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I.- INTRODUCCION

La humanidad ha utilizado a la naturaleza para su beneficio, obteniendo principalmente
alimento, cobijo, recursos y energia. El crecimiento de la poblacién humana ha dado como
resultado ademds de un aumento en la contaminacién, una disminucién importante en los
recursos naturales, de tal modo que se requiere de la busqueda de nuevas estratégias para
conservar dichos recursos y a su vez seguir obteniendo sus beneficios. La excesiva demanda
de alimentos que excede la oferta ha sido uno de los principales problemas que ha surgido,
dando como resultado que comiencen a escasear, por otra parte los cultivos estan expuestos
a innumerables plagas, fundamentalmente, insectos, nematodos y microorganismos
fitopatdgenos causantes de enfermedades. Uno de los métodos que mds se utiliza para
controlar este problema es el uso de agroquimicos sintéticos, ya que reducen los dafios
causados en los cultivos por las plagas y en consecuencia los causados econdmicamente. Sin
embargo, la elevada toxicidad causada no solo al organismo blanco, si no al hombre y los
animales, aunado a su alta permanencia en el medio ambiente, ha llevado al desarrollo de
nuevas estratégias para el control de plagas, con el objetivo de disminuir la utilizacién de

agroquimicos sintéticos.

Una alternativa viable para una mayor produccién de alimentos, una reduccién de la
contaminacién ambiental y el cuidado de los recursos naturales que nos rodean, son los
sistemas de produccién organica, que fomentan el desarrollo de procesos ecolégicos mas
sostenibles que los sistemas que actualmente predominan (Chirinos, 2009). Sin embargo,
esta estrategia no es suficiente para abastecer la demanda de alimentos y de recursos
naturales, de tal forma que debe emplearse de manera conjunta con la agricultura
tradicional utilizando agroquimicos alternativos, que presenten un menor impacto ecolégico
y sean menos toxicos para el humano y su entorno. Los compuestos alternativos pueden ser
productos naturales, ya que poseen diversas estructuras y actividad bioldgica, por lo que son
potencialmente utiles en la industria farmacéutica y agroquimica. Asimismo, pueden
utilizarse por si mismos o constituir modelos para realizar modificaciones y generar nuevos

productos mas eficaces y menos toxicos (Kumar et al., 2014; Rosa et al., 2011).
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Por otra parte, la investigacion de metabolitos secundarios producidos por los
microorganismos, ha permitido comprender y estudiar el grado de inhibicion parcial o total
de una amplia variedad de agentes patdgenos causantes de enfermedades, incluyendo a las
bacterias, hongos, virus y protozoarios que afectan a seres humanos, animales y plantas
(Mogollén et al., 2013; Yu et al., 2010; Wiyakrutta et al., 2004; Strobel et al., 2004). Un
ejemplo de estos microorganismos potencialmente Utiles para la obtencién de productos
naturales bioactivos, son los hongos endoéfitos que han generado gran interés
principalmente por la obtencion de moléculas novedosas y con diversas actividades
bioldgicas, algunos de ellos con potencial de aplicacion como biocidas de baja toxicidad y
alta compatibilidad con el medio ambiente (Padhi et al., 2013; Kumari et al., 2013; Rosa et

al., 2011).

En este contexto, el presente trabajo de tesis se desarrollé con la finalidad de estudiar el
potencial antifingico y fitotdéxico de los metabolitos secundarios producidos por el hongo
endéfito Xylaria sp., aislado de hojas sanas de Pteridum aquilinum (Dennstaedtiaceae),

colectadas en la reserva ecoldgica “El Eden” en el estado de Quintana Roo.

En primer lugar, se realizaron bioensayos de antagonismo entre Xylaria sp y diferentes
microorganismos fitopatéogenos con importancia agricola. Posteriormente, se evalud el
potencial aleloquimico de los extractos del medio de cultivo y micelio, derivados de la
fermentacion del hongo enddfito en diferentes medios de cultivo, evaluando su efecto sobre
el crecimiento de microorganismo fitopatégenos y semillas prueba, con el fin de aportar
conocimientos para el entendimiento de la funcion de los hongos endéfitos en la naturaleza,
en particular en la relacion entre planta hospedera-endoéfito y endoéfito—enddfito y aportar
conocimiento sobre nuevas moléculas con actividad biolégica que puedan ser utilizadas

benéficamente en diferentes campos.
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I, ANTECEDENTES

1.- ALELOPATIA

La mayoria de las plantas presentan como caracteristicas generales el ser sedentarias, por lo
que su germinacion, crecimiento, reproduccion y diseminacién, se ven afectadas por la
exposiciéon a diversos factores bidticos y abidticos, provenientes del entorno donde se
desarrollan (Oliveros-Bastida, 2008). La presion ejercida por estos factores a lo largo del
proceso evolutivo, provocé el desarrollo de diferentes rutas de biosintesis, a través de las
cuales las plantas son capaces de sintetizar y acumular en sus érganos una gran variedad de
metabolitos secundarios. Entre ellos existen sustancias que le proporcionan beneficios a las
plantas, al provocar determinados efectos sobre plantas vecinas, animales herbivoros o
microorganismos patdgenos; estas sustancias se denominan aleloquimicos y el fenémeno en

el cual estan involucradas se denomina alelopatia (Chang-Hung, 2009; Blanco, 2006).

La definicion mas amplia de alelopatia es la establecida por la Sociedad Internacional de
Alelopatia en 1996, la cual toma en cuenta no sélo a las plantas sino también a otros
organismos: “cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por
plantas, algas, bacterias y hongos que influyen en el crecimiento y desarrollo de sistemas
bioldgicos y agricolas” (Lorenzo et al., 2010; Luna-Geller et al., 2007; Oliveros-Bastida, 2008;
Kruse et al., 2000). El fenémeno alelopatico implica: un componente ecolégico (evidencia de
gue existe en la naturaleza), un componente quimico (aislamiento, identificaciéon vy
caracterizacion de los aleloquimicos) y un componente fisioldgico (interferencia en los
procesos bioquimicos a nivel celular y molecular) (Oliveros-Bastida, 2008; Lorenzo et al.,
2010). Los aleloquimicos son clasificados como metabolitos secundarios y por ende son
producidos a partir de precursores que provienen del metabolismo primario. En el caso
particular de las plantas, pueden estar presentes en diversas partes incluyendo las raices,
rizomas, hojas, tallo, polen, semillas y flores. Estos compuestos son liberados al ambiente a

través de la volatilizacion, por medio de lixiviacién, exudacién de la raiz y por
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descomposicion de residuos de las plantas que se incorporan al suelo (Arévalo et al., 2011;

Blanco, 2009; Kruse et al., 2000).

La naturaleza quimica de los compuestos alelopdticos es variable y diversa. La mayoria de
ellos presentan caracteristicas estructurales novedosas, lo cual podria incidir en el hallazgo
de nuevos metabolitos biodinamicos incluyendo agroquimicos, cuyos blancos de accién
pudieran ser muy especificos (Siddique et al., 2013; Oliveros—Bastida, 2008; Macias et al.,
2004; Kruse et al., 2000). Entre las moléculas que se han encontrado con propiedades
alelopaticas figuran los fenoles, flavonoides, taninos, alcaloides, terpenoides, esteroides,
glucdsidos cianogénicos, aminodcidos no proteicos, lactonas no saturadas, derivados del
acido benzoico, acidos organicos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos grasos,
naftoquinonas, antraquinonas y cumarinas (Soltys et al., 2013; Chengxu et al., 2011; Arévalo
et al., 2011; Bhadoria, P.B.S., 2011; Hui-Li et al., 2010; Toledo et al., 2004; Ferguson et al.,
2003).

En la actualidad se han puesto en evidencia multiples y complejas interacciones quimicas
entre planta-planta (fitotéxicos, estimulantes del crecimiento), planta-animal (toxinas,
inhibidores de la masticaciéon, estrégenos, hormonas juveniles), animal-animal
(telemediadores, feromonas vy venenos), planta-insecto (feromonas, compuestos
kairomonales o fagodisuasiva), planta-microorganismo (fitohormonales, fitoestimuladores,
antimicrobianos, mutdgenos, carcinogénicos y micotoxinas) y microorganismo-
microorganismo (antimicrobianos) (Soltys et al., 2013; Weir et al., 2004; Macias et al., 2003;

Toledo et al., 2003; Macias-Samarano, 2001).

La alelopatia es usada hoy dia como una herramienta para identificar especies de plantas o
microorganismos productores de metabolitos secundarios que presenten efectos fitotdxicos,
antifungicos, insecticidas, nematicidas, entre otros, los cuales muestren actividad biolégica
sobre especies no resistentes y sus biotipos resistentes (Bhadoria, P.B.S., 2011; Wier et al.,

2004; Macias et al., 2003;Ferreira et al., 2000).



2.- HONGOS ENDOFITOS

El término enddfito fue propuesto por De Bary en 1866 para definir a los “microorganismos
gue colonizan el tejido interno de las plantas”. Este término ha variado de acuerdo al avance
en el conocimiento en este campo. La definicion mas usada y completa, los describe como
“microorganismos que pueden ser hongos, bacterias, algas, cianobacterias o levaduras que
viven dentro de los tejidos de las plantas, en algin momento o durante todo su ciclo de vida,
sin causar dafio aparente o sintomas de enfermedad (Kusari et al., 2012; De Souza et al.,
2011; Devaraju et al., 2010; Rodriguez et al., 2009;Hyde et al., 2008; Tejesvi et al., 2007,
Gangulli et al., 2007; Maheshwari, 2006).

Se han encontrado hongos enddfitos en todas las especies de plantas que han sido
estudiadas: algas, musgos, hepaticas, manglares, coniferas, palmeras, cactaceas, liquenes y
numerosas especies de arboles y arbustos (Hundley, 2005; Arnold et al., 2005; Arnold et al.,
2001), pertenecientes a diversos tipos de ecosistemas que incluyen zonas tropicales,
bosques templados, boreales, en la taiga, también en el extremo artico y en ambientes
xéricos que son sitios donde existen condiciones de alta radiacién solar y poca humedad,
ademas de ambientes mesicos templados, es decir con un balanceado suministro de la

humedad (Mueller et al., 2004).

Los primeros estudios sobre hongos endéfitos se realizaron en plantas de la familia de las
gramineas a finales del siglo XIX. Diferentes grupos de investigacidn describieron la presencia
de micelio fungico en los pistilos y semillas de las plantas sanas de varias especies del género
Lolium (kusari et al., 2012; Sdnchez-Marquez, 2009). El interés que impulsé la investigacion
sobre los hongos enddfitos, se suscité debido a las pérdidas econdmicas en Estados Unidos y
Nueva Zelanda causadas por la intoxicacién de ganado alimentado con pasto Fetusca
arundinacea infectado por enddfitos del género Neotyphodium (Kusari et al, 2012 y

Zabalgogeazcoa et al., 2007).



2.1 CLASIFICACION

En general los enddfitos se clasifican en dos grupos importantes: los clavicipitaceos (C), que
colonizan ciertas especies de pastos y los no clacivipitdceos (NC) que se establecen en los
tejidos de helechos, coniferas, briéfitas, gimnospermas y angiospermas. Esta clasificacion se
basa en las diferencias entre la evolucidn, taxonomia, colonizacién de planta hospedera,
tejidos colonizados, transmisién y funciones ecolégicas (Rosa et al., 2011; Rodriguez, 2009;
Hyde et al., 2008). Estos grupos incluyen cuatro clases, la clase 1 pertenece a los endéfitos
clavicipitaceos que colonizan los pastos, muchos de ellos son categorizados como maleza en
los cultivos y su transmision se produce vertical (a través de semillas) y horizontalmente (se
adquiere del medio ambiente) (Premjanu, 2012). La clase 2 comprende especies del
subreino Dykaria que alberga a los Ascomicota o Basidiomicota y su transmisién también es
horizontal y vertical. Los endéfitos de la clase 3, se clasifican con base en su abundancia
dentro de los tejidos colonizados y su transmisidon es horizontal; incluye principalmente
ascomisetos de plantas vasculares y no vasculares, plantas lefosas y angiospermas de los
bosques tropicales. Por ultimo, la clase 4 comprende a los Ascomicetes que colonizan los
tejidos intra e intercelulares de las raices de las plantas y son denominados como DSE (del
inglés dark septata endophytes) y son endéfitos septados y oscuros (Rekha et al., 2013;

Kumari et al., 2012; Erach et al., 2011; Rodriguez, 2009 y Sanchez, 2009).
2.2 ESPECIFICIDAD DE TEJIDOS Y COLONIZACION

En los bosques tropicales se concentra una gran biodiversidad fungica, y comparados con
otros ecosistemas, en estos bosques coexisten abundantes microclimas y microhabitats que
dan como resultado la existencia de una gran variabilidad en la especificidad entre los
hongos enddéfitos y su hospedero natural. Un fendmeno que se ha registrado en zonas
tropicales y templadas, es el de la especificidad de los enddfitos por tejidos vegetales
particulares. Esta especificidad posiblemente permite una mayor abundancia en los recursos
disponibles y una disminucién de la competencia entre otros endéfitos que invaden la planta

(Gamboa, 2006; Alvarez et al., 2003). Los hongos endéfitos invaden los tejidos de las plantas
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a través de hendiduras, heridas o lenticelas (estructuras que permiten el intercambio de
gases con el ambiente), por medio de vectores horizontales bidticos (insectos) y abidticos
(agua de lluvia, viento, arboles) o utilizando enzimas hidroliticas como la celulasa o pectina;
de esta manera colonizan, viven y se reproducen dentro de las plantas hospederas (Zhao et
al., 2010; Gamboa, 2006; Maheshwari, 2006; Schulz et al., 2002). La colonizacion de los
tejidos de la planta por el enddéfito es el resultado de una secuencia de pasos complejos que
incluyen reconocimiento del hospedero por el hongo endéfito, germinacion de las esporas,
penetracién de la epidermis y colonizacion de los tejidos apropiados (Redlin et al., 1996).
Después de la colonizacién del hospedero, los endéfitos comienzan a establecerse en todos
los tejidos y érganos de la planta, habitando el apoplasto (espacio en el que circula el agua'y
los nutrientes), el vaso de la planta y el interior de las células (Gangulli et al., 2007). Los
hongos enddfitos se han encontrado en diversas partes de las plantas como hojas, tallos,
semillas, corteza, flores, frutos, xilema, raices e incluso drganos reproductores, es decir que
en las plantas vasculares su colonizacion es localizada (Kumari et al., 2013; Premjanu, 2012;

Arnold, 2005; Dighton et al., 2005).

2.3 TRANSMISION

Diversos estudios han mostrado que las semillas y las plantulas estan virtualmente libres de
endéfitos y aproximadamente después de 4 a 8 semanas es cuando las hojas o semillas
comienzan a ser colonizadas densamente (Zabalgogeazcoa et al., 2008; Abello et al., 2006;
Mueller et al., 2004; Arnold et al, 2003). La transmisién se puede dar de manera horizontal,
cuando el indculo es transportado a otra planta, es decir pasa de madre a hija por medio de
semillas. Este tipo de transmisién, es el mecanismo predominante por el cual se presenta la
dispersion de los hongos enddéfitos en diversos pastos, palmeras, bambuUes y otras
monocotileddneas, desarrolldandose dentro de los tejidos asintomaticamente. La transmision
vertical ocurre cuando las semillas progenitoras germinan generando una planta infectada
(Sanchez-Fernandez et al., 2013; Zabalgogeazcoa et al., 2008; Abello et al., 2006; Dighton et
al., 2005).
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2.4 ABUNDANCIA Y DIVERSIDAD TAXONOMICA

Se calcula que en el mundo existen alrededor de 300,000 especies de plantas superiores
(Baby et al., 2011; Staniek et al., 2008) y en México la diversidad se estima entre 23 mil y 30
mil especies (Montes-Belmont, 2009) En los ecosistemas tropicales se calcula que existen
aproximadamente 1.5 millones de especies endofiticas (Suryanarayanan et al., 2003;

Hawksworth, 2001; Arnold, 2001).

Los diversos estudios sobre los hongos enddfitos de plantas vasculares demuestran que la
mayoria de ellos pertenece a los Ascomicetos. Este grupo de hongos interactua
estrechamente con las plantas desde hace aproximadamente 460 millones de afos,
desempeiiando un importante papel en los cambios evolutivos sobre la tierra (Rosa et al.,

2011; Rodriguez et al., 2009; Arnold, 2005; Deshmukh et al., 2005).

2.5 INTERACCION PLANTA-HONGO ENDOFITO

La ubicuidad, abundancia y diversidad de los endéfitos en los bosques y selvas tropicales
sugiere que éstos y la planta hospedera interactian estrechamente. La interaccion planta-
enddfito resulta en un equilibrio finamente balanceado entre la comunidad fungica y la
planta hospedera, cuando este equilibrio se rompe, los microorganismos endéfitos se
pueden expresar como patégenos (Arnold, 2005). ¢Pero cdmo pueden los hongos endéfitos
activar los mecanismos de defensa de la planta hospedera y al mismo tiempo evitar ser
inhibidos por los metabolitos secundarios producidos por su hospedera? Los endéfitos al ser
patdgenos latentes comparten con los microorganismos fitopatdgenos los mismos factores
de virulencia que le permiten infectar y colonizar al hospedero. Para defenderse de esta
invasion la planta hospedera activa sus mecanismo de defensa hacia el enddfito y en
consecuencia el hongo responde empleando diversas estrategias de defensa que incluyen la
formacién de barreras fisicas, la produccién de metabolitos secundarios y las defensas que
son inducidas por factores externos (Kusari et al, 2012; Montes-Belmont, 2009;

Zabalgogeazcoa, 2006; Dighton et al., 2005; Stanley, 2002).
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Si los factores de virulencia de los hongos y las defensas de |la hospedera estan en equilibrio,
la relacién se mantiene aparentemente asintomatica o avirulenta, es decir, se establece una
relaciéon endofitica. Por el contrario, si el equilibrio se rompe por factores abidticos o por
senescencia, el resultado de la interaccién es la aparicién de enfermedad y/o la muerte de la
hospedera, es decir se establece una relacién fitopatégena. La virulencia del enddfito y la
defensa del hospedero son altamente influenciadas por factores biéticos, abidticos, y por la
disponibilidad de los nutrientes. La tolerancia de las dos partes a dichos factores, establece
el tipo de interaccidn. Asimismo este tipo de relaciones entre los endéfitos y las hospederas
pueden ser antagdnicas mutualistas o comensales (Kusari, 2012; Gangulli, 2007; Abello et al.,

2006; Arnold, 2006, 2005).

Muchos enddfitos son maestros del fendmeno llamado “plasticidad”, infectando como
endosimbiontes de manera criptica y finalmente desarrolldndose como un patdégeno o
saprofito (Staniek et al., 2008; Arnold, 2006). Por otra parte, algunos hongos endéfitos,
pueden desarrollar la capacidad para producir sustancias bioactivas iguales o similares a las
que se sintetiza su planta hospedera (Baby et al., 2011; Devaraju et al., 2010). A lo largo de la
evolucidn, la interaccién entre la planta hospedera y los enddfitos ha permitido que estos
ultimos se adapten al microambiente de su hospedera y mediante variaciones genéticas, que
incluyen la incorporaciéon de algunos fragmentos de ADN de la planta en su propio genoma,
asi como la inclusidon de segmentos de su propio ADN dentro del genoma de la planta, ha
dado como consecuencia que ciertos hongos endoéfitos posean la capacidad de biosintetizar
algunos metabolitos secundarios que originalmente sintetiza la planta hospedera (Baby et

al., 2011; Zhao et al., 2010).

2.6 PAPEL ECOLOGICO DE LOS HONGOS ENDOFITOS

Los enddfitos clavicipitaceos crecen sistémicamente a lo largo de las hojas y tallos infectando
a las plantas. Los beneficios que pueden aportar a la hospedera incluyen la tolerancia a los
metales pesados, la resistencia a la sequia, a los patdgenos, la reduccion de la herbivoria y

una mejora en el crecimiento de su planta hospedera. Por otra parte, los enddéfitos no
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clacivipitaceos colonizan localizadamente a las plantas lefiosas, existiendo una alta
diversidad de éstos dentro de los tejidos de las hospederas (Dighton et a./, 2005; Deshmukh

et al., 2005; Arnold et al., 2005; Arnold et al., 2003; Rodriguez, 2001).

Se ha observado que los hongos endéfitos pueden contribuir a la proteccion de su planta
hospedera por medio de tres mecanismos: 1) directos: por enzimas y/o metabolitos
secundarios con actividad anti-patégeno producidos directamente por el hongo endéfito; 2)
indirectos: consisten en la induccidn o incremento de la expresion de mecanismos de
defensa quimicos o fisiolégicos intrinsecos a su planta hospedera y 3) ecolégicos: se llevan a
cabo por ocupacién del nicho ecoldgico, hiperparasitismo y predacién (Allen et al., 2007;

Abello et al., 2006).

2.7 CRITERIOS DE SELECCION DE PLANTAS HOSPEDERAS PARA EL AISLAMIENTO DE LOS
HONGOS ENDOFITOS

Los bosques y selvas tropicales son un claro ejemplo de ecosistemas donde la diversidad
biolégica se correlaciona con la diversidad quimica. Esto sugiere que las especies de
endéfitos que habitan estos bosques que al ser muy diversas, constituyen una fuente de
moléculas innovadoras con actividad bioldégica (Gangulli, 2007; Barnerjee, 2011).
Considerando que 6 de cada 20 medicamentos preescritos son de origen fungico, los hongos
ofrecen un enorme potencial para aislar nuevos productos Utiles en la medicina, la industria
y la agricultura (Schulz et al., 2002). Uno de los requisitos importantes para el aislamiento de
los hongos enddfitos es la seleccidon adecuada de plantas hospederas que incrementen la
posibilidad de aislar hongos productores de metabolitos secundarios con actividad bioldgica.
Las estrategias para aislar hongos endéfitos consideran la diversidad de especies vegetales y
la capacidad que tienen los endéfitos de mejorar los mecanismos de defensa de sus
hospederas y de protegerlas del ataque de posibles enemigos (Devaraju et al., 2010; Gangulli

et al., 2007; Tejesvi et al., 2007).

-10 -
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Estas estrategias comprenden:

a) Especies de plantas con reconocido uso en la tradicidn medicinal, “criterio
etnomédico”.

b) Plantas que habitan en nichos ecolédgicos que sugieren que los microorganismos
juegan un rol de proteccidn contra otros microorganismos “criterio ecolégico”.

c) Plantas que crecen en condiciones extremas, por ejemplo, expuestas a altas o bajas
temperaturas, extrema radiacion solar, ambientes acuaticos y alta concentracion
salina.

d) Plantas que habitan en ecosistemas unicos, plantas que presentan una biologia
inusual y/o poseen estrategias novedosas de sobrevivencia.

e) Plantas que son endémicas y que presentan una longevidad poco usual o que han
vivido mucho tiempo en cierta area.

f) Plantas que crecen en dreas con gran diversidad bioldgica, son prospectos para

albergar una gran variedad de hongos endofitos.

La técnica mds usual para aislar hongos endoéfitos a partir de las plantas recolectadas y
seleccionadas de acuerdo con los criterios sefialados, es la esterilizacidn superficial del tejido
vegetal y la posterior siembra en un medio de cultivo adecuado (Padhi et al., 2013; Rosa et
al.,, 2011; Erach et al.,, 2011; Menéndez et al., 1997). Los hongos endéfitos que son
sembrados in vitro son afectados fuertemente por el medio en el cual crecen. Generalmente,
los enddfitos que se encuentran en una determinada hospedera crecen adecuadamente en
medios que contienen lixiviado de la especie hospedera de la cual fueron aislados (Dighton
et al., 2005). Mediante este procedimiento es posible conocer la diversidad y la abundancia
de especies de hongos y su distribuciéon entre los distintos 6rganos de la planta. Sin
embargo, es insuficiente para caracterizar el tipo de relacion existente entre cada enddfito y
su hospedera. Para ello, son necesarios estudios profundos acerca del papel ecoldgico de los
hongos en las complejas relaciones que establecen (Rosa et al., 2011; Erach et al., 2011;

Menéndez et al., 1997).

-11 -
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2.8. PAPEL DE LOS HONGOS ENDOFITOS EN LA AGRICULTURA MODERNA

La agricultura moderna se basa en el uso de agroquimicos sintéticos. Esta estrategia ha
resultado en un incremento en los costos de produccidn y ha contribuido a la contaminacion
del ambiente. De ahi la necesidad de buscar y desarrollar otras alternativas que permitan
reducir el nimero de aplicaciones de plaguicidas (Zhenhua et al., 2012; Gomez-Rodriguez, et

al., 2001).

Los hongos enddfitos constituyen una fuente alternativa para la obtenciéon de moléculas
potencialmente utiles en la agricultura. Por otra parte, son considerados candidatos idéneos
para el desarrollo de agentes de control biolégico. Para proponer un microorganismo
endofitico como un potencial agente de biocontrol se requieren ciertas caracteristicas. En
primer lugar, no debe ser patégeno de plantas, del hombre o de los animales, debe tener
una elevada capacidad de colonizacién y de reproduccion en los tejidos internos después de
su inoculaciéon en las plantas. Una poblacién que declina rapidamente tiene una baja
capacidad competitiva con la microflora presente en la planta. En segundo lugar, es muy
importante que tenga la capacidad de reproducirse abundantemente en condiciones in vitro
para asegurar su preproduccién y conservacion a nivel comercial, ademas, debe ser de facil

aplicacion (Chaves-Méndez, 2007).

Como se sefiald anteriormente, los enddfitos confieren un gran potencial adaptativo a las
especies vegetales hospederas, entre las que se encuentran una mayor resistencia a la
sequia al estrés oxidativo, suelos acidos o con altos contenidos de zinc y aluminio (Abello et
al., 2006), por otra parte, el uso biotecnoldgico de estos organismos o del producto de su
metabolismo secundario, los sitia como una fuente altamente prometedora para su
aplicacion en productos farmaceuticos o agroquimicos (Sanchez et al., 2013). Hasta ahora se
conocen muy poco de los mecanismos de accién de los compuestos bioactivos producidos
por hongos endodfitos, pero no se descarta la posibilidad de que se puedan desarrollar,

farmacos, fungicidas o herbicidas comerciales basados en productos naturales endofiticos y
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con estabilidad en el mercado tanto para uso en medicina, medicina veterinaria y

fitopatologia (Kaul et al., 2012; Montes-Belmont, 2009).

En paises en via de desarrollo, la falta de investigacion y el entendimiento de estos
microorganismos son un obstaculo, ya que actualmente se prioriza el uso de los recursos
para la investigacidon en temas que generan soluciones a corto plazo, dejando de lado el

potencial con que cuentan estos microorganismos y sus interacciones (Abello et al., 2006).

3. LOS XYLARIALES

El filum Ascomicota (ascomicetes) es considerado el grupo mas diverso y ecolégicamente
importante de los hongos. Posee una gran distribucién biogeografica, estableciéndose en
todos los reinos y habitats ecoldgicos. Se estima que contienen mas de 32, 000 especies
conteniendo 3, 400 géneros (Webster et al.,, 2007). Los ascomicetos se distinguen por la
presencia de un saco o asca donde se forman las esporas (unidades de reproduccién). Estos
organismos pueden comportarse como saprobios (creciendo en restos orgdnicos de diversas
clases), simbiontes (asociados a raices de los arboles formando micorrizas o asociados con
algas con las que forman los liquenes o como enddfitos) y parasitos de plantas (Medel et al.,

2010; Webster et al., 2007).

El orden de los Xylariales pertenece a los ascomicetos de la clase Hymenoascomicetes y
subclase Pirenomicetes que contienen alrededor de 92 géneros y 800 especies clasificadas
en 8 familias (Smith et al., 2003; Webster et a./, 2007). Los miembros de este grupo tienen
como caracteristica que producen estromas (Figura 1), por lo general de color negruzco que
puede ser unipartito, bipartito, unpericial y multipericial; los ascos son cilindricos y poseen
un anillo apical que reacciona con yodo tifiéndose de azul y las ascosporas son melanizadas

(Dennis, 1956; San Martin et al., 1998, Webster et al., 2007; Peldez et al., 2008).
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Figura 1. Ejemplos de estromas de Xylaria sp., en la naturaleza y en un cultivo en
caja Petri.

3.1 LA FAMILIA XYLARIACEAE

La familia Xylareaceae es la mds estudiada de los Xylariales, ya que es considerada como una
enorme fuente de compuestos activos, que muestran una amplia variedad de estructuras
quimicas. Los compuestos aislados se pueden agrupar principalmente en derivados de
dihidroisocumarinas, derivados del &cido susccinico, butirolactonas, citocalasinas,
sequiterpenos, derivados del naftaleno, derivados de la griseofulvina y de acidos grasos
(Whalley et al., 1999; Whalley, 1996; Whalley et al., 1995). Muchos miembros de esta familia
habitan como son pardsitos y saprdéfitos en plantas angiospermas; también se encuentran
distribuidos en la basura, en la tierra, el estiércol y asociados a insectos (Peldez et al., 2008;

Whalley, 1996; Rogers, 1979).

La investigacidn quimica y bioldgica de hongos pertenecientes a esta familia ha permitido
evidenciar sus propiedades farmacolégicas (Pinheiro et al., 2012), incluyendo su actividad
antimaldrica (Jiménez et al., 2008; Tanswan et al., 2007), antibidtica (Ratnaweera et al.,
2014; Liu et al., 2008), antioxidante (Xing Li et al., 2013), antifungica (Silva et al., 2010;
Pongcharoen et al., 2008), antiparasitaria (Abate et al., 1997) y anticancerigena ( Yu li et al,

2012; Silva et al., 2010).
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3.2 EL GENERO XYLARIA

Entre los hongos que pertenecen a la familia Xylareaceae, el género comunmente
encontrado es Xylaria Hill ex Schrank, con alrededor de 100 especies reportadas, muchas de
las cuales habitan en regiones tropicales y subtropicales (Abate et al., 1997; Edwards et al,
1991;). Los miembros de este género crecen comunmente sobre restos de madera, hojas
secas, frutos en descomposicion, en el suelo (quizds asociados a nidos de insectos) y algunas
especies fructifican en estiércol de diferentes herbivoros (San Martin et a./, 1998, Sung-Lee

et al., 2000).

Las especies endofiticas de Xylaria son dificiles de identificar y clasificar debido a que los
estromas de una misma especie varian mucho en color y tamafio, pudiendo ser filiformes
(apariencia de hilo), de un espesor en forma de salchicha, simple o bifurcado en la base o la
punta (Sung-Lee et al., 2000). Estas variaciones estan asociadas con las etapas de desarrollo,
la regidn geogréfica y la variabilidad (Sung-Lee et al., 2000). Este género constituye una
importante fuente de metabolitos secundarios con amplia diversidad estructural y bioldgica
(Pinheiro et al., 2012). Se han descubierto en Xylaria spp., nuevos compuestos como son las
xilaramida, xilarina, xiloquetales, globoscina y maldoxina, la mayoria de los cuales presentan

actividad antifungica (Mogollén et a.l, 2013).

3.3 XYLARIA COMO ENDOFITO

Los ascomicetos del género Xylaria representan un buen ejemplo de cémo los enddfitos que
habitan los trépicos difieren de los que habitan en climas templados. En las dreas templadas
las especies de Xylaria son mas conocidas como patdgenos y son raramente vistos como
endofitos (Bailey et al., 2006). Se encuentra entre los hongos enddfitos aislados de plantas
tropicales, incluyendo cultivos de café, platano, palmera, pudiendo también ser aislados de
orquideas, bromelias, helechos y de plantas no vasculares o briéfitas (Bailey et al., 2006;

Bayman et al., 1998).
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Una hipodtesis del papel de los endéfito del género Xylaria en la naturaleza, postula que estos
microorganismos esperan hasta que su hospedero envejezca, momento en el cual el
endofito puede comenzar la descomposicidon de los materiales de la pared celular (Davis et
al., 2003; Whalley, 1996). Los endodfitos xilariaceos emplean esta estrategia para tener una
ventaja sobre sus competidores saprofitos, habiendo ocupado con anterioridad el tejido,
antes del comienzo de la descomposicidén; sin embargo, teniendo en cuenta su drea de
distribucidén, la transmisidon se realiza por conidias o esporas. Por otra parte, Xylaria sp.,
muestra moderada especificidad hacia los tejidos de su hospedero, algunas especies parecen
limitarse a la corteza, mientras que otras se establecen principalmente dentro del tejido

vascular o en la venas de la hoja (Davis et al., 2003; Gamboa-Gaitan, 2006).

Estudios in vitro de hongos endéfitos del género Xylaria han demostrado la produccién
masiva de metabolitos activos, los cuales también pueden producirse cuando el hongo
habita en los tejidos vivos de las plantas (Mogollén et al., 2013; Davis et al., 2003), incluso se
ha demostrado que pueden proteger a su hospedador de necrosis foliar y muerte inducida

por algun patégeno (Arnold et al., 2003).

Aproximadamente, una tercera parte las especies representantes del género Xylaria han
sido estudiadas desde el punto de vista quimico y bioldgico. Muchos metabolitos nuevos
estructuralmente y activos bioldgicamente han sido aislados y incluyendo citocalasinas
(Klaiklay et al., 2012; Silva et al., 2010), eremofilanos (Shiono et al., 2005; Abate et al., 1997),
xyloquetales (Xing-Li et al.,2013; Lin et al., 2001; Yu-Wu et al., 2005), ciclopétidos (Wu et al.,
2011; Lin et al., 2001;), lactonas (Jiménez et al, 2008; Boonphong et al., 2001;
Pittayakhauanwut et al., 2009), xantonas (Healy et al, 2004; Davis et al., 2006),
sequiterpenos (Song et al., 2012; Silva et al., 2010; Isaka et al., 2010, Yu-Hu et al., 2008),
cumarinas (Liu et al., 2008; Caféu et al., 2005), sordacinas (Pongcharoen et al., 2008) y
derivados aromaticos (Wang et al., 2008 ;Xu et al., 2008).

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

diversas especies de Xylaria, asi como su actividad bioldgica.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria.

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

Acido helvdlico

Xylaria sp. de

Antimicrobiano contra

. . Anoectochilus Bacillus subtilis y Ratnaweera et al,
(Triterpenoide) 2014
setaceus Staphylococcus aureus.
HO
Actividad Antioxidante a
Xil | B Xing Li I, 201
loqueta Xylaria sp. través de la induccién de ing Li et al, 2013

(aflatoxina)

(No. 2508) de
Avicennia marina

HO-1 en las células
endoteliales vasculares y
en pez cebra.

Zhao et al., 2009
Chen et al., 2009

COOH

(3)

07H239-A
(sesquiterpeno del
tipo eremofilano)

Xylaria sp. BL321 de
un manglar

Inhibe la actividad de la
enzima a—glucosidasa de
cancer y es citotdxico
selectivo para células de
la linea CCRFCEM de
leucemia.

Song et al., 2012
McDonal et al.,
2004
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacién).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

Citocalasina H2
(citocalasina)

Xylaria sp. A23 de
Annona squamosa

Citotdxica contra lineas
celulares de mamiferos
de HelA (tumor de
cuello uterino humano) y
células HEK 293T(células
embrionarias del rifidn)

Yu lietal., 2012

19,20-
epoxicitocalasina
(citocalasina)

Xylaria sp. de Piper

19,20-
epoxicitocalasina C
(citocalasinas)

aduncum
(Piperaceae)

Antifungico contra
Cladosporium
cladosporioides y
C. sphaerospermum.
Citotoxicos contra lineas
celulares de mamiferos
de HelA (tumor de
cuello uterino humano) y
CHO (ovario de hamster
chino)

Silva et al., 2010
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacién).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

19,20-
epoxicitocalasina D
(citocalasina)

19,20-
epoxicitocalasina N
(citocalasina)

19,20-
epoxicitocalasina R
(citocalasinas)

Xylaria sp. de Piper
aduncum
(Piperaceae)

Antifingico contra
Cladosporium
cladosporioides y
C. sphaerospermum.
Citotoxicidad contra
lineas celulares de
mamiferos de HelA
(tumor de cuello uterino
humano) y CHO (ovario
de hamster chino)

Silva, et al., 2010
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacidn).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

(0

(10)

(3R,4R)-3,4-dihidro-
4,6-dihidroxi-3-
metil-1-oxo-1H-

isocromona-5-
carboxil
(isocromona)

HO "

(11)

Phaseolinona
(sesquiterpeno del
tipo eremofilano)

HO ™"

(12)

Phomenona
(sesquiterpeno del
tipo eremofilano)

Xylaria sp. de Piper
aduncum
(Piperaceae)

Moderada actividad
antifungica contra las
levaduras C.
cladosporiodes y C.
sphaerospermum.
Inhibe la actividad de Ia
AChE
(acetilcolinesterasa)

Oliveira et al,,
2011

Antifungico contra
Cladosporium
cladosporiodies (Fresen)
SPC140y C
sphaerospermum
(Perzig) SPC 491

Citotdxico contra lineas
celulares CHO (ovario de
hamster chino)

Silva et al., 2010
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacion).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad biolégica

Referencia

OH
OH H

1B, 70,100~ trihidro
xieremofil-11(13)-
en-12, 8B-olido
(sesquiterpeno del
tipo
eremofilano)

7a,100— dihidroxi-
1p—metoxieremofil-
11(13)-en-12, 8p-
olido
(sesquiterpeno del
tipo
eremofilano)

1o, 100—epoxi—7o—
hidroxierremofil-
11(13)-en-12, 8f3-

Xylaria sp. BCC
21097 de Licuala
spinosa

Moderada actividad
citotdxica contra células
KB, MCF-7, NCI-H187 y
Vero

Moderada actividad
citotdxica contra células
KB, MCF-7, NCI-H187 y
Vero.
Antimalarico
(Plasmodium falciparum
K1)

Moderada actividad
citotoxica.

Isaka et al., 2010

( .ct)lldo del Antifangico contra
>esqul grpeno € Candica albicans
tipo
(15) eremofilano)
CH Antimicrobiano contra
3
Staphylococcus aureus
! émmo 4 Xylaria sp. YX-28 de ther/.ch/a coll . .
metilcumarina ) . S. typhimurium, Yersinia Liu et al., 2008
. Gingko biloba L. .
NH o \O (cumarina) sp., Shigella sp.
Antifungico contra
(16) Candida albicans, etc.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacién).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

H,C

/O

(+)-Fomalactona
(lactona)

6-(1-propenil)-
3,4,5,6-tetrahidro-5-
hidroxi-4Hpiran-2-

ona
(18) (lactona)
OH
CHs
iy 5- hidroximeleina
(dihidroisocumarina)
OH (o]

Xylaria sp. Grev. de
Siparuna sp.
(Siparunaceae)

Antimalarico contra
Plamodiun falciparum,
citotdxico contra células
Vero.

Jiménez et al.,
2008

Sordaricina
(Diterpeno)

Xylaria sp. PSU-D14
de Garnicia dulcis.

Antifungico moderado
contra C. albicans.
ATCC90028
Inhibe el factor de
elongacion de la sintesis
de proteinas del hongo.

Pongcharoen et
al., 2008
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos endéfitos del género Xylaria (continuacion).

Metabolito secundario Nombre Organismo/origen Actividad biolégica Referencia
OH
Acido xylarénico
(sesquiterpeno)
(21)
xvlarenona A Citotdxicos contra
Y . Xylaria sp. NCY2 de células HelLA YuHuetal.,
(sesquiterpeno) . . .
Torreya jackii CHUN | Antibacteriano contra E. 2008

OaC

Xylarenona B
(sesquiterpeno)

coli; S aureus; B. subtilis
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos endéfitos del género Xylaria (continuacion).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

o
CH,

OCH,

2-cloro-2-metoxi-3-
-2,5-dieno-1,4-diona
(benzoquinona)

Xylaria sp. PBR 30 de

Antimalarico contra
Plasmodiun falciparum
cepa K1y citotdxico

Tanswan et al.,

SC;(ZZ?ZCZm contra Células Vero 2007
Jap (fibroblastos de higado
del mono verde africano)
Xylariaquinona A
(benzoquinona)
HO HO
D\ \‘EO o Xylaria sp.
. OCH; (- iami dXi 1
c - _— 3 ( )Xylarlamlda A (FRR56§?) de Toxico par.a Artemia Davis, 2005
I|_| (alcaloide) Glochidion salina.
0 ferdinandi
(26)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos endéfitos del género Xylaria (continuacion).

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

Metabolito secundario Nombre
COOH
H3C ~ CH; 2-hexil-3-metil-acido
butanodioico.
olicétido
COOH (57) (p )
CH,

Citocalasina D
(citocalasina)

Xylaria sp. de
Palicourea
marcgravii St.Hil.
(Rubiaceae)

Xylaria cubensis
PSU-MA34 de
Bruguiera parviflora

Antifungicos contra
Cladosporium
cladosporioides y
Cladosporium
sphaerospermum.

Caféu et al., 2005

Antifungicos contra
Cladosporium
cladosporioides y
Cladosporium
sphaerospermum.
También presenta
moderada actividad
antibacterial contra
Staphylococus aureus
ATCC 25923 y MSRA

Klaiklay et al.,
2012
Pongcharoen et
al., 2007
Caféu et al., 2005

Griseofulvina
(policétido)

Xylaria sp. F 0010 de

Declorogriseofulvina
(policétido)

Abies holophylla

Antifungico contra A.
mali; F. oxysporum; P.
capsici, varias especies
de Microsporum,
Epidermophyton y
Trychophyton.

Joong-Hyeop et
al., 2005
Caféu et al., 2005

Antifungico contra A.
mali; F. oxysporum; P.
capsici, etc.

Joong-Hyeop et
al., 2005

-25-




S

et

3 e

Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacion).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

Eremoxylarina A
(sequiterpeno del
tipo eremofilano)

Eremoxylarina B
(sequiterpeno del
tipo eremofilano)

Xylaria sp. YUA-026
de muestras de
plantas (ramasy

peciolos)

Actividad antimicrobiana
contra Staphylococus
aureus y Pseudomona

aeuroginosa.

Shiono et al.,
2005
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos del género Xylaria (continuacién).

Metabolito secundario

Nombre

Organismo/origen

Actividad bioldgica

Referencia

Xyloquetal F
(policétido)

Xylaria sp. #2508 de
Avicennia marina

Bloqueador de los
canales L de calcio de las
células del hipocampo en

ratas.

Yu Wu et al., 2005

Xyloquetal A
(policétido)

Xylaria sp. #2508 de
Avicennia marina

Inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa

Lin et al., 2001
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4. PTERIDIUM AQUILINUM

Pteridium aquilinum es un helecho que ha sido descrito como una de las cinco plantas mas
comunes en el planeta (Sahin, 1999). Su amplia distribucion resulta de su gran tolerancia al
estrés y a las perturbaciones ambientales, aspectos que responden al producto de una exitosa

combinacidn de caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas (Ramirez, 2007).

El género Pteridium es considerado una planta muy téxica (Nascimiento et al., 2002). Al ser
ingerido por el ganado produce afectaciones graves como avitaminosis, paralisis mecdnica,
padecimientos hematolégicos, ceguera permanente, neoplasia de la vejiga urinaria,
hemorragias internas y cancer (Sahin, 1999: Ramirez-Trejo et al., 2007). Pteridium también
produce sustancias alelopaticas que tienen capacidad de inhibir el establecimiento de otras
plantas cuando éstas se hallan en estado de semillas o esporas. Entre los metabolitos
secundarios que han sido aislados y que presentan actividad herbicida e insecticida se
encuentran taninos, glucdsidos cianogénicos, flavonoides y las ecdisomas (Veldzquez- Montes,

2001).

Los estudios quimicos y bioldgicos llevados a cabo sobre Pteridium aquilinum han permitido el
aislamiento de la astagalina, el 4cido fumdrico, la isoquercitina, acido succinico, la tilirosida
(Yung et al., 1973), el acido shikimico, la quercetina, el aquilade A, la ptaloquiosida y la
prunasina (Villalobos, 1985). El estudio realizado por Sahin (1999), permitié establecer que el
acido shikimico es carcinogénico para ratones, la quercetina es carcinégeno para ratas y
mutdgeno para Salmonella typhimurium; la aquilade A es mutagénico para células de
mamiferos (Villalobos, 1985); la ptaloquiosida, un norsesquiterpeno glicésidico, es un potente
cianogénico que causa la degeneracién retinal y aplasia mieloide. Este uUltimo compuesto
puede transferirse directamente a los humanos cuando consumen leche derivada de animales
gue han sido expuestos al helecho. Estos resultados permiten inferir que estos metabolitos
secundarios son los responsables de los efectos téxicos observados en el ganado y en los

humanos, asi como los efectos alelopaticos atribuidos a esta especie.
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HIPOTESIS

El enddfito Xylaria sp., aislado de Pteridium aquilinum puede constituir una fuente

de metabolitos secundarios novedosos con actividad aleloquimica, considerando

que este tipo de hongos contribuyen a la protencién de sus hospederas del ataque

de microorganimos y plantas competidoras.
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V.

OBIJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la relacion entre el efecto antagénico y el potencial aleloquimico del hongo

endofito Xylaria sp., aislado de Pteridium aquilinum, mediante la realizacion de bioensayos

de antagonismo directo y a través de la evaluacion del efecto de los extractos organicos

del medio de cultivo y del micelio, sobre el crecimiento de especies de enddfitos y de

fitopatdégenos de cultivos de importancia agroalimentaria y sobre el crecimiento de

especies vegetales. Lo anterior con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos

guimicos involucrados en las relaciones planta-enddfito, asi como participar en el posible

desarrollo de plaguicidas utiles en la agricultura moderna.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el potencial antagdénico del hongo endodfito Xylaria sp., mediante la
realizacion de bioensayos de antagonismo directo, utilizando las especies
fitopatdgenas Pestalotiopsis sp., Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Phytophthora
capsici, Alternaria solani y un hongo enddfito aislado de las hojas de Callicarpa

acuminata: Phomopsis sp.

Establecer las condiciones 6éptimas de crecimiento de Xylaria sp., mediante la
obtencién de cultivos en pequeia escala, verificando el desarrollo del microorganismo
en los medios de cultivo caldo papa, agar papa-dextrosa, sabouraud y jugo de ocho

verduras, incubando en condiciones estaticas y con agitacion controlada.

Obtener los extractos organicos a partir del medio de cultivo (particidon) y micelio

(maceracion) de Xylaria sp.

Determinar cuantitativamente el potencial antifingico de los extractos organicos del

medio de cultivo y del micelio, mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre
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el crecimiento radial de los microorganismos fitopatogenos F. oxysporum, P. capsici,

Rhizoctonia sp. y A. solani, empleando el método de dilucién en agar.

Evaluar cuantitativamente el efecto fitotdxico de los extractos de Xylaria sp.,
estableciendo su efecto sobre la germinacién y sobre el crecimiento de la raiz de las
semillas de Amaranthus hypochondriacus, S. lycopersicum vy Lolium multiflorum,

utilizando el método en caja de Petri.

Realizar cultivos en mediana escala empleando las condiciones dptimas de crecimiento
y obtener los extractos orgdnicos correspondientes. Verificar cuantitativamente el
potencial aleloquimico (actividad antifungica y fitotdxica) de los extractos del medio de

cultivo y del micelio.

Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios bioactivos, a partir de los
extractos crudos derivados del cultivo en mediana escala, mediante un
fraccionamiento quimico biodirigido, utilizando el método de dilucidon en agar, para

monitorear la actividad aleloquimica de las fracciones.

Determinar cuantitativamente el potencial aleloquimico de los compuestos presentes
en las fracciones activas, sobre el crecimiento de los microorganismos y plantas de

prueba.

Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la aplicacion

de métodos espectroscopicos, espectrométricos y de difraccion de rayos X.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL FUNGICO

El hongo enddfito Xylaria sp., fue aislado en el afo 2004 de las hojas sanas del helecho
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae) colectadas en la reserva ecoldgica “El
Edén”, en Quintana Roo (a los 21° 12" LN y 87° 11" LW). La identidad de este microorganismo

se establecié con base en sus caracteristicas morfoldgicas, macro y microscépicas.

2. ORGANISMOS DE PRUEBA

2.1 Microorganismos fitopatégenos

Se utilizaron tres hongos filamentosos o verdaderos (Eumycota): Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia sp., y Alternaria solani., el oomiceto (Oomycota) Phytophthora capsici. Todas las
cepas fueron donadas por la Doctora Olga Gémez del Colegio de Postgraduados en
Montecillo, Estado de México.

También fueron utilizados dos hongos aislados de las hojas de la planta Callicarpa acuminata
Humb et al. (Verbenaceae), colectadas en la reserva ecoldgica “El Eden”: el enddfito

Phomopsis sp., y el fitopatdgeno Pestalotiopsis sp.

2.2 Plantas de prueba

Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae), Solanum
lycopersicum (Solanaceae) y Lolium multiflorum (Poaceae). Las semillas de A. hypochondriacus
y de L. multiflorum se compraron en el Mercado de Tulyehualco, México, D.F., mientras que
las de S. lycopersicum en “Semillas Berentsen”, en el municipio de Celaya, Guanajuato,

México.
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3. BIOENSAYOS DE ANTAGONISMO ENTRE Xylaria sp. Y HONGOS FITOPATOGENOS

Los bioensayos de antagonismo directo se realizaron entre Xylaria sp. y dos hongos aislados
de las hojas de C. acuminata: Phomopsis sp. (endéfito) y Pestalotiopsis sp. (fitopatdgeno), asi
como entre Xylaria sp. y los fitopatdégenos de importancia econémica P. capsici (oomiceeto) y

Rhizoctonia sp., A. solani y F. oxysporum (hongos verdaderos).

Los microorganismos se inocularon, de acuerdo con sus tasas de crecimiento, en cajas de Petri
estériles de 10 cm que contenian 20 mL de medio papa dextrosa agar (PDA) preparado con
papas frescas. El enddfito Xylaria sp., es un microorganismo de crecimiento lento, por lo cual
se sembré 7 dias antes que los competidores de crecimiento medio F. oxysporum, A. solani,
Phomopsis sp., y Pestalotiopsis sp., y 9 dias antes que los competidores de crecimiento rapido

P. capsici y Rhizoctonia sp.

Cada competidor se sembrd utilizando indculos de micelios (5 mm de didmetro) de los
microorganismos previamente incubados en PDA por 10 dias. Los indculos se colocaron
equidistantes ocupando sélo un extremo de la caja Petri como se muestra en la Figura 2. Las
cajas de Petri se incubaron a 28 °C con fotoperiodos luz-oscuridad naturales (12:12 h). Los
bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. Todo
el procedimiento experimental se efectud en condiciones de esterilidad bajo una campana de

flujo laminar.

Los resultados del bioensayo se registraron e interpretaron después de 5 y 10 dias. Para los
bioensayos entre Xylaria sp. y los microorganismos de crecimiento rapido los registros fueron
a los dias 3 y 10 dias de interaccion. Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicién
del crecimiento de los diferentes competidores, comparando su crecimiento con respecto al
de los microorganismos control que fueron sembrados paralelamente, de acuerdo a la

siguiente formula:

b

a
% inhibicion = x100
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Donde a y b corresponden a los radios de crecimiento de Xylaria sp. (A) y de los diferentes

competidores (B).

Los datos obtenidos se examinaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA)
modelo | (a0 = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD, utilizando el programa

GraphPad Prism version 5.01 (Macias-Rubalcava et al. 2010; 2014; Armendariz, 2013).

Xylaria sp. Competidor

Figura 2 .Bioensayo de antagonismo en caja Petri entre Xylaria sp. (A) y los
microorganismos de prueba (B); donde a y b representan los
radios de crecimiento de cada microorganismo y Zl es la zona de
interaccidon antagdnica.

4. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO DEL HONGO
ENDOFITO Xylaria sp.

Las condiciones 6ptimas del cultivo de Xylaria sp. se establecieron realizando cultivos en
pequeiia escala (1 L) y verificando el desarrollo del microorganismo en diversos medios y
utilizando diferentes condiciones de incubacién.

Xylaria sp. se cultivd en condiciones estaticas y de agitacién a 180 rpm, a temperatura
ambiente con fotoperiodos de luz-oscuridad naturales 12:12 h, utilizando los medios de
cultivo caldo papa-dextrosa (CPD), caldo papa (CP), caldo Sabouraud dextrosa (Sabouraud) y
caldo jugo de ocho verduras (V8). En el Cuadro 1 se presenta la composicidon de los medios de
cultivo empleados. Los inéculos consistieron en cinco cortes circulares del micelio de Xylaria

sp., provenientes de un cultivo incubado anteriormente por un periodo de 15 dias en medio
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solido (PDA). Los cultivos en pequena escala de Xylaria sp., en condiciones estaticas, se
realizaron en matraces Fernbach de 2800 mL conteniendo 1 L de medio de cultivo y se
incubaron por un periodo de 2.5 meses.

Los cultivos en condiciones de agitacion se realizaron en dos matraces Erlenmeyer de 1 L
conteniendo 500 mL de medio de cultivo, incubandose por un periodo de 1.5 meses, con una

agitacién de 180 rpm utilizando un agitador orbital (orbital Shaker, Lab Line modelo 1250).

Cuadro 2. Medios de cultivo para determinar el
desarrollo 6ptimo de Xylaria sp.

Medio Composicion
trozos de papa peladas.....200 g
Papa dextrosa agar dextrosa.....ccceoecevenvennenennn. 20¢g
(PDA) F 12 | SRR 15g
agua destilada.......ccceeeeeennnnns 1L
Caldo de papa trozos de papa peladas ....200 g
dextrosa deXtrosa....cocceeevieveereeesinns 20g
(CPD) agua destilada ......ccevveeeee.n. 1L
Caldo papa trozos de papa peladas ....200 g
(CP) agua destilada ......cccevveeeee.n. 1L
Caldo Sabouraud peptona de carn(la .................. 5g
peptona de caseina............... 5g
dextrosa
. ® dextrosa.......oereviieneenerenne. 20g
Bioxon .
(sabouraud) agua destilada.......ccccccveunnnneee. 1L
pH=5.7
V-8.eirrierienevee e 180 mL
Caldo jugo de ocho Jugo . m
carbonato de calcio............... 2g
Verduras .
(v8) agua destilada................... 820 mL
pH=5.5

*Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave
a una temperatura de 120° durante 15 min.

Al término del crecimiento, se realizaron preparaciones microscépicas para descartar la
posibilidad de contaminacion por otros microorganismos. El producto de cada fermentacion
se filtré a través de varias capas de gasa para separar el micelio del medio de cultivo,
procediéndose a la obtencién de los extractos microbianos (Macias-Rubalcava et al., 2008;

2010; Sanchez, 2010; Armendariz, 2013).
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5. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS A PARTIR DEL MEDIO DE CULTIVO Y DEL

MICELIO DE Xylaria sp.

El micelio himedo obtenido de cada una de las fermentaciones se sometié a un proceso de
maceracion exhaustivo con 1 L de diclorometano (CH,Cl;) durante tres dias; el proceso
experimental se repitid en tres ocasiones. Utilizando el mismo procedimiento, se realizaron
cuatro extracciones adicionales con acetato de etilo (AcOEt). Los extractos resultantes se

filtraron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio.

Los extractos de los medios de cultivo se obtuvieron mediante sucesivas particiones
empleando CH,Cl, y AcOEt. La fase organica resultante se secé sobre sulfato de sodio anhidro
y se concentrd al vacio (Macias-Rubalcava et al., 2008; 2010; Sanchez, 2010 y Armendadriz,

2013).

Cada uno de los dos extractos obtenidos a partir del micelio y del medio de cultivo, generados
en los dos tipos de fermentacidn (estdticas o agitacidn), se analizaron utilizando cromatografia
en capa fina (CCF), observdandose que cada par de extractos (CH,Cl, y AcOEt), en iguales
condiciones de fermentacion, eran cromatograficamente similares, por lo que se combinaron
(extracto CH,Cl,-AcOEt medio de cultivo y extracto CH,Cl,-AcOEt del micelio), obteniéndose
asi dos extractos totales por condicidon de incubacidn. Los extractos resultantes (cuatro en
condiciones de agitacion y uno en condiciones estaticas), se evaluaron para determinar su
potencial aleloquimico (actividad antifingica y fitotdxica) utilizando el método en caja de Petri

(Macias-Rubalcava et al., 2008, 2010; Sanchez, 2010; Armendariz, 2013).

6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS DEL
MEDIO DE CULTIVO Y MICELIO DE Xylaria sp.

6.1 Determinacion del potencial antifungico

La determinacién cuantitativa del potencial antifiungico de los extractos organicos del medio
de cultivo, del micelio, de las fracciones cromatograficas y de los compuestos puros aislados

de Xylaria sp., se realizé mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre el crecimiento
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radial de los microorganismos fitopatdégenos F. oxysporum, A. solani, Rhizoctonia sp. y P.

capsici.

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 5 cm de didmetro y la concentracién de prueba
fue de 250 pug/mL. Para preparar la muestras se pesaron 20 mg de muestra y se disolvieron en
0.1-0.2 mL de CH30H, posteriormente se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y 40 mL
de PDA al 2%. En cada caja de Petri se colocaron 5 mL de la disolucidn resultante y se dejaron
solidificar a temperatura ambiente (temperatura de solidificacién ~ 40 °C). Enseguida se
colocd en el centro de cada caja un indculo de 0.5 cm de didmetro del microorganismo de
prueba obtenido de un cultivo en PDA previamente incubado por un periodo de 10 dias. Los
bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. Las
cajas se incubaron 3 dias (P. capsici y Rhizoctonia sp.) y 4 dias (F. oxysporum y A. solani),
dependiendo del microorganismo, a 28 °C con fotoperiodo luz fluoresente-oscuridad, 12:12 h.
Como control negativo se utilizaron PDA (1%) y PDA (1%)+CHsOH (0.1-0.2 mL) y como control
positivo se empled el fungicida comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim: Metilbencimidazol-
2-il carbamato) a una concentracién de 250 pg/mL, para hongos verdaderos y el Ridomil Gold
4E" (metalaxil-m) para los comicetos a una concentracién de 250 ug/mL. Al final del periodo
de incubacién se registraron dos medidas perpendiculares al diametro de los micelios. Los
datos obtenidos se trataron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) modelo | (o
= 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD, utilizando el programa GraphPad Prism
version 5.01 (Mead et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008; Sanchez 2010, Armendariz,
2013).

6.2 Determinacion del potencial fitotdxico

Los bioensayos de fitotoxicidad se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Para
preparar las muestras se pesaron 6 mg de extracto organico, fracciones o compuestos puros, y
se disolvieron en 0.1 mL de CH30H, posteriormente se agregaron 30 mL de agua destilada y 30
mL de agar al 2%, para obtener una concentracién final de 100 pug/mL. Se vertieron 5 mL de

las disoluciones en las cajas de Petri y se dejaron solidificar por completo (~ 40 °C). A
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continuacion, se colocaron aleatoriamente 10 semillas de cada una de las especies modelo en

las cajas de Petri y se incubaron en la oscuridad a 27 °C.

Posteriormente, la actividad fitotdxica se registr6 midiendo la longitud de las raices 24 h
después para las semillas de A. hypochondriacus, 48 h para las de L. multiflorum, y 72 h para
las de S. lycopersicum. Como controles negativos se utilizaron agar-agua al 1 % y agar-agua al
(1 %)-CH30H (0.1 mL) y como control positivo el herbicida comercial RIVAL® (Glifosato: sal
monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) a 100 y 200 pug/mL. Todas las determinaciones se
realizaron por cuadruplicado bajo un disefio completamente al azar. Los datos de crecimiento
de las plantas fueron examinados mediante un andlisis de varianza de una via, (ANOVA)
modelo | (a=0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD utilizando el programa GraphPad
Prism version 5.01 (Mead et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008; Sanchez 2010,
Armendariz, 2013).

Para las fracciones organicas de menor polaridad el bioensayo se realizé en cajas de Petri de 5
cm de didmetro que contenian un disco de papel filtro (Whatman No. 1). Se prepararon
disoluciones de cada fraccidon con una concentracién final de 100 ug/mL, pesando 2 mg de
muestra y disolviéndolos en 20 mL de Hexano (Hx), en seguida se vertieron 1.5 mL de cada
una de las disoluciones en las cajas de Petri y se permitidé la evaporacién completa del
disolvente. Posteriormente, se humedecié el papel filtro con 3 mL de agua destilada y a
continuacion se colocaron en las cajas de Petri 10 semillas de cada una de las especies de
plantas prueba, incubandose a 27°C en obscuridad. Los bioensayos se realizaron bajo un
disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. La actividad fitotdxica de los extractos
se registr6 midiendo el crecimiento radicular, para el caso de las semilla de A.
hypochondriacus a las 24 h, para las de L. multiflorum a las 48 h y para las de S. lycopersicum a

las 72 h (Macias-Rubalcava et al., 2010).
7. CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA DEL HONGO ENDOFITO Xylaria sp.

De acuerdo con las condiciones éptimas de crecimiento indicadas en el Cuadro 11 (Seccién de

Resultados y Discusidn), se realizd un cultivo en mediana escala del hongo endéfito Xylaria
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sp., utilizando 20 L de CPD, incubando en condiciones estaticas y otro de 5.5 L incubado en

condiciones de agitacion.

El cultivo en condiciones estaticas se realizé6 empleando cuatro garrafones de vidrio con
capacidad para 18 L, en cada garrafdén se adicionaron 5 L de CPD. Por otra parte, el cultivo en
mediana escala en condiciones de agitacidn se realizo utilizando 11 matraces Erlenmeyer de 1
L conteniendo 0.5 L de CPD. Posteriormente, cada garrafén y/o matraz se inoculd, en
condiciones de esterilidad, con 5 cortes de 10 mm de didmetro con el micelio de Xylaria sp.,
previamente incubada por un periodo de 10 dias en PDA. Por ultimo, se sellaron con un tapdn
estéril de tela de gasa. El cultivo en condiciones estaticas se mantuvo en incubacidn durante
un periodo de 4 meses. Para el cultivo en condiciones agitacion se utilizé un equipo orbital
Shaker, Lab Line modelo 1250, a 180 rmp, manteniendo la incubacién durante 2 meses;
ambos cultivos se mantuvieron con fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad (12:12 h), a una
temperatura de 28°C (Sdnchez, 2010; Armendariz, 2013).

Al término de la incubacién se obtuvieron los extractos organicos y se verificd su potencial
fitotdxico y antifungico siguiendo los procedimientos experimentales descritos en el

Numeral 6

8. ESTUDIO QUiMICO

8.1 Métodos cromatograficos generales

Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de Xylaria sp., obtenidos en mediana
escala, se fraccionaron mediante cromatografia de adsorcién en columna abierta, empleando
gel de silice (Silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). Los analisis
cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas convencionales, utilizando
placas de aluminio cubiertas con gel de silice (Silica Gel 60 GF,s4 Merck de 0.25 mm de
espesor), y diversos sistemas de elucidon (Hex-CH,Cl,, CH,Cl,, y CH,Cl,-MeOH, en diversas
proporciones). La visualizacién de las placas se realizé con luz UV (onda corta, 254 nm y onda
larga, 365 nm) y como agentes cromogénicos se emplearon sulfato cérico (12.0 g sulfato

cérico mas 22.2 mL acido sulfurico concentrado y 350.0 g de hielo), acido sulfurico al 10 % vy
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reactivo de Dragendorff; para evidenciar el color propio de los compuestos, fue necesario

calentar cada cromatoplaca por dos minutos a 110 °C (Ghisalberti, 1993). La cromatografia
preparativa en capa delgada se realiz6 empleando placas de vidrio cubiertas con gel de silice
60 GF,54 Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 y 2.0 mm de espesor, aplicando en cada cromatoplaca

aproximadamente 10 y 100 mg de muestra, respectivamente.

8.2 Fraccionamiento primario de los extractos organicos de Xylaria sp.

Los extractos activos del medio de cultivo (2.5 g en condiciones estaticas y 0.69 g en
condiciones de agitacion) y del micelio (1.94 g en condiciones estaticas y 1.98 g en condiciones
de agitacidén), se fraccionaron mediante una cromatografia en columna abierta utilizando 150
g de gel de silice; exceptuando el extracto organico del medio de cultivo en condiciones de
agitacion, el cual se fracciond utilizando 40 g de gel de silice. Para los extractos organicos del
medio de cultivo en condiciones de incubacién estaticas y con agitaciéon, se obtuvieron 200 y
94 fracciones de 50 mL cada una, respectivamente. Para los extractos del micelio fueron 151y
157 fracciones, respectivamente, también de 50 mL cada una. Aquellas fracciones que
presentaron caracteristicas cromatograficas similares se combinaron para generar los grupos
de fracciones indicados en los Cuadros 3-6, en donde ademas se resumen los sistemas de
elucién empleados. El efecto fitotdxico y antifungico de las fracciones primarias se evalué

empleando el método de dilucion en agar (Numeral 6 de esta seccion).

Cuadro 3. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del
extracto del medio de cultivo CPD en condiciones estaticas de Xylaria sp.

Sistema de Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
elucién % obtenidas reunidas (mg)
Hexano 100 1-18

Hexano-CH,Cl, 90:10 19-24

Hexano-CH,Cl, 80:20 25-36 1-56 | Me-E 74.6

Hexano-CH,Cl, 60:40 37-46

Hexano-CH,Cl, 40:60 47-56

Hexano-CH,Cl, 20:80 57-66 57-104 Il Me-E 33.8
CH,Cl, 100 67-83

CH,Cl,- MeOH 99:1 84-113 105-110 Il Me-E *;** | 214.7
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Cuadro 3. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del extracto del
medio de cultivo CPD en condiciones estaticas de Xylaria sp. (continuacién).

Sistema de Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
elucion % obtenidos reunidas (mg)
CH,Cl,- MeOH 98:2 114-123 111-131 IV Me-E *;** | 196.9
CH,Cl,- MeOH 97:3 124-141
132-153 V Me-E * 95.4
CH,Cl,- MeOH 96:4 142-153
CH,Cl,- MeOH 95:5 154-163 1?:12; \\//III “l\,/llZ-IIEE 14568
164-168 VIlIMeE * 168.7
CH,Cl,- MeOH 90:10 164-174 169-172 IX Me-E 67.0
173-174 X Me-E * 67.8
CH,Cl,- MeOH 80:20 175-184 175-178 XI Me-E * 213.8
179-184 Xl Me-E 93.8
CH,Cl,- MeOH 70:30 185-194 185-18 XIll Me-E 62.0
189-194 XIV Me-E 335
CH,Cl,- MeOH 50:50 195-200 195-200 XV Me-E 43.0

*Fracciones fungitdxicas; **Fracciones fitotoxicas.

micelio en condiciones estaticas de Xylaria sp.

Cuadro 4. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del extracto del

Sistema de Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
elucion % obtenidos reunidas (mg)
Hexano-CH,Cl, 50:50 1-15 1-20 | Mi-E ** 63.5
Hexano-CH,Cl, 40:60 16-25 21-29 [l Mi-E 147
Hexano-CH,Cl, 30:70 26-35 30-39 Il Mi-E 3.4
Hexano-CH,Cl, 20:80 36-46 40-46 IV Mi-E ** 0.4
Hexano-CH,Cl, 10:90 47-55 47-50 V Mi-E 4.8
CH,Cl, 100 56-73 51-59 VI Mi-E 1.2
60-66 VII Mi-E 215

CH,Cl,- MeOH 99:1 74-91 67-91 VIII Mi-E * 63.0
CH,Cl,- MeOH 98:2 92-103 92-94 IX Mi-E 2.3

95-98 X Mi-E * 144.4

99-100 Xl Mi-E 92.4

CH,Cl,- MeOH 97:3 104-119 101-114 XII Mi-E * 112.7
CH,Cl,- MeOH 96:4 120-129 115-122 X1l Mi-E 15.2

CH,Cl,. MeOH 95:5 130-138 123-134 XIV Mi-E * 109.0
135-138 XV Mi-E * '

CH,Cl,. MeOH 90:10 139-143 139-143 XVI Mi-E * 50.9

CH,Cl,. MeOH 80:20 144-150 144-150 XVII Mi-E 314.7
CH,Cl,. MeOH 50:50 151 151 XVIII Mi-E 92.0

*Fracciones fungitdxicas; **Fracciones fitotdxicas.
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Cuadro 5. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del extracto del
medio cultivo en condiciones de agitacién de Xylaria sp.

Sistema de Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
elucion % obtenidas reunidas (mg)
Hexano 100 1-10 1-15 | Me-A 2.9

Hexano-CH,Cl, 50:50 11-22 16-25 Il Me-A 6.3
Hexano-CH,Cl, 40:60 23-28
Hexano-CH,Cl, 30:70 29-34
Hexano-CH,Cl, 20:80 35-39 26-40 Il Me-A 36
Hexano-CH,Cl, 10:90 40-44
CH,Cl, 100 45-46 41-59 IV Me-A 2.9
CH,Cl,. MeOH 99:1 47-55
CH,Cl,. MeOH 98:2 56-61
CH,Cl,. MeOH 97:3 62-65 60-74 vV Me-A 118.0
CH,Cl,. MeOH 96:4 66-73
CH,Cl,. MeOH 95:6 74-83 75-84 VI Me-A 35.3
CH,Cl,. MeOH 94:10 84-88
CH,Cl,. MeOH 90:10 89-94 85-94 VIl Me-A 34.2

Cuadro 6. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del extracto del
micelio en condiciones de agitacion de Xylaria sp.

Sistema de .. Fracciones | Fracciones Peso
., Proporcion . . Clave
elucién obtenidos reunidas (mg)
Hexano-CH,Cl, 50:50 1-18 1-22 | Mi-A 70.4
Hexano-CH,Cl, 40:60 19-28
Hexano-CH,Cl, 30:70 29-38 49.6
Hexano-CH,Cl, 20:80 39-48 23-71 Il Mi-A **
Hexano-CH,Cl, 10:90 49-58
CH,Cl, 100 59-70
CH,Cl,. MeOH 99:1 71-80 72-78 [l Mi-A ** 41.4
CH,Cl,. MeOH 98:2 81-92 79-91 IV Mi-A 18.4
CH,Cl,. MeOH 97:3 93-102 92-96 V Mi-A * 17.8
CH,Cl,. MeOH 96:4 103-115 97-108 VI Mi-A * 163.5
109-116 VIl Mi-A * 78.4
CH,Cl,. MeOH 95:5 116-124
117-130 VIl Mi-A * 77.5
CH,Cl,. MeOH 94:6 125-134 IX Mi-A * 118.0
CH,Cl,. MeOH 90:10 135-144 131-140 X Mi-A * 173.6
CH,Cl,. MeOH 80:20 145-156 12;:14512 X1 Mi-A * 216.6
CH,Cl,. MeOH 50:50 157 157 XIl Mi-A * 62.4

*Fracciones fungitdxicas; **Fracciones fitotoxicas.

-42 -



S

i

PR

9. SEPARACION Y PURIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

9.1 Obtencion de la punctaporonina B

La punctaporonina B (35) precipité de manera espontanea a partir de los extractos crudos del
medio de cultivo en condiciones estaticas y agitacién, como un sdlido cristalino incoloro. Tras
sucesivos lavados con Hexano, CH,Cl,, CHCl;, AcOEt, Acetona y MeOH vy posterior
recristalizacion de CH,Cl,-MeOH (1:1) se obtuvieron 30 mg de punctaporonina B (35) con un

p.f. de 185-187°C (Anderson et al., 1984, 1988; Edwards et al., 1989, Deyup et al., 2006).

9.2 Obtencion del acido succinico

El compuesto (36) precipitd de manera espontanea como un sélido cristalino de color blanco a
partir del extracto del micelio del cultivo generado en condiciones estdticas. El sélido se lavo
con diferentes disolventes (Hexano, CH,Cl,, CHCl;, AcEtO, Acetona y MeOH), y se sometid a
sucesivas recristalizaciones con una mezcla de acetona-MeOH (1:1), obteniéndose 137 mg de
acido succinico (36) con un p.f. de 184-188°C (Chen et al., 2007, Yang et al., 2007; Wang et al.,
1973,).

9.3 Obtencion de la 5-carboximeleina

De las fracciones primarias VI-Me-E (15.8 mg), VII-Me-E (4.6 mg) y VIlI-Me-E (168.7mg),
precipité un sélido amorfo de color blanco, el cual, tras sucesivos lavados con diferentes
disolventes orgdnicos (Hexano, CH,Cl,, CHCl;, AcEtO, Acetona y MeOH) y de una
recristalizacion con una mezcla de CH,Cl,-MeOH (9:1) generd 6.3 mg de (-)-(3R)-5-carboxi-3,4-
dihidro-8-hidroxy-3-metil isocumarina o 5-caboximelleina (37), con un p.f. de 247-249 °C
(Klalklay et al., 2012; Wu et al., 2011; Rukachaisirikul et al., 2009; Pongcharoen et al., 2007;
Chen et al., 2006; Wang et al., 2003; Chinworrungsee et al., 2001; Okuno et al., 1986; Claydon
et al., 1985; Anderson et al., 1983Alvaranga et al., 1978).
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10. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FiSICAS, ESPECTROSCOPICAS Y
ESPECTROMETRICAS DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen sin corregir.
Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RNM-'H) y de carbono-13 (RMN-
13€) se generaron en un aparato Brucker DM X500. Todos los espectros se registraron en CDCl;
y los desplazamientos quimicos (6) se asignaron en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS)
empleado como referencia interna. Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un
espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599B, en pastilla de KBr y en pelicula. Los
espectros en el ultravioleta (UV) se registraron en un espectrofotometro Perkin-Elmer,
modelo 202. Los espectros de masas se registraron en un aparato JEOL JMS-AX505 HA
mediante introduccion directa a 70 eV. El analisis de difraccion de rayos X se efectud en el

Instituto de Quimica, en un difractdmetro Nicolet R3m.
11. DETERMINACION DEL POTENCIAL CITOTOXICO DE LOS COMPUESTOS PUROS

La evaluacién del potencial citotéxico de los compuestos aislados de Xylaria sp. se efectud
sobre seis lineas celulares cancerosas de humano: glia de sistema nervioso central (U25),
prostata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU), evaluados a
una concentracion de 50 pg/mL. Este bioensayo se realizdé en el laboratorio de pruebas
Bioldgicas del Instituto de Quimica, UNAM, por la M. en C. Ma. Teresa Ramirez Apan,
siguiendo el protocolo descrito por el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos de

Norteamérica.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de determinar el efecto antagénico del
hongo endéfito Xylaria sp. sobre diferentes microorganismos endoéfitos y fitopatdgenos, asi
como para estudiar el potencial aleloquimico de los extractos organicos del medio de cultivoy
del micelio, sobre el crecimiento de diferentes microorganismos y plantas, con el fin de
contribuir al conocimiento de los aspectos quimicos involucrados en las relaciones que se
establecen entre las plantas hospederas y los hongos enddfitos. Asimismo, aportar al posible

desarrollo de nuevos agentes de control de plagas y enfermedades.

Para un mejor analisis, los resultados obtenidos se dividieron en seis secciones: 1)
determinacion del efecto antagdnico sobre el crecimiento de microorganismos endéfitos y
fitopatdgenos; 2) determinacion de las condiciones éptimas de crecimiento de Xylaria sp.,
mediante la obtencidn de cultivos en pequeiia escala en condiciones de incubacidn estaticas y
con agitacidn; 3) evaluacidon cuantitativa del efecto alelopatico (actividad antifungica y
fitotdxica) de los extractos organicos obtenidos del medio de cultivo y micelio; 4) obtencién y
evaluacién bioldgica de los extractos organicos derivados de cultivos en mediana escala; 5)
aislamiento, purificacién y caracterizacion de los metabolitos secundarios mayoritarios
presentes en los extractos y fracciones activas del hongo endéfito Xylaria sp. y 6) evaluacién
bioldégica de los metabolitos secundarios aislados de las fracciones activas, mediante la
determinacion de su efecto sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatégenos,

tres plantas prueba vy seis lineas celulares.

1. BIOENSAYO DE ANTAGONISMO DIRECTO

La determinacion del potencial antagdnico de Xylaria sp. se realizé mediante bioensayos de
antagonismo directo entre este enddfito y tres hongos fitopatégenos: F. oxysporum,
Rhizoctonia sp. y A. solani; un oomiceto fitopatdgeno: P. capsici y un hongo enddfito, asi como
un fitopatégeno aislados de C. acuminata: Phomopsis sp. y Pestalotiopsis sp.,

respectivamente.

-45-



Y

s

Con la finalidad de establecer la tasa de crecimiento del hongo endéfito Xylaria sp., se realizd
una curva de crecimiento en medio PDA. La tasa de crecimiento observada para este
microorganismo es de 4.2 cm?/dia (Figura 3). Con base en este resultado se establecié que el
hongo endéfito Xylaria sp. aislado de P. aquilinum es un microorganismo de crecimiento
lento, por lo cual se sembré 7 dias antes que los competidores de crecimiento medio (F.
oxysporum, A. solani, Pestalotiopsis sp. y Phomopsis sp.) y 9 dias antes que los competidores

de crecimiento rapido (P. capsici y Rhizoctonia sp.) (Armenddriz, 2013).

60 -

Crecimiento en cm?

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Figura 3. Crecimiento en cm? de Xylaria sp. en cultivos en PDA en funcién del
tiempo.

Los resultados de crecimiento e interaccion macroscoépica entre Xylaria sp. y los
microorganismos de crecimiento medio se registraron e interpretaron 5y 10 dias después de
haber sido sembrados, y después de 3 y 10 dias para los bioensayos entre Xylaria sp. y los
microorganismos de crecimiento rdpido. Los resultados se expresan en porcentaje de

inhibicién del crecimiento de los diferentes competidores.
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1.1 ANTAGONISMO COMPETITIVO ENTRE Xylaria sp. Y DOS HONGOS AISLADOS DE

Callicarpa Acuminata.

1.1.1 Antagonismo entre Xylaria sp. y el endéfito Phomopsis sp.

En la Figura 4 se observan los micelios en contacto de Xylaria sp. y del endéfito Phomopsis sp.
en el bioensayo de antagonismo directo. Xylaria sp. inhibié el crecimiento de Phomopsis sp.
de una forma dependiente del tiempo, siendo el 40% a los 5 dias de interaccidn (Figura 4A) y
del 56% a los 10 dias del ensayo (Figura 4B). Como resultado de esta interaccidn, el micelio de

Xylaria sp. cambid de morfologia y se torné mds oscuro.

Figura 4. A. Bioensayo de antagonismo entre los hongos endéfitos
Xylaria sp. (izq) y Phomopsis sp.(der) a los 5 dias de interaccion.
B. Interaccidn antagodnica a los 10 dias.
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1.1.2 Antagonismo entre Xylaria sp.y el fitopatogeno Pestalotiopsis sp.

En la Figura 5 se observa que Xylaria sp. y Pestalotiopsis sp. crecen sin que sus micelios entren
en contacto durante el bioensayo de antagonismo directo. En este caso Xylaria sp. inhibié el
crecimiento de Pestalotiopsis sp. en un 44% después de 5 dias de interaccién (Figura 5A) y en

un 40% a los 10 dias del ensayo (Figura 5B).

Figura 5. A. Bioensayo de antagonismo entre Xylaria sp. (izq) y el
hongo fitopatdgeno Pestalotiopsis sp. (der) a los 5 dias de
interaccion. B. Interaccidén antagdnica a los 10 dias.

1.2. ANTAGONISMO COMPETITIVO ENTRE Xylaria sp. Y MICROORGANISMOS
FITOPATOGENOS DE IMPORTANCIA ECONOMICA

1.2.1 Antagonismo directo entre Xylaria sp. y Phytophtora capsici

En la Figura 6A se presenta la interaccién antagodnica entre Xylaria sp. y el oomiceto P. capsici
a los 3 dias de crecimiento. Xylaria sp. inhibié el crecimiento del oomiceto en un 76%. Sin

embargo, P. capsici comienzd a crecer sobre Xylaria sp. El micelio de ambas especies cambid
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de morfologia con respecto a los controles de crecimiento, observandose que el de Xylaria sp.
se tornd mas oscuro, mientras que el de P. capsici adquirié una apariencia mas algodonosa. En
la Figura 6B se muestra el antagonismo después de 10 dias, observandose que Xylaria sp.
mantuvo la inhibicidn sobre el crecimiento de P. capsici (60%) , a pesar de que el oomiceto

continud creciendo sobre el endéfito.

Figura 6. A. Bioensayo de antagonismo entre Xylaria sp. (izq) y el
oomiceto fitopatdgeno P. capsici (der) a los 3 dias de interaccion. B.
Interaccidon antagdnica a los 10 dias.

1.2.2 Antagonismo directo entre Xylaria sp. y Rhizoctonia sp.

En la Figura 7A se muestra la interaccion antagdnica entre Xylaria sp. y el fitopatégeno
Rhizoctonia sp. a los 3 dias de crecimiento. Rhizoctonia sp. se inhibid en un 32% por la
presencia de Xylaria sp. Los micelios de ambos microorganismos crecieron en contacto
observandose una proliferacién abundante de hifas por parte del fitopatdogeno, formandose

asi una barrera micelial de color blanco y textura plumosa bien definida entre ambos
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competidores. Después de 10 dias de crecimiento se observd una fuerte competencia entre
los dos microorganismos (Figura 7B) y Rhizoctonia sp. se desarrollé sobre Xylaria sp.,

inhibiéndola en un 16%.

Figura 7. A. Bioensayo de antagonismo entre Xylaria sp. (izq) vy el
hongo fitopatdgeno Rhizoctonia sp. (der) a los 3 dias de interaccion.
B. Interaccién antagdnica a los 10 dias.

1.2.3 Antagonismo directo entre Xylaria sp. y Alternaria solani

En la Figura 8A se muestra la interaccidon antagdnica entre A. solani y Xylaria sp. a los 5 dias de
crecimiento. Se observa una mayor proliferacion de las hifas de Xylaria sp. en la zona de
interaccidon, ademas de un crecimiento sobre A. solani que abarcé hasta la zona del inéculo.

En este caso la inhibicion del crecimiento del fitopatégeno fue del 52%. A los 10 dias de
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interaccion, la proliferacion de hifas de Xylaria sp. y el crecimiento sobre A. solani continuaron

de manera evidente, inhbiéndolo en un 100% (Figura 8B).

B
Figura 8. A. Bioensayo de antagonismo entre Xylaria sp. (izq) vy el
hongo fitopatégeno A. solani (der) a los 5 dias de interaccion. B.
Interaccidon antagonica a los 10 dias.

1.2.4 Antagonismo directo entre Xylaria sp. y Fusarium oxysporum

En la Figura 9A se observa el bioensayo de antagonismo realizado entre Xylaria sp. y el hongo
fitopatdgeno F. oxysporum a los 5 dias de crecimiento. Los micelios de los microorganismos
crecieron hasta entrar en contacto, formandose una barrera micelial blanca por parte de
Xylaria sp. El crecimiento de F. oxysporum fue inhibido en un 52 % debido a la presencia de
Xylaria sp. En la Figura 9B se representa el antagonismo a los 10 dias de interaccién. La
barrera micelial de Xylaria sp. desarrolld una mayor superficie, extendiéndose sobre el

fitopatdgeno e inhibiendo su crecimiento en un 75%.
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Figura 9. A. Bioensayo de antagonismo entre Xylaria sp. (izq) vy el
hongo fitopatégeno F. oxysporum i (der) a los 5 dias de interaccion.
B. Interaccién antagdnica a los 10 dias.

En resumen, los resultados de los bioensayos de antagonismo entre el hongo endéfito Xylaria
sp. y los diferentes microorganismos competidores, permiten establecer que Xylaria sp. posee
potencial antifungico, ya que los inhibid significativamente. Por otra parte, los porcentajes de
inhibicion provocados sobre el crecimiento de Xylaria sp., debidos a la presencia de los
diferentes microorganismos competidores no son significativos, confirmando que este hongo

enddfito presenta importante potencial antifungico.
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Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los
microorganismos competidores de Xylaria sp. en los bioensayos de
antagonismo.

Tipo de Microorganismo | % de inhibicion | % de inhibicion
microorganismo competidor inicial* final**

Enddfito Phomopsis sp. 40 56
Fitopatdgeno Pestalotiopsis sp 44 40
P. capsici 76 60
Rhizoctonia sp 32 16
A. solani 52 100
F. oxysporum 52 76

*5 dias de interaccion, ¥**10 dias de interaccion.

2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO DE Xylaria sp. Y
EVALUACION DEL POTENCIAL ALELOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DEL MEDIO
DE CULTIVO Y MICELIO

Las condiciones éptimas de crecimiento del hongo endéfito Xylaria sp. se establecieron
mediante la realizacidon de cultivos en pequeiia escala (1 L), monitoreando el desarrollo del
microorganismo en cuatro diferentes medios de cultivo utilizando diferentes condiciones de
incubacidén: estaticas y con agitacién orbital a 180 rpm, por un periodo de 2.5 y 1.5 meses
respectivamente, empleando un fotoperiodo de luz artificial-obscuridad 12:12 h a una

temperatura de 28 °C.

Los medios de crecimiento seleccionados (Cuadro 2, seccion Parte Experimental) para la
optimizacién de las condiciones de cultivo de Xylaria sp. se utilizan ampliamente en el cultivo
de microorganismos fungicos (Frisvad et al., 2008; Ulloa y Hanlin, 1978). En trabajos previos
realizados por el grupo de trabajo, se demostrd que el medio de cultivo papa dextrosa natural,
es eficaz para el crecimiento de los hongos enddfitos (Armenddriz, 2013; 2011; Macias

Rubalcava et al., 2010, 2008; Sanchez 2010).

Los extractos organicos se obtuvieron a partir del medio de cultivo mediante un proceso de

particion y del micelio humedo mediante maceracidén exhaustiva, utilizando como disolventes
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organicos CH,Cl, y AcOEt. En el Cuadro 8 se presentan los rendimientos de los extractos

organicos obtenidos y la biomasa producida, de los cuatro medios de cultivo seleccionados.

Con excepcion del cultivo en papa dextrosa, no se obtuvo un desarrollo adecuado de Xylaria
sp. en condiciones de incubacién estdticas. Respecto a los cultivos en condiciones de
agitacioén, en general, se observan diferencias considerables en el rendimiento de la biomasa
generada, asi como en la cantidad de extractos organicos en funcidon del medio de cultivo
empleado. Los mayores rendimientos se obtuvieron utilizando los medios de cultivo caldo
papa dextrosa (CPD) y Sabourau, mientras que el medio caldo papa (CP) presenté el menor

rendimiento de extractos organicos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Rendimiento de los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio
de los cultivos de Xylaria sp. en pequefia escala (1 L).

Medio Condiciones de !Derlodo.(?e Extra?to Exfrac.to Biomasa
de cultivo fermentacion incubacion medio micelio ()
(meses) (mg/L) (mg/L)

Caldo papa Estatico 2.5 131.7* 300.0* 7.76
dextrosa (CPD) Agitacion 15 648.0* 869.7* 38.8
V8 Agitacion 1.5 27.8 33.1 4.5
Sabouraud Agitacion 1.5 248.6* 171.8* 6.8
Ca"igpr;apa Agitacion 15 11.8 25.8 1.13

* Mayor rendimiento de extractos orgdnicos, producido por los medios de cultivo seleccionados.

Posteriormente, el analisis cromatografico en capa fina (CCF) de los extractos obtenidos
evidencid las diferencias en la composicion metabdlica entre los extractos del medio de
cultivo y del micelio, por lo que se decidié evaluarlos por separado. Por otra parte, el perfil
metabdlico de los extractos orgdnicos derivados de los cultivos PDA tanto en condiciones de
incubacidn estaticas como en agitacién, se observé una composicién mas compleja, indicando

una mayor produccién de metabolitos secundarios.

Con el objetivo de confirmar si el efecto demostrado por Xylaria sp. en los bioensayos de
antagonismo directo se debe a los metabolitos secundarios que produce, se evalué el efecto

antifungico de los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio, sobre el crecimiento
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radial de diversos microorganismos de prueba. De manera paralela se evalud el efecto de los

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

2.1 EFECTO ANTIFUNGICO

La determinacidn cuantitativa del potencial alelopatico de los extractos organicos del medio
de cultivo y del micelio del enddfito Xylaria sp., se llevé a cabo mediante el registro de su
efecto sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatdégenos con importancia
econdmica, tres hongos verdaderos (F oxysporum, Rhizoctonia sp. y A. solani) y un oomiceto

(P. capsici).

En el Cuadro 9 se presenta el efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y del
micelio a una concentracion de 250 pug/mL. En general, todos los extractos organicos del
medio de cultivo y del micelio inhibieron significativamente el crecimiento radial de los cuatro
fitopatdgenos. El crecimiento de los hongos Rhizoctonia sp., F. oxisporum y del oomiceto P.
capsici fueron los mas afectados, mientras que A. solani es la especie menos afectada por la

presencia de los extractos fungicos.

Cabe destacar que los extractos orgdnicos del medio de cultivo y micelio, derivados de los
cultivos empleando como medio de crecimiento CPD en condiciones estaticas y con agitacién
son los que presentaron los mayores efectos inhibitorios sobre el crecimiento radial de los
cuatro fitopatégenos de prueba, constituyendo asi, el medio de cultivo idéneo para la

obtenciéon de metabolitos secundarios con actividad antifungica (Cuadro 9).

El efecto antifungico demostrado por los extractos organicos obtenidos a partir de los cultivos
en los distintos medios de crecimiento empleados, confirman que el efecto antagdnico de
Xylaria sp., demostrado en los bioensayos de antagonismo directo, es mediado por la

produccién de metabolitos secundarios bioactivos.
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cuatro fitopatdgenos de importancia econdmica.

Cuadro 9. Efecto antifungico de los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio de
Xylaria sp., a una concentracién de 250 pg/mL, sobre el crecimiento radial de

% de inhibicion del crecimiento radial
Medio de Hongo fitopatégeno de prueba
cultivo P. capsici | Rhizoctonia sp. A. solani F. oxysporum
CPD (est) 38.6 +0.06 * 41.8+0.04* |33.07+0.06* | 21.4+0.04*
CPD (agit) 49.5+0.025* | 44.5+0.03 * 11.2+0.025 * | 26.2+0.07 *
V8 (agit) 28.7+0.06 * 12.3+0.3* 0.9+0.04 25.1+0.025 *
Sabouraud(agit) | 20.6 £ 0.05* | 36.3+0.06 * 16.0£0.03* | 14.1+0.04 *
Caldo papa(agit) | 33.7+0.02 * 13+0.04 * -15.5+0.06** | 23.1+0.06 *
Micelio % de inhibicion del crecimiento radial
CPD (est) 16.3+0.03 * 67.1+£0.04 * 38.1+£0.03* | 22.3+0.04 *
CPD (agi) 23+0.03 * 11.0+0.03 * 37.4+0.02* | 28.8+0.03 *
V8 (agit) 349+0.03 * 64.0+0.02* |36.2+0.025* | 21.0+0.04 *
Sabouraud (agit) | 17.0+0.02* | 65.5+0.04* | 33.1+0.03* | 21.1+0.04 *
Caldo papa (agit) 00 21.5+0.03 * 9.6 £0.07 14.6 £0.04 *

*Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p < 0.05), n=4. ** Los valores negativos indican
estimulacidn del crecimiento.

2.2 EFECTO FITOTOXICO

El potencial fitotéxico de los extractos organicos de Xylaria se determind

sp.
cuantitativamente, evaluando su efecto sobre la germinaciéon y la longitud de la raiz de las

especies de semillas (S. lycopersicum, A. hypocondriacus y L. multiflorum).

En el Cuadro 10 se muestran los porcentajes de inhibicion de los extractos organicos de los
cultivos obtenidos bajo condiciones de agitacién, sobre el crecimiento de las semillas prueba,
a una concentracion de 100 ug/mL. Los resultados correspondientes a los extractos derivados
del cultivo en medio CPD se muestran para ambas condiciones de incubacion (estaticas y

agitacion).
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Cuadro 10. Efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de cultivo y
del micelio de Xylaria sp., sobre el crecimiento de la raiz de tres especies de
semillas, a una concentracion de 100 pg/mL.

. % de inhibicién del crecimiento radial
Medio de -
. Semilla de prueba
cultivo - . -
A. hypochondriacus | L. multiflorum | S. lycopersicum
CPD (est) 13.5+0.5* -16.8 +1.072* 48.7+16*
CPD (agit) 17.3+0.36 * 6.7+0.9 42.0+0.85*
V8(agit) 6.6 £0.5 3.0+1.1 325+14*
Sabouraud (agit) 39.0+0.2* -12.0+1.07 42.0+09*
Micelio % de inhibicién del crecimiento radial
CPD (est) 19.4+0.4 * -1.1+£1.0 2.8+1.2
CPD (agi) 22.9+0.3 * 44+1.0 14.7+1.2
V8 (agit) -30.0+0.4 * 9.9 £+0.97 1815
Sabouraud (agit) 38.7+0.3* -10.0+0.7 42.1+08%*
Caldo papa(agit) -10.0+0.3 44.8+0.5* -22.3+0.*

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p < 0.05), n=4. ** Los valores negativos

indican estimulacion del crecimiento.

En general, los extractos del medio de cultivo y micelio inhibieron selectiva vy
significativamente el crecimiento de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus y S.
lycopersicum, siendo esta Ultima semilla la mds afectada por los extractos del medio de cultivo
(%inhibicidn = 40%). Los extractos provenientes de los medios CPD y Sabouraud, mostraron el

mayor efecto fitotdxico.

Con excepcion del extracto de micelio proveniente del medio CP, que inhibié un 44.8%, el
crecimiento de la raiz de L. multiflorum, no se observéd un efecto inhibitorio significativo sobre
el crecimiento de la raiz de esta semilla, a la concentraciéon de prueba que fue de 100 pg/mL.
Con respecto al proceso de germinacién, ninguno de los extractos evaluados inhibid

significativamente la germinacién de las semillas de prueba.

De acuerdo con la actividad biolégica demostrada por los extractos organicos obtenidos de la
incubacién de Xylaria sp. en diferentes medios de cultivo, se puede inferir que los metabolitos
secundarios producidos por este endoéfito también pueden estar involucrados en la defensa

de su hospedera, ejerciendo su efecto fitotdxico sobre plantas que habitan en su mismo
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ecosistema y que son consideradas invasoras (Mogolldon et al., 2013; Davis et al., 2003; Arnol
et al.,2003).

Cabe destacar que Xylaria sp. demostré poseer un mayor potencial antifungico que fitotoéxico,
ya que se obtuvieron mayores porcentajes de inhibicidn sobre el crecimiento radial de los

microorganismo fitopatégenos que sobre las semillas de prueba.

3. CULTIVO EN MEDIANA ESCALA

Con base en en la actividad antifungica y fitotdxica de los extractos organicos del medio de
cultivo y del micelio de Xylaria sp., derivados de su crecimiento en cultivos en pequefia escala
(1 L) en medio CPD, incubado en condiciones estaticas o agitacion, aunados a los rendimientos
obtenidos, se establecid el CPD como el medio de cultivo idéneo para la obtencién de

metabolitos secundarios con actividad biolégica (Cuadro 11).

Cuadro 11. Condiciones dptimas de crecimiento para Xylaria sp.

Condiciones 6ptimas de crecimiento
Medio de cultivo Papa dextrosa
Temperatura de incubacion 28°
Condiciones de cultivo y Estaticas 2.5 meses
periodo de incubacion Agitacion 1.5 meses

A continuacion se obtuvieron dos cultivos en mediana escala utilizando las condiciones
Optimas de crecimiento establecidas. El primero de ellos, fue un cultivo de 20 L incubado por
2.5 meses en condiciones estaticas y obteniéndolo a través de tres cultivos paralelos; dos de 5
Ly uno de 10 L. El segundo cultivo fue de 4.5 L y se obtuvo bajo condiciones de incubacién con

agitacion a 180 rpm, por un periodo de 1.5 meses.

En el Cuadro 12 se muestra el rendimiento obtenido para los extractos orgdnicos del medio de
cultivo y micelio de los cultivos en mediana escala. Los rendimientos alcanzados en todos los
casos fueron menores a los derivados de los cultivos en pequeia escala (Cuadro 8), lo que

indica que el crecimiento de Xylaria sp. depende también de las condiciones de cultivo, de la
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calidad del in6culo, es decir, del estado metabdlico o de la recombinacién de genes del
fragmento de micelio seleccionado. Por otra parte, este resultado puede deberse a que
Xylaria sp. sea sensible a las variaciones en el medio de cultivo, ya que al ser preparado con

insumo naturales, pudieron presentarse diferencias en la composicion final.

Cuadro 12. Rendimiento de los extractos del medio de cultivo y del micelio,
correspondientes al cultivo de Xylaria sp. en mediana escala, empleando
condiciones de incubacion estaticas y en agitacion.

Cultivos en condiciones estaticas,
Extractos/ (20 L) g de extracto por cultivo Rendimiento g Totales de
Biomasa | Cultivol | Cultivo2 | Cultivo3 (mg/L) Extracto
(5L) (5L) (10L)
(4 meses) | (4 meses) | (4 meses)

Medio 0.456 0.55 1.5 125 2.5
Micelio 0.4 1.04 0.5 97 1.94
Biomasa 31.3 27.2 60.0 5925 118.5*

Cultivo en agitacion (4.5 L) (2 meses) g Totales de
Rendimiento (mg/L) Extracto

Medio 131.5 0.69
Micelio 248.8 1.98
Biomasa 6.8 30.6*

*Biomasa total

Los extractos obtenidos de las fermentaciones en mediana escala se analizaron por CCF,
observandose diferencias en la composicion metabdlica de los extractos derivados del medio
de cultivo en condiciones de agitacion y estaticas y los extractos del micelio en ambas
condiciones de incubacién. Por lo anterior, se decidié trabajar por separado los cuatro
extractos, dos extractos pertenecientes al medio de cultivo, uno en condiciones estatica y otro

en agitacion y dos extractos correspondientes al micelio en iguales condiciones.

Posteriormente, se verificd cuantitativamente la actividad biolégica de los extractos organicos
obtenidos en mediana escala, mediante la evaluacion de su efecto sobre el crecimiento de los
cuatro microorganismos fitopatdgenos y las tres plantas prueba utilizadas en la evaluacién

preliminar.
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3.1. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

El efecto antifungico de los extractos de Xylaria sp. se corrobord analizando el crecimiento de
los fitopatdgenos F. oxysporum, Rhizoctonia sp. y A. solani y del oomiceto P. capsici, en
presencia de 250 pg extracto/mL. En el Cuadro 13 se presentan los resultdos obtenidos. Con
excepcion de Rhizoctonia sp., en donde se obtuvieron porcentajes de inhibicidn significativos,
pero menores a los demostrados por los extractos derivados de los cultivos en pequefia
escala, en general, el crecimiento radial de F. oxysporum, A. solaniy P. capsici fue inhibido de
manera similar al ocasionado por los extractos de los cultivos en pequeia escala, siendo F.
oxysporum y P. capsici los microorganismo mas afectados.

La disminucidn en la actividad antifungica observada principalmente sobre el crecimiento de
Rhizoctonia sp., posiblemente se deba a dos componentes: el primero de ellos, es que los
cultivos en mediana escala se mantuvieron en incubacién por un periodo mayor de tiempo,
debido a que Xylaria sp. tardé mas tiempo en llenar la superficie de los contenedores, y en
consecuencia el periodo prolongado de incubacién disminuyd cantidad de metabolitos
secundarios activos, debido posiblemente a que se transformaron en otros metabolitos
menos activos. Esto indica que un periodo de incubacion prolongado de Xylaria sp. no es
favorable para la obtencion de extractos bioactivos. El segundo componente, es el menor
rendimiento obtenido para los extractos organicos de los cultivos en mediana escala, en
comparacion con los de del cultivo en pequeia escala, y por ende la posibilidad de una menor
cantidad de los metabolitos secundarios bioactivos.

Cuadro 13. Efecto antifingico de los extractos del medio de cultivo y del micelio, a 250
ug/mL, sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatogenos.

% de inhibicion del crecimiento radial
Medio de ; i
Cultivo Hongo fitopatogeno de prueba
P. capsici | Rhizoctonia sp. | A. solani F. oxysporum
CPD(est) |[40.5+0.06* | 13.7+0.06* | 24.8+0.1* 22.0+0.7 *
CPD (agit) | 46.7+0.07 * | 11.5+0.17* 9.1+0.04 30.5+0.06 *
Micelio % de inhibicion del crecimiento radial
CPD (est) |27.7+0.06* | 12.0+0.05* | 43.0+0.09 * 24.740.25 *
CPD (agit) | 22.7+0.06 * 8.710.07 * -5.8+0.05** | 31.5+£0.03 *

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p < 0.05), n=4. ** Los valores
negativos indican estimulacién del crecimiento.
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3.2 ACTIVIDAD FITOTOXICA

Se verificé la actividad fitotdxica de los extractos organicos obtenidos del cultivo en mediana
escala del endéfito Xylaria sp., sobre la germinacion de A. hypochondriacus, L. multiflorumy S.

lycopersicum.

El efecto fitotoxico (Cuadro 14) de los extractos del medio de cultivo presentd una
disminucion con respecto al provocado por los extractos de los cultivos obtenidos en pequeiia
escala.

Cuadro 14. Efecto fitotéxico de los extractos del medio de cultivo y del

micelio, derivados de los cultivos en mediana escala, a 100
ug/mL, sobre el crecimiento de la raiz de tres semillas.

. % de inhibicion del crecimiento radial

Medio de -

Cultivo Semilla de prueba

A. hypochondriacus | L. multiflorum | S. lycopersicum

CPD (est) 41.3+0.2* 43+0.9 -4.5+1.17
CPD (agit) 20.2+04* 19.5+ 0.7 13.3+1.123

Micelio % de inhibicion del crecimiento radicular
CPD (est) -16.6 + 0.4 ** 11.6 +0.8 -16.4 + 1.6**
CPD (agit) 0.44+0.3 6.6 + 0.6 -25.4 +1.06 **

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p < 0.05), n=4. ** Los
valores negativos indican estimulacion del crecimiento.

4. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO EN MEDIANA ESCALA

Una vez confirmando el potencial aleloquimico de los extractos organicos obtenidos a partir
de los cultivos en mediana escala, se procedid a realizar un estudio quimico biodirigido con el
objetivo de aislar los metabolitos secundarios responsables de la actividad bildgica observada
a nivel de extracto organico. Para monitorear la actividad antifungica y fitotdxica, se utilizo el

método de dilucién en agar (Armendariz, 2013; Macias-Rubalcava et al., 2010, 2008).

En el Cuadro 15 se resumen las cantidades de extractos orgdnicos utilizadas para el
fraccionamiento biodirigido, empleado cromatografia en columna abierta, asi como las

fracciones obtenidas y numero de fracciones reunidas de acuerdo a su perfil cromatografico.
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En los Cuadros 3-6 de la seccion experimental, se presentan los rendimientos de dichas

fracciones.

Cuadro 15. Cantidad de los extractos orgdnicos utilizados, asi como numero de fracciones
obtenidas en el fraccionamiento biodirigido.

Condlc.lones Peso del Peso del | Numero de | Numero de
de cultivo en extracto - . . Clave de las
. Y . gel silice | fracciones | fracciones . .
CPD y tipode | organico . . fracciones reunidas
(8) obtenidas reunidas
extracto (8)

Medio (est) 2.5 150 200 15 | Me-E - XV Me-E
Micelio(est) 2.2 150 151 18 | Mi-E - XVIII Mi-E
Medio (agit) 0.69 40 94 7 | Me-A - VIl Me-A
Micelio(agit) 1.98 150 157 12 | Mi-A1 — XII Mi-A

4.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

En la Figura 10 se muestra el perfil de la actividad antifungica de las fracciones primarias
obtenidas del extracto del medio de cultivo en condiciones estaticas, sobre el crecimiento
radial de P.capsici, Rhizoctonia sp., F. oxysporum y A.solani. El mayor efecto antifungico se
presentd en las fracciones menos polares y de polaridad intermedia. Las fracciones Me-E Il a
Me-E VIIl y Me-E Xl inhibieron, en general, selectiva y significativa el crecimiento de P. capsici
y F. oxysporum, siendo esta actividad similar a la demostrada por los extractos de los cultivos
en mediana escala donde también se presentd una actividad antifungica selectiva. Los
fitopatdégenos Rhizoctonia sp. y A. solani fueron los menos afectados por las fracciones
primarias, sin embargo la fraccién Me-E IV inhibié de manera significativa el crecimiento radial

de A. solani.
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Figura 10. Actividad antifungica de las fracciones primarias del extracto del medio
de cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones estaticas, a 250 pug/mL.

En la Figura 11 se muestra la actividad antifungica demostrada por las fracciones primarias

derivadas del extracto del micelio incubado en condiciones estaticas. Con excepcién de la

fraccién Mi-E-XVII, en general, las fracciones inhibieron de manera significativa el crecimiento

de los cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba. La fraccion Mi-E XV es la que mostré

la mayor inhibicidén sobre los microorganismos de prueba.
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Figura 11. Actividad antifungica de las fracciones primarias del extracto de micelio
del cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones estaticas, a 250 pug/mL.
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Por otra parte, en la Figura 12 se observa el efecto antifungico de las fracciones primarias del
extracto del micelio en condiciones de agitacion. En general, las fracciones Mi-A V a Mi-A XII
inhibieron de manera significativa el crecimiento de los cuatro microorganismos
fitopatégenos de prueba, siendo la fraccion Mi-A IX la de mayor actividad. Debido a que las
fracciones menos polares (I a IV) no son solubles en un disolvente adecuado para la
realizacion de los bioensayos, como es el metanol, la acetona o el agua, no se pudo

determinar el efecto antifungico.

Cabe mencionar que no fue posible establecer la actividad antifungica de las fracciones
primarias del extracto del medio de cultivo en condiciones de agitacion, debido a que su

rendimento fue muy bajo y no fueron suficientes para llevar a cabo el bioensayo.

30 4
. W P. capsici
25 4 Q Rhizoctonia sp.
. . @A. solani :

20 @ F. oxysporum

15

10

% de inhibicion

v vi vl Vil IX X X1 xXu

-5 Fracciones.

Figura 12. Actividad antifingica de las fracciones primarias del extracto del
micelio del cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones de
agitacion, a 250 pg/mL.

4.2 ACTIVIDAD FITOTOXICA

En la Figura 13 se presenta el efecto fitotdxico de las fracciones primarias del extracto del
medio de cultivo en condiciones estaticas, sobre el crecimiento de las tres plantas prueba. Las
fracciones menos polares Me-E Ill y Me-E IV inhibieron significativamente el crecimiento

radicular de A. hypochondriacus y de S. lycopersicum.
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Con excepcion de las fracciones Me-E XI y Me-E XV que si inhibieron el crecimiento de S.

lycopersicum, las fracciones mas polares Me-E X a la Me-E XV, en general no presentaron

actividad fitotodxica.
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@ S. Iycopersicum
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Figura 13. Actividad fitotdxica de las fracciones primarias del extracto del medio

de cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones estaticas a 100
ug/mL.

En la Figura 14 se observa el efecto fitotdxico de las fracciones primarias del extracto del

micelio en condiciones estaticas. A. hypochondriacus fue inhibida significativamente por las

fracciones Mi-E | y Mi-E VIII, mientras que L. multiflorum fue inhibida por las fracciones mas

polares Mi-E VIII a Mi-E XVII. Debido al poco rendimiento obtenido de las fracciones Mi-E Il a

Mi-E VIl no se realizaron los bioensayos para determinar su potencial fitotdxico.

En la Figura 15 se muestra el potencial fitotdxico de las fracciones primarias del extracto del

micelio en condiciones de agitacion, observandose que las fracciones de menor polaridad, Mi-

A 1l y Mi-A lll, inhibieron significativamente el crecimiento de A. hypochondriacus y de S.

lycopersicum. Las fracciones Mi-A VIl y Mi-A XIl, a 100 ug/mL, no resultaron fitotdxicas para

ninguna de las plantas de prueba.
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Figura 14. Actividad fitotdxica de las fracciones primarias del extracto del micelio
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del cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones estaticas, a 100
ug/mL.
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Figura 15. Actividad fitotdxica de las fracciones primarias del extracto del micelio

del cultivo en CPD de Xylaria sp., incubado en condiciones de agitacion, a
100 pg/mL.

Los resultados de estas evaluaciones confirman que los metabolitos secundarios producidos

por el hongo enddfito Xylaria sp., posee mayor potencial como agente fungitdéxico que

fitotdxico.
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De nueva cuenta, no fue posible establecer la actividad fitotdxica de las fracciones primarias

del extracto del medio de cultivo en condiciones de agitacion, debido a su bajo rendimento.

5 CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LOS EXTRACTOS Y
FRACCIONES ACTIVAS

5.1 CARACTERIZACION DE LA PUNCTAPORONINA B (35)

A continuacion, se muesta la caracterizacion de la punctaporonina B (35) asilada previamente

en nuestro grupo de trabajo por Huelgas-Marroquin (2011).

El compuesto 35, se aislé como un sélido cristalino incoloro, soluble en CH,Cl, y con un p.f. de
187-188 °C. La féormula molecular de este compuesto se determind por espectrometria de
masas de alta resolucién. El espectro de masas presenta un ién molecular en una relacion de
masa carga (m/z) de 234 (M-H,0) [Figura 21] y permite establecer una féormula molecular

C15H2403, con un indice de insaturacion de cuatro (Cuadro 16).

El espectro en el infrarrojo (IR) [Figura 20] presenta bandas de absorcion asociadas con grupos
hidroxilo (Umax. 3397 cm'l), grupos metilo (Vmax, 2962 cm'l) y con la presencia de dobles

enlaces (Umax. 3060cm'1) (Cuadro 16).

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-lH y RMN-”’C) y
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que el producto
natural contienen un nucleo cariofileno (Anderson et al.. 1984b; Edwards, et al., 1989;
Deyrup, et al., 2006). A continuacién se discute en detalle las caracteristicas principales de los

espectros:

El espectro de RMN-C [Figura 22 y 23] presenta sefales para 15 atomos de carbono en
armonia con la féormula molecular establecida por espectrometria de masas. El andlisis del
espectro en su modalidad DEPT permitid establecer que cuatro sefiales corresponden a

metinos en 3¢ 42.0 (C-9), 123.2 (C-6), 125.4 (C-7) y 142.5 (C-5) ppm, cuatro a metilenos en &¢
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28.9, 33.2, 34.1 y 64.2 ppm, tres a grupos metilos en o¢ 22.3, 24.0 y 31.4 ppm y cuatro a
carbonos cuaternarios en 6¢40.4, 73.7, 80.1 y 139.7 ppm (Cuadro 17).

El espectro de RMN-"H (Cuadro 17; Figura 24) de la punctaporonina B (35) muestra sefiales
para tres grupos hidroxilo en 6y 3.53 (OH-1, s), 84 5.10 (OH-4, s) y 64 5.5 (OH-14; dd, J; =3.6 Hz,
J,= 5.10 Hz, H-1). En la regidn de los protones vinilicos se encuentra un grupo de sefales
correspondientes a tres protones que conforman un sistema ABC en dy~5.67 (H-6, dt, J;=13.2
Hz, J ,=2.7 Hz, H-1); en 0y 5.80 (H-7, dt, J1=13.2 Hz, J,= 1.7 Hz, H-1) y en 3, 5.80 m (H-1) y que
correlacionan con los carbonos de los metinos C-5 (¢ 142.5), C-6 (8¢ 123.2) y C-7 (&¢ 125.4),
en el espectro de correlacién heteronuclear HSQC, respectivamente. A campo alto, el
espectro presenta tres sefiales multiples centradas en 8y 1.57 (2 H), 1.84 (1 H) y 2.40 (1 H),
asignables a los metilenos de caracter alifatico CH,-2 y CH,-3 del nucleo base de la molécula,
presentando cada uno de ellos una correlacion en el espectro HSQC con los carbonos en d¢
34.1 y 28.9, respectivamente. También se observa una sefial multiple y una seiial doble de
doble, la primera en o4 1.5 (m, H-1) y la segunda en 2.16 (dd, J; =12 Hz, J, = 9.9 Hz, H-1), que
integran cada una para un hidrégeno, asignables al metileno CH,-10, el cual correlaciona con
la sefial en ¢ 33.6 en el espectro HSQC; el segundo grupo de sefiales se aprecia en &y 3.88 (dd,
J1 =11.4 Hz, J, = 5.1 Hz, H-1) y en &y 4.10 (dt, J; = 11.1 Hz, J, = 2.4 Hz, H-1) asignables al
metileno CH,-12 del nicleo base y que se encuentra geminal a uno de los grupos hidroxilo
evidenciado anteriormente (04 5.50) y que muestra una correlacidn con la sefial en 6¢64.2 en
el espectro HSQC. Por ultimo, en esta zona del espectro se observa un sefial en oy 3.45 (dd, J;
= 12 Hz, J, = 8.1 Hz, H-1) que integra para un hidrégeno, asignable al metino CH-9, el cual
correlaciona con la sefial en 6¢c 42.0 en el espectro HSQC (Cuadro 17). En &y 1.00 (CH5-11),
1.11 (CHs-11) y 1.20 (CHs-4) se observan tres sefales simples atribuibles a tres grupos metilo
cada uno de ellos presenta una correlaciéon con los carbonos en &¢ 22.3, 24.0 y 31.4 en el

espectro HSQC, respectivamente (Cuadro 17).

Finalmente, los carbonos restantes observados en el espectro de RMN-C se asignaron a

cuatro carbonos cuaternarios en 8¢ 73.7 (C-1), 80.1 (C-4), 139.7 (C-8) y 40.4 (C-11). De acuerdo
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con los desplazamientos quimicos observados, dos de estos carbonos se encuentran unidos a

funciones oxigenadas (C-1, C-4) (Cuadro 17).

Con base en el anadlisis espectroscopico anterior, la estructura del producto natural (35) se
establecié como la de la punctaporonina B (Cuadro 16). Cabe sefialar que todos los datos
espectroscépicos del producto natural 35 se encuentran en armonia con los descritos
previamente en la literatura (Huelgas-Marroquin, 2011, Edward et al., 1989 Anderson et al.,
1988; Anderson et al., 1984).

La estructura de punctaporonina B (35) se confirmé de manera inequivoca mediante un
analisis de difraccidn de rayos X [Figura 16].

Cuadro 16 Constantes espectroscopicas de IR y espectrométricas de la
punctaporonina B (35), del dcido succinico (36).Y de la 5- carboximeleina (37)

uv
q - IR Umax_ EM'IE m/Z MeoH
nEELellE St EE (KBr) cm™ (intensidad relativa) M max .
nm cm
OH 43 (100), 131 (65), 91
H (63), 117 (40), 146
(39), 79 (39), 41 (37),
3 39279' 63'2060' 77 (34), 185 (28), 28
’ (25), 173 (14), 160
(12), 230 (12), 18 (9),
201 (9), 216 (8), 234
(35) (1)
2927, 2629, . .
1719, 1417
222 (100), 189 (42),
150 (29), 207 (19);
3179, 2923, 28(12), 179 (11), 175 225, 278,
1694, 1657 (10), 77(8), 121 (8), 313
! ' 133 (7), 51 (7), 43(6),
103 (6), 4 (6)
(37)
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Cuadro 17 Datos espectroscépicos de RMN *3C (300 MHz, CDCl; + DMSO) y de

RMN H (300 MHz, CDCl; + DMSO) de la punctaporonina B (35).

oz 13 PR
Posicidn C(d) Mu:'lc)l::;;l;iad "4 (Smult., J en Hz)
1 73.7 c | -
2a CH, 2.40 (m, 1H)
2b 34.1 1.57 (m,1H)
3a CH, 1.84 (m, 1H)
3b 28.9 1.57 (m, 1H)
4 80.1 c | e
5 142.5 CH 5.80 (m, 1H)
6 123.2 CH 5.67 (dt, J1=13.2, J,=2.7, 1H)
7 125.4 CH 5.80 (dt, J1=13.2, J,=1.7, 1H)
8 139.7 c | e
9 42.0 CH 3.45 (dd, J1=12, J,=8.1, 1H)
10a 33.2 CH, 2.16 (dd, J1=12, J,=9.9, 1H)
10b ' 1.5 (m, 1H)
11 40.4 c | e
12a 64.2 CH, 3.88 (dd, J1=11.4, J,=5.1,1H)
12b 4.10 (dt, J;= 11.1, J,=2.4, 1H)
CHs-4 31.4 CHs 1.20 (s, 3H)
CHs-11 24.0 CH; 1.11 (s, 3H)
CHs-11 22.3 CH; 1.00 (s, 3H)
OH-1 | - 3.53 (s)
OH-4 | - - 5.1(s)
OH-14 | - 5.50 (dd, J; = 3.6, J,=5.10,1-H)
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Figura 16. Proyeccidon ORTEP al 40% de probabilidad de la
punctaporonina B (35).

La punctaporonina B (35) se aislé en trabajos previos en tres hongos, un copréfilo la Poronia
punctata (Anderson et al., 1984a; Anderson et al., 1984b) y dos saprofitos el Hipoxylon
terricola (Edward et al., 1989) y la Pestalotiopsis diseminata (Deyrup et al.,, 2006). Este
sesquiterpeno posee actividad antimicrobiana, sin embargo, no se desriben los

microorganimos blanco (Edward et al., 1989; Anderson et al., 1984a).

5.2 CARACTERIZACION DEL ACIDO SUCCINICO (36)

El acido succinico (36), se aislé6 como un sélido cristalino incoloro soluble en MeOH y con un
p.f. de 182-184 °C. Su férmula molecular se establecié por espectrometria de masas de alta
resolucion. Su espectro de masas muestra un ién molecular en una relacion masa carga (m/z)
de 118 que permite establecer una férmula molecular de C4HgO4. El espectro en el IR presenta
bandas de absorcién asociadas con grupos hidroxilo (Umax. 2927 cm™) y con la presencia de

carbonilos de acido (Lmay. 1719 cm'l) [Cuadro 16; Figura 25].

El espectro de RMN-"3C, presenta dos sefiales equivalentes, una en 8¢ 30.3 y que corresponde

a los metilenos en C-2 y C-3 y la segunda a campo bajo en 8¢ 176.7 y que pertenece a los
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carbonilos de acido en C-1 y C-4. Por otra parte, el espectro de RMN-'H del compuesto 36
muestra una sefial simple en 3y 2.60 que integra para 4 hidrégenos y que corresponde a los
metilenos CH,-2 y CH,-3. Finalmente, las sefales correspondientes a los dos hidroxilos
guelatados no se observan bajo las condiciones experimentales empleadas. Con base en el
analisis espectroscépico anterior, la estructura del producto natural se establecié como la del
acido succinico (36) (Cuadro 18). Cabe sefialar que todos los datos espectroscopicos del
producto natural (36) se encuentran en armonia con los descritos previamente en la literatura
(Keller, 1986; Schader Bernhard, 1989). Cabe mencionar que el compuesto (36) se comparo

con una muestra auténtica.

Wang y colaboradores (1979) reportan al acido succinico como un compuesto aislado del
helecho Pteridium aquilinum, la planta hospedera en estudios de la cual se aislé el hongo
endofito Xylaria sp., ademds de otros metabolitos secundarios como la astragalina,

isoquercetina y la tilirosida.

Cuadro 18. Datos espectroscépicos de RMN **C (125 MHz, CD,0D) y de RMN
'H (500 MHz, CD;0D), del 4cido succinico (36).

(o]
OH
HO ™ 1 2 3 2
(o]
Posicion | '3C(5) 125 MHz | Multiplicidad 'H (3, multiplicidad)
(DEPT) 500 MHz
1 176.7 C
2 30.3 CH2 2.60 (4H, s, H-2, 3).
3 30.3 CH2 2.60 (4H, s, H-2, 3).
4 176.7 C
1, 4-OH* — |

*No observado en las condiciones experimentales

Cabe destacar que tanto el acido succinico (36) como la 5-carboximeleina (37) que fueron
aislados juntos por primera vez a partir del hongo endéfito Xylaria sp YC-10, ambos

compuestos muestran actividad insecticida contra Plutella xylostella (Wu et al, 2011).
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También se reporta que el acido succinico disminuye la germinacién de las conidias de
Fusarium oxysporum f. sp. niveum (Wu et al., 2011), este resultado puede ser el mecanismo
de accidn del efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento radial del fitopatégeno F.

oxysporum observado en el presente trabajo [Figura 9].

5.3 CARACTERIZACION DE LA 5-CARBOXIMELEINA (37)

La 5-carboximeleina (37), se aislé como un sdlido cristalino incoloro soluble en MeOH y con un
p.f. de 184-188 °C. Su férmula molecular se determiné por espectrometria de masas de alta
resolucién. En el espectro de masas se observa el idn molecular en una relacién masa carga
(m/z) de 222 [Figura 26] que permite establecer una férmula molecular de C;;H10s, la cual

admite un indice de insaturacion de 3 (Cuadro 16).

El espectro del IR [Figura 27] presenta bandas de absorcién asociadas con la presencia de
grupos carbonilos (Umax 1694, 1657 cm™), con grupos hidroxilo (Umax. 3179 cm™) y grupos

metilo (Umax. 2923 cm™) (Cuadro 16).

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN—lH v RMN—13C) v
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que el compuesto 37
contiene un nucleo dihidroisocumarina. A continuacion se discute en detalle las caracteristicas

principales de los espectros:

El espectro de RMN-C [Figura 29] presenta sefiales para 11 dtomos de carbono en armonia
con la férmula molecular establecida por espectrometria de masas. El andlisis del espectro
DEPT permitid confirmar que dos sefiales corresponden a metinos aromaticos en 8¢ 116.7 (CH-
7) y 139.9 (CH-6) ppm, una a metino alifatico en d¢ 75.1 ppm (CH-3), una a metileno alifatico
en O¢c 33.8 (CH,-4), una a grupo metilo en d¢ 20.1 (CH3-3) y seis a carbonos cuaternarios (8¢

110.1, 120.1, 145.0,166.4, 169.0 y 171.5 ppm), (Cuadro 19).

En la region de los protones aromaticos el espectro de RMN-H de la 5-carboximeleina (37)

(Cuadro 19, Figura 28) muestra dos protones orto acoplados en 0y 6.92 (d, H-7, J;=9.0 Hz) y
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8.14 (d, H-6, J1=9.0 Hz) y que correlacionan con los carbonos de los metinos C-7 (0¢ 116.7)y C-

6 (8¢ 139.9), respectivamente, en el espectro de correlacién heteronuclear HSQC.

A campo alto, el espectro presenta una sefiale doble en oy 1.53 (J;=6.5 Hz) asignable a un
metilo en CHz-3 del nucleo base de la molécula y que muestra una correlacion en el espectro
HSQC con el carbono en o¢c 20.1. También se observa dos sefiales dobles de dobles que
integran cada una para un hidrégeno en 6 3.92 (/1=3.3, J,=18.0 Hz) y 64 3.03 (J;=11.5, J,=18.0
Hz), asignables al metileno CH,-4, el cual correlaciona con la sefal en 6¢c 33.8 en el espectro
HSQC. Por ultimo, en esta zona del espectro se observa un sefial multiple en o4 4.69 que
integra para un hidrégeno, asignable al metino CH-3, el cual correlaciona con la sefial en J¢
75.1 en el espectro HSQC y que se encuentra geminal al metileno evidenciado anteriormente
(8. 33.8). Finalmente, el espectro de RMN-'H muestra una sefial a campo bajo en &, 11.5

atribuible a un grupo hidroxilo en (OH-8, s), (Cuadro 19).

Los carbonos restantes observados en el espectro de RMN-C se asignaron a seis carbonos
cuaternarios en 6¢110.1, (C-8a), 120.1 (C-5), 145.0 (C-4a), 166.4 (C-8), 169.0 (5-COOH) y 171.5
(C-1). De acuerdo con los desplazamientos quimicos observados, dos de estos carbonos se

encuentran unidos a funciones oxigenadas (C-1, 5-COOH), (Cuadro 19).

Con base en el andlisis espectroscopico anterior, la estructura del producto natural 37 se
estableci6 como la de la 5-carboximeleina (37) o (-)-(3R)-5-carboxi-3,4-dihidro-8-hidroxy-3-
metil isocumarina (Cuadro 16). Cabe sefialar que todos los datos espectroscépicos del
producto natural 37 se encuentran en armonia con los descritos previamente en la literatura
(Rukachaisirikul et al., 2013; Wu et al., 2011; Oppong et al., 2009; Chen et al., 2006; Wang et
al., 2003; Chinworrungsee et al., 2001; Okuno et al., 1986; Claydon et al., 1985; Anderson et
al., 1983; De Alvarenga et al., 1978.)
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Cuadro 19. Datos espectroscdpicos de RMN **C (125 MHz, CD30D) y de RMN
'H (500 MHz, CD30D) de la 5-carboximeleina (37).

- 13 Multiplicidad H (8, mult. J en Hz)
Posicion C (d) 125 MHz (DFE’PT) 500 MHz
1 171.5 c |
2 | e —_— e
3 75.1 CH 4.69 m
4q, - CH, 3.92 dd (J;=3.3, Jo= 18.0 Hz)
aB CH, 3.03dd (J;=11.5, J,= 18.0 Hz)
4a 145.0 C
5 120.1 C
6 139.9 CH 8.14 d (/1=9.0 Hz)
7 116.7 CH 6.92 d (J;=9.0 Hz)
8 166.4 c |
8a 110.1 c |
3-CH; 20.1 CHs 1.53 d (/1=6.5 Hz)
5-COOH 169.0 C
8-OH 1155

La estructura del compuesto (37) se confirmd de manera inequivoca mediante un analisis de
difraccion de rayos X. En la Figura 17 se muestra una vista estereoscdpica de la 5-

carboximeleina (37).
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Figura 17. Proyeccidon ORTEP de la 5-carboximeleina aislada de Xilaria sp, al 40% de
probabilidad.

Las dihidroisocumarinas estdn ampliamente distribuidas dentro de la familia Xylariaceae
(Whalley et al., 1995) y poseen diversas actividades bioldgicas principalmente como
antifungicos, antimicrobianos, antimalaricos, antialérgénicos, antileucémicos, citotdxicos,
gastoprotectores y también como fitotéxicos, insecticidas y reguladores del crecimiento en
plantas (Oliveira et al., 2011; Sharma et al., 2010). La 5-carboximeleina ha sido aislada de
varios hongos de la familia Xylariaceae como son los de los géneros Rosellina spp. (Oppong et
al., 2009), Halorosellinia spp. (Chinworrungsee et al., 2001), Hypoxylon spp. y Nummuraria
spp. (Anderson et al., 1983). También se ha aislado de especies del género Xylaria como
Xylaria sp. BCC 9635 (Pongcharoen et al., 2007), Xylaria sp. PSU G12 (Rukachaisirikul et al.,
2013) Xylaria sp.YC-10 (Wu et al., 2011 y), Xylaria sp. PSU-F100 (Rukachaisirikul et al., 2009).

Especificamente, la 5-carboximeleina (37) presenta actividad insecticida contra Plutella
xylostella (Wu et al, 2011), actividad antimalarica contra Plasmodiun falsiparum
(Pongcharoen et al., 2007) actividad antimicrobiana contra Staphylococus aureus

(Rukachaisirikul et al., 2009) y es fitotdxica sobre brotes de manzana (Okuno et al., 1986).
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6. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE Xylaria sp.

A continuacion se procedid a cuantificar la actividad bioldgica de los metabolitos secundarios
puros de Xylaria sp., mediante la evaluacién de su efecto sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatégenos y de plantas prueba. Asi como su toxicidad sobre seis lineas

celulares.
6.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

En la Figura 18 se muestra el efecto de la punctaporonina B (35) sobre el crecimiento de
cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia econdmica. Con excepcion del acido
succinico (36) que inhibe de manera significativa el crecimiento radial de F. oxysporum en un
37%, ninguno de los dos compuestos evaluados inhibe significativamente el crecimiento de los
microorganismos de prueba a la concentracion de 250 pg/mL. También se observa que el
crecimiento de la raiz de A. solani es estimulado significativamente en un 18 % por la

presencia del acido succinico (36).

50 -
e *
40 - @ P. capsici
O Rhizoctonia sp.
30 4 B A. solani

B F. oxysporum

~N
o
L

% de inhibicién
S
1

o
i

_____,_-

10 4

Punctaporonina B Acido succinico
*

Figura 18. Actividad antifingica (250 pg/mL) de los metabolitos
secundarios aislados de Xylaria sp.
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6.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FITOTOXICA

La determinacidn cuantitativa del efecto fitotdxico de la punctaporonina B (35) se llevd a cabo
sobre la germinacién y el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus, L. multiflorum y S.

lycopersicum, empleando el método de dilucién en agar.

En La Figura 19 se muestra la actividad fitotdxica de los compuestos puros aislados de Xylaria
sp., observandose que los dos metabolitos inhiben selectivamente el crecimiento de las raiz
de las semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum, ya que inhiben moderada y

significativamente su crecimiento a la concentracién de prueba que fue de 100 pug/mL.

30 4
B A. hypochondriacus

25 4 QL multiflorum

@ S. lycopersicum
20 4

15 -+

10 4

% deinhibicion

Punctaporonina B Acido succinico

Figura 19. Actividad fitotoxica de los metabolitos secundarios aislados de Xylaria

sp., a 100 ug/mL.

6.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Con el objetivo de explorar el potencial anticancerigeno de los metabolitos secundarios puros
producidos por el endéfito Xylaria sp., se determind la actividad citotdxica sobre seis lineas

celulares cancerosas humanas.
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En el Cuadro 16 se muestran los resultados de la actividad citotdxica de la punctaporonina B

(35) y de la 5-carboximeleina (37), sobre las lineas celulares tumorales, de glia del sistema

nervioso central (U25), de préstata (PC-3), de leucemia (k562), de colon (HCT-15), de mama

(MCF-7) y de pulmdn (SKLU), evaluando su efecto a una concentracién de 50 ug/mL. Los dos

compuestos evaluados no demostraron actividad citotdxica significativa sobre el crecimiento

de ninguna de las lineas celulares evaluadas ni sobre la viabilidad de macrdégafos a la

concentracion de prueba, indicando claramente que no son téxicos.

Cuadro 20. Resultados del ensayo de evaluacién de la actividad citotdxica de los
metabolitos secundarios de Xylaria sp.,
cancerosas humanas.

sobre seis

lineas celulares

Metabolito % de inhibicion del crecimiento por la linea %
Secundario celular a 50ug/mL viabilidad
Linea macroéfagos
celular | U251 | PC-3 | K562 | HCT-15 | MCF-7 | SKLU- a 100
! ug/mL
PunctaporoninaB (35) | SA | 9.08 | 9.29 | 6.39 1.06 | 1.37 100
5-Carboximeleina(37) | SA | 591 | 9.07 | 13.42 | 548 | 8.34 100

U251= glia de sistema nervioso central, PC-3= prdstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7=
mama, SKLU= pulmdn. SA= sin actividad
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VII.  CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante los bioensayos de antagonismo directo realizados
entre el hongo endoéfito Xylaria sp. aislado de Pteridiun aquilinum y sus competidores de
prueba, demostré que Xylaria sp. posee un importante potencial antifungico sobre el
crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos F. oxysporum y A. solani y el endéfito
Phomopsis sp. (aislado de C. acuminata). Ninguno de los competidores inhibié
significativamente el crecimiento de Xylaria sp., confirmando que este endéfito presenta

importante potencial antifungico.

Las interaccciones antagénicas demostradas por Xylaria sp. sugieren que la actividad
antifungica que presenta, posiblemente forma parte de los diversos mecanismos de
defensa de su hospedera, ya sea por medio de mecanismos fisicos (formacién de barreras
miceliares, cordones hifales, etc.) o quimicos (produccion de metabolitos secundarios
difusibles en los medios de cultivos y volatiles) y que al mismo tiempo representan las

posibles interacciones entre hongos enddfitos.

Los microorganismos fitopatédgenos Rhizoctonia sp. y P. capsici, presentaron una

interaccion mas competitiva hacia Xylaria sp.

La determinacién de la condiciones éptimas de crecimiento del hongo enddfito Xylaria sp.
permitio establecer que el endéfito crece adecuadamente en medio caldo papa dextrosa,
en condiciones de incubacidn estdticas y con agitacion orbital a 180 rpm, por un periodo
de 1.5 y 2.5 meses, respectivamente, empleando un fotoperiodo de luz artificial-

obscuridad 12:12 h y una temperatura de 28 °C.

En general, los extractos fungicos derivados de los cultivos a pequefia y mediana escala
muestran un mayor potencial antifingico que fitotéxico, confirmando que los metabolitos
producidos por Xylaria sp. son los responsables del potencial antagdnico demostrado por

Xylaria sp. en los bioensayos de antagonismo.
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El estudio quimico biodirigido del extracto del medio de cultivo del hongo enddfito Xylaria
sp. permitid el aislamiento de tres compuestos, el sesquiterpeno puntaporonina B, la

dihidroisocumarina 5- carboximeleina y el acido succinico.

La puntaporonina B no muestra potencial antifungico significativo sobre el crecimiento
radial de los fitopatégenos F. oxysporum, Rhizoctonia sp. y A. solani y del oomiceto P.

capsici, a la concentracién de prueba de 250 ug/mL.

La puntaporonina B inhibe moderadamente el crecimiento de A. hypochondriacus y de S.

lycopersicum.

El dcido succinico inhibe el crecimiento radial de F. oxysporum en un 37%.

El acido succinico inhibe moderada y significativamente el crecimiento de la raiz de las

semillas A. hypochonriacus y de S. lycopersicum.

El presente proyecto de investigacién aporta al conocimientos sobre las posibles
interaciones que se establecen entre la planta hospedera y los microorganismos endofitos,
entre endodfitos y entre endéfitos-fitopadgenos, demostrando la presencia de una gran
diversidad metabolitos secundarios bioactivos producidos por los hongos enddfitos, y en

particular por Xylaria sp.
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Figura 20. Espectro IR de del punctaporonina B (35).
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Figura 23. RMN 'H (300 MHz, CDCI3+DMSO) de la punctaporonina B (ampliacién) (35).
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Figura 27. Espectro de IR de la 5-carboximeleina (37).
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