniéndose aproximadamente 12 veces

mas que en medio CPD, sin embargo, el hongo PB3/lI, el cual presento el mayor

rendimiento total de extractos organicos (4588.7 g) en CPD, no permitio la
obtencion de un mayor rendimiento en la produccidon extractos organicos, por el
contrario, se obtuvo aproximadamente la mitad del rendimiento (2056.4 g),
observado en CPD. Estos resultados permiten concluir que cada hongo tiene
exigencias nutricionales diferentes, y éstas influyen directamente no sélo en la
produccion cuantitativa de metabolitos secundarios, sino en el origen de los
mismos, como veremos mas adelante, al evaluar la actividad biol6gica que

presentan (Ghanem et al., 2000).

Cabe mencionar que en los extractos organicos derivados de los cultivos en
pequefia escala de los endofitos con clave: LM3C1l (medio de cultivo), LM5f212B

(medio de cultivo), PB3dl (micelio/arroz y CPD) y Ssp6ll119 (micelio/arroz) se

observo la precipitacion espontanea de un sélido cristalino. El analisis por CCF de
estos soélidos demostr6 que estan constituidos por mas de un compuesto

mayoritario. Actualmente se encuentran en proceso de purificacion.

A continuacion se procedié a establecer el potencial antifingico de los extractos
organicos, evaluando el efecto de los mismos sobre el crecimiento de cuatro
microorganismos fitopatégenos con importancia econémica y el potencial fitotoxico

sobre la germinacion y longitud de la raiz de dos plantas de prueba.

6.5 Efecto antifungico

El potencial antifungico de los extractos organicos se establecié cuantitativamente
mediante el estudio del efecto de los mismos sobre el crecimiento radial de cuatro

microorganismos fitopatdbgenos con importancia econdémica en la agricultura:

Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Pythium aphanidermatum, vy
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Phytophthora capsici. En el Cuadro 4 se muestra el efecto antifungico de los

extractos organicos del medio de cultivo y micelio obtenidos en CPD y arroz.

De manera general, se puede apreciar que los extractos organicos obtenidos a
partir del medio de cultivo proveniente de los cultivos en CPD presentan una
mayor actividad antifangica que los derivados del micelio. Por otra parte, los

extractos organicos obtenidos a partir del cultivo de los endoéfitos PB3fll y Ssp61119

que se cultivaron adicionalmente en arroz, presentan una actividad antifungica
similar sobre el crecimiento de los hongos verdaderos (F. oxysporum y A.
alternata). En contraste, muestran mayor actividad inhibitoria sobre el crecimiento
de los oomicetos fitopatdgenos, en comparacion con los extractos organicos

derivados de los cultivos en CPD.

Con excepcion de los extractos organicos de los endoéfitos PB34l (medio de

cultivo), que inhibieron totalmente a P. capsici, y LM3C1l (medio de cultivo y
micelio), que inhibieron el 100% del crecimiento de ambos oomicetos de prueba,
en todos los casos el crecimiento del hongo A. alternata es el mas afectado,
presentando porcentajes de inhibicidn significativos que van desde el 20% hasta el
50%, en 17 de los 23 extractos evaluados. Por otra parte, es importante resaltar

que el efecto inhibitorio provocado por los extractos de los enddfitos PB3dI y

LM3CL1I muestra cierta especificidad hacia los oomicetos fitopatégenos, resultando
de particular interés su estudio debido a la gran probleméatica que originan estos

microorganismo en la agricultura moderna (Lamour et al., 2012; Suleiman, 2010).

Con excepcion de F. oxysporum, para cada microorganismo de prueba se
encontrd por lo menos un extracto organico con mayor o igual actividad antifingica
que la demostrada por el fungicida comercial Prozycar® 50 P.H empleado como
control positivo. Cabe destacar que para A. alternata los 17 extractos organicos
con actividad antifingica significativa son mas activos que el fungicida comercial,
el cual presenta un porcentaje de inhibicion del 40% sobre su crecimiento a la

concentracion de prueba que fue de 250 pg/mL.
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Cabe destacar que los extractos organicos de seis de los endofitos cultivados
mostraron actividad antifingica significativa frente a todos los microorganismos de

prueba. El hongo endofito PB3dl (medio arroz) inhibe en todos los casos por

encima del 40% el crecimiento de los fitopatégenos; los endofitos SM2Fg3 y
LM5f212B ambos del medio de cultivo, inhiben el crecimiento mas del 20%; el
hongo LM3C1l (micelio) muestra inhibiciones superiores al 30%; el enddfito
MA2h2ell (medio de cultivo extracto de CH,Cl,), presenta porcentajes de inhibicion
del 20 al 50%, y finalmente, el enddfito MA1dlll (medio de cultivo) exhibe
inhibiciones del 20 al 70%.

Los porcentajes de inhibicion mostrados por los extractos evaluados sobre el
crecimiento de los microorganismos fitopatbgenos, permiten establecer el
siguiente orden de susceptibilidad: A. alternata > P. capsici >F. oxysporum > P.
aphanidermatum. A pesar de que el crecimiento de P. aphanidermatum es inhibido
totalmente en presencia de los extractos organicos del endofito LM3CL1I, tanto de
medio de cultivo como del micelio, es el microorganismo que se ve afectado por

un menor nimero de extractos organicos.

Algunos extractos evaluados no s6lo muestran efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los fitopatdgenos, sino que también afectan sus caracteristicas
morfologicas. Los cambios observados incluyen el adelgazamiento de las hifas, la
modificacion en la cantidad y distribucion de éstas, y cambios en la consistencia y
coloracion del micelio. Asi por ejemplo, los extractos organicos de los hongos
endofitos PB3fl (arroz) y MA2h2ell (medio de cultivo, extracto de CH,Cl,)

provocan que F. oxysporum, inicialmente con micelio de tonalidad morada, se
torne totalmente blanco. Este dltimo extracto (MA2h2ell) provocdé un
adelgazamiento en las hifas de P. aphanidermatum y una consistencia
mucilaginosa en algunas partes del micelio en comparacion con los controles
negativos de crecimiento que mostraron consistencia algodonosa. Por otra parte,

los extractos del enddfito PB3/ll (arroz y CPD) provocan un cambio en el color y

textura del micelio de A. alternata, la consistencia algodonosa de su micelio
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cambi6é a mucilaginosa, y el micelio es totalmente de color negro, a diferencia del

color grisaceo observado en los controles negativos.

Cuadro 4. Efecto antifungico de los extractos organicos del medio de cultivo y

micelio obtenidos en CPD y arroz a una concentracion de 100 pg/mL.

Clave del

% de Inhibicién del crecimiento radial

- Extracto Fusarium Alternaria Pythium Phytophthora
endofito g .
oxysporum alternata aphanidermatum capsici
PB3YI| MC 41.0 £ 0.52* 51.2 + 0.45* 10.8 £ 0.51 100 £ 0.00*
Mic. 14.8+0.73 33.2 + 0.52* 11.0+0.52 20.4 £ 0.63*
PB3tll Arroz 46.5 + 0.70* 46.5 + 0.70* 42.8 £ 1.04* 63.5 + 1.90*
PB3f MC 13.3+0.73 24.3 £ 0.82* 9.0+1.04 37.3 + 1.04*
3 Mic 9.3+0.90 24.8 + 0.51* 4.0+£0.90 6.3+£0.82
Ssp6ll 19 MC 20.0 £ 0.74* 26.0 £ 0.74* 9.5+0.87 28.5+ 1.26*
Mic 4.5+0.70 25.0+1.17* 0+0.00 55+1.26
Ssp61119 Arroz 24.8 + 0.90* 28.5 + 0.70* 4.0+1.05 50.3 + 0.82*
SM2Fg3 M_C 20.3+0.35* 25.2 + 0.35* 20.1 + 0.52* 56.3 + 0.35*
Mic 4.0£0.52 11.5+0.51 12.8 £ 0.51 19.5+0.70
SM2ell MC 20.0 £ 0.52* 20.0 £ 0.52* 15.0+0.52 30.8 £ 0.51*
Mic 14.8 +0.51 20.5 + 0.45* 4.3+0.35 20.2 £ 0.45*
LM5f212A M_C 55+0.45 11.2 +0.52 15.0+£0.52 17.3+0.51
Mic 48+0.51 15.3+0.51 3.5+0.45 2.8+0.51
LM52128 MC 20.5 £ 0.70* 31.0 + 0.90* 25.8 + 0.97* 36.0 + 1.30*
Mic 8.8+£0.73 26.0 + 1.05* 7.8+1.10 20.3 £ 0.63*
LM3CL1I MC 35.6 £0.32 445 +0.30 100.0 + 0.00* 100.0 + 0.00*
Mic 33.0 £ 0.52* 39.5+0.51* 100.0 £ 0.00* 100.0 £ 0.00*
MC
ACOEL 3.0+£0.52 9.8 +0.97 95+15 6.8+ 1.30
MAZhzell MC 20.0 £ 0.01* 49.0 + 0.52* 44.0 £ 1.81* 47.8 £ 2.25*
CH,CI,
Mic 13.0+£0.90 41.0 + 0.91* 45+0.70 27.3+2.16*
MALd1Il MC 20.0 £ 0.52* 21.6 £ 0.45* 34.5 £ 0.45* 69.5 £ 0.70*
Mic 13.5+0.69 14.0 £ 0.45 20.5 + 0.45* 43.0 £ 0.52*
Fungicida
comgercial Hg/mL
Metalaxil 250 40.0+£0.01 9.5+0.01 100.0 £ 0.00 95.0 £ 0.02
Carbendazim 250 100 £ 0.03 18.3+£0.04 0+0.00 16.8 £ 0.03

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas. Los valores de DS estan expresados de
acuerdo con los obtenidos sobre la inhibicion del crecimiento radial, antes se obtener los % de

inhibicion.

Finalmente, cabe resaltar que el rendimiento obtenido para los extractos organicos

a partir de los cultivos en pequefia escala, no es suficiente para establecer la Clsg

sobre la inhibicién del crecimiento de los fitopatdgenos ensayados. Sin embargo,
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los resultados obtenidos a una concentracion de 100 pug/mL, permiten claramente
poner en evidencia el potencial antifungico de los metabolitos secundarios
producidos por los enddfitos en estudio, constituyendo la mayoria de ellos
candidatos idéneos para cultivarlos en mediana escala y obtener los metabolitos

secundarios responsables de la actividad biologica.

A continuacion, se procedié a determinar el potencial herbicida de los extractos
organicos empleando dos plantas de prueba.

6.6 Efecto fitotéxico

La evaluacién cuantitativa de la actividad fitotbxica de los extractos organicos
obtenidos a partir de los cultivos en pequefia escala se realizd6 por medio de la
determinacién de su efecto sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz de las
semillas de Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum, empleando el

método de dilucion en caja de Petri.

En primer lugar, se realiz6 un bioensayo preliminar con los extractos organicos
empleando una concentracion de prueba de 100 pg/mL. En el Cuadro 5 se
muestran los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de la raiz de las dos
plantas blanco. Como se puede observar, en su mayoria, los extractos fuangicos
evaluados provocan una inhibicion significativa sobre las dos especies. En
general, la especie vegetal mas afectada por los tratamientos son las semillas de
jitomate, donde se obtuvieron 12 extractos, que inhiben mas del 50 % su
crecimiento radical y dos de ellos muy cercanos al 100 % de inhibicién, los
extractos del medio de cultivo y micelio del endéfito MAL1d1ll, que inhiben en un
97.7 % y 98.7 %, respectivamente. En el caso de las semillas de amaranto son 11
los extractos organicos que mostraron una actividad inhibitoria sobre la longitud de
la raiz, por encima del 50 % y un extracto que inhibe totalmente la germinacion y

el crecimiento de la raiz; el extracto del micelio del endéfito SM2ell.

A diferencia del efecto antifingico, los extractos organicos no muestran diferencias

significativas entre la actividad fitotoxica provocada por los extractos del medio de
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cultivo y los de micelio, salvo contados casos. Los extractos de los endofitos
Ssp61119, LM3C1l (medio de cultivo), MA2h2ell (medio de cultivo, CH,Cl,) y

LM5f212B (micelio) inhiben en mayor grado el crecimiento de la raiz de las semillas

de amaranto. Por su parte, las semillas de jitomate son inhibidas en mayor grado
por los extractos de los hongos PB3dl, SM2Fg3, SM2ell y LM5f212B (micelio) y

Ssp61119, MA1d1Il (medio de cultivo) y MA2h2ell (medio de cultivo, CH,Cl,),

Cuadro 5. Efecto fitotoxico de los extractos orgédnicos del medio de cultivo y
micelio obtenidos en CPD y arroz a una concentracion de 100 pug/mL.

% de Inhibicion de la longitud de la raiz

Endofito Extracto Amaranthus Solanum
hypochondriacus lycopersicum
MC 80.7 £ 0.34* 62.5+0.22*
PB3lI Mic 78.5 + 0.29* 76.9 + 0.25*%
PB3I Arroz 70.5 £ 0.25* 51.7 £ 0.43*
PB3fl MC 25.8 + 0.20* 26.0 + 0.45*
Mic 29.7 £ 0.27* 30.4 + 0.85*
Ssp6l119 MC 71.4 +0.31* 85.8 + 0.38*
Mic 25.3 £ 0.21* 25.1 + 0.58*
Ssp6l119 Arroz 32.6 £ 0.22* 84.3 £ 0.38*
MC 87.8 + 0.33* 40.0 £ 0.13*
SM2Fg3 Mic 82.8 + 0.25* 50.9 + 0.41*
MC 22.6 + 0.38* 18.0+1.01
SMzell Mic 26.2 + 0.31* 100.0 £ 1.07*
MC 23.7 £ 0.26* 16.0 £ 0.63
LMSf2I2A Mic 16.4 £ 0.28 24.9 + 0.58*
MC 31.0 £ 0.21* 25.2 +0.37*
LMSf2128 Mic 52.4 + 0.23* 32.9 + 0.56*
MC 66.2 £ 0.43* 65.9 + 0.31*
LM3C1l Mic 43.9 £ 0.31* 61.8 +1.41*
MC AcOEt 40.1 £ 0.32* 42.1+£0.43*
MA2h2ell MC CH,CI, 65.5+ 0.27* 80.4 + 1.09*
Mic 43.2 + 0.19* 53.7 + 1.04*
MALdLIl MC 97.7 £ 0.13* 63.3 + 0.15*
Mic 98.7 £ 0.13* 42.2 £0.14*
Herbicida
comercial Mg/mL
Glifosato 100 39.8+0.31 66.2+0.21
Glifosato 200 52.0+0.38 74.7 £ 0.30

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicion.
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Es de resaltar que en el caso de la semillas de amaranto, 14 extractos fungicos
presentan un mayor efecto fitotoxico sobre las semillas blanco que el herbicida
comercial Glifosato® utilizado como control positivo, a la misma concentracién de
prueba que fue de 100 pg/mL y, aun utilizando el herbicida comercial a 200 pg/mL,
se tienen 10 extractos con un efecto superior al control positivo. Para las semillas
de jitomate, son 5 los extractos organicos evaluados a 100 pg/mL que presentan

una mejor actividad fitotoxica que el herbicida Glifosato® usado a 200 pg/mL.

Por otra parte, con respecto al proceso de geminacién, en general no se
observaron efectos inhibitorios significativos a la concentracion de prueba que fue
de 100 pg/mL.

Los resultados obtenidos hasta este punto ponen en evidencia el importante
potencial fitotoxico de los extractos organicos evaluados, convirtiéndolos en
excelentes candidatos de estudio como fuente de posibles agentes de control de
malezas, debido a que todos mostraron efecto inhibitorio significativo sobre el
crecimiento de una o0 ambas especies vegetales. Con base en estas
consideraciones, se decidi6 profundizar en el potencial fitotoxico de estos
extractos, mediante la obtencion de las concentraciones inhibitorias medias (Clsg)
sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion durante el proceso

de germinacién de las semillas de amaranto y jitomate.
6.6.1 Germinacion

Todos los extractos fungicos en estudio se evaluaron utilizando cuatro
concentraciones de prueba, 25, 50, 100 y 200 pg/mL. Los extractos ensayados
mostraron un efecto inhibitorio dependiente de la concentracién sobre la
germinacién de las semillas de amaranto (Cuadro 6), sin embargo, solo 6 de ellos
mostraron una Clso < 200 pug/mL, que fue la maxima concentracion de prueba.
Cabe destacar que los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del
endofito MA1d1ll, que inhiben la geminacion con una Clspde 36.14 y 33.67 pg/mL,
respectivamente y los del medio de cultivo del hongo SM2ell 45.42 pg/mL, son los
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anicos que presentan valores de Clsgp menores a los mostrados por el herbicida
comercial Glifosato® (Clso 66.75 pg/mL), empleado como control positivo.

Cuadro 6. Efecto fitotoxico de los extractos organicos de medio de cultivo y
micelio obtenidos en CPD y arroz sobre la germinacion de las semillas de A.
hypochondriacus a cuatro diferentes concentraciones.

% de Inhibicidon de la germinacién de las semillas de
Endéfito | Extracto Amaranthus hypochondriacus Clso pg/mL
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
MC 13.2+0.25 | 16.5+0.19 18.0+0.14 | 39.5+0.07* >200
PB31lI Mic 125+0.22 | 175+0.17 21.7 £0.11* | 40.9 +0.03* >200
PB3l Arroz 9.7+0.18 11.9+0.13 12.4 £ 0.09 19.2+0.01 >200
PB3fl M.C ND
Mic 10.5+0.24 | 14.6+0.17 17.4£0.10 20.1 £ 0.04* >200
Ssp6lI19 MC ND
Mic ND
Ssp61119 Arroz 21.4+0.31* | 27.4+£0.25* | 35.9+0.15* | 46.8+0.11* >200
SM2Fg3 M_C 10.2+0.21 | 12.8+0.18 19.5+0.13 | 25.15+0.08* >200
Mic 9.7+0.18 13.8+0.15 21.9+0.09* | 23.9+0.04* >200
SM2ell me o o
Mic 22.1+0.21* | 51.4+0.13* | 93.1+0.10* | 97.5+0.07* 45.42
LM5f212A me . 00000 oo
Mic (e
MC ND
LMSf2128 Mic 75+£0.24 13.7+0.19 15.9+0.15 23.8 £ 0.10* >200
LM3CL| MC 16.5+0.17 | 36.4+£0.15* | 41.9+0.11* | 65.8 +0.06* 112.6
Mic 18.9+0.18 | 31.9+0.14* | 39.9+0.09* | 60.8 +0.03* 133.9
MC AcOEt | 20.0 £0.23* | 23.3+0.16* | 40.10+ 0.10* | 59.2+0.01 181.1
MA2h2ell | MC CH,CIl, | 17.1+£0.31 | 20.3+£0.26* | 27.7 +0.18* 30.7 £ 0.1* >200
Mic 17.3+0.27 | 19.5+0.20 30.1 £ 0.16* | 41.7 £ 0.09* >200
MALd1Il MC 41.7+£0.19* | 54.9+0.13* | 79.4 £0.09* | 96.2 £ 0.03* 36.14
Mic 43.2+0.21* | 59.2+0.16* | 87.4+0.10* | 98.6 £ 0.07* 33.67
Herbicida comercial
Concentracion 50 100 200 400
Glifosato 19.9+0.31 | 27.40£0.25* | 75.1£0.20* | 98.2+0.15* 66.75

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas. Los valores de DS estdn expresados de
acuerdo con los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicién; ND
bioensayos no realizados por insuficiencia de extracto. bioensayo no realizado por escasa
actividad biol6gica a 100 pg/mL.

De manera similar, en el Cuadro 7 se puede ver que el efecto sobre la
germinacion de las semillas de jitomate es semejante al demostrado sobre las

semillas de amaranto. En este caso son dos los extractos que presentan mejor
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actividad que el herbicida comercial (Glifosato®), el cual presenta un valor de Clsg

de 117.8 ug/mL. De nuevo, los extractos de medio de cultivo y micelio del endofito

MA1d1ll, presentan un mayor potencial fitotoxico sobre la germinacion de las

semillas de jitomate, teniendo valores de Clsy de 36.61 y 38.73 ug/mL,

respectivamente.

Cuadro 7. Efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de cultivo y
micelio, obtenidos en CPD y arroz sobre la germinacion de las semillas de S.
lycopersicum a cuatro diferentes concentraciones.

% de Inhibicion de la germinacién de las semillas de
Endofito Extracto Solanum lycopersicum Clso ug/mL
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 200 pg/mL
MC 142+0.21 | 15.0+£0.17 | 175+£0.11 | 40.8 £ 0.05* >200
PB3/lI Mic 11.7+0.23 | 14.7+0.18 | 16.7+£0.13 | 35.8 £ 0.10* >200
PB3tlI Arroz 10.8+0.19 | 125+0.14 | 125+0.09 | 16.7 £ 0.04 >200
PB3fl M.C ND
Mic 9.2+0.22 11.7+0.18 | 14.2+0.12 | 15.0£0.09 >200
Ssp61119 MC ND
Mic ND
Ssp61119 Arroz 15.0+0.31 | 16.7+0.25 | 20.8+0.19 | 35.8 £ 0.15* >200
SM2Fg3 M_C 13.3+0.27 | 15.8+0.20 | 20.0£0.15 | 225+ 0.11 >200
Mic 10.0+0.21 | 15.8+0.15 | 225+0.10 | 24.2+0.07 >200
mc e
SMzell Mic 13.3+0.22 | 15.0+0.17 | 21.7+0.12 | 23.3+0.06 >200
LM5f212A L
Mic (e
MC ND
LMSf212B Mic 8.3+0.27 10.0+0.21 | 125+0.16 | 14.2+0.10 >200
LM3C1l MC 14.2+0.30 | 33.3+0.23* | 35.0+0.16* | 62.5+0.11* 136.8
Mic 125+0.19 | 30.8+0.13* | 33.3+0.09* | 60.8 + 0.03* 147.3
MC AcOEt | 20.0+0.20 | 23.3+0.17 | 25.0+£0.12 | 27.5 + 0.09* >200
MA2h2ell | MC CH,CI, | 15.0+0.31 | 16.7+0.24 | 17.5+£0.18 | 19.2+0.07 >200
Mic 142+0.22 | 15.0+0.18 | 16.7+0.15 | 17.5+0.10 >200
MALd1Il MC 39.2 £0.19* | 56.7 + 0.13* | 82.5 + 0.09* | 98.3 + 0.04* 36.61
Mic 36.7 £ 0.24* | 54.2 + 0.19* | 85.0 + 0.15* | 97.5 + 0.10* 38.73
Herbicida comercial
Concentracion 50 100 200 400
Glifosato 59+0.16 | 10.0+£0.13 | 13.3+0.09 | 100 + 0.04* 117.8

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicion; ND bioensayos

no realizados por insuficiencia de extracto. bioensayo no realizado por escasa actividad

biol6gica a 100 pg/mL.
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Es importante resaltar, que si bien el mecanismo de accion del glifosato no es

directamente sobre la germinacion de las semillas, sino que inhibe la biosintesis
de aminoacidos aromaticos que interfiere en el crecimiento de la raiz (Salazar y
Madrid, 2011), si nos permite sentar un antecedente de la actividad que presentan
los extractos organicos obtenidos de los hongos endoéfitos sobre la germinacion de
nuestras semillas de prueba. Ademas, se seleccion6 como control positivo por ser

uno de los herbicidas mas ampliamente empleados en la agricultura moderna.
6.6.2 Crecimiento Radicular

Por otra parte, con respecto al efecto fitotdxico de los extractos fungicos del medio
de cultivo y micelio de los 10 enddfitos en estudio sobre el crecimiento de la raiz
de las semillas de amaranto, en el Cuadro 8 se puede apreciar que todos
mostraron un efecto inhibitorio dependiente de la concentracién. También se
puede observar que la Cls, mostrada por el herbicida comercial Glifosato® (64.68
png/mL) es mayor a la que presentan 5 de los extractos fungicos evaluados. Siendo
nuevamente los extractos del enddéfito MA1d1ll tanto de medio de cultivo como de
micelio los que reportan la menor Clsg, 37.35 pg/mL y 38.1 pg/mL

respectivamente.

Con base en la potencia demostrada por los extractos fungicos evaluados, se
puede establecer el siguiente orden fitotoxicidad (Clsp): extracto de medio de
cultivo del endoéfito MA1d1ll (37.35 pg/mL) > extracto de medio de cultivo del
endofito SM2Fg3 (37.62 pug/mL) > extracto micelio del enddéfito MA1d1ll (38.10
pug/mL) > extracto micelio del endofito SM2Fg3 (39.74 pug/mL) > extracto de medio
de cultivo del enddfito LMC11 (56.57 pg/mL) > extracto micelio del endofito PB3dI

(57.58 pg/mL) > extracto de medio de cultivo del endofito PB3fl (59.78 pg/mL) >
Glifosato (64.68 pug/mL).

A pesar de que los datos anteriores son los mas representativos, los cuatro
primeros extractos no presentan diferencias significativas entre ellos, por lo que se
puede decir que tienen una actividad fitotoxica muy similar. Lo mismo sucede con

los cuatro ultimos extractos. No obstante, existe diferencia significativa entre los
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cuatro primeros y los cuatro ultimos quedando claro que los primeros tienen una

mejor actividad inhibitoria frente a las semillas de amaranto.

Cuadro 8. Efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de cultivo y

micelio obtenidos en CPD y arroz sobre el crecimiento de la raiz A.
hypochondriacus a cuatro diferentes concentraciones.
% de Inhibicion del crecimiento de la raiz
Endéfito | Extracto Amaranthus hypochondriacus C/ISOL
25 pug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL Hg/m
MC 19.2 +0.22 37.9+0.15* | 78.9+0.10* 81.5+0.08* | 59.78
PB3dI Mic 20.5+0.23* | 429%0.18* | 74.2+0.10* 85.3 £0.07* | 57.58
PB3dI Arroz 24.1+0.25% | 352+0.18* | 69.3+0.12* 77.1 £ 0.05* 66.7
PB3fl MC ND
Mic 17.8+0.31 | 26.4+0.27* | 31.5+0.19* | 45.9%0.12* | >200
Ssp6I1I19 MC ND
Mic ND
Ssp6l119 Arroz 10.8 +0.19 18.7+0.16 | 34.9+0.09* | 51.3+0.01* | 187.6
SM2Fg3 MC 26.9 + 0.21* 67.9+0.17* | 89.3+0.10* | 90.1+0.08* | 37.62
Mic 26.0 + 0.24* 63.9+0.19* | 86.9+0.11* | 91.3+0.05* | 39.74
SM2ell Mc | = -
Mic 105+0.23 | 19.8+0.18 [ 29.1+0.13* | 62.3+0.09* | 154.4
LM5f2I2A —™MC¢ L 000
Mic (| e
MC ND
LM52128 Mic 23.0 + 0.31* 31.6 +0.25* | 55.8+0.19* | 71.3+0.14* | 86.65
LM3C1l MC 27.8 + 0.25* 41.6 £0.21* | 70.2+0.15* | 85.6 £ 0.10* | 56.57
Mic 15.2 +0.19 25.1+0.17* | 45.7+0.14* | 68.9+0.08* | 111.4
MC 16.2 +0.21 22.1+0.15* | 45.8+0.12* | 61.5+0.07* | 127.8
AcOEt
MAZhzell CITZ%IZ 20.8+0.24* | 33.2+0.19* | 68.0+0.14* | 79.5+0.09* | 69.69
Mic 18.4 +0.22 28.9+0.17* | 45.0+0.11* | 57.1+0.04* | 137
MALdLI MC 30.2+0.32 64.9 +0.24* | 88.0+0.17* | 97.9+0.11* | 37.35
Mic 25.8 + 0.24* 66.9 + 0.20* | 90.0+0.15* | 98.7 £ 0.07* | 38.1
Herbicida comercial
Concentracién pg/mL 50 100 200 400
Glifosato 20.7 £0.31 42.1 #0.22* | 55.3+0.15* | 99.5+ 0.10* | 64.68

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicién; ND bioensayos
no realizados por insuficiencia de extracto. bioensayo no realizado por escasa actividad
biolégica a 100 pg/mL.

En el Cuadro 9 se presentan los valores de Clsp sobre la longitud de la raiz de la
planta de jitomate. Se puede apreciar que los extractos fungicos también muestran
un efecto fitotoxico dependiente de la concentracion y que siete de los extractos
organicos obtenidos a partir los cultivos en pequefa escala, muestran una Cls

menor a la del Glifosato®, el cual presenta una Clso de 61.49 pg/mL. Siendo de
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nueva cuenta los extractos del endofito MA1d1ll con una Clsp 28.76 pg/mL, junto
con el extracto del micelio del hongo SM2Fg3 los mas potentes, este Ultimo con
una Clso de 20.63 pg/mL, evidentemente muy por debajo de la Clso obtenida para

el herbicida comercial.

Cuadro 9. Efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de cultivo y
micelio, obtenidos en CPD y arroz sobre el crecimiento de la raiz de S.
lycopersicum a cuatro diferentes concentraciones.

% de Inhibicion de la longitud de la raiz
Endéfito Extracto Solanum lycopersicum Clso
25ugimL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pgimL | M9/Mb
MC 18.7 £ 0.22 345 +£0.19* | 65.8+0.12* | 80.1 £ 0.09* 71.03
PB3/lI Mic 247 +£0.27* | 55.3+£0.21* | 78.3+0.17* | 87.5%£0.10* 46.74
PB3/lI Arroz 18.9+0.21 37.9+£0.16* | 549+0.10* | 70.1 £0.07* 79.19
f MC ND
PB3fl Mic 14.8 + 0.22 23.2+0.17* | 32.5+£0.10* | 49.5+ 0.04* >200
Ssp6l1119 MC ND
Mic ND
Ssp61119 Arroz 151+0.31 21.6 +£0.24* | 37.2+£0.18* | 54.3+0.11* 170.6
SM2Fg3 MC 38.6 £0.24* | 68.8+0.19* | 88.1+£0.12* | 96.9 + 0.05* 32.19
Mic 42.3+£0.27* | 75.4+0.22* | 90.4 £0.15* | 97.2 + 0.08* 20.63
mMc e
SMzell Mic 14.4 + 0.19 20.3+0.13* | 28.9£0.09* | 52.3 +0.02* >200
LM5f212A me ..
Mic |  aeee-
MC ND
LMSf2128 Mic 21.4+0.22* | 32.3+£0.17* | 56.1 +£0.12* | 72.2£0.07* 85.64
LM3C1I MC 22.9+0.31* | 36.7£0.25* | 55.8+0.19* | 69.9 £ 0.12* 83.50
Mic 26.0+0.25* | 455+£0.17* | 69.3+0.11* | 81.2 £ 0.06* 56.62
MC AcOEt 22.7+0.21* | 30.5£0.16* | 449+ 0.13* | 59.7 £ 0.08* 127.1
MA2h2ell MC CH,CI, 26.5+0.30* | 456 £0.23* | 70.3+0.15* | 85.9+0.11* 54.55
Mi 16.9+0.23 31.2+0.16* | 47.6 +0.11* | 69.8 £ 0.05* 101.8
MALd1Il MC 448 £ 0.42* | 70.5+0.35* | 90.2+0.22* | 98.5+0.19* 28.76
Mic 40.9£0.22* | 754+0.17* | 93.1£0.12* | 99.1 + 0.05* 29.68
Herbicida comercial
Concentracion 50 100 200 400
Glifosato 26.7 £ 0.24 41.9+0.19 55.0+£0.13 100 £ 0.03 61.49

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicion; ND bioensayos
no realizados por insuficiencia de extracto. ----- bioensayo no realizado por escasa actividad
biologica a 100 pg/mL.

De la misma manera como se expreso para las semillas de amaranto se presentan

a continuacion los extractos mas potentes, ordenados con base en su Cls:
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extracto micelio del endofito SM2Fg3 (20.63 pg/mL) > extracto de medio de cultivo
del endofito MAL1d1ll (28.76 pg/mL) >extracto de medio de cultivo del endofito
SM2Fg3 (32.19 pg/mL) > extracto micelio del endofito PB3dl (46.74 pg/mL) >

extracto medio de cultivo- CH,Cl, del endéfito MA2h2ell (54.55 pug/mL) > extracto
micelio del endéfito LM3C1I (56.62 ug/mL) > Glifosato (61.49 pug/mL).

Nuevamente, entre los primeros cuatro datos con excepcion del primero no existe
diferencia significativa, de manera similar el efecto de los ultimos tres extractos no
difiere estadisticamente. Por lo que se puede concluir que extracto del micelio del
hongo enddéfito SM2Fg3 es tres veces mas activo que el Glifosato®.

Los resultado obtenidos hasta este punto, permiten establecer claramente que los
extractos organicos de los diferentes endofitos muestran un mayor efecto sobre el
crecimiento de la raiz que sobre la germinacion. Con la finalidad de explorar de
manera preliminar el posible mecanismo de accidén de los extractos fungicos, se
evalué su efecto sobre la respiracion durante el proceso de germinacion de las

plantas blanco.
6.6.3 Respiracion celular

Finalmente, la Clso sobre el proceso de respiracion de las plantulas de amaranto y
jitomate se establecié mediante el registro del consumo de oxigeno en presencia
de los extractos organicos evaluados, empleando cuatro concentraciones de
prueba 25, 50, 100 y 200 pg/mL. El andlisis mediante regresion lineal de cada uno
de los tratamientos permiti6 determinar el oxigeno consumido por las plantulas. En
los Cuadros 10 y 11 se muestran los resultados para las semillas de amaranto y
jitomate, respectivamente. Todos los extractos fangicos inhiben el consumo de
oxigeno en forma dependiente de la concentracidén, obteniéndose Clsy < 200

pg/mL.

En el Cuadro 10 se muestra el efecto provocado por los extractos organicos sobre
las plantulas de amaranto. De manera general, el consumo de oxigeno es inhibido
por encima del 70%, a la maxima concentracién utilizada (200 pg/mL). Sin

embargo, en algunos casos no se observan diferencias significativas entre la
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concentracion de 100 y 200 pg/mL, lo que podria estar hablando de un efecto de
saturacion. Se obtuvieron 7 extractos con mayor inhibiciébn sobre el consumo de
oxigeno que el herbicida comercial que presenta una Clso de 68.56 pg/mL.

Cuadro 10. Efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio

obtenidos en CPD y arroz sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de A.
hypochondriacus a cuatro diferentes concentraciones.

% de Inhibicion sobre el consumo de oxigeno
Endofito | Extracto Amaranthus hypochondriacus Clso
25 ug/imL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mi | H9/M-
MC 21.7+0.26 | 47.8+0.18 | 63.5+£0.12 | 87.0+0.04 58.93
PB3I Mic 225+0.22 | 484021 | 79.7+£0.19 | 90.1 +£0.09 50.39
PB3/lI Arroz 25.6+0.26 | 453025 | 72.1+£0.18 | 88.7+0.01 53.86
PB3fl MC ND
Mic 23.2+0.25|435+£0.19 | 60.9+£0.13 | 81.2+0.06 64.9
Ssp6l1119 MC ND
Mic ND
Ssp6lI19 Arroz 253+0.19 | 38.9+0.16 | 59.2+0.10 | 66.0 +0.08 80.2
SM2Fg3 M'C 29.3+0.19 | 42.1+£0.16 | 82.14 £0.05 | 93.6 £ 0.01 49.61
Mic 229+0.21 | 35.7+x0.18 | 61.4+£0.10 | 80.7 £0.05 71.05
mMmc -
SMzell Mic 143+0.17 | 229+£0.16 | 31.4+0.14 | 57.1£0.08 102.6
LMS5f212A me . @ o
Mic | e
MC ND
LMSf2128 Mic 15.0+0.18 | 23.0£0.15 | 48.6+0.11 | 74.3£0.05 102.3
LM3C1] M_C 18.3+0.23 | 41.8+£0.19 | 60.8+0.10 | 80.7 £ 0.05 69.24
Mic 19.9+0.23 | 35.3£0.19 | 65.7+£0.11 | 82.3£0.05 69.01
MC AcOEt | 176+£0.25 | 29.4+0.21 | 41.2+0.17 | 70.6 £ 0.08 110.80
MA2h2ell MC ,\(;EZCIZ 235+0.22 | 35.3+0.19 | 47.1£0.16 Zg? i 823 87.4
11.8+0.26 | 35.3+£0.20 | 53.0+£0.19 - 100.20
MALd1l] MC 18.8+0.22 | 43.8+£0.16 | 89.6 £0.03 | 94.8 £ 0.02 51.15
Mic 11.5+0.25 | 30.6 £0.19 | 80.9+0.06 | 93.1%0.02 63.67
Herbicida comercial
Concentracion 50 100 200 400
Glifosato 22.1+0.21 41.3+0.19 | 54.3+0.15 | 88.9+0.09 68.56

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicion; ND bioensayos
no realizados por insuficiencia de extracto. bioensayo no realizado por escasa actividad
biol6gica a 100 pg/mL.

Por otro lado, en el caso de las plantulas de jitomate (Cuadro 11), en general los

extractos muestran también una actividad inhibitoria sobre el consumo de oxigeno,
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por encima del 70%. Se observa también que el extracto obtenido a partir del
micelio del endéfito MA1dl1ll es el tratamiento con mayor actividad sobre el

consumo de oxigeno en comparacion con el Glifosato®.

Cuadro 11 Efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
obtenidos en CPD y arroz sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de S.
lycopersicum a cuatro diferentes concentraciones.

% de Inhibicién sobre el consumo de oxigeno cl
Endofito Extracto Solanum lycopersicum 50
25ug/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pgimi | H9/Mt
PR3 MC 275 +0.25 40.5+£0.19 | 53.6 £0.15 76.8 £ 0.07 64.80
Mic 25.7+£0.18 452+£0.15 | 79.8+£0.10 81.3+£0.06 51.67
PB3/lI Arroz 20.1 £ 0.32 32.1+0.25 | 55.9+0.19 68.9 £ 0.09 90.25
PB3fl M.C ND
Mic 15.8+0.31 32.7+0.23 | 47.4+£0.17 75.1 £ 0.07 64.93
Ssp6I119 MC ND
Mic ND
Ssp61119 Arroz 30.8+£0.17 37.7+0.16 | 65.4+£0.08 72.3 £ 0.07 65.76
SM2Fg3 MFZ 25.3+0.19 32.1+0.17 | 45.7+£0.14 59.2+0.11 125.0
Mic 255+ 0.20 33.1+£0.18 | 52.4+0.12 86.4 £ 0.03 75.87
SM2ell me . =
Mic 19.0+0.17 405+£0.12 | 91.4£0.01 | 98.3+0.003 52.53
LM5f212A e e —
Mic | e
MC ND
LMSf212B Mic 22.9+0.16 31.4+0.14 | 40.0+£0.13 65.7 £ 0.07 119.1
MC 23.5+0.23 All7+ 52.9+0.14 70.6 £ 0.08 81.39
LM3C1l 0.19
Mic 23.5+0.23 37.9+0.19 | 47.1+0.16 76.5 £ 0.07 84.96
MC AcOEt 29.4+0.21 39.5+0.19 | 52.9+0.14 70.6 £ 0.08 95.33
MA2h2ell MC CH,Cl, 23.5+0.30 46.1£0.18 | 55.9+£0.14 80.6 £ 0.08 66.60
Mic 294 +0.21 35.3+0.19 | 53.0+0.14 64.7 £0.10 91.39
MALdIl MC 18.8 £ 0.23 43.8£0.14 | 89.6 £ 0.05 94.8 £ 0.02 51.15
Mic 47.7 £0.13 73.1+0.08 | 79.6 + 0.06 86.1+0.04 24.22
Herbicida comercial
Concentracion 50 100 200 400
Glifosato 25.3+0.24 62.1 £+0.20 | 70.1 £0.10 89.9+0.04 4491

MC. Medio de Cultivo, Mic. Micelio.* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05), se
presenta el promedio de cuatro repeticiones. Los valores de DS estan expresados de acuerdo con
los obtenidos sobre el crecimiento de la raiz, antes se obtener los % de inhibicién; ND bioensayos
no realizados por insuficiencia de extracto. ----- bioensayo no realizado por escasa actividad
bioldgica a 100 pg/mL.

A manera de ejemplo en las Gréficas 1-8, se muestra el efecto de algunos de los

extractos fungicos evaluados sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de
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amaranto y jitomate. Como se observa, en todos los casos el efecto es

dependiente de la concentracion, es decir, el consumo de oxigeno disminuye
conforme aumenta la concentracion del tratamiento. De igual manera se logra
observar que el consumo de oxigeno es proporcional al nimero de plantulas. Asi,
los tratamientos que provocaron un mayor efecto inhibitorio sobre la germinacion o
que inhibieron méas el crecimiento de la raiz, son también los que registran un

menor consumo de oxigeno.

Gréfica 1. Efecto del extracto organico del micelio del endofito PB34I cultivado en

CPD, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Amaranthus
hypochondriacus.
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Gréfica 2. Efecto del extracto organico del micelio del endofito PB3/I cultivado en
CPD, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Solanum lycopersicum.
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Grafica 3. Efecto del extracto organico del micelio del endéfito MA1d1ll cultivado
en CPD, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Amaranthus

hypochondriacus.
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Gréfica 4 Efecto del extracto organico del micelio del endéfito MA1d1ll cultivado

en CPD, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Solanum lycopersicum.
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Grafica 5. Efecto del extracto organico del micelio del endéfito LM3CL1I, sobre el

consumo de oxigeno de las plantulas de Amaranthus hypochondriacus.
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Grafica 6. Efecto del extracto organico del micelio del endéfito LM3C1I cultivado
en CPD, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Solanum lycopersicum.
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Gréfica 7. Efecto del extracto organico proveniente del cultivo en arroz del
endofito Ssp61119, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Amaranthus
hypochondriacus.
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Gréfica 8. Efecto del extracto organico proveniente del cultivo en arroz del
endofito Ssp6l1119, sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de Solanum
lycopersicum.
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Con base en los resultados de fitotoxicidad y con la finalidad de establecer si el
mecanismo de accion fitotoxico observado sobre las plantas blanco y
principalmente el provocado sobre el consumo de oxigeno es a nivel de la
respiracion celular, es necesario en un estudio posterior, evaluar el efecto de los
extractos organicos y de los metabolitos secundarios presentes, sobre la

respiracion en mitocondrias asiladas.

Finalmente, los resultados obtenidos muestran que los extractos organicos
derivados de 9 hongos enddfitos aislados de plantas que crecen un una zona de
alta diversidad bioldgica tienen potencial como posibles agentes antifingicos y
herbicidas de origen natural, constituyendo candidatos idoneos para realizar
estudios quimicos biodirigidos enfocados en el aislamiento y purificacion de los
metabolitos secundarios responsables de la actividad biolégica demostrada a nivel
de extractos organicos. Ademds, confirman que efectivamente los hongos

endofitos son una fuente cuantiosa de metabolitos secundarios bioactivos.
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7. CONCLUSIONES

El estudio de las caracteristicas macro y microscépicas de los hongos enddfitos en
estudio permitié determinar la pureza y la tasa de crecimiento de cada uno de los
aislamientos obtenidos de las hojas sanas de Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium

macrocarpum, Leucaena macrophylla, y Haematoxylon brasiletto.

Con excepcion del endofito Ssp6l119, todos los hongos cultivados en pequefia
escala crecieron satisfactoriamente en medio CPD, incubandolos bajo condiciones
estaticas, por un periodo de 30 dias, con fotoperiodo de luz artificial-oscuridad

12:12 h a temperatura ambiente.

Las condiciones oOptimas de crecimiento del hongo enddfito Ssp6l1119, son en
medio arroz, bajo condiciones estaticas incubando el microorganismo por 30 dias,
con fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12 h a temperatura ambiente,
obteniéndose ~12 veces mas extracto organico, del medio de cultivo y micelio que

el derivado de los cultivos medio CPD.

La inhibicion significativa sobre el crecimiento de al menos uno de los cuatro
microorganismos fitopatégenos de prueba, demostrada por los extractos organicos
derivados del medio de cultivo y/o micelio de los hongos endofitos estudiados,
confirman que estos endofitos poseen potencial antifungico. Sugiriendo que la
actividad antifangica que exhiben, se encuentra involucrada dentro de los
principales mecanismos de defensa de su hospedera y de competencia entre los

diversos endéfitos que la colonizan.

Los extractos organicos derivados del cultivo en CPD del enddéfito PB3(lI, muestran

los mayores rendimientos y la mayor actividad sobre el crecimiento de los
microrganismos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, y

Phytophthora capsici.

El efecto fitotoxico demostrado por los extractos fungicos sobre la germinacion, el
crecimiento de la raiz y la respiracion durante el proceso de germinacion de las

semillas de amaranto y jitomate, pone de manifiesto el alto potencial herbicida que
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poseen los metabolitos secundarios producidos por los hongos endéfitos aislados.
Lo que insinda una base en la relacion entre el enddfito y su hospedera, es decir,
mediante la produccion de metabolitos secundarios que evitan el crecimiento de
otras plantas que pudieran competir con su hospedera por espacio y nutrientes o

bien que le permitan la colonizacion de su hospedera.

Los extractos fungicos evaluados presentan un mayor efecto fitotoxico sobre el
crecimiento de la raiz que sobre la germinacion de las semillas de amaranto y
jitomate. Varios de ellos manifiestan Clsp < 200 pg/mL y menores a las
demostradas por el herbicida comercial Glifosato®, empleado como control
positivo. Asimismo, su efecto sobre la respiracion durante el proceso de
germinacion de las plantas blanco, permite establecer a la respiracion como un
posible mecanismo de accion de algunos de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos organicos, observandose en todos los casos Clsg < 200

pg/mL.

Los extractos de medio de cultivo y micelio del endofito MA1dlll son los que
presentan el mayor efecto inhibitorio sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz
y germinacion durante el proceso de respiracion de las semillas de Amaranthus

hypochondriacus y Solanum lycopersicum.

La produccion y actividad de los metabolitos secundarios bioactivos de los hongos
enddfitos, dependen en gran medida de la composicién del medio de cultivo, cada

hongo enddfito tiene requerimientos nutricionales diferentes. Asi, el endofito PB3/lI

se ve favorecido en la produccion de su metabolismo secundario en medio de
cultivo caldo papa dextrosa, obteniéndose altos rendimientos; sin embargo, los
extractos organicos obtenidos a partir de su cultivo en medio de arroz, presentan
mayor actividad antifingica. La actividad fitotoxica de los extractos obtenidos en

los dos medios de cultivo no muestra diferencias significativas.

Las diferencias metabdlicas mostradas en los perfiles cromatograficos de los

extractos organicos del medio de cultivo y micelio para cada hongo endéfito
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estudiado, son las responsables de la variedad en la actividad biol6égica mostrada
por los diferentes extractos fungicos.

Las evaluacion cuantitativa del efecto toxico de los extractos organicos de los diez
endofitos estudiados sobre el crecimiento de microorganismos fitopatdégenos y
plantas blanco, ponen en evidencia su potencial como posibles agentes
antifangicos y herbicidas de origen natural, constituyendo nueve de ellos
candidatos idoneos para realizar estudios quimicos biodirigidos conducentes al
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios responsables de la

actividad biolégica demostrada a nivel de extractos.

Las hojas sanas de Salvia sp., Mimosa affinis, Sapium macrocarpum, Leucaena
macrophylla, y Haematoxylon brasiletto, colectadas en una zona de alta
biodiversidad como lo es la REBIOSH, estdn colonizadas por endéfitos
productores de metabolitos con propiedades antifungicas y fitotoxicas,
corroborando asi, que los hongos endofitos que crecen en zonas bilégicamente

diversas son una fuente inagotable de compuestos con actividad bioldgica.

El presente trabajo contribuye al conocimiento del posible papel de los metabolitos
secundarios producidos por los hongos enddfitos en las complejas relaciones que
existe entre estos y su hospedera. Asimismo, se demuestra que el estudio quimico
y biolégico de los hongos endéfitos es de suma importancia para la busqueda y
desarrollo de compuestos novedosos que presenten actividad bioldgica y que
puedan ser Gtiles como agroquimicos naturales alternativos, para el control de

plagas y enfermedades en la agricultura.
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8. PERSPECTIVAS

Clasificar taxonémicamente hasta especie a los nueve aislamientos que
mostraron el mayor potencial antifingico y fitotoxico, mediante la utilizacion

de técnicas moleculares modernas.

Cultivar en mediana escala empleando las condiciones Optimas de
crecimiento los enddfitos que mostraron la mayor actividad biologica y
obtener los extractos organicos del medio de cultivo y micelio, lo que

permitira la realizacion de un mayor nimero de pruebas biolégicas.

Realizar el estudio quimico biodirigido de los extractos fungicos con mayor
actividad biol6gica derivados de los cultivos en median escala, empleando

el método de dilucion en agar para monitorear la actividad bioldgica.

Aislar y purificar el mayor nimero de metabolitos secundarios responsables
de la actividad biol6gica demostrada por las fracciones activas y determinar

cuantitativamente el efecto fitotoxico y antifangico.

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

rayos X.

Purificar y establecer la estructura molecular de los solidos cristalinos
obtenidos de los extractos de los endofitos, PB3fll (cultivo en arroz y en
CPD), LM3C1I (medio de cultivo), Ssp6l1119 (cultivo en arroz) y LM5f212B
(medio de cultivo), empleando técnicas espectroscopicas Yy

espectrométricas y de difraccion de rayos X.
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Determinar los posibles efectos toxicos de los extractos y compuestos
puros, sobre el hombre y los animales mediante la observacion de la

actividad citotoxica sobre diversas lineas celulares.

Profundizar en el estudio del papel que desempeian los metabolitos
secundarios producidos por los hongos enddéfitos en las estrechas
relaciones entre enddfitos con su entorno y principalmente con su planta

hospedera.
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