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Resumen 
 

El presente proyecto se realizó con la finalidad de establecer los mecanismos físicos y 

químicos involucrados en las relaciones que se dan entre los hongos endófitos in vitro e 

inferirlos dentro de su hospedera; asimismo, establecer los mecanismos involucrados en las 

relaciones entre los hongos endófitos y los hongos y oomicetos fitopatógenos, además de 

evaluar el efecto fitotóxico de los extractos de los hongos endófitos, contribuyendo así, con 

el desarrollo de nuevos agentes agroquímicos o de control biológico. Por un lado, se 

describe el tipo de interacciones in vitro entre hongos endófitos aislados de una planta que 

crece en una zona de alta biodiversidad, Gliricidia sepium (Fabaceae), y entre hongos 

endófitos y microorganismos fitopatógenos. Los fitopatógenos empleados fueron los 

hongos aislados de G. sepium y hongos y oomicetos con importancia agrícola. Por otra 

parte, este trabajo incluye el aislamiento y caracterización de los metabolitos secundarios 

bioactivos producidos por el hongo endófito más competitivo, Nodulisporium sp. GS4d2II1a. 

Finalmente, se describe la identificación de los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) 

producidos por el aislamiento Nodulisporium sp. GS4d2II1a en dos tiempos de crecimiento, 

y en interacción antagónica intra e interespecífica con el oomiceto Pythium 

aphanidermatum. 

En los bioensayos de antagonismo in vitro entre hongos endófitos de G. sepium se 

presentaron varios tipos de interacciones, las cuales fueron: cohabitación, antagonismo, 

coantagonismo y agonismo. Asimismo, en los bioensayos de antagonismo, entre los 

endófitos más competitivos y los hongos y oomicetos de importancia agrícola, se 

observaron interacciones agonistas, donde el endófito de prueba inhibió el crecimiento de 

los fitopatógenos Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora capsici, 

Phytophthora parasitica y P. aphanidermatum, creciendo sobre su micelio. En estas 

interacciones antagónicas intervinieron mecanismos físicos y químicos como la formación 

de barreras miceliares, reemplazo de micelio, y la producción de metabolitos secundarios. 

Los extractos orgánicos derivados de los cultivos, en pequeña escala, de los hongos 

endófitos más antagónicos, corroboraron que los endófitos en estudio producen 

metabolitos secundarios, que inhibieron significativamente el crecimiento de los 
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microorganismos fitopatógenos con importancia agrícola; y, de igual forma, poseen 

actividad fitotóxica significativa sobre dos plantas de prueba: Amaranthus hypochondriacus 

y Solanum lycopersicum. 

El hongo endófito identificado como Nodulisporium sp. GS4d2II1a (anamorfo o forma 

asexual de Hypoxylon anthochroum) fue el más competitivo, ya que eliminó a cuatro 

oomicetos fitopatógenos al crecer sobre ellos en bioensayos in vitro, y se observó que sus 

extractos fúngicos poseen actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica significativa. Por 

consiguiente, se realizó el estudio químico biodirigido del extracto activo del medio de 

cultivo, obteniéndose cuatro isobenzofuranonas con actividad antioomiceto y antifúngica 

contra P. aphanidermatum, Ph. capsici y F. oxysporum, la 7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-

isobenzofuran-1-ona (28), la 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29), la 6-formil-

4-metil-7-metoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (30), y la 7-metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-

ona (31). De las cuales la isobenzofuranona 29 tuvo mayor actividad antifúngica, y la 31 

resultó ser un producto natural novedoso. 

 

 

         (28)                 (29)                          (30)                        (31) 

La identificación de los VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a, empleando 

microextracción en fase sólida, seguida de cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas, permitió establecer que la cepa produjo 70 VOCs con actividad 

antioomiceto y antifúngica, los cuales incluyen una gran cantidad de mono y 

sesquiterpenos; principalmente, eucaliptol y limoneno. El análisis de correspondencia 

múltiple (MCA, por sus siglas en inglés) reveló cuatro diferentes perfiles metabólicos, lo que 

demuestra que los VOCs cambian con la edad del hongo y en las interacciones intra e 

interespecíficas. 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a y sus metabolitos secundarios se sugieren como 

potencialmente útiles para el control biológico de hongos y oomicetos fitopatógenos con 

importancia agrícola.  
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Abstract 
 

The present study was done in order to establish the physical and chemical mechanisms 

involved in in vitro fungal interactions among endophytes, and infer these mechanisms 

within their host. In addition, to establish the mechanisms involved in the interactions 

between endophytes and plant pathogenic microorganisms and, additionally, to evaluate 

the phytotoxic effect of organic extracts of endophytic fungi besides contributing with the 

development of new agrochemicals or biological control agents. Firstly, it describes the type 

of in vitro interactions between endophytes isolated from Gliricidia sepium (Fabaceae), a 

plant growing in a high biodiversity area, and between endophytes and plant pathogenic 

microorganisms. The plant pathogens tested were fungi isolated from G. sepium, and fungi 

and oomycetes with agricultural importance. Moreover, this work includes the isolation and 

characterization of bioactive secondary metabolites produced by the most competitive 

endophyte: Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Finally, this study describes the identification of 

volatile organic compounds (VOCs) produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a at two dates 

of growth, and in intra and inter-specific interactions with the oomycete Pythium 

aphanidermatum.  

The interactions involved in the in vitro antagonistic bioassays between endophytes of G. 

sepium were: cohabitation, antagonism, coantagonism, and agonism. Additionally, in the 

antagonistic bioassays among endophytes and agriculturally important fungi and 

oomycetes were observed agonistic interactions, where the endophyte inhibited the 

growth of the plant pathogens Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora 

capsici, Phytophthora parasitica, and P. aphanidermatum, by growing over their mycelia. 

The mechanisms implicated in the interspecific interactions were physical and chemical, 

such as, formation of mycelial barriers, replacement of mycelium, and the production of 

secondary metabolites.  

The organic extracts from small-scale fermentations of the most antagonistic fungi 

confirmed that endophytes produce secondary metabolites that significantly inhibited the 

growth of agriculturally important plant pathogenic microorganisms; and, similarly, they 
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have significant phytotoxic activity on two plant tested: Amaranthus hypochondriacus and 

Solanum lycopersicum. 

The most competitive endophyte was the fungus identified as Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

(anamorph or asexual form of Hypoxylon anthochroum), it grew over and killed four 

oomycete plant pathogens in the in vitro bioassays; besides, its organic extracts showed 

significant antifungal, antioomycete, and phytotoxic activity. Therefore, the bioassay-

guided fractionation of the culture medium active extract yielded four isobenzofuranones 

with antioomycete and antifungal activity against P. aphanidermatum, Ph. capsici and F. 

oxysporum, the 7-hydroxy-4,6-dimethyl-3H-isobenzofuran-1-one (28), 7-methoxy-4,6-

dimethyl-3H-isobenzofuran-1-one (29), 6-formyl-4-methyl-7-methoxy-3H-isobenzofuran-1-

one (30), and 7-methoxy-6-methyl-3H-isobenzofuran-1-one (31). The isobenzofuranone 29 

showed the major antifungal activity and the isobenzofuranone 31 is a novel natural 

product. 

 

 

 
                    (28)          (29)   (30)          (31) 

 

The identification of volatile organic compounds produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

using solid phase microextraction, followed by gas chromatography-mass spectrometry, 

established that the strain produced 70 VOCs with antioomycete and antifungal activity, 

mainly including mono- and sesquiterpenes, especially eucalyptol and limonene. Multiple 

correspondence analysis revealed four different volatile profiles, showing that volatiles 

changed with the fungus age and its intra and interspecific interactions.  

Nodulisporium sp. GS4d2II1a and its secondary metabolites are suggested as potentially 

useful for biological control of fungal and oomycetes plant pathogens of economically 

important crops. 
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I. Introducción 

 

Los hongos endófitos son microorganismos que pasan su vida o parte de ella colonizando 

los tejidos internos de las plantas sin causar síntomas aparentes de enfermedad. Todas las 

plantas están colonizadas por una o varias especies de hongos endófitos, y éstos varían de 

acuerdo al ecosistema al que pertenece su hospedera, es decir, los hongos que colonizan a 

las plantas de clima templado son diferentes a los de climas tropicales (Wilson 1995; Schulz 

& Boyle 2005; Arnold & Lutzoni 2007; Rodriguez et al. 2009; Kusari et al. 2013).  

Los hongos endófitos son un grupo polifilético y productores de metabolitos secundarios 

con amplia diversidad estructural y actividad biológica. Éstos habitan dentro de los tejidos 

de su hospedera, en una comunidad fúngica, por consiguiente, interactúan entre ellos y con 

hongos fitopatógenos por medio de mecanismos físicos y químicos. De esta manera, en 

algunos casos pueden proteger a su planta hospedera de forma directa e indirecta del 

ataque de enemigos y competidores; por ello, es probable que los metabolitos secundarios 

que producen los hongos endófitos en las relaciones bióticas que establecen sean uno de 

los mecanismos de defensa (Schulz & Boyle 2005; Tuininga 2005; Arnold & Lutzoni 2007; 

Gao et al. 2010; Kusari et al. 2013). 

Dentro de los hongos endófitos, los hongos pertenecientes al género Nodulisporium y su 

teleomorfo (forma sexual) Hypoxylon producen compuestos con actividad biológica. Son 

miembros de la familia Xylariaceae (Ascomycota), y también son productores de 

compuestos orgánicos volátiles (VOCs) antimicrobianos (Zhi-Lin et al. 2012; Monaghan, et 

al. 1995). Los compuestos producidos por las especies de Nodulisporium incluyen diversas 

familias químicas, como diterpernos indólicos, naftalenos, alcoholes, ácidos carboxílicos, 

ésteres, sesquiterpenos y monoterpenos. Los compuestos aislados de las especies de 

Nodulisporium tienen actividad antifúngica contra fitopatógenos, actividad herbicida, 

insecticida, alguicida y antibacteriana, asimismo, tienen potencial para ser usado como 

control biológico de microorganismos fitopatógenos y como productor de biodiesel 

(Monaghan et al. 1995; Hensens et al. 1999; Dai et al. 2006; Matheron & Porchas 2006; 
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Gerwick 2008; Pontius et al. 2008; Dai et al. 2009; Park et al. 2010; Rehman et al. 2011; Li 

et al. 2011; Mends et al. 2012; Suwannarach et al. 2013). 

Dentro de este contexto, el presente proyecto comprende aspectos de la química ecológica 

de hongos endófitos y fitopatógenos aislados de las hojas de plantas recolectadas en la 

Reserva de la Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH), particularmente, los de Gliricidia sepium 

(Fabaceae). El posible papel que desempeñan los metabolitos secundarios en las 

interacciones se estableció en bioensayos in vitro con los endófitos y fitopatógenos. 

Además, se estudió el potencial biológico de sus extractos orgánicos sobre el crecimiento 

de hongos y oomicetos fitopatógenos de importancia en la agricultura, y sobre plantas de 

prueba. Asimismo, el proyecto de tesis comprendió el estudio químico biodirigido del hongo 

endófito más competitivo, Nodulisporium sp. GS4d2II1a y la identificación de los 

compuestos orgánicos volátiles con propiedades antimicrobianas. 

El estudio de las relaciones entre estos organismos favorecería el descubrimiento de nuevos 

agentes agroquímicos o de control biológico.  
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II. Antecedentes 

1. Definición de hongo endófito 

La palabra ‘endófito’ etimológicamente significa ‘dentro de la planta’ (endon: dentro, 

phyton: planta). Los microorganismos endófitos comprenden a las bacterias, hongos, virus, 

algas e insectos. Sin embargo, se ha aislado con mayor frecuencia a los hongos como 

endófitos, que a las bacterias y demás microrganismos (Wilson 1995; Kusari et al. 2013). 

Los hongos endófitos son microorganismos que pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida 

colonizando internamente los tejidos vivos de la planta hospedera, sin causar síntomas de 

enfermedad o mostrar signos de habitación. Son un grupo diverso y polifilético que se ha 

encontrado en diferentes órganos de todas las plantas, desde los ecosistemas naturales 

hasta en los campos agrícolas (Schulz & Boyle 2005; Arnold & Lutzoni 2007; Rodriguez et al. 

2009; Yu et al. 2010; Kusari et al. 2013). 

El endofitismo es una asociación costo-beneficio de una planta y un microorganismo 

definida por su localización y no por su función (Kusari et al. 2013). 

 

2. Clasificación de los hongos endófitos 

Históricamente, los hongos endófitos se han clasificado en Clavicipitáceos y no 

Clavicipitáceos, basados en su filogenia e historia de vida (Arnold et al. 2003; Schulz & Boyle 

2005; Herre et al. 2007). Rodríguez y colaboradores (2009) clasifican a los hongos endófitos 

tomando en cuenta el género al que pertenecen, sus plantas hospederas, evolución y 

funciones ecológicas. En esta clasificación se conservan los grupos Clavicipitáceos y no 

Clavicipitáceos, donde este último se divide en tres clases. Los hongos endófitos 

Clavicipitáceos infectan a los pastos y los no Clavicipitáceos infectan tejidos de plantas no 

vasculares, helechos, coníferas y angiospermas. En el Cuadro 1 se presenta esta 

clasificación, mostrando además, los géneros de hongos endófitos que pertenecen a cada 

clase, los cuales varían dependiendo del grupo al que pertenezcan y del hábitat, por 

ejemplo, la composición de hongos endófitos es diferente en zonas templadas y en el 

trópico (Gamboa-Gaitán 2006; Rodriguez et al. 2009; Weber 2009; Sánchez-Fernández et 

al. 2013). 
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Cuadro 1. Grupos y clases de hongos endófitos 

 
 

Clavicipitáceos 
(Endófitos de 

pastos) 
No Clavicipitáceos 

Criterio Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 

Rango de 
Hospederos 

Reducido Extenso Extenso Extenso 

Tejidos que 
colonizan 

Tallo y rizomas 
Tallos, hojas y 

rizomas 

Tallos, hojas, 
corteza, flores, 

frutos 
Raíces 

Colonización 
in planta 

Extensiva Extensiva Limitada Extensiva 

Biodiversidad 

in planta 
Baja Baja Alta Desconocida 

Transmisión* 
Vertical y 
horizontal 

Vertical y 
horizontal 

Horizontal Horizontal 

Función 
ecológica 

Incrementan 
biomasa de la 

planta, tolerancia 
a sequía, 
producen 

metabolitos 
secundarios 

tóxicos a 
herbívoros 

Incrementan 
biomasa de la 

planta, tolerancia 
a estrés biótico y 

abiótico, 
protección de 

hongos 
patógenos por 

metabolitos 
secundarios 

Inducen 
resistencia a 

enfermedades, 
protección contra 

herbívoros, 
cambios en 

sensibilidad a 
estrés abiótico, 

mediante la 
producción de 

metabolitos 
secundarios 

Protección 
contra 

patógenos, 
metabolitos 
secundarios 

tóxicos a 
herbívoros 

Géneros 

Balansia, 
Epichloë/Neoty-

phodium, 
Cordyceps, 
Claviceps 

Ascomicetos y 
menormente 

basidiomicetos. 
Ejemplo: Phoma, 

Curvularia, 
Fusarium, 

Colletotrichum, 
Cryptosporiopsis 

Ascomicetos y en 
menor 

proporción 
basidiomicetos. 

Ejemplo: Xylaria, 
Colletotrichum, 

Phomopsis, 
Nodulisporium, 

Guignardia, 
Acremonium, 
Aspergillus, 

Fusarium 

Endófitos de 
septo oscuro 
(DSE, por sus 

siglas en inglés). 
Ejemplo: 

Chloridium, 
Leptodontidum, 
Phialocephala, 

Phialophora 

*Transmisión de hongos endófitos en las plantas: vertical, a través de las semillas y horizontal, se 
adquieren del ambiente (Rodriguez et al. 2009).  
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3. Relaciones que se establecen entre los hongos endófitos y sus hospederas 

Se ha observado que la relación entre los hongos endófitos y su planta hospedera puede ir 

desde el mutualismo hasta la patogénesis (Rodriguez et al. 2009; Strobel et al. 2004). En 

estas relaciones ambos organismos producen metabolitos secundarios potencialmente 

tóxicos; el hongo endófito produce factores de virulencia, como exoenzimas y metabolitos 

secundarios fitotóxicos y la planta produce defensas, tanto mecánicas como bioquímicas 

(enzimas y metabolitos secundarios antimicrobianos) (Figura 1). En consecuencia, para que 

ambos organismos coexistan se establece entre ellos una relación de antagonismo 

balanceado, que depende de la virulencia del hongo y de las defensas de la planta, las cuales 

varían y son influenciadas por los factores ambientales y la etapa de desarrollo de ambos 

organismos, así, cuando se presenta la senescencia del hospedero o se encuentra bajo 

estrés, el balance se torna a favor del hongo y éste se expresa como patógeno, 

presentándose los síntomas de enfermedad. Por el contrario, si los mecanismos de defensa 

de la planta anulan a los factores de virulencia, el hongo perece (Schulz & Boyle 2005; Kusari 

et al. 2012; Sánchez-Fernández et al. 2013). 

 

 

Figura 1. Hipótesis del Antagonismo Balanceado. Modificado de Schulz & Boyle 2005 y Kusari et al. 
2012. MS: metabolitos secundarios. 
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Asimismo, algunos endófitos pueden ser patógenos latentes que son influenciados por 

factores intrínsecos o ambientales para expresar factores que conllevan a la patogenicidad. 

Un ejemplo es la expresión del gen de la proteína cinasa sakA del hongo endófito Epichloë 

festucae, el cual es activado bajo estrés y por mitógenos, y es vital para el mantenimiento 

de la asociación mutualista con su hospedera Lolium perenne (raigrás perenne), previniendo 

así, que se convierta en patógeno (Eaton et al. 2011). 

 

4. Metabolitos secundarios de hongos endófitos 

Los metabolitos secundarios son compuestos orgánicos de distribución restringida, 

derivados de los metabolitos primarios, y cuyas funciones son variadas, por ejemplo, 

funcionan como defensa contra depredadores, como atrayentes de la misma u otra especie, 

como pigmentos, etc., siendo lógico asumir que todos juegan un rol vital para el bienestar 

del organismo productor (Dewick 2009). Hay por lo menos 200,000 metabolitos secundarios 

con actividad biológica, de los cuales, más de 20,000 metabolitos bioactivos son de origen 

microbiano (Selim et al. 2012). 

Los hongos son un grupo de organismos importantes al ser productores de metabolitos 

secundarios novedosos, constituyendo así, una fuente de moléculas potencialmente útiles, 

para su uso en la agricultura, en la medicina y en la industria. Los hongos endófitos son un 

gran recurso de diversidad genética y son capaces de producir metabolitos secundarios 

novedosos, debido a que crecen en una gran variedad de hábitats (Selim et al. 2012; 

Guzmán-Trampe et al. 2015). 

Los metabolitos secundarios aislados de hongos endófitos pertenecen a diversos grupos 

estructurales, incluyendo esteroides, xantonas, fenoles, isocumarinas, quinonas, 

terpenoides, depsipéptidos, alcaloides, flavonoides y compuestos alifáticos, entre otros. 

Son sintetizados primordialmente por la vía de los policétidos (acetato-malonato), la vía del 

ácido mevalónico, y usando la síntesis de proteínas no ribosomales (Schulz & Boyle 2005; 

Yu et al. 2010). Incluso se ha visto que los hongos endófitos producen los precursores o los 

metabolitos secundarios con actividad biológica, cuya síntesis se le había atribuido a la 

planta (Strobel et al. 2004; Herre et al. 2005; Guzmán-Trampe et al. 2015). Esto se ha 
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observado principalmente en las interacciones entre los pastos y sus hongos endófitos, sin 

embargo, en los hongos endófitos que colonizan a las plantas leñosas (árboles o arbustos) 

se ha comprobado en escasas ocasiones (Schulz & Boyle, 2005; Herre et al. 2005; Herre et 

al. 2007). Un ejemplo es la producción de camptotecina (1) y de 10-hidroxicamptotecina (2) 

dos alcaloides quinolínicos anticancerígenos que se aislaron inicialmente de Camptotheca 

acuminata (Nyssaceae) y que también poseen actividad insecticida contra Musca domestica 

(Muscidae) y Spodoptera exigua (Noctuidae), y antifúngica contra los fitopatógenos 

Alternaria alternata, Epicoccum nigrum, Pestalotia guepinii, Drechslera sp. y Fusarium 

avenaceum al inhibir el complejo de la topoisomerasa I-DNA de los hongos, es decir, 

interviene en la replicación y transcripción del DNA. A la fecha, se han reportado varios 

hongos endófitos productores de estos compuestos, como son los hongos Entrophosphora 

infrequens y Neurospora sp. aislados de Nothapodytes foetida (Icacinaceae) y productores 

de camptotecina; Xylaria sp. y Fusarium solani aislados de C. acuminata que producen 

análogos de la camptotecina, como la 10-hidroxicamptotecina. Fusarium solani, además 

biosintetiza camptotecina (Kusari et al. 2011; Kusari et al. 2012; Deng et al. 2014; Guzmán-

Trampe et al. 2015). 

 

 

 
               

            

              (1)                               (2)  

 
Los metabolitos secundarios producidos por los hongos endófitos también pueden dividirse 

en compuestos volátiles y no volátiles (Yu et al. 2010; Zhi-Lin et al. 2012). Los compuestos 

orgánicos volátiles (VOCs) son metabolitos importantes en la ecología química de los 

hongos al  mediar las relaciones ecológicas, como la comunicación intra e interespecíficas y 

como compuestos de defensa (Effmert et al. 2012; Spraker et al. 2014). Los hongos 

productores de VOCs pueden ser usados como agentes de control biológico 
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(micofumigación), debido a la actividad antimicrobiana que presentan sobre el crecimiento 

de otros microorganismos (Stinson et al. 2003). Los hongos endófitos pertenecientes al 

phylum Ascomycota son productores de una gran cantidad de VOCs y los miembros de la 

familia Xylariaceae son una fuente especialmente rica. Los VOCs detectados con mayor 

frecuencia en los hongos endófitos incluyen monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, 

alcoholes, cetonas, lípidos, ácidos, compuestos aromáticos simples, derivados reducidos del 

naftaleno y alcanos (Zhi-Lin et al. 2012). Los hongos endófitos pertenecientes a los géneros 

Muscodor, Nodulisporium, Phoma, Hypoxylon, Gliocladium, Fusarium y Ascocoryne, entre 

otros, son productores de una amplia gama de compuestos volátiles bioactivos (Zhi-Lin et 

al. 2012). Así, por ejemplo, el hongo endófito Oxyporus latemarginatus EF069 aislado de 

Capsicum annum L., produce VOCs antifúngicos que inhiben el crecimiento de los 

fitopatógenos A. alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici, y Rhizoctonia solani por micofumigación. Asimismo, el 

compuesto volátil 5-pentil-2-furaldehído (3) inhibe el crecimiento de R. solani (Lee et al. 

2009). 

 

 

        (3) 

 

5. Mecanismos de protección de los hongos endófitos a sus plantas hospederas 

Los hongos endófitos usualmente toman nutrientes y protección de su hospedera, y en 

retribución, algunos de ellos pueden desempeñar un papel mutualista, ya que pueden 

beneficiarla induciendo su crecimiento, aumentando su tolerancia al estrés y produciendo 

metabolitos secundarios con amplia diversidad estructural, que le proporcionan protección 

y resistencia contra microorganismos fitopatógenos y/o herbívoros. Por lo que puede ser 

posible para algunos endófitos ayudar a la planta hospedera en la defensa química 

(sinergismo balanceado, Figura 1) (Strobel et al. 2004; Rodríguez et al. 2009; Gao et al. 2010; 

Kusari et al. 2012). Un hongo endófito puede producir metabolitos secundarios que inhiben 
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a un patógeno en particular o a otros hongos endófitos, sin embargo, puede no inhibir a 

otros organismos de su mismo entorno (Arnold et al. 2003). Algunos hongos endófitos, a 

través de metabolitos secundarios o aleloquímicos, inducen los efectos alelopáticos de su 

hospedera, es decir, influyen sobre el crecimiento y desarrollo de otras especies que crecen 

a su alrededor y que usualmente son competidores por el espacio y nutrientes (Tan & Zou 

2001; Strobel et al. 2004). 

Los mecanismos por los cuales los hongos endófitos podrían contribuir a la protección de 

su hospedera contra patógenos son (Herre et al. 2007; Gao et al. 2010; Zhi-Lin et al, 2012):  

1) Directos: induciendo defensas anti-patógeno, mediante enzimas y/o metabolitos 

secundarios volátiles y no volátiles, producidas directamente por el hongo endófito y 

extrínsecos a su planta hospedera. Un ejemplo de este mecanismo es la producción de 

compuestos repelentes de insectos por el hongo Biscogniauxia atropunctata aislado de la 

planta Setaria viridis (L.) Beauv. Los compuestos aislados fueron ensayados contra la 

chinche del arroz Eysarcoris ventralis (Westwood), la mayor amenaza en los cultivos de 

arroz en Asia y hospedero de las especies de Setaria. El compuesto 3-(4-metilfuran-3-

il)propan-1-ol (4) y sus derivados semisintéticos de acilo (5-8) tuvieron efecto repelente 

entre el 40 y 100%, cuyos porcentajes eran comparables al efecto provocado por el 

naftaleno. Los compuestos 4, 6 y 7 mostraron alta repelencia. La presencia y acumulación 

del compuesto 4 en la planta puede protegerla del ataque de las chinches y, además, los 

compuestos pueden ser utilizados como un método de protección del cultivo de arroz 

(Nakajima et al. 2010).  

 

 

 

 

2) Indirectos: induciendo o incrementando la expresión de mecanismos de defensas 

químicas o fisiológicas, intrínsecas a su planta hospedera. Por ejemplo, la presencia de 

Neotyphodium lolii, endófito de L. perenne, reduce las lesiones causadas por los patógenos 

4 R= H 
5 R= COCH3 

6 R= COCH2CH3 

7 R= CO(CH2)2CH3 

8 R= COC6H5 
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foliares A. alternata, Curvularia lunata, Fusarium avenaceaum y Bipolaris sorokiniana, al 

promover un aumento en la actividad de las enzimas reguladoras de especies reactivas de 

oxígeno (ROS): superóxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD) de la planta, debido a que 

cuando la planta se encuentra en estrés biótico se produce mayor cantidad de ROS (Tian et 

al. 2008).  

3) Ecológicos: por ocupación del nicho ecológico, hiperparasitismo y depredación. Un 

ejemplo es el género Trichoderma. En el estudio conducido por Bae y colaboradores en el 

2011, se aislaron diferentes endófitos pertenecientes al género Trichoderma de diferentes 

plantas tropicales, y se evaluaron contra el oomiceto fitopatógeno Phytophthora capsici en 

plantas de chile (C. annuum). Cinco de los aislamientos estudiados se consideran endófitos 

de C. annuum, ya que penetraron y sobrevivieron en sus raíces sin causar daño observable 

y, dependiendo de la cepa, retrasaron el desarrollo de la enfermedad por Ph. capsici. Tres 

aislamientos de Trichoderma sp. eliminaron por completo el crecimiento de Ph. capsici en 

cocultivo, y dos de ellos penetraron las hifas de Ph. capsici, por lo que es posible que el 

miparasitismo contribuye a su capacidad para retrasar la enfermedad. Por otro lado, cuatro 

aislamientos de Trichoderma sp. inhibieron el crecimiento de Ph. capsici por medio de la 

producción de metabolitos extracelulares (Bae et al. 2011). 

El predominio en mayor o menor grado de cualquiera de estos mecanismos tiene distintas 

consecuencias sobre la ecología y evolución de las relaciones planta hospedera-endófito-

patógeno (Herre et al. 2007). De manera adicional, estos mecanismos pueden actuar en 

conjunto, por ejemplo cuando el hongo produce compuestos volátiles y no volátiles con 

actividad antifúngica contra fitopatógenos, y por micoparasitismo y depredación, limitando 

el crecimiento del patógeno. Por lo que estos mecanismos pueden ser los responsables de 

su supervivencia dentro de la hospedera (Gams et al. 2004; Gao et al. 2010). 

 

6. Interacciones interespecíficas entre hongos 

Las plantas, al estar colonizadas por una gran número de hongos endófitos, interaccionan 

entre ellos e incluso con otros simbiontes, como son las bacterias endófitas (Arnold et al. 

2003; Herre et al. 2005; Herre et al. 2007; Kusari et al. 2012). De acuerdo a la clasificación 
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de Tuininga (2005) las interacciones fúngicas se clasifican en interacciones nutritivas y no 

nutritivas, dependiendo si involucran o no la adquisición de nutrientes.  

Las interacciones nutritivas incluyen a la biotrofía, necrotrofía y saprotrofía. La biotrofía es 

la obtención de nutrientes de las células vivas del hospedero, por ejemplo el parasitismo; la 

necrotrofía es la adquisición de nutrientes al eliminar a un organismo, el micoparasitismo y 

la depredación son ejemplos de esta interacción; y por último, la saprotrofía que es la 

adquisición de nutrientes de material muerto, por ejemplo la descomposición. 

El término micoparasitismo se aplica estrictamente a las relaciones en las que un hongo 

sirve como una fuente de nutrientes para otro, aunque este tipo de flujo de nutrientes rara 

vez se ha demostrado. Los micoparásitos pueden ser necrótrofos y biótrofos, dependiendo 

si eliminan o no al hospedero. Un ejemplo de hongo micoparásito es Trichoderma (Jeffries 

1995; Gams et al. 2004).  

Por otro lado, las interacciones no nutritivas, no involucran la adquisición de nutrientes, 

estas son: coantagonismo (-/-), antagonismo (-/0), agonismo (-/+), cohabitación (0/0), 

comensalismo (0/+) y mutualismo (+/+). Cada una se distingue por el efecto que tiene un 

hongo sobre otro e intervienen diferentes mecanismos que pueden actuar en conjunto 

(Cuadro 2). Los mecanismos pueden clasificarse en (Widden 1997; Boddy 2000; Tuininga 

2005):  

1) Físicos o directos: por interacciones entre hifas, interferencia hifal, y por contacto de 

micelio. 

2) Químicos o indirectos: mediante la producción de compuestos solubles, metabolitos 

secundarios o aleloquímicos, algunos metabolitos primarios y enzimas o compuestos 

volátiles efectivos a distancia que limitan el crecimiento de las hifas del competidor. 
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Cuadro 2. Clasificación de las interacciones interespecíficas fúngicas no nutritivas 

Término Resultado Efecto Mecanismos 

Coantagonismo -/- 
Muerte, disminución del 
crecimiento de ambos 

competidores 

Lisis, vacuolación, cambios en 
pH, interferencia (coalelopatía, 
coantibiosis), inhibición física, 

competencia nutricional 
(explotación, captura de 

recursos primaria), cese de 
crecimiento donde hay contacto 

(deadlock), defensa 

Antagonismo -/0 
Muerte, disminución del 

crecimiento de un 
competidor 

Lisis, vacuolación, cambios en 
pH, interferencia (alelopatía, 
antibiosis), inhibición física 

Agonismo -/+ 

Disminución del crecimiento 
de un competidor y 

aumento del crecimiento del 
otro, creciendo encima de la 

colonia del competidor 

Interferencia (alelopatía, 
antibiosis) 

Cohabitación 0/0 
Neutralismo, es decir ningún 

competidor se afecta o 
beneficia 

Entremezcla de micelios 

Comensalismo 0/+ 
Un competidor no se afecta 

y el otro incrementa su 
crecimiento 

Entremezcla de micelios, 
exudación 

Mutualismo +/+ 
Aumento del crecimiento 
del ambos competidores 

Entremezcla de micelios, 
exudación 

Modificado de Tuininga 2005.  

 

Un ejemplo de interacción no nutritiva y los mecanismos que involucra es el agonismo. En 

el agonismo, aunque una colonia crezca encima del competidor, no necesariamente 

involucra algún tipo de adquisición de nutrientes. Es decir, un hongo “A” puede inhibir a un 

hongo “B” por medio de alelopatía (metabolitos secundarios) y, después crecer en dirección 

del hongo “B” y finalmente capturar el espacio ocupado anteriormente por “B”, por lo que 

el hongo “A” se puede beneficiar de los cambios que el hongo “B” haya realizado en el 

sustrato. En este caso, el hongo “A” no está recibiendo nutrientes directamente del hongo 

“B”, como en el parasitismo, pero se beneficia del hongo “B”. Sin embargo, los mecanismos 
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nutritivos y no nutritivos pueden actuar simultáneamente y cambiar a través del tiempo, 

por ejemplo un hongo puede ser agonista y micoparásito, como los micoparásitos 

Acremonium strictum, Clonostachys rosea, Trichothecium roseum y Sistotrema brinkmannii 

que crecen sobre las colonias de otros hongos sin que ellos se inhiban. Después de la 

infección, usualmente el hongo parasitado ya no puede ser recuperado (Gams et al. 2004; 

Tuininga 2005). 

Por otro lado, un ejemplo de mecanismo que involucra el contacto físico de las hifas es la 

interferencia hifal. Esta se produce cuando el micelio de un hongo crece cerca (a menos de 

50 mm) o en contacto con el de otra especie y reduce el crecimiento del segundo hongo 

causando perturbaciones citoplasmáticas y destrucción de las hifas. Estudios de 

microscopía electrónica han revelado vacuolización, o una abundancia de gotitas de lípidos 

e invaginaciones de la membrana plasmática del hospedero en el punto de contacto con 

este. Sin embargo, este mecanismo es mediado por la liberación de metabolitos 

secundarios (Gams et al. 2004; Boddy 2000). 

Otra forma de clasificar las interacciones es describir el resultado de la interacción, es decir, 

muerte, inhibición o estimulación del crecimiento, crecimiento entremezclado, inhibición a 

distancia, reemplazo parcial o total de uno de los competidores, y darle puntos a cada 

resultado, con el fin de obtener un valor o índice de antagonismo o de combate, que indica 

cuál es el hongo más competitivo, donde el más competitivo obtiene un valor más alto 

(Yuen et al. 1999; Rotheray et al. 2011). Por lo que esta forma de clasificación es muy útil 

para la selección de hongos objeto de estudio, ya que se ha observado que en algunas 

interacciones en cultivos in vitro, los hongos antagonistas producen metabolitos primarios 

y secundarios con propiedades antifúngicas tales como enzimas, compuestos difusibles, y 

compuestos volátiles que inhiben el competidor fúngico a distancia. La zona de interacción 

del antagonismo fúngico también implica hifas muertas por micoparasitismo, pigmentos, y 

cambios de morfología de los micelios (Shearer 1995; Yuen et al. 1999; Gams, 2005; Hynes 

et al. 2007; Rotheray et al. 2011).  

En la actualidad, son escasos los estudios que establecen cómo son las interacciones 

interespecíficas en las comunidades fúngicas en la naturaleza y la importancia de los 
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compuestos antimicrobianos en estas interacciones (Shearer 1995; Yuen et al. 1999; Hynes 

et al. 2007; Rotheray et al. 2011). Por lo que el estudio de estas interacciones conduce al 

descubrimiento de metabolitos secundarios bioactivos, en su mayoría estructuralmente 

diversos y novedosos, constituyendo así, moléculas potencialmente útiles para su uso en la 

agricultura. Además, mediante estos estudios es posible seleccionar especies útiles como 

agentes de control biológico (Shearer 1995; Yuen et al. 1999; Tan & Zou 2001; Strobel et al. 

2004). 

 

6.1 Producción de metabolitos secundarios en cocultivos 

Hay que resaltar que casi todos los trabajos acerca de la obtención de metabolitos 

secundarios de hongos endófitos se realizan bajo condiciones de monocultivos axénicos, sin 

embargo, los hongos endófitos conviven dentro de la planta entre ellos y con las bacterias 

endófitas, por lo que el estudio de la producción de metabolitos bioactivos debe realizarse 

en cocultivos (Kusari et al. 2012). Los cocultivos involucran el cultivo de dos o más 

microorganismos en el mismo ambiente, que puede ser en medios sólidos o líquidos. En 

estos cultivos se pueden activar grupos de genes que están silenciados bajo las condiciones 

de cultivo estándares en el laboratorio (Bertrand et al. 2014). Un ejemplo es el aislamiento 

e identificación de 4″-hidroxisulfoxi-2,2″-dimetiltielavina P (9) producida durante el 

cocultivo de Trichophyton rubrum y Bionectria ochroleuca (Bertrand et al. 2013).  

 

 

(9)  
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Los perfiles de VOCs de los hongos también pueden cambiar cuali y cuantitativamente 

durante las interacciones inter e intraespecíficas (Evans et al. 2008) y en las interacciones 

antagónicas con bacterias (Minerdi et al. 2009; Spraker et al. 2014). Existen algunos 

reportes sobre los cambios en la producción de volátiles en las interacciones 

interespecíficas entre saprobios y basidiomicetos descomponedores de madera, como 

Sterium gausapatum y Trametes versicolor (Evans et al. 2008; Hynes et al. 2007), y entre la 

bacteria y el hongo Ralstonia solanacearum y Aspergillus flavus (Spraker et al. 2014), que 

exploran el papel ecológico de los compuestos volátiles producidos por los hongos y su 

posible aplicación en la agricultura. 

Sin embargo, hasta la fecha, no existen informes sobre los cambios en la producción de 

compuestos volátiles entre un hongo endófito y un oomiceto fitopatógeno en interacción 

antagónica, ya que los metabolitos producidos son probablemente responsables de la 

actividad biológica observada en cocultivo. Generalmente, esta bioactividad se atribuye a 

los metabolitos secundarios producidos por endófitos cuando se cultiva en condiciones de 

monocultivo axénicos. 

 

7. Metabolitos secundarios de hongos endófitos con potencial para su uso en la 

agricultura 

La seguridad alimentaria (la disponibilidad de alimentos y el acceso a estos) es cada vez más 

importante, sobre todo porque se prevé que la población mundial aumente por encima de 

nueve mil millones en 2050 (Verger & Boobis 2013). El uso de plaguicidas es un tema muy 

importante, pero su aplicación ha sido motivo de controversia, debido a que representa una 

ayuda importante en la protección de cultivos, pero han causado daños en la salud humana 

y en el ambiente (Verger y Boobis 2013). Una alternativa, entre otras, para la protección de 

cultivos es la aplicación de los metabolitos secundarios o productos naturales, o compuestos 

inspirados en productos naturales aislados de microorganismos endófitos (Guzmán-Trampe 

et al. 2015). 

Los endófitos producen metabolitos con diversidad química que exhiben aplicaciones 

potenciales en la agricultura, como antifúngicos, antibacterianos, insecticidas, nematicidas, 
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entre otros (Kusari et al. 2012; Kumar & Kaushik 2012). Así por ejemplo, el nonenólido 

(6S,7R,9R)-6,7-dihidroxi-9-propil-non-4-eno-9-lactona (10), aislado de Phomopsis sp. 

HCCB03520 que vive en las ramas de Achyranthes bidentata en China, mostró actividad 

fitotóxica sobre la germinación y el crecimiento de la raíz de Medicago sativa, Trifolium 

hybridum y Buchloe dactyloides, y aunque la inhibición es menor que la provocada por el 

herbicida comercial ácido 2-(2,4-diclorofenoxi)acético (2,4-D), se puede considerar una 

alternativa al uso de herbicidas comerciales  (Ge et al. 2012; Yang et al. 2012). 

Otro ejemplo es la producción de metabolitos antifúngicos y fitotóxicos del hongos endófito 

Edenia gomezpompae, aislado de Callicarpa acuminata. Los compuestos aislados fueron las 

palmarumicinas CP2 (11), CP17 (12) y CP19 (13), y las preusomerinas EG1 (14), EG2 (15), EG3 

(16) y EG4 (17). Los compuestos 11, 14, 15 y 16 aislados del micelio poseen actividad 

antifúngica contra los fitopatógenos Phytophthora capsici, Phytophthora parasitica, 

Fusarium oxysporum y Alternaria solani. Asimismo, estos compuestos tuvieron actividad 

fitotóxica sobre la germinación, el crecimiento de la raíz y la respiración durante el proceso 

de germinación de las semillas de Amaranthus hypochondriacus, Solanum lycopersicum y 

Echinochloa crus-galli. Los compuestos 14, 16 y 17 mostraron mayor actividad sobre la 

germinación de las semillas y los compuestos 13, 15 y 16 inhibieron significativamente el 

crecimiento de la raíz de las tres plantas blanco, por último, los compuestos 13, 14 y 17 

inhibieron la respiración en las tres plantas y en mitocondrias de espinaca. Finalmente, las 

preusomerinas 14 y 17, y las palmarumucinas 11 y 12, inhiben la síntesis de ATP de H2O a 

metilviológeno, y el transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado en 

cloroplastos de espinaca, comportándose como inhibidores potentes de la reacción de Hill. 

El sitio de inhibición está localizado en el fotosistema II, entre P680 y QA (Macías-Rubalcava 

et al. 2008; Macías-Rubalcava et al. 2014a; Macías-Rubalcava et al. 2014b). 
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Los metabolitos secundarios producidos por hongos endófitos además de su potencial 

como bioplaguicidas, permiten seleccionar a los microorganismos que puedan ser 

empleados como agentes de control biológico (Tripathi et al. 2008; Glare et al. 2012; 

Sánchez-Fernández et al. 2013). 

Bioplaguicida es un término que se ha aplicado a las preparaciones que contienen 

organismos vivos (bacterias, virus, hongos, protozoos y nematodos), una definición más 

amplia, abarca compuestos botánicos y semioquímicos (por ejemplo, las feromonas) 

producidos directamente por estos microorganismos, que se utilizan para suprimir las 

poblaciones de plagas, incluyendo insectos, patógenos y malezas (Tripathi et al. 2008; Glare 

et al. 2012). En contraste con el control biológico clásico, el término bioplaguicida se refiere 

a que éste debe aplicarse en repetidas ocasiones a las áreas infestadas de plagas debido a 

que sus poblaciones no son auto sostenibles durante más de una estación de crecimiento, 

y a que no son capaces de extenderse más allá de la zona de aplicación. Asimismo, se 

incluyen a los endófitos que son introducidos en las plantas, ya sea durante la producción 

de semillas o de propagación, y que tienen propiedades plaguicidas, a pesar de que no se 

consideran tradicionalmente como tales, donde el endófito es un microorganismo 

plaguicida y la planta actúa como un sistema de entrega (Glare et al 2012). 

Por otra parte, el término control biológico se refiere a la supresión de las actividades 

dañinas de un organismo por otro organismo y se ha utilizado en diferentes campos de la 

(11) R1, R2=O 
(13) R1=H, R2=OCH3 

 
 

(15) R=OH 
(16) R=OCH3 
(17) R=H 

 
 

(14) 

 

 

(12) 

 

 

(10) 
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biología. En la fitopatología, el término se aplica a la utilización de antagonistas microbianos 

para suprimir enfermedades, así como, el uso de patógenos específicos del hospedero para 

controlar las poblaciones de malezas. En ambos campos, el organismo que suprime la plaga 

o patógeno se conoce como el agente de control biológico (Tripathi et al. 2008).  

Un ejemplo de bioplaguicida son las especies de Trichoderma, las cuales, como ya se ha 

mencionado, producen metabolitos secundarios y enzimas, y son conocidas como 

micoparásitos. Trichoderma inhibe a los fitopatógenos por todos estos mecanismos y por 

mejorar la resistencia sistémica de la planta (Lorito et al. 2010; Harman 2011). Todas estas 

propiedades han llevado al desarrollo de biofungicidas con Trichoderma spp. como 

SentinelTM, un biofungicida contra la pudrición en las uvas causada por Botrytis, y VinevaxTM, 

una mezcla de cepas de Trichoderma harzianum que se introducen en el tronco de la planta 

y permite la colonización interna de tejido y la supresión de enfermedades del tronco 

causadas por hongos como Botryosphaeria y Phaeomoniella (Glare et al. 2012; Guzmán-

Trampe et al. 2015). 

 

8. El género Nodulisporium 

La familia Xylariaceae está formada por varios géneros, dentro de los cuales Hypoxylon, 

Nodulisporium y Daldinia constituyen tres de los grupos más grandes e importantes debido 

a que producen una gran diversidad de metabolitos secundarios (Pinheiro De Carvalho 

Ribeiro et al. 2012). Las especies de Nodulisporium son aisladas frecuentemente, crecen 

relativamente rápido en cultivo in vitro, y se encuentran como hongos endófitos en 

diferentes partes de plantas tropicales, en plantas en descomposición, restos de cortezas, 

ramas, y también se han aislado de diferentes partes de plantas tropicales, así como, 

asociado a algas y como fitopatógenos. Adicionalmente, son productoras de una amplia 

variedad de metabolitos secundarios con diversidad estructural y variedad de actividades 

biológicas y, además, tiene potencial como agente de biocontrol (micofumigación) 

(Monaghan et al. 1995; Hensens et al. 1999; Matheron & Porchas 2006; Dai et al. 2006; 

Pontius et al. 2008; Dai et al. 2009; Park et al. 2010; Rehman et al. 2011; Li et al. 2011; 

Suwannarach et al. 2013). 
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Las especies de Nodulisporium son un grupo heterogéneo de hongos anamorfos (fase 

asexual), muchos de los cuales son estados conidiales de varias especies de los géneros 

Daldinia, Xylaria, Biscogniauxia, Hypoxylon, Rosellinia y Kretzschmaria (Monaghan et al. 

1995; Webster & Weber 2007). 

 

8.1 Metabolitos secundarios aislados del género Nodulisporium y su actividad biológica 

En la literatura existen relativamente pocos reportes de metabolitos secundarios de 

Nodulisporium sp. aislado como endófito. Como ejemplo, podemos mencionar a 

Nodulisporium sp., endófito de un alga que habita en Grecia, que produce acremonisol A 

(18) y (3R)-7-hidroxi-5-metilmeleina (19), dos compuestos novedosos para este género, 

pero sin actividad biológica reportada (Pontius et al. 2008).  

 

 

      

    

   (18)                                           (29) 

 
Asimismo, de Nodulisporium sp. A4 endófito Aquilaria sinensis, se aislaron 7 compuestos 

del medio de cultivo: 5-metil-2-viniltetrahidrofuran-3-ol, 6-metil-2-(5-metil-5-

viniltetrahidrofuran-2-il)hept-5-en-2-ol, 6-α-hidroxiciclonerolidol, (1S,4S,5R,7R,10R)-10-

desmetil-1-metil-11-eudesmeno, tirosol, 8-metoxinaftalen-1-ol y 1,8-dimetoxinaftaleno y 3 

compuestos del micelio: ergosterol, peróxido de ergosterol y cerevisterol. Los compuestos 

6-α-hidroxiciclonerolidol (20) y (1S,4S,5R,7R,10R)-10-desmetil-1-metil-11-eudesmeno (21) 

mostraron inhibición contra líneas celulares tumorales SF268 y NCI-H460, respectivamente 

(Li et al. 2011).  

Por otro lado, Nodulisporium DA092917 produce un compuesto fitotóxico, el ácido 

metilidenmevalónico (22). Este compuesto y sus derivados son herbicidas contra malezas 

como Amaranthus spp., E. crus-galli, Avena fatua, entre otras (Gerwick et al. 2008). 
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                             (20)                     (21)                      (22) 

 
Hensens y colaboradores (1999) aislaron los ácidos nodulispóricos A1 (23) y A2 (24) de 

Nodulisporium sp., los cuales son diterpenos indólicos con propiedades insecticidas contra 

la mosca verde Lucilia seracata (Calliphoridae). Otros estudios reportan que Nodulisporium 

spp. produce compuestos con actividad antimicrobiana (Wu et al. 2010; Rehman et al. 

2011). Los extractos de acetato de etilo del cultivo de una especie endófita de 

Nodulisporium, aislada de Juniperus cedre, presentaron actividad alguicida, antibacteriana 

y antifúngica. El fraccionamiento químico biodirigido de este extracto permitió el 

aislamiento de 7 compuestos nuevos: 3-hidroxi-1-(2,6-dihidroxifenil)-butan-1-ona, 1-(2-

hidroxi-6-metoxifenil)butan-1-ona, 2,3-dihidro-5-metoxi-2-metilcromen-4-ona, los 

naftalenos diméricos nodulisporina A y B, y una indanona dimérica nodulisporina C, así 

como 4E,6E-2,4,6-trimetilocta-4,6-dien-3-ona. Solo la 1-(2-hidroxi-6-metoxifenil)butan-1-

ona (25) fue activa contra la bacteria Bacillus megaterium, los hongos Microbotryum 

violaceum y Septoria tritici, y el alga verde Chlorella fusca, a una concentración de 0.25 mg 

por sensidisco (Dai et al. 2006). 

 

 (23) (24) 



41 
 

 

 

 

 

Adicionalmente, se han identificado VOCs de varias especies endófitas de Nodulisporium. 

Park et al (2010) y Tomsheck et al (2010) reportaron por primera vez que Nodulisporium 

spp. produce compuestos volátiles con actividad antimicrobiana. La mayoría de estos 

compuestos son alcoholes, ácidos, ésteres y monoterpenos. Tomsheck y colaboradores 

reportaron que Hypoxylon sp. (teleomorfo de Nodulisporium sp.) produce 29 compuestos 

volátiles, incluyendo el eucaliptol (26), el cual se sabe que posee actividad antimicrobiana. 

Asimismo, Nodulisporium sp. aislado como endófito de Myroxylon balsamum, produce 

volátiles con actividad antifúngica contra los fitopatógenos Aspergillus fumigatus, R. solani, 

Phytophthora cinnamomi y Sclerotinia sclerotiorum. La mayoría de estos compuestos son 

alcoholes, ésteres, cetonas y terpenos (Mends et al. 2012). 

Otras especies de Nodulisporium productoras de compuestos volátiles se aislaron de hojas 

y tallos de Lagerstroemia loudoni, la cepa CMU-UPE34 produce compuestos volátiles 

antifúngicos. De los 31 compuestos identificados, 12 fueron terpenos, donde el mayoritario 

fue el eucaliptol (26), seguido del -mirceno (27). En bioensayos in vitro, la mezcla de 

compuestos volátiles inhibieron 12 fitopatógenos: Alternaria porri, A. solani, Colletotrichum 

capsici, Colletotrichum musae, C. gloeosporioides, F. oxysporum, F. solani, Nigrospora 

oryzae, Penicillium digitatum, Penicillium expansum, R. solani y Sclerotium rolfsii. Asimismo, 

se determinó su actividad in vivo (micofumigación) en Citrus spp., donde inhibió a los 

fitopatógenos P. digitatum y P. expansum (Suwannarach et al. 2013).  

 

 

 

 

(25) 

(26) (27) 
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Estos estudios demuestran que Nodulisporium spp. produce compuestos bioactivos con 

amplia diversidad estructural y que, además, tiene potencial como agente de biocontrol. 

 

9. Criterios para la selección de plantas hospederas 

Las relaciones entre los endófitos y sus plantas hospederas han permitido plantear criterios 

para la selección de plantas que conlleve al aislamiento de hongos endófitos que produzcan 

metabolitos secundarios potencialmente bioactivos, estos criterios son (Yu et al. 2010; 

Strobel et al. 2004): 

 Plantas sin síntomas de enfermedad que crecen rodeadas de otras plantas infectadas 

por diversos patógenos (criterio ecológico), las cuales pueden estar colonizadas por 

endófitos productores de metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas. 

  Plantas que crecen en lugares de alta biodiversidad y que pueden alojar endófitos 

igualmente biodiversos. 

 Plantas con uso en la medicina tradicional (etnomédico).  

 Plantas con estrategias especiales para su supervivencia o que crezcan en ambientes 

únicos. 

 Plantas endémicas, con longevidad inusual o que hayan habitado en un territorio 

antiguo del planeta.  

 

10. Sitio de recolecta de plantas 

La Reserva de la Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH) es un territorio ubicado en la Cuenca 

del río Balsas, rico en recursos hidrológicos con una importante cubierta forestal. Abarca 

los estados de Morelos, Puebla y Guerrero. Está compuesta de selva baja mediana 

caducifolia, bosque de encino y selva baja subcaducifolia (Saldaña Fernández et al. 2007). 

Al ser una zona con alta diversidad biológica, incrementa la posibilidad de aislar hongos 

endófitos biodiversos y que al recolectarse además bajo el criterio ecológico, pueden 

producir metabolitos secundarios con elevada actividad biológica. 
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Los hongos endófitos objetos de estudio en el presente proyecto son colonizadores de hojas 

de plantas leñosas, y se encuentran ubicados en la Clase 3 del grupo de hongos no 

Clavicipitáceos. Esta clase incluye endófitos hiperdiversos asociados con hojas de árboles 

tropicales, los cuales pertenecen en su mayoría al phylum Ascomycota y hongos anamorfos 

(Rodriguez et al. 2009; Selim et al. 2012). 

Cabe señalar que se ha planteado que cada hoja representa un mosaico de diversas especies 

de hongos endófitos, sin embargo, se conoce relativamente muy poco de la naturaleza de 

la interacción entre las plantas leñosas y sus endófitos foliares, a pesar de su abundancia y 

gran diversidad, particularmente en regiones tropicales (Herre et al. 2007). 

El presente proyecto de investigación se enfoca en el estudio de la posible protección de 

los hongos endófitos a su hospedera mediado por mecanismos directos y ecológicos. 
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III. Hipótesis 

Algunos hongos endófitos aislados de las hojas de Gliricidia sepium (Fabaceae) constituyen 

una fuente de metabolitos secundarios, los cuales pueden inhibir directamente especies 

particulares de fitopatógenos, y ayudar así, a la defensa de la hospedera, a su sobrevivencia 

dentro de la planta, y constituir al mismo tiempo prototipos de agroquímicos o agentes de 

control biológico. 
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IV. Objetivos 

 

1. Objetivos Generales 

 

 Determinar el tipo de interacciones entre hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium 

y entre hongos endófitos y fitopatógenos in vitro, con el fin de establecer los mecanismos 

involucrados en estas relaciones, e inferirlos dentro de la comunidad fúngica en la planta, y 

por otro lado, en las interacciones contra hongos y oomicetos fitopatógenos con 

importancia económica en la agricultura. 

 

 Aislar y caracterizar algunos metabolitos secundarios con potencial antifúngico, 

antioomiceto y fitotóxico producidos por el hongo endófito más competitivo aislado de G. 

sepium mediante el estudio químico biodirigido del extracto activo, y la identificación de 

compuestos orgánicos volátiles activos, con el fin de establecer los aspectos químicos 

involucrados en las relaciones hongo endófito-fitopatógeno, y el efecto fitotóxico de los 

compuestos que producen los hongos endófitos, contribuyendo así, con el desarrollo de 

nuevos agentes agroquímicos alternativos o de control biológico. 

 

2. Objetivos particulares 

 

 Recolectar el material vegetal en la ‘Reserva de la Biósfera Sierra de Huautla’, y realizar 

el aislamiento y purificación de hongos endófitos y fitopatógenos de plantas con 

potencial alelopático. 

 Realizar bioensayos de antagonismo in vitro entre endófito-endófito, endófito-

fitopatógeno de G. sepium y establecer el mecanismo de interacción interespecífica. 

 Realizar bioensayos de antagonismo in vitro entre los hongos endófitos más 

competitivos y hongos y oomicetos fitopatógenos con importancia agrícola como 

Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Phytophthora capsici, Phytophthora palmivora, 

Phytophthora cinnamomi, Phytophthora parasitica, Pythium aphanidermatum, Pythium 
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ultimum y Pythium polytylum, estableciendo el mecanismo de interacción 

interespecífica. 

 Identificar el género y, en lo posible, la especie del mayor número de hongos endófitos 

más competitivos y fitopatógenos aislados de G. sepium, mediante el análisis detallado 

de sus características macro y microscópicas. 

 Corroborar la identificación de los hongos endófitos y fitopatógenos más antagónicos 

por medio de la secuenciación de la región ITS1-5.8s-ITS2 del DNA ribosomal. 

 Cultivar en pequeña escala algunos hongos endófitos de G. sepium con el mayor 

potencial antagónico contra hongos endófitos y fitopatógenos, estableciendo las 

mejores condiciones de cultivo. Obtener los extractos orgánicos del micelio y del medio 

de cultivo. 

 Evaluar cuantitativamente el potencial antimicrobiano de los extractos orgánicos, 

derivados de los cultivos en pequeña escala de los hongos endófitos más competitivos 

aislados de G. sepium, sobre el crecimiento radial de fitopatógenos con importancia 

económica en la agricultura: dos hongos F. oxysporum y A. solani, y tres oomicetos Ph. 

capsici, Ph. parasitica y P. aphanidermatum, empleando el método de dilución en agar. 

 Determinar cuantitativamente el potencial fitotóxico de los extractos orgánicos, 

derivados de los cultivos en pequeña escala de los hongos endófitos más competitivos 

aislados de G. sepium, sobre la germinación y el crecimiento de la raíz de las semillas de 

Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum, utilizando el método dilución en 

agar. 

 Seleccionar al menos un hongo endófito con potencial aleloquímico, y cultivarlo en 

mediana escala, verificando su potencial antifúngico, antioomiceto y fitotóxico. 

 Realizar el fraccionamiento químico biodirigido de los extractos activos del hongo 

endófito con mayor potencial aleloquímico. Aislar y purificar los metabolitos 

secundarios responsables de la actividad biológica.  
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 Determinar cuantitativamente el potencial antifúngico, antioomiceto y fitotóxico de los 

metabolitos secundarios mayoritarios aislados de las fracciones activas del hongo 

endófito con mayor potencial aleloquímico. 

 Evaluar la producción de metabolitos secundarios del hongo endófito con mayor 

potencial aleloquímico en la zona más cercana al área donde se establece la interacción 

antagónica con un microorganismo fitopatógeno, in vitro, para establecer si hay un 

cambio en el metabolismo secundario. 

 Identificar los compuestos orgánicos volátiles producidos por el hongo endófito con 

mayor potencial aleloquímico en diferentes días de crecimiento, y en interacción 

antagónica inter e intra específica, empleando microextracción en fase sólida seguida 

de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. 

 Determinar el potencial antifúngico, antioomiceto y fitotóxico de los metabolitos 

secundarios volátiles producidos por el hongo endófito con mayor potencial 

aleloquímico sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos y plantas de 

prueba. 

 Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la aplicación 

de métodos espectroscópicos, espectrométricos y de difracción de rayos X. 
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V. Materiales y Métodos 

1. Recolecta del material vegetal 

La recolecta se llevó a cabo en la Reserva de la Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH), en la 

estación biológica de la localidad de Quilamula en el municipio de Tlalquitenango 

(8°30`4.1"N - 98° 51'52"O´ y 18°32`12.2"N - 99° 02'05"O 1080-1230 msnm), Morelos, en 

septiembre de 2010. Se recolectaron hojas sanas de la parte media de 11 plantas leñosas 

siguiendo el criterio de plantas que crecen en zonas de alta biodiversidad aunado al criterio 

ecológico (Yu et al. 2010). Asimismo, se recolectaron hojas enfermas para el aislamiento de 

microorganismos fitopatógenos. En el Cuadro 3 se indica las plantas hospederas 

seleccionadas, señalando su uso etnobotánico o etnomédico, los metabolitos secundarios 

que producen y su actividad biológica. Cabe destacar que para las plantas elegidas no se ha 

encontrado información en la literatura acerca del aislamiento o identificación de sus 

hongos endófitos. 

 

2. Aislamiento de hongos endófitos y fitopatógenos de hojas de plantas de la Reserva 

de la Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH) 

2.1. Aislamiento de hongos endófitos 

El material vegetal se lavó con agua purificada y agua destilada estéril. Posteriormente, se 

esterilizó superficialmente con etanol al 75% por 60 s y Clorox® al 65% (equivalente a 3.4% 

de NaClO) por 60 s, y se lavó con agua destilada estéril entre los tratamientos. Las hojas 

estériles se secaron con papel adsorbente estéril. A continuación, de la parte central se 

cortaron segmentos de 2 x 2 mm y se colocaron cuatro segmentos al azar en cajas Petri de 

9 cm conteniendo medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA), y cuatro de la misma hoja en Agar-

Agua (AA) al 2%, ambos adicionados con antibiótico (cloranfenicol 500 mg/L). Se utilizaron 

6 hojas de cada planta recolectada. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente con 

fotoperiodo luz-oscuridad natural (12:12 h) y cada colonia distinta que fue emergiendo de 

los segmentos de hojas se transfirió a cajas Petri con PDA (Rodrigues 1994; Schulz & Boyle 

2005). 
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Cuadro 3. Plantas seleccionadas para el aislamiento de hongos endófitos y fitopatógenos 

Planta Nombre común Uso Metabolitos secundarios Actividad biológica Referencias 

Bursera linaloe 
(Burseraceae) 

Cacahuananche, 
cacahuate, caña 
dulce, toposote 

Dolor de cabeza, 
picaduras de 

alacranes 

Aceite esencial de hojas: linalol, 
geraniol, mirceno, entre otros 

Aceite esencial con actividad 
antibacteriana contra 
Rhodococcus equi  y 

Staphylococcus epidermidis 

(ww.medicinatrad
icionalmexicana.u

nam.mx; 
Queiroga et al. 

2007) 

Bursera 
lancifolia 

(Burseraceae) 
--  

Volátiles del tallo: α-terpineol, 
terpinen-4-ol, α-tujeno, linalool 

y limoneno 
-- 

(www.medicinatr
adicionalmexican

a.unam.mx) 

Gliricidia 
sepium 

(Fabaceae) 
 

Mata rata, 
Guerrero, Guaje, 
Cola de alacrán, 

Cacahuano, 
Tecahuananche 

 
 

Afecciones en la 
piel, como el 
sarampión, 

salpullido, sarna, 
ictericia; 

antipirético, en 
mordeduras de 

serpiente. 
Forraje, cerca viva 

Tallo: 2-7-dihidroxi-3'-metoxi -
isoflavano-3'-4'-7' trihidroxo-

flavanona, gliricidina, gliricidol, 
isomucronulatol, robinetina, 

sepinol, sepiol, 2'-O-metil 
sepiol. Flor: astragalina, 

robinina y trifolina 
(flavonoides); el aceite esencial 
contiene 26 compuestos donde 
el mayoritario es una cumarina. 
Hojas: pinitol, el aceite esencial 
contiene 16 compuestos donde 

el mayoritario es el 
propilenglicol. Corteza: 19 
compuestos en el aceite 

esencial, los mayoritarios son 
metil-3(E)-penteniléter, 3-metil-

2-butanol y 3-metoxihexano. 

Extractos con actividad 
insecticida contra 

Spodoptera frugiperda, 
antiinflamatoria y diurética 

en ratas, antiespasmódica en 
íleon de cobayo e 

hipotérmica en ratones. 
Aceite esencial con actividad 

antimicrobiana contra 
Bacillus cereus, Enterobacter 

faecalis, Salmonella 
paratyphi, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, 

Streptococcus 
faecalis, Proteus vulgaris, 

Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa y 

Serratia marcescens 

(www.medicinatr
adicionalmexican

a.unam.mx; 
Montes-Molina et 

al. 2008; Reddy 
and Jose 2010; 

Kaniampady and 
Arif 2007) 

 

-- No se encontró información acerca de la planta. 
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Cuadro 3. Plantas seleccionadas para el aislamiento de hongos endófitos y fitopatógenos (Continuación) 

Planta Nombre común Uso 
Metabolitos 
secundarios 

Actividad biológica Referencias 

Leucaena 
macrophyla 
(Fabaceae) 

-- Forraje 
Tallos y hojas: 

mimosina, taninos 

Taninos antialimentarios 
(astringentes). 

Mimosina: tóxica para 
rumiantes 

(García et al. 2008) 

Haematoxylon 
brasiletto (Fabaceae) 

Azulillo, brasil, 
campeche, 

corteza de Brasil, 
palo Brasil, palo 

de tinta, palo 
tinto 

 

En padecimientos 
del sistema 

cardiovascular, 
debilidad causada 

por anemia, 
males renales y 
úlceras gástricas 

Tallo: brasilín, 
hematoxilin, ácido 
cafeico, galato de 

metilo, ácido 
gálico, 

floroglucinol, ácido 
4-hidroxi-cinámico, 
5-metoxi-psoraleno 

Compuestos con actividad 
antibacteriana y contra 
bacterias patógenas de 

humano. 

 
(www.medicinatradicionalm

exicana.unam.mx; Rivero-
Cruz 2008) 

Piper leucophyllum 
(Piperaceae) 

Cordoncillo, Hoja 
santa 

-- -- -- 
(www.medicinatradicionalm

exicana.unam.mx) 

Salvia sp. (Labiatae) -- 

Dolor de 
estómago, 
disentería, 

diarrea, dolor de 
cabeza 

Algunos 
metabolitos son: β-

sitosterol, uvaol, 
ácidos oleanólico y 

ursólico, 
salviacoccina, 

Las flores 
contienen  

flavonoides 
derivados de 

cianidina, 
derivados 

glucosilados de la 
pelargonidina 

Extractos y diterpenos tipo 
abietano de Salvia barrelier, 

con propiedades 
antioxidantes. Extractos de 

Salvia miltiorrhiza con 
propiedades antioxidantes y 

citotóxicas. Extractos de 
Salvia moorcraftiana con 

actividad antifúngica. 

(www.medicinatradicionalm
exicana.unam.mx; Orhan et 

al. 2013; Don et al. 2006; 
Khan et al. 2002; Kolak et al. 

2009) 

-- No se encontró información acerca de la planta. 
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Cuadro 3. Plantas seleccionadas para el aislamiento de hongos endófitos y fitopatógenos (Continuación) 

Planta Nombre común Uso 
Metabolitos 
secundarios 

Actividad biológica Referencias 

Sapium 
macrocarpum 

(Euphorbiaceae) 

Palo verde, 
hincha huevos, 

venellino, lechón 

Picaduras de 
escorpiones, 

antipirético, en 
verrugas (látex) 

-- 
Extractos con actividad 

antioxidante e  insecticida 
contra S. frugiperda 

(Ruiz-Terán et al. 2008) 

Lysiloma 
acapulcense 
(Fabaceae) 

Tepehuaje 
Contra la diarrea, 

heridas y 
ampollas 

Corteza: taninos 
del esterol, β-

sitosterol 

Extracto con actividad 
molusquicida 

(www.medicinatradicionalm
exicana.unam.mx) 

Hipocratea 
acapulcensis 

(Celastraceae) 
-- -- -- -- -- 

Mimosa affinis 
(Fabaceae) 

-- -- -- -- -- 

-- No se encontró información acerca de la planta. 
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2.2. Aislamiento de hongos fitopatógenos 

Las hojas dañadas o con manchas se lavaron con agua destilada estéril y se esterilizaron 

superficialmente con Clorox® al 38% (equivalente a 2% de NaClO) por 60 s, se enjuagaron 

con agua destilada estéril y se colocaron en cámaras húmedas (cajas Petri con algodón y 

papel filtro estériles con 30 mL de agua destilada estéril). Se incubaron a temperatura 

ambiente con fotoperiodo luz-oscuridad naturales 12:12 h. Las colonias que emergieron se 

transfirieron a cajas de Petri con PDA adicionadas con cloranfenicol (500 mg/L) (Rodrigues 

1994; Agrios 2005). 

 

2.3. Purificación y conservación de hongos endófitos y fitopatógenos 

Los hongos aislados se resembraron en PDA con o sin antibiótico hasta obtener las colonias 

puras. Las colonias fúngicas se conservaron en tubos inclinados con PDA a temperatura 

ambiente y en tubos con AA al 0.2% a 4 °C en el Laboratorio 1-4 en el Instituto de Química, 

UNAM. Los hongos con mayor actividad biológica se conservaron en Caldo-Papa-Dextrosa 

(CPD) con glicerol al 30% a – 80 °C en el Laboratorio de Micromicetos y Levaduras en el 

Instituto de Biología, UNAM. Además, el hongo endófito más competitivo, aislado de G. 

sepium, se conservó en PDA y en agar avena (OA) en el Herbario Nacional de México 

(MEXU), UNAM, donde se registró con un número de colección MEXU. 

 

3. Determinación de la tasa de crecimiento, características macroscópicas y 

microscópicas de los hongos endófitos y fitopatógenos de Gliricidia sepium 

Los hongos endófitos y fitopatógenos puros se sembraron por triplicado en cajas de Petri 

con PDA, utilizando inóculos de 5 mm de diámetro. Las cajas se incubaron a temperatura 

ambiente con fotoperiodo luz-oscuridad naturales 12:12 h. El crecimiento de los 

microorganismos se obtuvo mediante el registro del área del micelio en un acetato tomada 

cada dos días, hasta que el crecimiento del microorganismo llegó al límite de las cajas. El 

cálculo del área se obtuvo utilizando el programa ImageJ 1.44 p. Las curvas de crecimiento 

se construyeron graficando el área en cm2 vs tiempo en días; donde la pendiente indica la 

tasa de crecimiento. La tasa de crecimiento de los diferentes aislamientos se clasificó 

arbitrariamente como crecimiento muy lento, lento, medio, rápido y muy rápido. 
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Las características macroscópicas del micelio se registraron cada dos días con ayuda de un 

microscopio estereoscópico (Motic 102M). Registrando su textura, consistencia, superficie, 

color del micelio en su cara superior e inferior, tipo de crecimiento, producción de exudado 

y la difusión de metabolitos secundarios coloridos en el medio de cultivo (Leslie & 

Summerell 2006). De acuerdo con estas características, los hongos se agruparon por 

morfotipos. 

Las características microscópicas de los hongos se registraron mediante la obtención y el 

análisis de preparaciones microscópicas del micelio fresco. Los hongos se cultivaron en 

distintas condiciones para promover la formación de esporas. Las preparaciones 

microscópicas se realizaron por impronta del micelio con cinta Scotch® o con aguja de 

disección, y se tiñeron con rojo Congo o azul de lactofenol. Las observaciones se realizaron 

en un microscopio óptico (MOTIC® modelo BA410) con los objetivos de 40 y 100X y se 

tomaron diversas fotografías con la cámara MOTICAM® 2000, registrándose, las 

características de las hifas y formación de estructuras de reproducción sexuales o asexuales 

(Leslie & Summerell 2006). 

 

4. Bioensayos de antagonismo directo 

Para seleccionar los hongos endófitos con el mayor potencial antagónico, los 

microorganismos se enfrentaron in vitro en diferentes combinaciones: entre endófitos 

aislados de G. sepium; entre endófitos y fitopatógenos aislados de G. sepium y entre 

endófitos y fitopatógenos con importancia agrícola (Flores Reséndiz 2014). 

 

4.1. Antagonismos directos simples entre hongos endófitos y hongos fitopatógenos 

aislados de G. sepium 

Los hongos endófitos se antagonizaron de acuerdo a los siete grupos establecidos con base 

en su tasa de crecimiento y a su morfotipo establecido de acuerdo con sus características 

macroscópicas. Los bioensayos se realizaron entre: 

 hongos de crecimiento muy lento y lento de morfotipo blanco 

 hongos de crecimiento muy lento de diferentes morfotipos 
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 hongos de crecimiento muy lento de diferentes morfotipos 

 hongos de crecimiento muy lento de morfotipo blanco en el anverso y café en el 

reverso 

 hongos de crecimiento medio de diferentes morfotipos 

 hongos de crecimiento medio de diferentes morfotipos 

 hongos de crecimiento rápido de morfotipo verde grisáceo 

Los microorganismos se inocularon de acuerdo a sus tasas de crecimiento en cajas de Petri 

estériles de 9 cm que contenían 15 mL de PDA. Cada microorganismo competidor se sembró 

utilizando inóculos de 5 mm de diámetro de colonias cultivadas previamente en PDA 

durante 10 días. Los inóculos se colocaron equidistantes ocupando sólo un extremo de la 

caja de Petri como se muestra en la Figura 2. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente 

con fotoperiodo luz-oscuridad naturales (12:12 h). Los bioensayos se realizaron bajo un 

diseño completamente al azar con cuatro repeticiones bajo una campana de flujo 

unidireccional. Paralelamente, se desarrollaron controles de crecimiento. 

Los resultados de crecimiento e interacción macroscópica entre los competidores se 

registraron e interpretaron: 1) a los 7 días de interacción antagónica; 2) cuando las colonias 

entraron en contacto, y 3) después de hacer contacto: a los 7, 14 y 21 días de interacción 

antagónicas. En cada caso se midieron los radios a y b (Figura 2) de los microorganismos 

competidores y se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento de acuerdo con la 

siguiente fórmula: │(a-b/b)│ x 100, donde a y b son los radios de los diferentes 

competidores. Adicionalmente, se fotografiaron los bioensayos de antagonismo a los 

distintos tiempos de interacción (Shearer 1995; Yuen et al. 1999; Macías-Rubalcava et al. 

2008; Flores Reséndiz 2014).  

El tipo de interacción entre los hongos endófitos y los competidores se obtuvo de acuerdo 

con los valores numéricos señalados en el Cuadro 4. Una vez asignado un valor se calculó el 

índice de antagonismo de la siguiente manera: 

IA = B1 (n x 1) + B2 (n x 1) + C (n x 2) + D (n x 3) + E1 (n x 4) + E2 (n x 4) 
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Donde n es el número de veces que el hongo presentó la categoría de antagonismo 

correspondiente (A, B1, B2, C, D, E1 o E2) (Yuen et al. 1999). 

Los hongos más antagónicos de cada grupo se volvieron a enfrentar entre sí de acuerdo a 

sus tasas de crecimiento, y se determinó el tipo de interacción, el porcentaje de inhibición, 

y su IA. 

 

 

Figura 2. Bioensayo de antagonismo en caja de Petri entre dos hongos 
(A y B). a y b representan los radios de cada microorganismo.  

 

 

Cuadro 4. Tipo de interacciones entre microorganismos y valores numéricos asignados 

 

Categorías Tipos de interacción Puntos 

A 

 
El crecimiento de A se entremezcla con el de B, sin que 

exista reducción en el crecimiento de alguna de ellas 
0 

B1 

 
La especie B crece encima de la especie A reduciendo el 

crecimiento de A 
1 

B2 

 

La especie B crece hasta y alrededor de la especie A 1 

C 

 
La especie A crece casi en contacto con B y cesa el 

crecimiento de ambas especies 
2 

D 

 

Las especies A y B se inhiben a distancia  3 

E1 

 
La especie A crece encima de la especie B reduciendo el 

crecimiento de B 
4 

E2 

 

La especie A crece hasta y alrededor de la especie B 4 

B 

b b a a 

A 

A B 

A B 

B A 

A
B 

B 

B A 

A B 

A B 
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4.2. Antagonismos directos simples entre hongos endófitos y microorganismos 

fitopatógenos con importancia agrícola 

Los hongos endófitos que mostraron el mayor potencial antagónico en los bioensayos de 

antagonismo entre endófito-endófito se enfrentaron de nueva cuenta contra hongos y 

oomicetos con importancia económica en la agricultura. Los hongos utilizados fueron 

Fusarium oxysporum y Alternaria solani, y los oomicetos, Phytophthora capsici, 

Phytophthora parasitica y Pythium aphanidermatum. Los microrganismos fitopatógenos de 

prueba fueron proporcionados por la Dra. Olga Gómez y la M. en C. Bertha Tlapal Bolaños 

del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México. 

Los antagonismos se realizaron de acuerdo con su tasa de crecimiento, y de la manera 

descrita en la sección 4.1. Los bioensayos se realizaron por cuadruplicado con sus 

respectivos controles de crecimiento. El porcentaje de inhibición del crecimiento se calculó 

a los 4, 8, 11 y 22 días de interacción (Macías-Rubalcava et al. 2008; Flores Reséndiz 2014). 

 

4.3. Antagonismos entre el endófito antagónico Nodulisporium sp. aislamiento 

GS4d2II1a y microorganismos fitopatógenos con importancia agrícola 

 

4.3.1. Antagonismo directo simple 

Los bioensayos de antagonismo directo simple entre el hongo endófito antagónico 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a y microorganismos fitopatógenos con importancia agrícola se 

llevaron a cabo con los hongos F. oxysporum y A. solani, y los oomicetos fitopatógenos 

Phytophthora cinnamomi, Phytophthora palmivora, Ph. capsici, Ph. parasitica, Pythium 

polytylum, Pythium ultimum y P. aphanidermatum. Los microrganismos fitopatógenos de 

prueba fueron proporcionados por la Dra. Olga Gómez y la M. en C. Bertha Tlapal Bolaños 

del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México. 

Los bioensayos se realizaron empleando cajas de Petri estériles de 9 cm que contenían 15 

mL de PDA. Los microorganismos fitopatógenos competidores se inocularon a los tres días 

de crecimiento de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y se incubaron a temperatura ambiente con 

fotoperiodo luz-oscuridad naturales 12:12 h. Los bioensayos se realizaron por 

cuadruplicado, desarrollando paralelamente controles de crecimiento. El porcentaje de 
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inhibición del crecimiento se calculó a los 4, 8, 11 y 22 días de interacción (Macías-Rubalcava 

et al. 2008). El resultado de las interacciones se determinó después de 22 días de acuerdo 

con las categorías establecidas por Yuen y colaboradores (1999), y se calculó el índice de 

antagonismo (Yuen et al. 1999), de manera adicional, se describieron las interacciones 

siguiendo el criterio de Rotheray y colaboradores (Rotheray et al. 2011). Con base en este 

criterio, los resultados de las interacciones pueden ser: 1) inhibición a distancia, donde los 

micelios de los competidores no se encuentran; 2) reemplazo parcial, donde un hongo crece 

sobre su competidor, pero el micelio nunca alcanza el lado opuesto de la placa; 3) 

reemplazo, donde un hongo crece completamente sobre su competidor.  

Por último, se confirmó si Nodulisporium sp. GS4d2II1a puede eliminar a los microrganismos 

fitopatógenos competidores, evaluando la recuperación de éstos, a los 22 días de 

interacción antagónica, mediante la transferencia de un inóculo de la zona de interacción 

con Nodulisporium sp. GS4d2II1a a una nueva placa de Petri con PDA e incubando de nuevo 

bajo las condiciones señaladas anteriormente. El crecimiento de los fitopatógenos 

competidores, de Nodulisporium sp. GS4d2II1a o de ambos microorganismos se observó 

después de 8 días de incubación (Macías-Rubalcava et al. 2008). 

 

4.3.2. Antagonismo directo múltiple 

Los bioensayos de antagonismo directo múltiple se realizaron utilizando cajas de Petri de 

15 cm, conteniendo 40 mL de PDA. El endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a se inoculó antes 

que sus competidores fitopatógenos, colocando cuatro inóculos equidistantes en el centro 

de las cajas (Figura 3). Nodulisporium sp. GS4d2II1a se cultivó a 28 °C durante 3 (Nod3), 5 

(Nod5), 7 y 9 días. Trascurrido cada tiempo de incubación, se inocularon los oomicetos y los 

hongos fitopatógenos de importancia agrícola alrededor del endófito y en la orilla de la caja 

de Petri, y se incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones. Los microorganismos 

competidores fueron los oomicetos fitopatógenos P. aphanidermatum, P. ultimum, P. 

polytylum, Ph. capsici, Ph. palmivora, Ph. cinnamomi, Ph. parasitica, y los hongos F. 

oxysporum y A. solani. Los microrganismos fitopatógenos de prueba fueron proporcionados 

por el Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México. 
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El resultado de las interacciones y el porcentaje de inhibición se determinaron a los 2, 4, 6 

y 8 días de interacción antagónica. El porcentaje de inhibición se calculó mediante la 

medición del radio de cada micelio y se comparó con los controles de crecimiento que se 

desarrollaron paralelamente. El experimento se realizó por triplicado bajo una campana de 

flujo unidireccional. 

 

 

Figura 3. Esquema del bioensayo de antagonismo directo 
múltiple entre Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los 
microorganismos fitopatógenos: 1) Phytophthora palmivora, 2) 
Pythium aphanidermatum, 3) Alternaria solani, 4) Phytophthora 
parasitica, 5) Fusarium oxysporum, 6) Pythium ultimum, 7) 
Phytophthora capsici, 8) Pythium polytylum y 9) Phytophthora 
cinnamomi.  

 

Los datos de porcentaje de inhibición de los antagonismos simples y múltiples se analizaron 

mediante un análisis de t-student de dos colas (α=0.05), utilizando el programa GraphPad 

Prism versión 5.01 (Sandoval-Espinosa 2014). 

 

5. Identificación de los hongos endófitos más antagónicos 

La identificación de los hongos endófitos de G. sepium con mayor potencial antagónico se 

realizó con base en el análisis detallado de sus características macroscópicas y 

microscópicas, y mediante la aplicación de técnicas de biología molecular. 

La caracterización morfológica del aislamiento GSE27 o GS4d2II1a (clave inicial) fue 

realizada en primera instancia con base en la descripción de la colonia en PDA y OA, de 

acuerdo a los protocolos de Ellis (1971) y Ju & Rogers (1996). Las estructuras anamórficas 

fueron observadas y medidas utilizando microscopía óptica. El color de la colonia y 

pigmentos fueron establecidos empleando el manual de colores Methuen (Kornerup & 

Wanscher 1967). 

La confirmación de la identidad del hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a se llevó a cabo por 

métodos de biología molecular, mediante la secuenciación de la región 5.8S DNA ribosomal 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 
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y de dos regiones espaciadoras internas transcritas (ITS1, ITS2), en colaboración con el Dr. 

Sergio Sánchez Esquivel, del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Nodulisporium 

sp. aislamiento GS4d2II1a se cultivó por 5 días en CPD a 29 °C, incubando con agitación 

orbital a 180 rpm, siguiendo el protocolo modificado por Akins y Lambowitz (1985). El DNA 

genómico se extrajo por el método con fenol-cloroformo y alcohol isoamílico a partir de 

micelio obtenido en su etapa de crecimiento exponencial y se purificó (Espinosa Gómez 

2012). El DNA se amplificó por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con 

la enzima Taq Polimerasa (Invitrogen) y los oligonucleótidos ITS1-F Fwd (5’- 

CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA-3’) (Gardes & Bruns 1993) y ITS4-A Rev (5’-

CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG-3’) (Larena et al. 1999). La reacción de PCR se llevó a cabo 

en 50 µL de reacción conteniendo 5 µL 1x del Buffer 10x, 1.25 mM de cada dNTP, 2 mM de 

MgCl2, 25 pM de cada oligonucleótido, 2 µL de DNA (150 ng/µL) y 1 U Taq polimerasa 

(Invitrogen). La amplificación se realizó durante 30 ciclos (94 °C por 1 min, 52 °C por 45 seg, 

68 °C por 1 min) con un precalentamiento de 94 °C por 1 min, y una reamplificación a 68 °C 

por 10 min. El producto de PCR se purificó por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% 

teñido con bromuro de etidio en buffer TAE 1X, a 90 V, durante 40 min, y se visualizó bajo 

un transiluminador UV. Finalmente, se envió a la empresa Laragen Incorporated (Utah, USA) 

para su secuenciación. La alineación y edición de la secuencia se realizó con el programa 

BioEditProgram v 7.0.530. La secuencia editada se alineó en la base de datos GenBank 

utilizando el programa BlastN (Altschul et al. 1990), y se depositó.  

Las secuencias de ITS-5.8S con un valor de identidad alto (>95%) depositadas previamente 

en el GenBank se descargaron y se realizó la construcción de un árbol filogenético con un 

análisis de Neighbor-Joining, utilizando el programa Mega 6 (Tamura et al. 2013), en 

colaboración con la Dra. Patricia Lappe Oliveras, del Instituto Biología, UNAM.  

La identificación de los demás hongos endófitos de G. sepium con alto potencial antagónico, 

se realizó en colaboración con la Dra. Patricia Lappe Oliveras. Para el análisis de las 

secuencias ITS5 y ITS4, el DNA genómico total se extrajo a partir del micelio recolectado de 

cultivos en caja de Petri de 7 días en medio PDA, empleando el kit rápido de aislamiento de 

DNA genómico de hongos FT71415 (Bio Basic Inc). La región ITS-5.8S se amplificó con los 

oligonucleótidos ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) y ITS4 (5’-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al. 1990). La reacción de PCR se realizó en un 

termociclador Termal Gernandt 2720 (Applied Biosystems), en un volumen de reacción de 

50 µL que contiene 25 µL GoTaq® Master Mix (Promega), 2.5 µL de cada oligonucleótido (10 

pm/μL) y 5 ng de DNA genómico. El programa de PCR consistió en una etapa de 

desnaturalización inicial a 94 °C durante 1 min, seguida por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min 

a 58 °C, 1 min a 72 °C, y una etapa de extensión final de 5 min a 72 °C. El producto de 

amplificación se separó mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) (Invitrogen) 

teñido con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) en buffer 1X TAE, a 90 V, durante 40 min, y se 

visualizó bajo un transiluminador UVP Dual-Intensity (Upland, CA, EE.UU.). Las secuencias 

fueron obtenidas por el Laboratorio de Biología Molecular de la Biodiversidad y de la Salud, 

Instituto de Biología, UNAM, y posteriormente, se editaron utilizando el programa BioEdit 

v 7.0.5 (Hall 2005). Las secuencias editadas se alinearon en la base de datos GenBank 

usando el programa BLASTN (Altschul et al. 1990) y se compararon. 

 

6. Cultivo en pequeña escala de hongos endófitos 

Las mejores condiciones de crecimiento de los hongos endófitos más antagónicos aislados 

de G. sepium, se establecieron mediante su incubación en cultivos líquidos empleando CPD 

e incubado los microorganismos bajo condiciones estáticas y con agitación. Además, se 

obtuvieron cultivos sólidos en PDA y en medio Arroz (MA). 

Los cultivos estáticos se realizaron utilizando matraces Fernbach de 2.8 L con 1 L de CPD y 

se incubaron de 2-4 meses, dependiendo de la tasa se crecimiento del hongo. Para los 

cultivos en condiciones de agitación se utilizaron matraces Erlenmeyer de 2 L, conteniendo 

1.3 L de CPD, e incubándolos por 3 semanas a 150 rpm. Los inóculos se tomaron de colonias 

de 10 días de cultivo en PDA de los hongos endófitos puros, y consistieron en cinco cortes 

del micelio de 1 cm2 (Macías-Rubalcava et al. 2014a; Meléndez-González et al. 2015). Los 

cultivos sólidos de algunos hongos endófitos se realizaron utilizando cinco cajas Petri de 15 

cm con 50 mL de PDA, y en matraces Fernbach de 2.8 L conteniendo 300 g de arroz para el 

medio MA. Todos los cultivos se incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo luz-

oscuridad natural 12:12 h. 
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6.1. Cultivos en pequeña escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a en interacción con 

Pythium aphanidermatum 

Con el fin de extraer e identificar el pigmento amarillo producido por Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a en interacción antagónica con P. aphanidermatum, observado en los bioensayos 

de antagonismo directo, se realizó el cultivo sólido en condición de antagonismo 

empleando MA y PDA. El cultivo en MA se realizó en matraces Fernbach de 2.8 L 

conteniendo 300 g de arroz. Nodulisporium sp. GS4d2II1a se cultivó en interacción con P. 

aphanidermatum durante tres semanas. De manera paralela, se obtuvieron cultivos control, 

uno del hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a y otro del fitopatógeno P. aphanidermatum. El 

cultivo en antagonismo en PDA se realizó en 5 cajas de Petri de 15 cm conteniendo 50 mL 

de medio de cultivo, manteniendo a los microorganimos en interacción por tres semanas, 

desarrollando sus respectivos controles de crecimiento. 

Por otra parte, se realizaron tinciones del micelio en las zonas de antagonismo observadas 

para verificar si hubieron interacciones hifales (Shearer 1995; Yuen et al. 1999).  

 

7. Obtención de extractos orgánicos 

Una vez transcurrido el periodo de incubación se realizaron preparaciones microscópicas 

para verificar la pureza de los cultivos. Posteriormente en el caso de los cultivos en medio 

CPD se separó el medio de cultivo del micelio mediante filtración simple utilizando gasa y 

papel filtro. Los extractos del micelio y de los cultivos sólidos se obtuvieron mediante un 

proceso de maceración exhaustivo, y los de medio de cultivo por extracción con Amberlita® 

XAD-16 o por partición, de acuerdo con la metodología que se indica a continuación: 

 Maceración con CH2Cl2 y AcOEt 

El micelio húmedo y los cultivos sólidos se maceró con CH2Cl2 (500 mL x 5) e 

inmediatamente después con AcOEt (500 mL x 5).  

 Extracción con Amberlita® XAD-16 (Rohm y Haas) 

Los extractos del medio de cultivo se obtuvieron añadiendo 100 g de Amberlita XAD-16 al 

medio y se agitaron a 200 rpm durante 12 h. Posteriormente, se decantó el medio de cultivo 

y los compuestos adheridos a la resina se removieron por extracción con metanol (500 mL 
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x 3) agitando a 200 rpm por 2-3 h y se filtraron. Las resinas se lavaron perfectamente antes 

de usarse nuevamente (Baker et al. 2009).  

 Reparto con CH2Cl2 y AcOEt 

Se realizaron repartos sucesivos empleando CH2Cl2 (500 mL x 3) y AcOEt (500 mL x 3) como 

disolventes de extracción. 

En todos los casos la fase orgánica resultante se secó sobre Na2SO4 y se concentró al vacío 

con un rotaevaporador. Los extractos del medio de cultivo y micelio de los distintos cultivos 

se analizaron por cromatografía en capa fina (CCF) para determinar su similitud 

cromatográfica. Los extractos con mayor similitud se unieron y se registró el rendimiento 

(Macías-Rubalcava et al. 2014a; Sandoval-Espinosa 2014). 

De manera adicional, los extractos orgánicos derivados de los cultivos en MA se sometieron 

a un fraccionamiento primario mediante un proceso de partición entre hexano y metanol.  

 

7.1. Obtención de extractos orgánicos de los cultivos en pequeña escala de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a en interacción con P. aphanidermatum 

Con el fin de verificar si hubo interacciones hifales en los cultivos en antagonismo en PDA, 

se realizaron preparaciones microscópicas del micelio en las zonas más cercanas a la 

interacción antagónica. Por otra parte, cada zona de los micelios crecidos en condiciones 

de antagonismo (zona de interacción, zona alejada de la interacción) y los controles de 

crecimiento se cortaron con espátula en pequeños segmentos, y se maceraron 

exhaustivamente utilizando CH2Cl2 como disolvente de extracción. Por otro lado, los cultivos 

en MA se maceraron exhaustivamente con CH2Cl2.  

De nueva cuenta, los extractos orgánicos de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los obtenidos 

de la interacción Nodulisporium sp.-P. aphanidermatum en MA se sometieron a un proceso 

de partición hexano-metanol. 

Los extractos orgánicos resultantes se concentraron al vacío por medio de un 

rotaevaporador y se analizaron por CCF para determinar si los perfiles cromatográficos de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a cambian en interacción antagónica con P. aphanidermatum. 
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8. Evaluación del potencial antifúngico, antioomiceto y fitotóxico 

La determinación cuantitativa de la actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica de los 

extractos orgánicos, fracciones cromatográficas y compuestos puros, se realizó por el 

método de dilución en agar utilizando cajas de Petri de 5 cm de diámetro (Macías-Rubalcava 

et al. 2014a; Meléndez-González et al. 2015). 

 

8.1. Evaluación de la actividad antifúngica y antioomiceto 

La determinación de la actividad antifúngica y antioomiceto se realizó evaluando el efecto 

de los tratamientos, sobre el crecimiento radial de cinco microorganismos fitopatógenos de 

prueba, dos hongos: F. oxysporum y A. solani, y tres oomicetos: Ph. capsici, Ph. parasitica y 

P. aphanidermatum, utilizando una concentración de prueba de 250 μg/mL para extractos, 

y de 200 μg/mL para compuestos puros. En cada caja de Petri se colocaron 5 mL de una 

disolución de la muestra a evaluar en PDA al 1%, y se dejaron solidificar por completo. 

Enseguida, se colocó en el centro de cada caja un inóculo de 0.5 cm de diámetro del 

microorganismo de prueba, previamente incubado en PDA por 10 días. Los bioensayos se 

realizaron bajo un diseño completamente al azar con cuatro repeticiones. Las cajas se 

incubaron 1-5 días, dependiendo del microorganismo de prueba, a 28 °C con fotoperiodo 

luz fluorescente-oscuridad 12:12 h. Al término de la incubación, se tomaron dos medidas 

perpendiculares del diámetro del micelio de cada repetición, y de cada especie fitopatógena 

de prueba. El porcentaje de inhibición en cada caso se determinó con base en el crecimiento 

de los controles que se desarrollaron paralelamente. Como controles negativos se utilizaron 

PDA al 1% y PDA 1%-MeOH (0.1-0.3 mL) y como controles positivos Ridomil 4E (Metalaxil-

M) para oomicetos y Prozicar (Carbendazim) para hongos, a una concentración de 250 

μg/mL para extractos y 200 μg/mL para compuestos puros (Meléndez-González et al. 2015).  

De manera adicional, se realizaron preparaciones microscópicas de las colonias control y de 

las colonias en presencia de los compuestos puros, tiñendo con rojo congo, para determinar 

si hubo un cambio morfológico importante en las hifas de los micelios debido a la presencia 

de los metabolitos secundarios de prueba (Duan et al. 2013). 
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Los promedios de porcentajes de inhibición se analizaron mediante un análisis de varianza 

de una vía (ANOVA) con una α = 0.05 y una prueba de contrastes de Tukey HDS (utilizando 

el programa GraphPad Prism versión 5.0) (Macías-Rubalcava et al. 2014a; Meléndez-

González et al. 2015). 

 

8.2. Evaluación de la actividad fitotóxica 

La determinación del potencial fitotóxico se realizó mediante la evaluación del efecto de los 

tratamientos sobre la germinación y la longitud de la raíz de dos plantas modelo: 

Amaranthus hypochondriacus (amaranto) y Solanum lycopersicum (jitomate). Las semillas 

de A. hypochondriacus se compraron en el mercado de Tulyehualco México, D.F. y las de S. 

lycopersicum se adquirieron en “semillas Berentsen”, Celaya, Guanajuato, México. 

Los bioensayos se realizaron empleando una concentración prueba de 100 μg/mL para 

extractos y fracciones cromatográficas. En cada caja de Petri se colocaron 5 mL de una 

disolución del tratamiento a evaluar en AA al 1% y se dejaron solidificar. Para la evaluación 

de las fracciones no polares, el bioensayo se realizó en cajas de Petri con papel filtro. En 

cada caja se colocaron 5 mL de una disolución en hexano de la fracción a evaluar, y se dejó 

evaporar completamente el disolvente. Posteriormente, se adicionaron 5 mL de agua 

destilada. Enseguida, se colocaron 10 semillas por caja, para ambas modalidades de 

bioensayo, y se incubaron en la oscuridad a 28 °C. Se evaluaron controles negativos de AA 

al 1%, AA al 1%-MeOH (0.1-0.3 mL) y hexano, y como control positivo se utilizó el herbicida 

comercial Rival (Glifosato) a una concentración de 100 μg/mL. La longitud de las raíces se 

midió después de 24 h para las semillas de A. hypochondriacus y 72 h para las de S. 

lycopersicum, y se obtuvo el porcentaje de inhibición de la germinación y del crecimiento 

de la raíz (Macías-Rubalcava et al. 2014a). 

El promedio de los porcentajes de inhibición se analizó mediante un análisis de varianza de 

una vía (ANOVA) con una α = 0.05 y una prueba de contrastes de Tukey HDS (utilizando el 

programa GraphPad Prism versión 5.0) (Macías-Rubalcava et al. 2014a). 
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8.3. Evaluación de la actividad antifúngica y fitotóxica de compuestos volátiles de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

La actividad biológica de los de los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) producidos por 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a se realizó en bioensayos de antagonismo utilizando cajas de 

Petri divididas de 9 cm. La actividad de los VOCs se evaluó a diferentes tiempos de 

crecimiento de Nodulisporium sp., empleando 10 microorganismos fitopatógenos con 

importancia económica y dos plantas de prueba.  

Los microorganismos de prueba fueron: F. oxysporum, A. solani, P. aphanidermatum, P. 

ultimum, P. polytylum, Ph. capsici, Ph. parasitica, Ph. palmivora, Ph. cinnamomi y 

Phytophthora cactorum. Todos los microorganismos blanco se inocularon a los 0, 3, 5, 7 y 

13 días de crecimiento de Nodulisporium sp. GS4d2II1a en cajas de Petri divididas con PDA. 

El porcentaje de inhibición se determinó midiendo el diámetro de las colonias en diferentes 

días de incubación dependiendo del fitopatógeno de prueba (inciso 8.1) (Macías-Rubalcava 

et al. 2010).   

El efecto fitotóxico de los VOCs se estableció sobre la germinación y el crecimiento de la raíz 

de las semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum. El bioensayo se llevó a cabo en cajas 

de Petri divididas, conteniendo en un compartimiento 10 mL de PDA al 1%, y en el otro, 10 

mL de AA al 1%. En el compartimento con PDA se inoculó e incubó durante 5 y 8 días 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Trascurrido el tiempo de incubación se colocaron 20 semillas 

de A. hypochondriacus o de S. lycopersicum en el compartimiento con AA. Paralelamente, 

se desarrollaron controles de crecimiento. El porcentaje de inhibición de la germinación y 

del crecimiento de la raíz se obtuvo como se indicó en el inciso 8.2 (Macías-Rubalcava et al. 

2010).  

Los bioensayos de actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica se realizaron bajo un 

diseño completamente al azar con cuatro repeticiones. Los datos se analizaron mediante 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) con una α = 0.01 y 0.05, y una prueba de 

comparación múltiple de Tukey utilizando el programa GraphPad Prism versión 5.03 

(Macías-Rubalcava et al. 2014a). 
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9. Cultivo en mediana escala 

9.1. Cultivo en CPD 

El cultivo en mediana escala del endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a se realizó en 

condiciones estáticas utilizando 7 garrafones de vidrio con capacidad de 18 L, y como medio 

de cultivo CPD. A cada garrafón se le adicionaron 5 L de CPD y se inocularon con cinco cortes 

de 1 cm2 del micelio de Nodulisporium sp., previamente incubado por 8 días en PDA. Los 

cultivos se incubaron estáticamente a temperatura ambiente durante 1.5 meses, con 

fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12 h (Sánchez Fernández 2010). Al término de la 

incubación, se obtuvieron los extractos orgánicos del medio de cultivo y micelio empleando 

un proceso de partición con CH2Cl2 y de maceración exhaustivo con CH2Cl2 y AcOEt, 

respectivamente. 

 

9.2. Cultivo en medio arroz 

Por otra parte, con el fin de obtener cantidades adicionales de extracto activo y purificar los 

metabolitos secundarios responsables de la actividad biológica, se realizó otro cultivo en 

mediana escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a utilizando MA, usando 4 matraces 

Fernbach 2.8 L, conteniendo 300 g de arroz. Los matraces se incubaron por siete semanas 

con fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12-12 h a temperatura ambiente. Transcurrido el 

periodo de incubación se obtuvo el extracto orgánico por maceración exhaustiva 

empleando CH2Cl2 y AcOEt como disolventes de extracción y, posteriormente, se 

sometieron a un fraccionamiento primario mediante un proceso de partición entre hexano 

y metanol. Los extractos orgánicos se compararon por CCF.  

Por último, se verificó el potencial antifúngico y fitotóxico, de ambas condiciones de cultivo, 

siguiendo los procedimientos experimentales descritos previamente. 
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10. Estudio químico 

10.1. Métodos cromatográficos generales 

El extracto orgánico del medio de cultivo en mediana escala de Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a, se fraccionó mediante cromatografía de adsorción en columna abierta (CC), 

empleando como adsorbente gel de sílice (Sílica gel G-60 Merck, gránulos de 0.20 mm, malla 

70-230) y diferentes sistemas de elución de polaridad creciente (Hex-CH2Cl2, CH2Cl2, y 

CH2Cl2-MeOH). Los análisis cromatográficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas 

convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de sílice (Sílica Gel 60 F254 

Merck de 0.25 mm de espesor), y varios sistemas de eluyentes (Hex-CH2Cl2, CH2Cl2, y CH2Cl2-

MeOH en diversas proporciones) y como agentes cromogénicos se emplearon sulfato cérico 

(12.0 g sulfato cérico, 22.2 mL ácido sulfúrico concentrado y 350.0 g hielo) y ácido sulfúrico 

al 10%. Para obtener el desarrollo del color se calentó cada cromatoplaca por dos minutos 

aproximadamente a 90 °C (Sandoval-Espinosa 2014). La purificación por cromatografía en 

capa fina preparativa (CCFP) se realizó empleando placas de vidrio cubiertas con gel de sílice 

(Sílica Gel 60 GF254 Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 mm de espesor) aplicando en cada 

cromatoplaca aproximadamente 10 mg de muestra. 

 

10.2. Fraccionamiento químico biodirigido del extracto del medio de cultivo en mediana 

escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

El fraccionamiento primario del extracto de CH2Cl2 (3.742 g) derivado del medio de cultivo 

obtenido del cultivo en mediana escala en CPD del hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a, se 

realizó por CC. Se utilizaron 191.9 g de gel de sílice, obteniéndose un total de 227 fracciones 

de 75 mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron características cromatográficas 

similares se combinaron para generar 12 fracciones primarias. En el Cuadro 5 se resumen 

los sistemas de elución empleados y las fracciones combinadas. 
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Cuadro 5. Fraccionamiento primario del extracto del medio de cultivo de mediana escala 

 

Fracción 
(Fx) 

Fracciones Sistema de elución Proporción Peso (mg) 

1 1-38 
Hex 

Hex - CH2Cl2 

Hex - CH2Cl2 

100 
90:10 
80:20 

54.0 

2** 39-56 
Hex - CH2Cl2 
Hex - CH2Cl2 

70:30 
60:40 

28.6 

3 57-65 
Hex - CH2Cl2 

Hex - CH2Cl2 
60:40 

1:1 
43.6  

4** 66-130 

Hex - CH2Cl2 

Hex - CH2Cl2 
Hex - CH2Cl2 
Hex - CH2Cl2 
Hex - CH2Cl2 

CH2Cl2 

CH2Cl2 – MeOH 

1:1 
40:60 
30:70 
20:80 
10:90 
100 
99:1 

283.9 

5** 131-142 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

99:1 
98:2 

272.2 

6** 143-151 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

98:2 
97:3 

321.4 

7** 152-159 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

97:3   
96:4 

463.2  

8** 160-172 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

96:4 
95:5 

203.2 

9** 173-179 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

95:5 
90:10 

115.4 

10** 180-187 CH2Cl2 – MeOH 90:10 318.6 

11** 188-196 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

90:10 
80:20 

508.0 

12 197-227 

CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

MeOH 

80:20 
70:30 
60:40 

1:1 
100 

895.1 

** Fracciones activas sobre el crecimiento de la raíz de A. hypochondriacus y S. lycopersicum.  
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10.3. Aislamiento, purificación e identificación de las isobenzofuranonas 28-31 de la     

fracción primaria 4 

A partir de la fracción primaria 4 precipitó espontáneamente un sólido cristalino. El análisis 

por CCF demostró que era una mezcla constituida por cuatro compuestos mayoritarios (28-

31). La separación y purificación de los constituyentes se realizó por medio de sucesivas 

CCFP y por recristalizaciones sucesivas. 

 

10.3.1. Obtención de la 7-Hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (28), 7-metoxi-4,6-

dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29), 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-

isobenzofuran-1-ona (30) y 7-metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-ona (31) 

La isobenzofuranona 28 precipitó como un sólido cristalino de la fracción 4 y se purificó por 

recristalizaciones sucesivas con hexano, lo que permitió tener un monocristal para su 

elucidación estructural por difracción de rayos X. 

Asimismo, sucesivas CCFP de la fracción 4 utilizando el sistema de elución Hex-CH2Cl2-MeOH 

(98:1:1), y procesando las cromatoplacas de la manera habitual, permitieron obtener 2 mg 

de la isobenzofuranona 28. Además, sucesivas CCFP de esta fracción utilizando el sistema 

de elución Hex-AcOEt (7:3, x2), permitieron obtener 3.6 mg de la isobenzofuranona 29, 4.1 

mg de la isobenzofuranona 30 y 11.3 mg (322.8 µg/L) de la isobenzofuranona 31. 

Por otra parte, se realizó el fraccionamiento secundario de las aguas madres de la fracción 

activa 4 (180.6 mg) por CC utilizando 34.1 g de gel de sílice, obteniéndose un total de 194 

fracciones de 12 mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron características 

cromatográficas similares se combinaron para generar 11 fracciones secundarias (4-I-4-XI). 

En el Cuadro 6 se resumen los sistemas de elución empleados y las fracciones combinadas. 

De la fracción secundaria 4-V se realizaron sucesivas CCFP usando el sistema de elución Hex-

CH2Cl2-MeOH (98:1:1), obteniéndose 1.5 mg adicionales de la isobenzofuranona 28. 

Además, de la fracción secundaria 4-VI se purificaron 1.1 mg del compuesto 28 por CCFP 

empleando el sistema de elución Hex-CH2Cl2 (3:7). En total se obtuvieron 4.6 mg (131.4 

µg/L) de la 7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (28). 
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria 4 

Fracción (Fx) Fracciones Sistema de elución Proporción Peso (mg) 

4-I 1-53 

Hex 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 

100 
99:1 
98:2 
97:3 

9.2 

4-II 54-88 

Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 

97:3 
96:4 

90:10 
80:20 
70:30 

16.5 

4-III 89-99 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 

70:30 
60:40 

19.5 

4-IV 100-101 Hex- CH2Cl2 50:50 20.2 

4-V 102-112 Hex- CH2Cl2 50:50 16.4 

4-VI 113-136 

Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 
Hex- CH2Cl2 

50:50 
40:60 
30:70 
20:80 

11.4 

4-VII 137-145 
Hex- CH2Cl2 

Hex- CH2Cl2 

20:80 
10:90 

4.5 

4-VIII 146-159 

CH2Cl2 

CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

100 
99:1 
98:2 

8.3 

4-IX 160-167 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

98:2 
97:3 

3.8 

4-X 168-174 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

97:3 
96:4 

35.6 

4-XI 175-194 

CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 
CH2Cl2 – MeOH 

MeOH 

96:4 
95:5 
9:1 

50:50 
100 

32.4 
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A partir de las fracciones secundarias 4-VII-4-VIII se purificó la isobenzofuranona 29, 

utilizando sucesivas CCFP y como sistema de elución Hex-AcOEt (7:3). Después de procesar 

las cromatoplacas de manera habitual se obtuvieron 1.8 mg adicionales. En total se 

obtuvieron 5.0 mg (142.8 µg/L) de la 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29). 

La isobenzofuranona 30 se purificó a partir de las fracciones secundarias 4-VIII y 4-IX, 

mediante sucesivas CCFP, empleando de nueva cuenta una mezcla de Hex-AcOEt (7:3) como 

sistema de elución. Este procedimiento experimental permitió obtener 1.9 mg. En total se 

obtuvieron 6.0 mg (171.4 µg/L) de la 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-isobenzofuran-1-ona 

(30). 

 

10.4. Determinación de las constantes espectroscópicas y espectrométricas de los 

compuestos 28-31 

Los espectros de resonancia nuclear magnética de protón (RMN- 1H) y de carbono-13 (RMN- 

13C) se realizaron en un aparato Bruker Avance III a una frecuencia de 400 y 125 MHz, 

respectivamente. Los espectros se generaron en CDCl3, usando tetrametilsilano (TMS) como 

estándar interno. Los espectros de masa se obtuvieron en la modalidad de impacto 

electrónico (IE) con un aparato JOEL GCmate, para el compuesto 28, y con el aparato JEOL 

JMS-AX505 HA, para los compuestos 29, 30 y 31. La muestra se introdujo por sonda de 

inyección directa. El análisis de rayos X del compuesto 28 se realizó en un difractómetro 

Siemens P4/PC. Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron usando un espectrofotómetro 

Bruker-Alpha ATR. 

 

11. Identificación de compuestos orgánicos volátiles (VOCs) 

11.1. Identificación de VOCs de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

La identificación de los VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a en diferentes días 

de crecimiento y en interacción antagónica intra e interespecífica con el oomiceto 

fitopatógeno P. aphanidermatum, se llevó a cabo por microextracción en fase sólida (SPME, 

por sus siglas en inglés) seguida por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas (CG-EM). Los microorganismos se cultivaron por triplicado en viales SPME de 40 mL 

de capacidad, conteniendo 15 mL de PDA, bajo las siguientes condiciones: 1) Nodulisporium 



75 
 

sp. aislamiento GS4d2II1a de tres días de crecimiento (Nod3), 2) Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a de cinco días de crecimiento (Nod5), 3) P. aphanidermatum de dos días de 

crecimiento, 4) interacción antagónica intraespecíficas de cinco días de crecimiento con dos 

inóculos de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, colocados a 2 cm de distancia (Nod-Nod), y 5) 

interacción interespecífica de Nodulisporium sp. GS4d2II1a con P. aphanidermatum (Nod-

Pyt). La interacción interespecífica se llevó a cabo colocando un inóculo de Nodulisporium 

sp. GS4d2II1a en un vial de SPME y, después de tres días de incubación, se colocó a 2 cm de 

distancia un inóculo de P. aphanidermatum. El análisis de volátiles de Nod-Pyt se realizó 

después de dos días de interacción antagónica. El tamaño de los inóculos para todas las 

muestras fue de 5 mm, los cuales se tomaron de un cultivo de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

de tres días de crecimiento y un cultivo de un día de crecimiento de P. aphanidermatum, 

ambos en PDA. Todos los tratamientos se incubaron a temperatura ambiente con 

fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12 h. 

Los metabolitos volátiles se extrajeron exponiendo una fibra de Divinilbenceno-

Polidimetilsiloxano-Carboxen (DVB-PDMS-Carboxen, 2 cm, 50/30 mm) arriba de la muestra 

(fase de vapor; HS, por sus siglas en inglés) por 60 min. La fibra se acondicionó previamente 

durante 40 minutos a 250 °C. Los metabolitos volátiles retenidos se inyectaron a 300 °C a 

un cromatógrafo de gases Agilent 6890 N en modo splitless. El tiempo de desorción fue de 

2 min, y los compuestos desorbidos se separaron en una columna capilar DB-5MS (5% Fenil-

metilsilicón, 10 m x 0.18 mm x 0.18 m) usando el siguiente programa de temperatura del 

horno del CG: temperatura del horno inicial de 40 °C por 3 min y calentamiento de 20 °C 

por min hasta alcanzar una temperatura final de 300°C, con un tiempo final de 5 min. Se 

utilizó helio como gas portador a una velocidad de flujo de 1 ml/min. El CG se acopló a un 

detector selectivo de masas Leco TOF. Las condiciones del espectrómetro fueron: energía 

de ionización electrónica de 70 eV, rango de escaneo de 33-500 uma, velocidad de lectura 

de 20 espectros/s, temperatura de la cámara de ionización de 200 °C y temperatura de la 

línea de transferencia de 250 °C. La adquisición y procesamiento de datos se realizaron con 

el sistema de software LECO ChromaTOFTM. 

Los compuestos volátiles se identificaron con base en los patrones de fragmentación de los 

espectros de masas y sus índices de Kovats, los cuales se calcularon en relación con los 



76 
 

tiempos de retención de una serie de alcanos (C8-C20). Ambos se compararon con los datos 

de los compuestos químicos compilados por Adams (2007), las bases de datos del NIST y la 

Pherobase. Además, se comparó el espectro de masas y el índice de Kovats de algunos 

compuestos con los obtenidos con estándares auténticos (Sigma-Aldrich ≥98% pureza) bajo 

las mismas condiciones de análisis. Las cantidades relativas de los componentes 

individuales de los tratamientos se expresaron como porcentajes del área de los picos en 

relación al área total y como un promedio de las tres repeticiones. Asimismo, se realizó el 

análisis del extracto de PDA para descartar los metabolitos producto de la degradación del 

medio de cultivo presentes en las muestras. Los análisis se llevaron a cabo en la USAI de la 

Facultad de Química, UNAM (Macías-Rubalcava et al. 2010). 

Con la finalidad de visualizar la distribución de los compuestos orgánicos volátiles 

producidos por los tratamientos se realizó un diagrama de Venn con el programa VENNY 

(Oliveros 2007; Spraker et al. 2014). Sin embargo, debido a la complejidad en los perfiles de 

VOCs producidos en cada tratamiento, los resultados proporcionados por el diagrama de 

Venn también son complejos de describir. Por lo tanto, se realizó un análisis de 

correspondencias múltiples (MCA, por sus siglas en inglés) (Semmar 2013) para separar y 

comparar los perfiles de compuestos volátiles producidos en los tratamientos. El MCA se 

utilizó para determinar la relación perfil específico-tratamiento de la producción de 

compuestos orgánicos volátiles de acuerdo a la diversidad de familias químicas a las que 

pertenecen (es decir, monoterpenos, alcanos, cetonas, etc.), y la abundancia relativa (bajo, 

medio o alto). Adicionalmente, se evaluó el perfil de los VOCs de Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a y sus posibles cambios asociados con el tiempo y el tipo de interacción. Para el 

modelo se incluyó el tratamiento (Nod3, Nod5, Nod-Nod y Nod-Pyt); los VOCs compartidos 

entre 2, 3 o 4 tratamientos, en conjunto con la familia química y la abundancia relativa de 

los compuestos que se encuentran exclusivamente en un tratamiento. 

Para el contenido relativo de los VOCs se utilizó la distribución percentil para cada condición 

experimental, y se separaron los porcentajes de área relativa de los compuestos en bajo 

(<33.3%) medio (33.3-66.7%) y alto (>66.7%). El MCA se realizó utilizando el software de 

análisis estadístico SAS 9.0, y los gráficos se construyeron con el software Prisma 6.0 

GraphPad. 
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11.2. Identificación de los componentes volátiles presentes en el extracto del medio de 

cultivo, micelio y fracciones primarias no polares de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

La detección e identificación de los metabolitos secundarios volátiles y semivolátiles 

presentes en el extracto activo de medio de cultivo, micelio y fracciones primarias (1-4), 

derivados del cultivo en CPD en pequeña escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a se efectuó 

por CG-EM. Dos miligramos de la muestra disuelta en CH2Cl2 se inyectó al cromatógrafo de 

gases en modo splitless y siguiendo la metodología detallada anteriormente para la 

identificación de los compuestos volátiles. Asimismo, se realizó el análisis del extracto de 

diclorometano del medio de cultivo sin inocular e incubado bajo las mismas condiciones 

para descartar los metabolitos producto de la degradación del CPD presentes en los 

extractos fúngicos y fracciones cromatográficas.  
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VI. Resultados y Discusión 
 

La presente investigación se realizó con el propósito de determinar el tipo de interacciones 

in vitro entre hongos endófitos de Gliricidia sepium, entre hongos endófitos y fitopatógenos 

aislados de G. sepium y entre hongos endófitos de G. sepium y fitopatógenos con 

importancia agrícola. Asimismo, con el propósito de aislar y/o caracterizar los metabolitos 

secundarios volátiles y no volátiles producidos por el hongo más competitivo, el endófito 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a, y que son responsables de su actividad antifúngica, 

antioomiceto y fitotóxica, y al mismo tiempo, inferir los mecanismos físicos y químicos 

involucrados en las relaciones fúngicas dentro de la planta hospedera, y establecer los 

mecanismos entre los hongos endófitos y microorganismos fitopatógenos, evaluando 

adicionalmente, el efecto fitotóxico de los extractos de los hongos endófitos, y de esta 

manera contribuir con el desarrollo de nuevos agentes agroquímicos alternativos o de 

control biológico. 

Los resultados obtenidos se dividen en tres secciones, la primera corresponde al 

aislamiento de los hongos endófitos y fitopatógenos de plantas recolectadas de la Reserva 

de la Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH), y a la descripción morfológica de los hongos 

aislados de G. sepium. La segunda sección corresponde a los bioensayos de antagonismo 

entre hongos endófitos, y entre hongos endófitos y fitopatógenos. Finalmente, la tercera 

sección se refiere al aislamiento y caracterización de compuestos bioactivos del medio de 

cultivo de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y a la identificación de los compuestos orgánicos 

volátiles que éste produce. 

 

1. Aislamiento y purificación de hongos endófitos y fitopatógenos de hojas de plantas de 

la REBIOSH 

El aislamiento de los hongos se realizó a partir de hojas de 11 plantas recolectadas en la 

REBIOSH, con base en el criterio ecológico aunado al criterio de plantas que crecen en zonas 

de alta biodiversidad (Yu et al. 2010). En total se obtuvieron aproximadamente 4310 

aislamientos de hongos endófitos, de los cuales, se purificaron 155 morfotipos. Con 

respecto a los hongos fitopatógenos, a partir de más de 840 aislamientos, se obtuvieron 50 
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morfotipos puros. Cabe destacar que para las plantas elegidas no se ha encontrado 

información en la literatura acerca del aislamiento o identificación de sus hongos endófitos. 

En el Cuadro 7 se muestra el total de aislamientos de hongos endófitos y fitopatógenos, así 

como los morfotipos puros por especie vegetal. También se observa que las hojas de las 

plantas seleccionadas están colonizadas por un mínimo de 7 hongos, en el caso de L. 

acapulcense, y un máximo de 30 hongos, como en el caso de G. sepium. Estos resultados 

indican que la mayoría de las plantas en estudio se encuentran colonizadas por un amplio 

número de hongos endófitos, en promedio 14 hongos, lo que concuerda con los datos 

reportados en la literatura para plantas leñosas, donde el número de endófitos es mayor 

que en los pastos (Van Bael et al. 2005). Asimismo, los resultados confirman que los criterios 

de selección empleados, es decir, plantas que crecen en áreas de gran diversidad biológica 

y que no presentan ningún daño por patógenos o herbívoros (criterio ecológico), 

constituyen una buena estrategia para aislar una gran cantidad y diversidad de endófitos 

(Yu et al. 2010; Sánchez-Fernández et al. 2013). Por otro lado, el número máximo de hongos 

fitopatógenos aislados de hojas con síntomas de enfermedad, como manchas foliares y 

clorosis fue de 8.  

Con base en las interacciones antagónicas observadas durante la etapa de aislamiento y 

purificación de los hongos endófitos y fitopatógenos, se seleccionaron a los hongos de G. 

sepium para continuar con el desarrollo del presente proyecto de tesis. 

Cabe mencionar que el aislamiento y purificación de los microorganismos asociados a 

plantas de la REBIOSH forma parte de un proyecto de investigación a largo plazo, el cual 

tiene como objetivo principal investigar diversos aspectos de la química ecológica de los 

hongos endófitos, y el papel que desempeñan los productos de su metabolismo secundario 

en las estrechas relaciones que establecen con otros organismos, así como, poner en 

evidencia su potencial uso en la agricultura y/o la medicina. 
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Cuadro 7. Número de aislamientos totales y morfotipos puros de hongos endófitos y 
fitopatógenos aislados de plantas de la Reserva de Biósfera Sierra de Huautla (REBIOSH) 

 

Planta 

Aislamientos 
totales de 

hongos 
endófitos 

Morfotipos de 
hongos 

endófitos 

Aislamientos 
totales de 

hongos 
fitopatógenos 

Morfotipos de 
hongos 

fitopatógenos 

G. sepium  384 30 7 4 

H. acapulcensis 823 10 393 8 

H. brasiletto 510 20 72 4 

S. macrocarpum  360 18 20 2 

P. leucophylum 352 8 --- 7 

M. affinis 146 10 41 4 

L. acapulcense  789 7 134 8 

B. linaloe 318 19 26 1 

B. lancifolia  134 8 69 2 

L. macrophyla  123 13 --- --- 

Salvia sp.  255 12 173 8 

Total 4310 155 840 50 

--- No determinado. 

 

 

2. Determinación de la tasa de crecimiento, características macroscópicas y 

microscópicas de los hongos endófitos y fitopatógenos aislados de G. sepium 

La determinación de las características morfológicas de los hongos endófitos aislados de G. 

sepium se realizó con 28 de los 30 morfotipos puros obtenidos, esto debido a que los demás 

aislamientos puros no siguieron creciendo en condiciones in vitro, asimismo, otras 

morfoespecies de hongos fitopatógenos cesaron su crecimiento en estas mismas 

condiciones, manteniéndose solo cuatro aislamientos viables. Se sabe que algunos hongos 

endófitos son más dependientes de su planta hospedera y no se desarrollan 

adecuadamente in vitro, y que probablemente varios de los hongos endófitos que colonizan 

a las hospederas en estudio no se lograron aislar con la metodología empleada, por lo que 

probablemente haya un mayor número de hongos colonizando las plantas recolectadas 

(Gamboa-Gaitán 2006). 
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En los Cuadros 8 y 9 se muestran las características macroscópicas, microscópicas y la tasa 

de crecimiento de los morfotipos puros de los hongos endófitos y fitopatógenos, 

respectivamente. El estudio detallado de las características macroscópicas y microscópicas 

permitió la identificación tentativa de algunos morfotipos, como Xylaria sp. (GSE18, GSE21, 

GSE22, GSE25), Fusarium sp. (GSE11) y Nodulisporium sp. (GSE8, GSE9, GSE10, GSE12, 

GSE13, GSE14, GSE15 y GSE27). Estos géneros se han encontrado comúnmente como 

endófitos de plantas leñosas de clima tropical (Monaghan et al. 1995; Schulz & Boyle 2005; 

Gamboa-Gaitán 2006; Webster & Weber 2007; Weber 2009). 

Asimismo, se puede observar que la mayoría de los hongos endófitos son de crecimiento 

lento, de color blanco y que no forman estructuras de reproducción, la cual es característica 

de los hongos endófitos (Selim et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 



83 
 

Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE1 
 

 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo color blanco de apariencia algodonosa, superficie plana y de 
consistencia blanda. Presenta crecimiento radial con bordes regulares. 
Produce exudado incoloro. B. En el reverso el micelio es color beige con 
algunas manchas color café claro.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas y septadas, 
teñidas con azul de lactofenol, x400. Bajo 
estas condiciones de cultivo, no se logró 
observar estructuras de reproducción.  

4.9 

GSE2 
 

 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa de color blanco, superficie 
plana y de consistencia blanda. Su crecimiento es radial, forma anillos 
concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro.  B. En el 
reverso, el micelio es color beige con algunas manchas cafés. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas y septadas, teñidas 
con azul de lactofenol, x400. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción. 
 

5.1 

A                              B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE3 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio 
adquiere un ligero color beige con manchas café claro. Su crecimiento es radial, 
forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado 
incoloro. B. En el reverso, el micelio es color beige con algunas manchas cafés.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas septadas, dematiáceas, teñidas con 
azul de lactofenol, x400. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción.   

5.0 

GSE4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa, color blanco, de superficie plana y 
consistencia blanda. Su crecimiento es radial estrellado. Produce exudado 
incoloro.  B. En el reverso, el micelio es color blanco. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas hialinas, septadas, teñidas con azul de 
lactofenol, x1000. Bajo estas condiciones de 
cultivo, no se logró observar estructuras de 
reproducción. 

5.3 

A                              B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/flocosa, inicialmente de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio 
adquiere un ligero color beige. Su crecimiento es radial y sus bordes son 
regulares. Produce exudado incoloro.  B. En el reverso, el micelio es color 
durazno. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, cenocíticas, teñidas 
con azul de lactofenol, x400. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción.  

4.7 

GSE6 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa inicialmente de color blanco, 
de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio 
adquiere un ligero color beige con manchas cafés. Su crecimiento es radial, 
forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado 
incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo. B. En el 
reverso, el micelio es color beige. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas hialinas, septadas, teñidas con azul de 
lactofenol, x1000.  

6.2 

A                              B 

A                           B 

cambiar 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE7 
 

  
 
 
 
 
 
A.Micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa, inicialmente de color blanco, 
de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio se 
torna grisáceo y verde olivo, con manchas negras. Su crecimiento es radial, 
forma anillos concéntricos y sus bordes son irregulares. Produce exudado color 
amarillo. B. En el reverso el micelio inicialmente es color blanco con anillos 
concéntricos cafés y centro verde limón. Con el paso del tiempo adquiere una 
coloración negra con manchas verde limón en la orilla. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
Hifas gruesas, dematiáceas, septadas y 
microconidias redondas de color café, 
teñida con azul de lactofenol, x400.  

8.7 

GSE8 
 

  
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa y polvosa, inicialmente de color 
blanco, de superficie umbonada y consistencia blanda. Produce esporas color 
café y su superficie se vuelve plana. Su crecimiento es radial con bordes 
regulares. Produce exudado color ámbar. B. En el reverso, el micelio es de color 
blanco con algunas zonas cafés, se observa el crecimiento de las hifas hacia la 
izquierda formando un remolino. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, septadas y esporas 
ovaladas de color café, teñidas con azul de 
lactofenol, x400.  
Sus características pertenecen al género 
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 

10.0 

A                            B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE9 

  
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa y polvoso, inicialmente de color 
blanco con centro amarillo, de superficie umbonada y consistencia blanda. El 
hongo produce esporas de color café y algunas zonas se pigmentan de color 
ámbar, su superficie se vuelve plana. Su crecimiento es radial, forma anillos 
concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado color ámbar. B. En 
el reverso, el micelio es color blanco con algunas zonas cafés. 

 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas y 
esporas ovaladas color café, algunas se 
encuentran libres y otras agrupadas en 
racimos, teñidas con azul de lactofenol, 
x400.  
Sus características pertenecen al género 
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 

11.1 

GSE10 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Inicialmente, el micelio es aéreo de apariencia vellosa, de color blanco, 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo produce esporas 
de color café que cubren todo el micelio blanco y le dan apariencia polvosa. Su 
crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. 
Produce exudado incoloro y amarillo. B. En el reverso, el micelio es de color 
blanco con centro café. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas y 
esporas ovaladas de color café, teñidas con 
azul de lactofenol, x400.  
Sus características pertenecen al género  
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 
  
 

9.4 

A                            B 

A                                 B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE11 
 

 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/flocosa, de color rosa/durazno y centro 
color ámbar, de superficie plana y consistencia blanda. Su crecimiento es radial, 
forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado 
incoloro. B. En el reverso, el micelio es color durazno con centro color café 
claro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas y septadas, 
macroconidias en forma de huso, 
características del género Fusarium (Leslie 
& Summerell 2006). Tinción con azul de 
lactofenol, x400. 
 

11.7 

GSE12 
 

 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio 
adquiere una pigmentación color verde grisáceo. Su crecimiento es radial y sus 
bordes son regulares. Produce exudado incoloro. B. En el reverso, el micelio 
inicialmente es de color blanco y gradualmente adquiere una coloración negra. 

 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas, 
microconidias cafés, ovaladas, que nacen de 
conidióforos trifurcados. Tinción con azul de 
lactofenol, x400. Sus características 
pertenecen al género Nodulisporium (Ju & 
Rogers 1996). 

13.4 

A                                  B 

A                                   B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE13 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color blanco y 
centro grisáceo, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del 
tiempo el micelio se pigmenta de color verde olivo-grisáceo con algunas zonas 
negras. Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce exudado 
color amarillo. B. En el reverso el micelio es inicialmente de color blanco con 
centro amarillo, con el paso del tiempo adquiere una coloración 
completamente negra. 

Hifas delgadas, dematiáceas, septadas          
A. Microconidias ovaladas, en racimos que 
nacen de conidióforos simples o bifurcados 
B. Tinción con azul de lactofenol, x400.  
Sus características pertenecen al género  
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 

13.4 

GSE14 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa, inicialmente de color 
blanco y centro verde grisáceo, de superficie plana y consistencia blanda. Con 
el paso del tiempo adquiere una pigmentación gris oscuro-verdosa. Su 
crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro.     
B. En el reverso, el micelio inicialmente es de color blanco con centro verde 
botella, con el paso del tiempo se torna color negro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas; 
microconidias ovaladas de color café,   
teñidas con azul de lactofenol, x400. 
Sus características pertenecen al género  
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 

12.5 

A                                   B 

A                              B 

A                                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE15 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa, inicialmente color blanco con 
centro gris verdoso, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del 
tiempo el micelio se pigmenta completamente de color gris verdoso y forma 
estromas color café. Su crecimiento radial y sus bordes son regulares. Produce 
exudado color verde botella y amarillo. B. En el reverso, el micelio inicialmente 
es de color blanco, con el paso del tiempo se pigmenta completamente color 
negro. 

 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas y 
microconidias ovaladas de color café (libres 
y en fiálides), teñidas con azul de lactofenol, 
x400.  
Sus características pertenecen al género  
Nodulisporium (Ju & Rogers 1996). 

12.3 

GSE16 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de color blanco, de apariencia vellosa/esponjosa, de superficie 
plana y consistencia blanda. El micelio inmerso en el medio es de color amarillo. 
Su crecimiento es radial, limitado y sus bordes son regulares. Produce exudado 
incoloro. B. En el anverso, el micelio es color beige con centro color amarillo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas hialinas, esqueléticas. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción. Tinción con 
azul de lactofenol, x400. 
 

2.3 

A                                 B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE17 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo e inmerso de apariencia vellosa, inicialmente de color blanco, 
de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio 
adquiere una pigmentación completamente café. Su crecimiento es radial y sus 
bordes son regulares. Produce exudado incoloro. B. El anverso, el micelio es 
color beige con zonas de color café. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas septadas, dematiáceas. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción. Tinción con 
azul de lactofenol, x400. 
 

2.4 

GSE18 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia plumosa, inicialmente de color beige con bordes 
color verde botella, de superficie plana y consistencia dura. Con el tiempo el 
micelio adquiere una coloración verde botella y produce pequeños estromas 
en el centro de la colonia. Su crecimiento es radial y sus bordes son lobulados. 
Produce exudado color ámbar. B. En el reverso, el micelio es color beige con 
zonas color negro. Estas características coinciden con las reportadas para el 
género Xylaria (Dugan 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas hialinas, septadas, microconidias 
gutuladas de color café que nacen 
directamente de la hifa, teñidos con azul de 
lactofenol, x400. 

3.3 

A                              B 

A                                 B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE19 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo e inmerso de apariencia plumosa/vellosa, zonado, de color 
blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Su crecimiento es radial 
limitado, forma anillos concéntricos y sus bordes son lobulados. Produce 
exudado incoloro. B. En el reverso el micelio inicialmente es color blanco, con 
el paso del tiempo adquiere una coloración amarilla. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas muy delgadas, hialinas, cenocíticas, 
teñidas con azul de lactofenol, x400. Bajo 
estas condiciones de cultivo, no se logró 
observar estructuras de reproducción.   

1.4 

GSE20 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio inmerso de color café y micelio aéreo pegado al agar, inicialmente 
de color blanco, apariencia algodonosa, de superficie plana y consistencia 
blanda. Con el paso del tiempo el micelio se pigmenta de color café con zonas 
blancas lanosas. Su crecimiento es radial, limitado y sus bordes son regulares. 
Produce exudado de color café-anaranjado y produce pigmento café que 
difunde al medio de cultivo. B. En el reverso, el micelio es color café. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, septadas, teñidas 
con azul de lactofenol, x400. Bajo estas 
condiciones de cultivo, no se logró observar 
estructuras de reproducción.   

1.1 

A                                B 

A                            B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE21 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio inmerso de color café y micelio aéreo de color blanco con zonas color 
beige, de apariencia algodonosa, de superficie plana y consistencia blanda. Con 
el tiempo produce pequeños estromas en el centro de la colonia. Su 
crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro.     
B. En el reverso, el micelio es color blanco con café. Estas características 
coinciden con las reportadas para el género Xylaria (Dugan 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas hialinas, esqueléticas, teñidas con azul 
de lactofenol, x400. Bajo estas condiciones 
de cultivo, no se logró observar estructuras 
de reproducción. 

3.1 

GSE22 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio se 
torna color café con beige. Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares. 
Produce exudado color ámbar, el cual forma estromas largos y vellosos de color 
gris. B. En el reverso, el micelio es color beige con café.  Estas características 
coinciden con las reportadas para el género Xylaria (Dugan 2006). 

 
 
 

 
 
 
 
 
Hifas hialinas, esqueléticas, teñidas con azul 
de lactofenol, x400. Bajo estas condiciones 
de cultivo, no se logró observar estructuras 
de reproducción. 
 

3.0 
A                                  

B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE23 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo e inmerso de apariencia plumosa/algodonosa, inicialmente de 
color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo 
adquiere un ligero color beige. Su crecimiento es radial y sus bordes son 
irregulares. Produce exudado color durazno o incoloro. B. En el reverso, el 
micelio inicialmente es de color beige, con el paso del tiempo el centro 
adquiere una coloración café. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, septadas y esporas 
redondas en cadena. Tinción con azul de 
lactofenol, x400.  

3.0 

GSE24 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa, de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Su crecimiento es radial, forma un anillo 
concéntrico color café y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro. 
B. En el reverso, el micelio es color beige. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas muy delgadas, hialinas, y cenocíticas, 
teñidas con azul de lactofenol, x400. Bajo 
estas condiciones de cultivo, no se logró 
observar estructuras de reproducción.  

4.9 

A                             B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE25 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa, inicialmente de color 
blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el 
micelio adquiere una coloración beige y produce estromas. Su crecimiento es 
radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado 
color durazno y ámbar. B. En el reverso, el micelio inicialmente es de color 
blanco y con el paso del tiempo se torna color café claro.  Estas características 
coinciden con las reportadas para el género Xylaria (Dugan 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, septadas, se 
aprecian algunas clamidoconidias y 
microconidias de color café, ovaladas, que 
nacen de fiálides. Tinción con azul de 
lactofenol, x400.   

4.3 

GSE26 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color blanco, de 
superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo algunas zonas 
del micelio se pigmentan de color café. Su crecimiento es radial y sus bordes 
son irregulares. B. En el reverso, el micelio inicialmente es de color blanco, con 
el paso del tiempo adquiere una coloración café en algunas zonas. 

 
 
 

 
 
 
 
 
Hifas muy delgadas, hialinas, cenocíticas. 
Bajo estas condiciones de cultivo, no se 
logró observar estructuras de reproducción. 
Tinción con azul de lactofenol, x400.   

4.0 

A                              B 

A                              B 
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Cuadro 8. Características morfológicas de los hongos endófitos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSE27 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo, inicialmente café polvoso y orilla blanca vellosa, algodonosa, 
posteriormente café polvoso, con la esporulación, con orilla café y blanca; 
produce exudado hialino y naranja; de crecimiento radial y consistencia blanda. 
B. En el reverso, el micelio es blanco con centro café. 

 
 
 
 
 
 
 
Hifas septadas, dematiáceas, microconidias 
redondas o gutuladas color café que nacen 
de conidióforos bifurcados. Tinción con azul 
de lactofenol, x400. Sus características 
pertenecen al género Nodulisporium (Ju & 
Rogers 1996). 

10.42 

GSE28 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
A. Micelio aéreo, velloso con surcos, inicialmente color blanco, posteriormente 
blanco con orilla café. Superficie plana, consistencia blanda, produce exudado 
hialino, de crecimiento radial y lobulado. B. En su cara inferior es blanco con 
centro café. 

Hifas muy delgadas, hialinas, con el tiempo 
son gruesas, dematiáceas y septadas 
cuando se tiñen con azul de lactofenol. 

4.05 

A                              B 

A                                    B 
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Cuadro 9. Características morfológicas de los hongos fitopatógenos aislados de Gliricidia sepium 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSF1 
 

 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio inmerso y aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de color gris 
oxford con la orilla blanca, de superficie plana y consistencia dura. Con el paso 
del tiempo se pigmenta de color verde oscuro en algunas zonas y orilla blancas. 
Su crecimiento es radial limitado y sus bordes son irregulares. Produce exudado 
hialino y de color negro. B. En el reverso, el micelio es de verde oscuro con la 
orilla blanca.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, dematiáceas, septadas, 
teñidas con azul de lactofenol, x400. Bajo 
estas condiciones de cultivo, no se logró 
observar estructuras de reproducción.   

1.1 

GSF2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo de apariencia vellosa, algodonosa, de color lila en el centro y 
orilla blanca, de superficie plana y consistencia blanda. Su crecimiento es radial 
y sus bordes son irregulares. Produce exudado incoloro y estromas verdes o 
azules. B. En el reverso, el micelio es de color morado y orilla blanca.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hifas delgadas, hialinas, septadas, esporas 
ovaladas que nacen de conidióforos cortos 
bifurcados con una sola espora. Esporas 
libres sin septos o con dos septos.  Tinción 
con azul de lactofenol, x400. 

4.2 

A                              B 

A                                  B 

A                                  B 
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Cuadro 9. Características morfológicas de los hongos fitopatógenos aislados de Gliricidia sepium (Continuación) 
 

 

Hongo Características macroscópicas Características microscópicas 
TC 

(cm2/día) 

GSF3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Micelio aéreo algodonoso, inicialmente de color gris-verdoso con orilla 
blanca. Posteriormente el micelio es liso, color verde oscuro/grisáceo con orilla 
blanca, de crecimiento radial, irregular y consistencia suave. Produce exudado 
hialino. B. En su cara inferior es color café-anaranjado y verde oscuro en el 
centro. 

 9.42 
A                                        B 



99 
 

3. Bioensayos de antagonismos entre hongos endófitos y entre endófitos y 

fitopatógenos aislados de G. sepium 

Los 28 hongos endófitos y los tres hongos fitopatógenos aislados de G. sepium se 

clasificaron arbitrariamente en cinco categorías, de acuerdo a su tasa de crecimiento 

(Cuadro 10), así como, por las características morfológicas de las colonias (morfotipos) 

(Cuadro 11). Siguiendo esta clasificación, se realizaron los bioensayos de antagonismo entre 

hongos del mismo grupo. 

Cuadro 10. Clasificación de los hongos endófitos y fitopatógenos de acuerdo a su tasa de 
crecimiento 
 

Tasa de crecimiento (cm2/día) Hongos 

Muy lenta (1.0-4.0) 
GSE16, GSE17, GSE18, GSE19, GSE20, 

GSE21, GSE22, GSE23, GSE26, GSF1, GSE28 

Lenta (4.1-6.5) 
GSE1, GSE2, GSE3, GSE4, GSE5, GSE6, 

GSE24, GSE25, GSF2 

Moderada (6.6-9.0) GSE7 

Rápida (9.1-12.0) GSE8, GSE9, GSE10, GSE11, GSE27, GSF3 

Muy rápida (12.1-13.5) GSE12, GSE13, GSE14, GSE15 

 
 
Cuadro 11. Hongos endófitos y fitopatógenos agrupados por su tasa de crecimiento y 
morfotipo 

 

Grupo Tasa de Crecimiento Morfotipos Hongos  

I 
Muy lenta 

y lenta 
Micelio Blanco 

GSE1, GSE2, GSE3, GSE4, GSE5, 
GSE6, GSE28 

II Muy lenta 
Micelio de diferente color al 

blanco 
GSE16, GSE17, GSE18 

III Muy lenta 
Micelio de diferente color al 

blanco 
GSE19, GSE20, GSF1 

IV Muy lenta 
Micelio color blanco en el 

anverso y café en el reverso 
GSE21, GSE22, GSE23 

V Lenta 
Micelio de diferente color al 

blanco 
GSE24, GSE25, GSE26, GSF2 

VI Rápida 
Micelio de diferente color al 

blanco 
GSE7, GSE8, GSE9, GSE10, 

GSE11, GS27 

VII Muy rápida Micelio color verde grisáceo 
GSE12, GSE13, GSE14, GSE15, 

GSF3 
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3.1 . Antagonismos entre hongos del Grupo I 

En el Cuadro 12 se muestra el resultado a las tres semanas de la interacción entre los hongos 

endófitos pertenecientes al grupo I. En todos los casos, se observó que las hifas de sus 

micelios cesaron su crecimiento y no hubo contacto, presentando una interacción tipo C 

(Cuadro 4). Sin embargo, hubo inhibición significativa del crecimiento de algunos hongos 

competidores mostrando porcentajes de inhibición menores al 30%. En consecuencia, el 

tipo de interacción es de antagonismo y es mediada por la producción de metabolitos 

secundarios (Tuininga, 2005) y por una fuerte competencia por espacio y nutrientes. A pesar 

de que el índice de antagonismo (IA) calculado con base en las interacciones establecidas 

entre los hongos competidores es el mismo para todos los hongos del grupo (Gráfica 1), el 

hongo más competitivo es el endófito GSE6 debido a que no es inhibido significativamente 

por la presencia de ninguno de sus competidores e inhibió el crecimiento de cuatro hongos. 

 

Cuadro 12. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo I en 
bioensayos de antagonismo 

 
Hongo 

endófito 
GSE1 GSE2 GSE3 GSE4 GSE5 GSE6 

GSE1 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 9.3±0.4 0.0±0.0 4.7±0.2 

GSE2 23.1±2.2* ---- 7.4±2.5 0.0±0.0 0.0±0.0 12.5±2.6 

GSE3 25.0±3.7* 27.4±2.2* ---- 4.8±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE4 19.7±2.0* 19.7±2.0* 14.3±2.1* ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE5 14.3±2.1 22.2±1.6* 14.5±2.5 12.9±3.8 ---- 5.0±0.3 

GSE6 15.3±2.4* 22.9±2.5* 10.1±2.5 18.5±2.0* 28.3±1.8* ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

3.2 . Antagonismos entre hongos del Grupo II 

En el Cuadro 13 se muestran los porcentajes de inhibición de los hongos del grupo II a las 

tres semanas de interacción antagónica. El endófito GSE18 (Xylaria sp.) inhibió a sus 

competidores de manera significativa, y no fue inhibido por sus competidores, por lo que la 

interacción establecida es de tipo agonista, ya que crece encima de sus competidores 

completa o parcialmente (interacción tipo E1, Cuadro 4). Por otro lado, la interacción entre 

los hongos GSE17 y GSE16 es de coantagonismo, debido a que ambos microorganismos 
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cesan su crecimiento, y las hifas de sus micelios no se tocan por la liberación de metabolitos 

al medio de cultivo, sin embargo, la inhibición no es significativa indicando una fuerte 

competencia (Tuininga 2005, Rotheray et al. 2011). En la Gráfica 1 se muestra el IA de los 

hongos de este grupo, donde el hongo GSE18 tiene el valor más grande. Este endófito inhibe 

por medio de metabolitos secundarios e interacciones físicas. 

Cuadro 13. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo II 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo endófito GSE16 GSE17 GSE18 

GSE16 ---- 15.9±2.3 0.0±0.0 

GSE17 15.7±2.4 ---- 0.0±0.0 

GSE18 100.0±0.0* 27.1±2.5* ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

3.3 . Antagonismos entre hongos del Grupo III 

En este grupo, solo se observó inhibición a distancia (interacción tipo D, Cuadro 4) sobre el 

crecimiento del endófito GS19 provocada por la presencia del hongo GSE20, es decir, la 

interacción establecida es de tipo antagonista mediada por la producción de metabolitos 

secundarios que se difunden en el medio de cultivo o por VOCs. Las demás interacciones 

mostradas fueron de coantagonismo, y a pesar de que no hubo inhibición significativa, se 

observaron cambios morfológicos en los micelios de los competidores, como son barreras 

miceliares y prolongaciones de micelio que se extienden hacia el endófito competidor 

(Tuininga, 2005). En el Cuadro 14, se muestran los porcentajes de inhibición del crecimiento 

de los endófitos del Grupo III en interacciones antagónicas a las tres semanas. El IA calculado 

indica que los hongos no son competitivos, comparado con el valor máximo de IA esperado 

que es de 12 (Gráfica 1). 

Cuadro 14. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo III 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo  GSE19 GSE20 GSF1 

GSE19 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE20 39.1±1.4* ---- 0.0±0.0 

GSF1 0.0±0.0 0.0±0.0 ---- 

* P<0.05, n = 4 
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3.4 . Antagonismos entre hongos del Grupo IV 

En este grupo de hongos no hubo inhibición significativa del crecimiento de los endófitos 

competidores a las tres semanas de interacción (Cuadro 15). Las interacciones establecidas 

en el bioensayo fueron coantagonistas (Tuininga, 2005), ya que las hifas de los micelios 

cesaron su crecimiento o rodearon a la colonia del competidor, particularmente al endófito 

GSE21 (Xylaria sp.) sin hacer contacto entre sus hifas (interacción tipo C, Cuadro 4). Este 

comportamiento puede atribuirse a la producción de metabolitos secundarios con 

propiedades antifúngicas, por parte de ambos endófitos, y que se difunden en el medio de 

cultivo cesando el crecimiento de ambas especies y, en consecuencia, sus micelios no hacen 

contacto. El hongo GSE321 tuvo el mayor IA (Gráfica 1), constituyendo el endófito más 

competitivo de este grupo. 

Cuadro 15. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo IV 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo endófito GSE21 GSE22 GSE23 

GSE21 ----- 13.3±2.9 11.4±2.0 

GSE22 0.0±0.0 ---- 0.0±0.0 

GSE23 0.0±0.0 0.0±0.0 ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

3.5 . Antagonismos entre hongos del Grupo V 

En el Cuadro 16 se muestran los porcentajes de inhibición entre tres endófitos y un 

fitopatógeno de G. sepium a las tres semanas de interacción. Los hongos GSE24 y GSE25 

(Xylaria sp.) inhiben de manera significativa el crecimiento del fitopatógeno GSF2, al crecer 

sobre éste parcial o completamente. Además, el micelio de GSE24 forma prolongaciones 

que se extienden sobre el micelio de GSF2 (interacción E1, Cuadro 4) por lo que la 

interacción es de agonismo, mediada por mecanismos físicos y químicos (metabolitos 

secundarios) (Tuininga, 2005). Por otro lado, los hongos GSE24 y GSE25 no se inhiben entre 

ellos, pero cesa su crecimiento (coantagonismo). El fitopatógeno GSF2 inhibió 

significativamente el crecimiento del endófito GSE26 (antagonismo). En la Gráfica 1 se 

observa que el hongo GSE26 muestra el valor de IA más alto. 
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Cuadro 16. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo V 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo GSE24 GSE25 GSE26 GSF2 

GSE24 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 57.9±0.0* 

GSE25 0.0±0.0 ---- 17.0±2.9* 100.0±0.0* 

GSE26 10.1±2.5 0.0±0.0 ---- 0.0±0.0 

GSF2 0.0±0.0 0.0±0.0 34.1±3.2* ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

3.6 . Antagonismos entre hongos del Grupo VI 

En este grupo se encuentran los hongos pertenecientes a los géneros Nodulisporium (GSE8-

GSE10) y Fusarium (GSE11). Se observa que Nodulisporium spp. inhiben significativamente 

el crecimiento del hongo GSE7, y sólo el endófito GSE10 inhibe a Fusarium sp. (GSE11) al 

crecer sobre su competidor, presentando una interacción agonista (interacción E1, Cuadro 

4) a las tres semanas de competencia. Estas especies producen metabolitos secundarios 

antifúngicos aunados a la inhibición física mostrada. Asimismo, la interacción entre las 

especies de Nodulisporium fue de cohabitación ya que sus micelios crecen entremezclados 

sin inhibirse (Tuininga, 2005) (Cuadro 17). En la Gráfica 1 se muestra que el hongo GSE10 

fue el más competitivo. 

Cuadro 17. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo VI 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo 

endófito 
GSE7 GSE8 GSE9 GSE10 GSE11 

GSE7 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE8 53.5±1.5* ---- 21.9±1.2 12.4±3.0 16.2±2.8 

GSE9 45.7±3.1* 2.2±3.1 ---- 14.0±0.5 17.0±1.7 

GSE10 63.4±1.3* 6.3±2.8 14.9±2.5 ---- 27.9±0.9* 

GSE11 19.6±3.1 11.1±2.8 0.0±0.0 0.0±0.0 ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

3.7 . Antagonismos entre hongos del Grupo VII 

En este grupo se observa que, en general, no hubo inhibición importante del crecimiento, 

ya que a pesar de ser significativa en algunos casos, los porcentajes son aproximadamente 

del 20% a las tres semanas de interacción (Cuadro 18). El endófito GSE13 (Nodulisporium 
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sp.) es el único que formó barreras miceliares y produjo estromas en la zona de interacción 

y no fue inhibido por la presencia de sus competidores, siendo el único hongo antagonista. 

En las demás interacciones exhibidas, los hongos crecieron sin inhibirse, entremezclando 

las hifas de sus micelios, por lo que cohabitan en el mismo espacio (interacción A, Cuadro 

4) (Tuininga, 2005). En la Gráfica 1 se observa que el hongo más competitivo fue el GSE13. 

Cuadro 18. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos del grupo VII 
en bioensayos de antagonismo 

 
Hongo 

endófito 
GSE12 GSE13 GSE14 GSE15 

GSE12 ---- 11.1±2.3 21.5±2.1* 8.3±3.0 

GSE13 14.3±2.1 ---- 21.0±2.5* 15.6±2.3 

GSE14 0.0±0.0 0.0±0.0 ---- 20.0±2.4* 

GSE15 19.1±2.1* 10.4±2.3 5.7±2.3 ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

 

Gráfica 1. Índice de antagonismo (IA) de los hongos endófitos y fitopatógenos de Gliricidia sepium 
por grupo. 

 

De cada grupo se eligieron a los hongos con el valor más alto de IA, ya que a mayor índice 

de antagonismo, el hongo domina e inhibe el crecimiento de un número mayor de 

competidores, es decir, es más competitivo (Yuen et al. 1999; Macías-Rubalcava et al. 2008).  
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3.8 . Antagonismos entre los hongos endófitos más competitivos 

En el Cuadro 19 se muestran los porcentajes de inhibición a las tres semanas de interacción 

establecidas entre los endófitos más competitivos; los hongos GSE6, GSE10, GSE13, GSE18, 

GSE21, GSE24, GSE25 y GSE27. Solo seis de los endófitos inhibieron significativamente a dos 

o tres hongos competidores. Las interacciones establecidas entre los hongos GSE18 (Xylaria 

sp.), GSE24, GSE25 y GSE27 (Nodulisporium sp. GS4d2II1a), con sus competidores fueron 

del tipo agonista, debido a que crecieron sobre los hongos competidores, mostrando 

interacción física e inhibieron su crecimiento por medio de metabolitos secundarios. 

Asimismo, las especies de Nodulisporium interaccionaron entre sí de manera coantagonista, 

sin que sus micelios hicieran contacto (GSE13 y GSE18), y de cohabitación, entremezclando 

sus micelios (GSE10 y GSE13). En la Gráfica 2 se muestra los IA de los hongos endófitos 

seleccionados, observándose que el hongo más competitivo es el endófito GSE27 

(Nodulisporium sp. GS4d2II1a), seguido de los hongos GSE18, GSE24 y GSE25. 

 

Por otra parte, en la Figura 4 se muestran a manera de ejemplo los diferentes tipos de 

interacciones que se establecieron entre los hongos endófitos. Observándose 

principalmente, cambios morfológicos en las colonias, barreras miceliares, prolongaciones 

del micelio y reemplazo de una colonia por el competidor. Asimismo, en muchas 

interacciones se observó la producción de pigmentos o metabolitos secundarios que se 

difunden en el medio de cultivo o en el micelio del competidor. 
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Cuadro 19. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos más competitivos de Gliricidia sepium en bioensayos de 
antagonismo 

 

Hongo 
endófito 

Grupo GSE6 GSE10 GSE13 GSE18 GSE21 GSE24 GSE25 GSE27 

GSE6 I ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE10 VI 20.9±2.6 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 100.0±0.0* 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE13 VII 100.0±0.0* 0.0±0.0 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE18 II 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE21 IV 14.9±2.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE24 V 23.9±3.1 96.9±2.7* 43.2±3.2 100.0±0.0* 62.7±1.6* ---- 0.0±0.0 0.0±0.0 

GSE25 V 65.2±2.6* 88.9±2.7* 16.6±2.1 45.5±0.0* 4.4±0.1 0.0±0.0 ---- 0.0±0.0 

GSE27 VI 100.0±0.0* 0.0±0.0 0.0±0.0 35.7±16.6 100.0±0.0*  17.4±4.6 13.3±3.4 ---- 

* P<0.05, n = 4 

 

 

 

 

Gráfica 2. Índice de antagonismo (IA) de los hongos endófitos de Gliricidia sepium más competitivos. 
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Figura 4. Selección de interacciones antagónicas entre endófitos aislados de Gliricidia sepium. GSE18 
y GSE22: Xylaria sp., GSE11: Fusarium sp., GSE9, GSE10 y GSE13: Nodulisporium sp., GSE27: 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a. 

 

3.9 . Antagonismos entre los hongos endófitos más competitivos y fitopatógenos aislados 

de G. sepium 

En general, los hongos endófitos inhibieron significativamente el crecimiento del 

microorganismo fitopatógeno GSF2 de G. sepium por medio del crecimiento sobre éste y 

por la formación de prolongaciones del micelio (Cuadro 20 y Figura 5), interacción tipo E1, 

Cuadro 4, por lo que las interacciones son agonistas a las tres semanas. Asimismo, se 

observó la producción de pigmentos por parte de GSE10 y GSE27 en la zona de interacción 

fúngica (Figura 5). Sin embargo, GSF2 inhibió al endófito GSE26 (Cuadro 16), debido a que 

los hongos endófitos pueden producir metabolitos secundarios que inhiben a un patógeno 

en particular o a otros endófitos de la hospedera (Arnold et al. 2003).  

GSE2 vs GSE4 

GSE18 vs GSE16 GSE24 vs GSE18 

GSE15 vs GSE13  

GSE24 vs GSE13 GSE24 vs GSE6 GSE12 vs GSE15 GSE24 vs GSE10 

GSE20 vs GSE19 GSE11 vs GSE7 

GSE18 vs GSE6 

GSE16 vs GSE17 

GSE24 vs GSE18 

GSE27 vs GSE21       GSE27 vs GSE18  GSE22 vs GSE27 
(82%)

GSE9 vs GSE13 

GSE18 vs GSE10 

GSE8 vs GSE6 
33.7%) 

GSE13 vs GSE6 
(100%) 
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Cuadro 20. Porcentajes de inhibición del crecimiento de los hongos endófitos más 
competitivos de Gliricidia sepium con sus fitopatógenos 

 

Hongo 
endófito 

GSF2 

GSE6 0.0±0.0 

GSE10 65.7±11.1* 

GSE13 100.0±0.0* 

GSE18 26.8±5.0* 

GSE21 0.0±0.0 

GSE24 57.9±0.0* 

GSE25 100.0±0.0* 

GSE27 19.0±9.9 

* P<0.05, n = 4 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Selección de interacciones antagónicas entre los hongos endófitos más competitivos y los 
fitopatógenos aislados ambos de Gliricidia sepium. GSE18 y GSE21: Xylaria sp., GSE10 y GSE13: 
Nodulisporium sp., GSE27: Nodulisporium sp. GS4d2II1a. 

 

Por último, los hongos endófitos más competitivos también se enfrentaron contra hongos 

y oomicetos de importancia en la agricultura.  

 

3.10 Antagonismos entre los hongos endófitos más competitivos y hongos y oomicetos 

fitopatógenos de importancia agrícola 

En el Cuadro 21 se observa que, en general, los endófitos inhibieron el crecimiento de los 

fitopatógenos de prueba de manera significativa. Con excepción de los endófitos GSE18 y 

GSE21, todos mostraron IA de 20, el cual es el valor máximo esperado (Gráfica 3), por lo 

que estos endófitos inhiben de manera directa el desarrollo de los fitopatógenos. Todos los 

endófitos evaluados interaccionan con los competidores fitopatógenos de manera agonista, 

GSE25 vs GSF2 GSE13 vs GSF2 GSE10 vs GSF2 GSE24 vs GSF2 GSE18 vs GSF2 GSE27 vs GSF2 
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es decir, crecieron sobre las colonias de los fitopatógenos, inhibiendo su crecimiento 

(categoría E1, Cuadro 4). Asimismo, los endófitos presentaron cambios en su morfología al 

formar barreras miceliares (Figura 6) y producir pigmentos en la zona de interacción 

antagónica, indicando que las interacciones establecidas también están mediadas por la 

producción de metabolitos secundarios (Tuininga, 2005). En general, los oomicetos son los 

organismos más afectados inhibiendo su crecimiento en un 100%. Por lo que estos 

endófitos tienen potencial como agentes de control biológico (Tripathi et al. 2008). 

 

Cuadro 21. Porcentajes de inhibición del crecimiento de hongos y oomicetos fitopatógenos 
con importancia agrícola en bioensayos de antagonismo con los hongos endófitos más 
competitivos 

 
Microor-
ganismo 

A. solani F. oxysporum Ph. parasitica Ph. capsici 
P. 

aphanidermatum 

GSE6 72.9±2.3* 16.7±2.9 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* 

GSE10 48.3±2.9* 0.0±0.0 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* 

GSE13 100.0±0.0* 83.1±2.0* 98.5±2.9* 38.6±1.6* 57.6±2.5* 

GSE18 98.3±2.9* 33.9±2.3* 18.0±2.2 59.9±2.5* 0.0±0.0 

GSE21 0.0±0.0 0.0±0.0 17.5±2.2 100.0±0.0* 29.9±3.0* 

GSE24 100.0±0.0* 35.1±0.2* 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* 

GSE25 100.0±0.0* 24.1±2.7* 100.0±0.0* 100.0±0.0* 12.5±3.5 

* P<0.05, n = 4 

 

 

Gráfica 3. Índice de antagonismo (IA) de los hongos endófitos de Gliricidia sepium más competitivos 
en interacciones con los hongos y oomicetos fitopatógenos. 
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Figura 6. Selección de interacciones antagónicas entre endófitos competitivos y fitopatógenos de 
importancia agrícola. GSE18: Xylaria sp., GSE10: Nodulisporium sp. 

 

3.11 Bioensayos de antagonismo directo entre Nodulisporium sp. GS42d2II1a y 

microorganismos fitopatógenos con importancia económica en la agricultura 

El hongo endófito con clave GSE27 (Nodulisporium sp.), identificado inicialmente como 

aislamiento GS42d2II1a, y que a partir de esta sección se denominará como Nodulisporium 

sp. aislamiento GS42d2II1a, fue seleccionado para profundizar su estudio químico y 

biológico, debido en primera instancia a que tuvo el mayor IA (22 puntos) (Gráfica 2) y en 

segundo término a que durante las etapas de aislamiento y purificación de los hongos de G. 

sepium inhibía el crecimiento de los endófitos que emergían del mismo segmento de hoja 

que éste. 

A continuación, se muestran los resultados obtenidos en bioensayos de antagonismo 

directo simple entre Nodulisporium sp. GS42d2II1a y diferentes microorganismos 

fitopatógenos con importancia agrícola. Inicialmente Nodulisporium sp. GS42d2II1a mostró 

inhibición significativa sobre el crecimiento de los fitopatógenos con o sin contacto directo 

de su micelio, seguido por el crecimiento de su micelio sobre las colonias de los 

fitopatógenos competidores. Después de cuatro días de interacción antagónica, con 

excepción del oomiceto P. aphanidermatum, el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

inhibió totalmente el crecimiento de los oomicetos fitopatógenos Ph. capsici, Ph. 

cinnamomi y Ph. parasitica. Transcurridos ocho días de interacción, Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a creció sobre las colonias de los fitopatógenos (reemplazo parcial) e inhibió 

totalmente el crecimiento de P. ultimum, F. oxysporum y A. solani, mientras que afectó 

GSE18 vs A. solani    GSE24 vs F. oxysporum   GSE21 vs P. aphanidermatum   GSE10 vs Ph. capsici    GSE6 vs Ph. parasitica 
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parcialmente el crecimiento de P. aphanidermatum. Finalmente, después de 11 días de 

incubación y hasta los 22 días de interacción, Nodulisporium sp. GS4d2II1a reemplazó 

completamente las colonias de seis de los nueve fitopatógenos probados: P. 

aphanidermatum, Ph. capsici, Ph. palmivora, Ph. cinnamomi, Ph. parasitica y A. solani 

(Cuadro 22). Adicionalmente, Nodulisporium sp. GS4d2II1a produjo pigmento amarillo en 

condiciones de interacción antagónica, especialmente con P. aphanidermatum. 

Cuadro 22. Porcentajes de inhibición del crecimiento de hongos y oomicetos fitopatógenos 
con importancia agrícola en bioensayos de antagonismo con los hongos endófitos más 
competitivos 

 

Fitopatógeno 
% Inhibición Resultado de 

la interaccióna 

Recupe-
ración a 

los 8 días 4 días 8 días 11 días 

P. aphanidermatum -1.7 ± 14.4b 15.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0* reemplazo no 

P. ultimum 62.5 ± 3.5* 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* 
reemplazo 

parcial 
si 

P. polytylum 87.5 ± 3.5* 73.3 ± 2.8* 100.0 ± 0.0* 
reemplazo 

parcial 
si 

Ph. capsici 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* reemplazo no 

Ph. palmivora 45.0 ± 0.0* 82.5 ± 3.5* 100.0 ± 0.0* reemplazo si 

Ph. cinnamomi 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* reemplazo no 

Ph. parasitica 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* reemplazo no 

F. oxysporum 73.3 ± 2.8* 100.0± 0.0* 100.0 ± 0.0* 
reemplazo 

parcial 
si 

A. solani 72.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* 100.0 ± 0.0* reemplazo si 

aResultado determinado a los 22 días de interacción antagónica: reemplazo parcial, donde el 
endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a creció sobre su competidor, pero el micelio nunca alcanzó el 
lado opuesto de la placa; reemplazo, donde el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a creció 
completamente sobre su competidor (Rotheray et al. 2011). El porcentaje de inhibición se muestra 
como el promedio con su desviación estándar (n=3). *P<0.05. bValores negativos significan 
estimulación de crecimiento.  

 

En la Figura 7 se muestra manera de ejemplo el crecimiento de una colonia de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a a los cuatro (Figura 7a) y ocho días (Figura 7b) de cultivo; una 

colonia de Ph. capsici cultivada por cuatro (Figura 7c) y diez días (Figura 7d); una colonia de 

P. aphanidermatum a los cuatro días de crecimiento (Figura 7E); y la interacción antagónica 
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entre el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los oomicetos fitopatógenos Ph. capsici a 

los cuatro (Figura 7f) y diez (Figura 7g) días, y P. aphanidermatum a los cuatro (Figura 7h) y 

21 días (Figura 7i) de antagonismo, donde es evidente como Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

crece sobre ambos fitopatógenos.  

 

 

Figura 7. Colonias de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, hongo endófito aislado de Gliricidia sepium, 
Phytophthora capsici y Pythium aphanidermatum a diferentes días de crecimiento. Reemplazo de 
Ph. capsici y P. aphanidermatum por Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Nodulisporium sp. GS4d2II1a a 
cuatro (a) y ocho días (b) de crecimiento. Ph. capsici a cuatro (c) y diez días (d) de crecimiento. P. 
aphanidermatum a cuatro días de crecimiento (e). Nodulisporium sp. GS4d2II1a creciendo sobre Ph. 
capsici a los cuatro (f) y diez días (g) de interacción antagónica. Nodulisporium sp. GS4d2II1a 
creciendo sobre P. aphanidermatum a los cuatro (h) y 21 días (i) de interacción antagónica.  

 

Cabe destacar que el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a eliminó a los oomicetos P. 

aphanidermatum, Ph. capsici, Ph. cinnamomi y Ph. parasitica, cuyo micelio fue reemplazado 

totalmente en los bioensayos antagonismo directo por el endófito Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a, debido a que no fueron recuperados después de 22 días de interacción 

antagónica al transferir un inoculo de la zona donde se encontraban los fitopatógenos 

probados a una caja de cultivo sin la presencia del endófito (Cuadro 22). Por otra parte, a 

pesar de que Nodulisporium sp. GS42d2ll1a reemplazó parcialmente el micelio de P. 

ultimum, P. polytylum, y F. oxysporum, y totalmente el de los fitopatógenos Ph. palmivora 
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y A. solani, no los eliminó solo inhibió su crecimiento (Cuadro 22). 

Los bioensayos de antagonismo directo llevados a cabo entre Nodulisporium sp. GS42d2II1a 

y diferentes fitopatógenos con importancia agrícola, permitieron evidenciar que el endófito 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a establece una interacción agonista, inhibiendo el crecimiento 

de hongos y oomicetos fitopatógenos mediante el reemplazo parcial o total de sus micelios. 

Asimismo, eliminó a cuatro oomicetos fitopatógenos, mostrando un IA de 36 puntos, siendo 

el valor máximo esperado. Los mecanismos que probablemente median las interacciones 

antagónicas observadas son micoparasitismo, depredación o interferencia hifal 

(mecanismos físicos de defensa), y la producción de metabolitos secundarios volátiles y no 

voaltiles (mecanismos químicos de defensa) (Boddy 2000; Gams et al. 2004; Tuininga 2005; 

Gao et al. 2010). Estudios posteriores permitirán demostrar cuál es el mecanismo principal 

cuando interactúan sus micelios. 

 

En resumen, las interacciones entre los hongos, tanto entre endófitos como entre endófitos 

y fitopatógenos, fueron del tipo antagonista (-/0), coantagonista (-/-), agonista (-/+) y de 

cohabitación (0/0), donde los mecanismos que intervienen son la producción de 

metabolitos secundarios (alelopatía, interferencia hifal, antibiosis) y mecanismos físicos 

(micoparasitismo, barreras miceliares, etc.) (Widden 1997; Boddy 2000; Tuininga 2005). Por 

lo que las hojas de G. sepium, además de estar colonizadas por un amplio número de hongos 

endófitos, estos interaccionan entre sí de diferentes maneras, formando un microambiente 

complejo, donde los hongos buscan preservar su lugar en la planta, obtener nutrientes, y al 

mismo tiempo protegerla de posibles ataques de hongos y oomicetos fitopatógenos de 

manera directa.  
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3.12 Bioensayos de antagonismo múltiple directo entre Nodulisporium sp. GS42d2ll1a y 

microorganismos fitopatógenos con importancia económica en la agricultura 

Con la finalidad de establecer si las interacciones interespecíficas que se llevan a cabo entre 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los microorganismos fitopatógenos se ven influenciadas por 

la presencia de más de un competidor, se llevaron a cabo bioensayos de antagonismo 

múltiple directo entre Nodulisporium sp. GS42d2ll1a y los nueve microorganismos 

fitopatógenos con importancia agrícola, incubando previamente al endófito por 3, 5, 7 y 9 

días. 

A continuación, se describen los resultados del bioensayos de antagonismo múltiple 

directo, mismos que demostraron que la actividad antifúngica de Nodulisporium sp. 

GS42d2ll1a es evidente después de tres (Nod3) y cinco días (Nod5) de crecimiento previo 

del endófito, por lo tanto, sólo se presentan los porcentajes de inhibición correspondiente 

a estos dos tiempos de cultivo. 

En estas interacciones, Nodulisporium sp. GS42d2ll1a, incubado por tres y cinco días (Nod3 

y Nod5), inhibió el crecimiento de los fitopatógenos a distancia a partir de los dos días de 

interacción antagónica, hasta los seis días (interacción tipo D, Cuadro 4). Esta observación 

indica que Nodulisporium sp. GS42d2ll1a produce VOCs con propiedades antifúngicas. 

A los dos días de interacción antagónica, Nod3 inhibió significativamente el crecimiento de 

A. solani (25.4%). Después de cuatro días de interacción antagónica inhibió 

significativamente al oomiceto P. aphanidermatum (49.2%) y al hongo F. oxysporum 

(32.0%). A los seis días, Nod3 inhibió en mayor grado a F. oxysporum (73.8%) y P. 

aphanidermatum (62.6%). Por último, después de ocho días de antagonismo los 

microorganismos más afectados fueron A. solani (75.4%), F. oxysporum (72.5%) y P. 

aphanidermatum (72.6%) (Cuadro 23). Cabe señalar que al día ocho de interacción 

antagónica, las colonias de Nodulisporium sp. GS42d2ll1a siguieron creciendo hasta que 

entraron en contacto con las nueve colonias de los fitopatógenos y comenzaron a crecer 

sobre estos.  

Por otro lado, Nod5 inhibió a distancia a sus competidores fitopatógenos y también limitó 

su propio crecimiento (coantagonismo). A los dos días de interacción antagónica, Nod5 
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inhibió el crecimiento de los fitopatógenos a distancia de manera significativa, 

principalmente a P. aphanidermatum (58.8%) (Cuadro 23). Al cuarto día de antagonismo se 

observó inhibición significativa sobre el crecimiento de A. solani, Ph. cinnamomi y P. 

aphanidermatum (45.8, 41.0 y 78.1%, respectivamente). Después de seis días de interacción 

antagónica se mantuvo la inhibición sobre el oomiceto P. aphanidermatum (78.5%), y los 

hongos F. oxysporum y A. solani fueron inhibidos significativamente (67.0 y 51.0%, 

respectivamente) (Figura 8). Finalmente, después de ocho días de interacción antagónica la 

inhibición provocada sobre los competidores fitopatógenos se debió principalmente al 

contacto de los micelios (interacción tipo E1, Cuadro 4). La Figura 8 muestra el efecto de la 

producción de VOCs por Nod5 sobre el crecimiento de los fitopatógenos de prueba a los 

seis días de interacción antagónica. 

Cabe destacar que cuando Nodulisporium sp. GS4d2II1a se cultivó durante siete y nueve 

días previo al bioensayo de antagonismo múltiple, su micelio casi cubría la superficie de la 

caja de Petri de 15 cm, por lo que entró en contacto rápidamente con las colonias de los 

fitopatógenos y suprimió su crecimiento (datos no mostrados), por lo tanto, estos tiempos 

no permitieron la observación de la inhibición distancia. Asimismo, se observó la producción 

del pigmento amarillo en la zona de interacción. 
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Cuadro 23. Porcentajes de inhibición de crecimiento radial de hongos y oomicetos fitopatógenos con importancia agrícola a los 2, 4, 6 
y 8 días de interacción antagónica en los bioensayos de antagonismo múltiples directos con Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

 

Fitopatógeno 
% Inhibición 

2 días 4 días 6 días 8 días 

 Nod3a Nod5b Nod 3 Nod5 Nod3 Nod5 Nod3 Nod5 

P. aphanidermatum 17.8 ± 5.7* 58.8 ± 6.4* 49.2 ± 0.8* 78.1 ± 4.8* 62.6 ± 4.8* 78.5 ± 4.0* 72.6 ± 13.7* 100.0 ± 0.0* 

P. ultimum 5.1 ± 4.6  33.3 ± 4.1* 5.6 ± 3.5 39.2 ± 2.8* 33.3 ± 10.4* 30.3 ± 2.6* 50.0 ± 3.1* 100.0 ± 0.0* 

P. polytylum 4.4 ± 4.0 34.6 ± 13.1* 12.9 ± 5.7 33.3 ± 10.9* 46.9 ± 9.9* 37.3 ± 5.7* 55.9 ± 6.9* 100.0 ± 0.0* 

Ph. capsici -6.4 ± 3.4 42.1 ± 5.3* 13.0 ± 6.2 31.4 ± 9.8* 54.4 ± 7.1* 34.5 ± 10.3* 65.9 ± 21.8 100.0 ± 0.0* 

Ph. palmivora 5.1 ± 11.7 34.8 ± 11.4*  -2.1 ± 3.6 26.9 ± 5.4* 38.7 ± 10.3 28.0 ± 4.8* 49.9 ± 5.6 100.0 ± 0.0* 

Ph. cinnamomi 13.6 ± 3.5* 23.7 ± 9.2* 32.0 ± 8.0* 41.0 ± 2.2* 38.1 ± 2.5* 42.6 ± 2.1* 66.7 ± 1.8* 100.0 ± 0.0* 

Ph. parasitica 10.2 ± 4.4* 31.4 ± 4.2* 24.8 ± 4.6 26.4 ± 6.1 26.6 ± 9.4 30.0 ± 4.1 8.4 ± 11.3  100.0 ± 0.0* 

F. oxysporum 19.1 ± 7.3* 38.3 ± 6.8* 32.0 ± 7.0* 35.1 ± 6.5* 73.8 ± 9.8* 67.0 ± 6.6* 72.5 ± 6.8* 100.0 ± 0.0* 

A. solani 25.4 ± 10.7* 38.3 ± 6.8* 23.0 ± 9.8 45.8 ± 7.2* 39.8 ± 0.0* 51.0 ± 3.4* 75.4 ± 3.3* 100.0 ± 0.0* 

aNod3: Nodulisporium sp. GS4d2II1a de 3 días de crecimiento. bNod5: Nodulisporium sp. GS4d2II1a de 5 días de crecimiento. El porcentaje de 
inhibición se muestra como el promedio con su desviación estándar (n=3). *P<0.05. 
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Figura 8. Bioensayo de antagonismo múltiple directo entre el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a 
y los microorganismos fitopatógenos de interés agrícola a los seis días de interacción. A. Control de 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a. B. Interacción antagónica. C. Control de crecimiento de los 
fitopatógenos. 1) Phytophthora cinnamomi, 2) Pythium polytylum, 3) Phytophthora capsici, 4) 
Pythium ultimum, 5) Fusarium oxysporum, 6) Phytophthora palmivora, 7) Alternaria solani, 8) 
Pythium aphanidermatum, 9) Phytophthora parasitica. 

 

4. Evaluación de la actividad antifúngica y fitotóxica de compuestos volátiles de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

Con la finalidad de verificar si la inhibición a distancia observada en los bioensayos de 

antagonismo múltiple entre Nodulisporium sp. GS42d2II1a y los microorganismos 

fitopatógenos fue debido a la producción de VOCs con propiedades antifúngicas, se 

realizaron bioensayos de antagonismo en cajas de Petri divididas empleando cinco 

diferentes tiempos de crecimiento del endófito (0, 3, 5, 7, y 13 días). Los resultados indican 

que la bioactividad de los VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS42d2II1a fue 

estadísticamente significativa (P<0.05) después de tres días de crecimiento previo (Nod3), 

inhibiendo el crecimiento de Ph. parasitica (29.7 ± 3.7%), Ph. cinnamomi (18.1 ± 4.3%), Ph. 

capsici (25.7 ± 1.2%) y F. oxysporum (21.6 ± 1.0%) después de tres días de antagonismo. Los 

VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS42d2II1a, a los 0, 5, 7 y 13 días de cultivo previo 

no fueron activos sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos de prueba. 

Estos resultados indican que sí hay producción de VOCs bioactivos. Sin embargo, no se 

producen en una concentración suficiente para causar una mayor inhibición del crecimiento 

de los fitopatógenos, o se producen en mayor concentración cuando Nodulisporium sp. 

GS42d2II1a está en interacción antagónica múltiple. 

A            B                                           C 
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Por otro lado, los compuestos volátiles no tuvieron actividad fitotóxica significativa en 

ninguno de los días de prueba. 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento permitieron poner claramente en evidencia que 

algunos hongos endófitos aislados de G. sepium interaccionan con otros microorganismos 

de manera directa o física, o bien, de manera indirecta o química, en consecuencia, con el 

fin de confirmar si los endófitos más competitivos producen metabolitos secundarios 

bioactivos, se procedió a determinar sus condiciones óptimas de crecimiento y a la 

obtención de sus extractos orgánicos. 

 

5. Cultivo en pequeña escala de hongos endófitos de G. sepium 

Las mejores condiciones de crecimiento de los hongos endófitos se establecieron mediante 

la realización de cultivos en pequeña escala, verificando el desarrollo de los 

microorganismos en distintas condiciones y tiempos de incubación a temperatura 

ambiente. En el Cuadro 24 se muestra el rendimiento de los extractos orgánicos de los 

hongos endófitos de G. sepium cultivados en dos o tres diferentes condiciones de cultivo. 

En general, los cultivos en CPD incubando a los microorganismos bajo condiciones estáticas 

y el cultivo en PDA permitieron el desarrollo apropiado de los hongos. Los medios de cultivo 

CPD y PDA son excelentes medios de fermentación para el desarrollo de hongos 

microscópicos, y el aislamiento de metabolitos secundarios bioactivos (Rosa et al. 2011). 

Con respecto a los cultivos en agitación los hongos endófitos de G. sepium no desarrollaron 

pellets, sino una biomasa filamentosa que era difícil de procesar, dificultando la obtención 

de extractos orgánicos, debido a esto no se siguió cultivando bajo esta condición.  

Los mejores rendimientos de los extractos orgánicos se obtuvieron a partir de los cultivos 

en medio arroz, el cual es un medio adecuado para la producción de metabolitos 

secundarios y mejora el rendimiento de los extractos fúngicos (Sandoval-Espinosa 2014), 

sin embargo, en la mayoría de los cultivos, se obtuvo una gran cantidad de extracto oleoso 

que dificultaba su manejo, por lo que en algunos casos se realizó una partición con hexano-

metanol. Además, los hongos de crecimiento muy lento no desarrollaron adecuadamente 

en MA. 



119 
 

Cuadro 24. Rendimiento de extractos orgánicos de cultivos en pequeña escala de hongos 
endófitos de Gliricidia sepium 

 

Hongo 
endófito 

Condiciones de 
cultivo 

Tiempo de 
incubación 

Extracto 
Rendimiento (mg/L,  

mg/50 mL PDA o             
mg/300 g arroz) 

GSE6 

CPD estático  3 meses 
Me 
Mi 

139.8 
143.2 

CPD agitación NC   

MA 3 meses 10 días Arroz 4,744.4 

GSE10 

Nodulisporium 

sp. 

CPD estático  1.5 meses 
Me 
Mi 

174.5 
725.5 

CPD agitación NC   

MA 1.5 meses Arroz 1872.4 

GSE11 
Fusarium sp. 

CPD estático 3 meses 
Me 
Mi 

201.1 
406.1 

CPD agitación NC   

MA NC   

GSE13 

Nodulisporium 

sp. 

CPD estático  1.5 meses 
Me 
Mi 

163.7 
620.5 

CPD agitación NC   

MA 2 meses Arroz 808.0 

GSE16 

CPD estático NC --- --- 

PDA 1.7 meses 
Me y Mi CH2Cl2 

Me y Mi AcOEt 
60.7 
70.2 

MA --- --- --- 

GSE18 

Xylaria sp. 

CPD estático 
2 meses 

 
3 meses 

Me 
Mi 

Me y Mi 

340.6 
420.9 
528.3 

CPD agitación 3 semanas 
Me 
Mi 

779.8 
340.3 

MA 2.5 meses Arroz 2071.1 

GSE20 

CPD estático  --- --- --- 

PDA 1.7 meses 
Me y Mi CH2Cl2 

Me y Mi AcOEt 
63.6 
71.1 

MA --- --- --- 

 
Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio. --- No hubo desarrollo del hongo 
endófito bajo esta condición de cultivo. NC: No se cultivó en estas condiciones. 
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Cuadro 24. Rendimiento de extractos orgánicos de cultivos en pequeña escala de hongos 
endófitos de Gliricidia sepium (Continuación) 

 

Hongo 
endófito 

Condiciones de 
cultivo 

Tiempo de 
incubación 

Extracto 
Rendimiento (mg/L,  

mg/50mL PDA o             
mg/300g arroz) 

GSE21 
Xylaria sp. 

CPD estático 
3 meses  
4 meses 

Me 
Mi  

Me y Mi 

186.0 
147.9 
524.1 

CPD agitación NC   

MA 3 meses 10 días Arroz 2508.4 

GSE22 
Xylaria sp. 

CPD estático 3 meses 
Me 
Mi 

1236.0 
157.2 

CPD agitación 3 semanas 
Me 
Mi 

644.8 
101.3 

MA --- --- --- 

GSE24 

CPD estático  3 meses 
Me 
Mi 

205.1 
225.2 

CPD agitación NC   

MA 3 meses 10 días Arroz 970.5 

GSE25 

Xylaria sp. 

CPD estático  3 meses 
Me 
Mi 

231.8 
790.4 

CPD agitación NC   

MA 3 meses 10 días Arroz 1,857.1 

GSE27 
Nodulisporium 
sp. GS4d2II1a 

CPD estático 
2 meses 

 
4 meses 

Me 
Mi 
Me 
Mi 

111.7 
230.5 
697.9 
204.8 

CPD agitación 3 semanas Me y Mi 516.2 

MA 3 semanas 
Total 
Hex 

MeOH 

2,515.2     
2,405.0 
110.2 

PDA 3 semanas Me y Mi 51.22 

GSE28 

CPD estático 4 meses Me y Mi 528.8 

CPD agitación 3 semanas Me y Mi 434.6 

MA NC   

 

Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio. --- No hubo desarrollo del hongo 
endófito bajo esta condición de cultivo. NC: No se cultivó en estas condiciones. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la extracción de los metabolitos secundarios 

producidos por los hongos de G. sepium, y de los obtenidos previamente en nuestro grupo 

de trabajo, la extracción con Amberlita® es un método eficiente para la obtención de mayor 

rendimiento del extracto orgánico en comparación con la extracción por métodos de 

partición–maceración con disolventes orgánicos.  

Debido a la similitud cromatográfica (CCF) que mostraron los extractos orgánicos del medio 

de cultivo y micelio en varios de los cultivos de los endófitos, se decidió reunirlos antes de 

realizar las evaluaciones biológicas. 

 

6. Evaluación del potencial antifúngico y fitotóxico de los extractos orgánicos derivados 

de los cultivos en pequeña escala 

Con la intención de corroborar que el potencial antagónico, demostrado en los bioensayos 

de antagonismo por algunos endófitos de G. sepium, es debido principalmente a la 

producción de metabolitos secundarios bioactivos, se evaluó el efecto de los extractos 

orgánicos del medio de cultivo y del micelio sobre el crecimiento de los microorganismos 

fitopatógenos de prueba. De manera adicional, se evalúo la posible interacción endófito 

planta mediante la determinación del efecto de los extractos sobre la germinación y la 

longitud de la raíz de dos plantas modelo. Estos resultados, además permitirán establecer 

su potencial uso como agentes fitotóxicos de interés comercial. 

En general, los extractos orgánicos del medio de cultivo y del micelio inhibieron 

significativamente el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos de interés agrícola 

y de las plantas de prueba, confirmando que los hongos endófitos seleccionados producen 

metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano, los cuales son los responsables de 

la inhibición observada en los bioensayos de antagonismo in vitro y posiblemente estén 

involucrados en los mecanismos de defensa de su hospedera. Además, producen 

metabolitos secundarios fitotóxicos los cuales posiblementen beneficien a su hospedera 

evitando la presencia de competidores vegetales.  

En las Gráficas 4-6 se muestra la actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos 

orgánicos obtenidos a partir de los cultivos en CPD incubados bajo condiciones estáticas y 

de agitación, en medio PDA, y en MA.  
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En la Gráfica 4 se aprecia que de los 11 hongos endófitos cultivados en CPD en condiciones 

estáticas, se obtuvieron 23 extractos, de los cuales, 21 extractos mostraron inhibiciones 

estadísticamente significativas sobre el crecimiento de al menos uno de los fitopatógenos 

de prueba. El porcentaje de inhibición sobre el crecimiento de los hongos y oomicetos de 

prueba se agrupó arbitrariamente en bajo (1-24%), moderado (25-50%) y alto (51-100%) 

(Sánchez-Fernández et al. 2013). La inhibición provocada por los extractos activos fue en su 

mayoría moderada y en menor proporción alta, 38 valores fueron moderados y 16 fueron 

altos. El microorganismo más afectado fue A. solani, seguido de Ph. capsici, F. oxysporum, 

P. aphanidermatum y Ph. parasitica. El extracto con la mayor actividad antifúngica y 

antioomiceto fue el derivado del medio de cultivo del hongo GSE18 cultivado en CPD en 

condiciones estáticas. 

En la Gráfica 5 se observa que de los cuatro endófitos cultivados en CPD e incubados en 

condiciones de agitación, se obtuvieron seis extractos que inhibieron al menos a un 

fitopatógeno de prueba. El hongo A. solani fue el microorganismo más afectado por los 

extractos fúngicos, seguido de los oomicetos Ph. parasitica y Ph. capsici. Bajo estas 

condiciones de cultivo no se vio favorecida la producción de metabolitos secundarios 

bioactivos contra F. oxysporum y P. aphanidermatum. El extracto con mayor actividad 

biológica fue el de CH2Cl2 obtenido a partir del micelio del endófito GSE18. En general, la 

actividad biológica demostrada fue baja y moderada (Sánchez-Fernández et al. 2013). Con 

base en estos resultados es evidente que esta condición de fermentación no es adecuada 

para el desarrollo y obtención de metabolitos secundarios antifúngicos y antioomiceto 

producidos por hongos endófitos de G. sepium. 

En la Gráfica 6 se muestra que de los diez hongos endófitos cultivados en medios sólidos 

(PDA y MA), se obtuvieron 20 extractos, de los cuales nueve tuvieron actividad antifúngica 

y antioomiceto significativa, principalmente, contra P. aphanidermatum (ocho extractos); 

seis extractos mostraron actividad significativa contra A. solani, y tres extractos presentaron 

actividad significativa sobre F. oxysporum, Ph. parasitica y Ph. capsici. En general, la 

actividad biológica fue baja, siendo el extracto de CH2Cl2 del hongo GSE20 cultivado en PDA 

el más activo. En esta gráfica también se puede apreciar que el medio MA no favoreció la 

producción de metabolitos secundarioscon propiedades antifúngicas ni antioomiceto. 
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Actividad Antifúngica de extractos de endófitos cultivados en CPD estático
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Gráfica 4. Actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en caldo papa 
dextrosa (CPD) bajo condiciones de incubación estáticas. Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio, Met: Metalaxil-M, Car: 
Carbendazim. (*) Los valores de inhibición del crecimiento estadísticamente significativos, ANOVA (P < 0.01). 
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Actividad antifúngica de extractos de endófitos cultivados en CPD en agitación
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Gráfica 5. Actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en caldo papa 
dextrosa (CPD) bajo condiciones de incubación en agitación. Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio, MiD: extracto de CH2Cl2 del 
micelio, MiA: extracto de AcOEt del micelio. Met: Metalaxil-M, Car: Carbendazim. (*) Los valores de inhibición de crecimiento son estadísticamente 
significativos, ANOVA (P< 0.01). 
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 Actividad antifúngica de extractos de endófitos cultivados en PDA y MA
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Gráfica 6. Actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en agar papa-
dextrosa (PDA) y medio arroz (MA). D: extracto de CH2Cl2, M: extracto de MeOH, Hx: extracto de Hex, A: extracto de AcOEt. Met: Metalaxil-M, Car: 
Carbendazim. (*) Los valores de inhibición de crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 
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Con base en los resultados obtenidos, la mejor condición de cultivo para la obtención de 

metabolitos secundarios antimicrobianos fue medio CPD incubando a los microorganismos 

en condiciones estáticas. 

Con respecto a la actividad fitotóxica, en las Gráficas 7-9 se puede observar, la actividad 

biológica, de los extractos orgánicos obtenidos en CPD (estático y agitación), en medio PDA 

y en MA. Los porcentajes de inhibición obtenidos también se agruparon arbitrariamente en 

bajo (1-24%), moderado (25-50%) y alto (51-100%) (Sánchez-Fernández et al. 2013).  

En la Gráfica 7 se observa que de los 23 extractos derivados del cultivo de los 11 endófitos 

en medio CPD e incubados de manera estática, 16 presentaron actividad fitotóxica 

significativa, la cual fue mayor sobre el crecimiento de la raíz de S. lycopersicum. En general, 

los extractos fúngicos poseen actividad fitotóxica alta, 11 extractos orgánicos provocaron 

un efecto inhibitorio significativo sobre una o las dos plantas de prueba en más del 75%. Los 

extractos más activos fueron los del medio de cultivo de los endófitos GSE10 y GSE18, 

inhibiendo el crecimiento de la raíz de las dos plantas de prueba en aproximadamente 

100%. 

En la Gráfica 8 se aprecia que de los seis extractos fúngicos obtenidos del cultivo en CPD 

bajo condiciones de agitación de cuatro de los hongos en estudio, únicamente los extractos 

del micelio obtenido con CH2Cl2 del endófito GSE18 y el del medio de cultivo y micelio del 

hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a (GSE27), mostraron actividad fitotóxica significativa, 

este último endófito inhibió en 100% la germinación y crecimiento de la raíz de las semillas 

de S. lycopersicum, y en un 89.5% el crecimiento de A hypochondriacus. Las condiciones de 

agitación favorecieron la producción de metabolitos secundarios con potencial fitotóxico 

en el hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a. 

En la Gráfica 9 se aprecia que de los 19 extractos fúngicos procedentes del cultivo de 10 de 

los hongos endófitos en medio PDA y MA (medios sólidos), 17 mostraron actividad fitotóxica 

significativa, y en su mayoría alta. Provocando porcentajes de inhibición arriba del 75% 

sobre el crecimiento de la raíz de S. lycopersicum, siendo esta la semilla más afectada. La 

fracción hexánica del extracto derivado del cultivo en MA del hongo GSE13 inhibió en un 

100% el crecimiento de ambas semillas de prueba. 
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Actividad fitotóxica de extractos de endófitos cultivados en CPD estático
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Gráfica 7. Actividad fitotóxica de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en caldo papa dextrosa (CPD) bajo 
condiciones de incubación estáticas. Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio. Gli: Glifosato. (*) Los valores de inhibición de 
crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 
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Actividad fitotóxica de extractos de endófitos
cultivados en CPD en agitación
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Gráfica 8. Actividad fitotóxica de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en caldo papa dextrosa (CPD) bajo 
condiciones de incubación en agitación. Me: extracto del medio de cultivo, Mi: extracto del micelio. MiD: extracto de CH2Cl2 del micelio. Gli: Glifosato. 
(*) Los valores de inhibición de crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 
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Actividad fitotóxica de extractos de endófitos cultivados en PDA y MA
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Gráfica 9. Actividad fitotóxica de los extractos orgánicos de los hongos endófitos de Gliricidia sepium cultivados en agar papa-dextrosa (PDA) y medio 
arroz (MA). D: extracto de CH2Cl2, M: extracto de MeOH, Hx: extracto de Hex, A: extracto de AcOEt, M: extracto de MeOH. Gli: Glifosato. (*) Los valores 
de inhibición de crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 
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La determinación de la actividad inhibitoria de los extractos fúngicos sobre el crecimiento 

de las semillas de A hypochondriacus y S. lycopersicum permitió establecer que las mejores 

condiciones de cultivo de los endófitos, para la obtención de metabolitos secundarios con 

potencial fitotóxico, fueron en el medio de cultivo CPD incubando bajo condiciones 

estáticas y cultivos sólidos en MA y PDA. 

 

La actividad biológica de los extractos orgánicos depende del medio de cultivo, de las 

condiciones (estáticas vs agitación) y tiempo de incubación, así como, del propio hongo 

endófito, ya que no todos los hongos pueden inhibir a las mismas especies de fitopatógenos 

(Herre et al. 2007). Como ejemplo tenemos el extracto del medio de cultivo del hongo 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a (GSE27), el cual posee actividad antifúngica y fitotóxica 

cuando es cultivado por un periodo de dos meses bajo condiciones estáticas en CPD 

(Gráficas 1 y 4). A mayor periodo de incubación (cuatro meses) la actividad biológica se 

pierde o cambia, observándose estimulación significativa del crecimiento de P. 

aphanidermatum. El extracto del medio de cultivo lo estimuló en 16.9% y el extracto del 

micelio en 19.7%. En contraste, el cultivo obtenido bajo condiciones de agitación (tres 

semanas) permitió obtener metabolitos secundarios con mayor potencial fitotóxico (Gráfica 

5). 

Los bioensayos de actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica demostraron que todos 

los hongos endófitos cultivados producen compuestos antimicrobianos y/o fitotóxicos. Lo 

anterior concuerda con lo demostrado por los estudios realizados por Schulz y 

colaboradores en 2002, donde aislaron 6500 hongos endófitos de plantas herbáceas y 

leñosas, y el 80% de los hongos produjeron compuestos bioactivos, detectados en 

bioensayos de actividad herbicida, fungicida y antibacteriana. 

 

Cabe mencionar que bajo las condiciones de cultivo empleadas, los hongos endófitos de G. 

sepium producen en mayor grado metabolitos secundarios con propiedades fitotóxicas que 

antifúngicas y antioomiceto. Los metabolitos secundarios antifúngicos podrían proteger 

directamente a la hospedera contra hongos y oomicetos fitopatógenos, y también podrían 
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ayudar a que el hongo endófito colonice y se establezca en su nicho dentro de la planta 

hospedera, ya que debe producir compuesto antifúngicos para competir por espacio y 

nutrientes con otros hongos endófitos que colonizan la hospedera (Gao et al. 2010). Por 

otra parte, los hongos endófitos de G. sepium son capaces de producir metabolitos 

fitotóxicos ya que deben de producirlos para poder infectar a su hospedera, así como, 

mantenerse en equilibrio balanceado dentro de la planta (Schulz et al. 2002). 

 

A manera de resumen, a partir de los 30 hongos endófitos de G. sepium que se confirmó su 

pureza mediante el análisis detallado de sus características morfológicas macro y 

microscópicas, se realizaron diversos bioensayos de antagonismo directo, 13 de ellos se 

cultivaron en pequeña escala en una o dos condiciones, y se determinó la actividad biológica 

de los extractos orgánicos derivados del medio de cultivo y micelio de los hongos endófitos.  

Además, se realizó la identificación taxonómica de algunos de los hongos más competitivos 

y cuyos extractos tuvieron actividad biológica importante. Con base en la actividad biológica 

demostrada por los extractos fúngicos, y de las interacciones observadas en los bioensayos 

de antagonismo directo, se decidió identificar la especie y cultivar en mediana escala al 

hongo endófito Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a bajo condiciones estáticas, para 

su posterior estudio químico biodirigido. 

 

7. Identificación molecular de algunos de los hongos endófitos más competitivos 

La identificación de los endófitos GSE8, GSE11, GSE13, GSE21 y GSE25 se realizó mediante 

la comparación de la secuencia de la región ITS1-5.8s-ITS2 con las depositadas en la base de 

datos del GenkBank.  

La secuencia del hongo GSE8 dio la más alta similitud (99%) con la de Hypoxylon 

anthochroum, sin embargo, las características morfológicas de este hongo indican que 

pertenece al género Nodulisporium sp., el cual es anamorfo de Hypoxylon (Ellis 1971; Ju & 

Rogers 1996). En consecuencia este hongo fue identificado como Nodulisporium sp. GSE8 

anamorfo de H. anthochroum. 
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El hongo GSE11 fue identificado como Fusarium equisetii (99% similitud) y concuerda con 

las características morfológicas observadas (Leslie & Summerell 2006). 

Con respecto al hongo GSE13, este fue identificado como Nodulisporium sp. con base a sus 

características morfológicas. Al comparar la secuencia de la región ITS dio la más alta 

similitud (99%) con la especie Daldinia eschscholtzii, este género también tiene como 

estado anamórfico a Nodulisporium (Monaghan et al. 1995; Webster & Weber 2007), por 

lo que este hongo fue identificado como Nodulisporium sp. GSE13 anamorfo de D. 

eschscholtzii. 

Finalmente, los hongos GSE21 y GSE25 fueron identificados como Xylaria sp. con base a la 

secuencia de la región ITS (similitud del 99%) y a sus características morfológicas (Dugan 

2006).   

 

8. Identificación del hongo endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a (GSE27) 

La identidad del aislamiento GS4d2II1a (GSE27) se estableció de acuerdo a sus 

características macro y micro-morfológicas, por lo que fue identificado como Nodulisporium 

sp., anamorfo de Hypoxylon anthochroum (Ellis 1971; Ju & Rogers 1996). La colonia en PDA 

a 28 °C crece de manera rápida y cubre la superficie de la caja Petri de 9 cm en una semana, 

con una tasa de crecimiento de 10.42 cm2/día. Inicialmente la colonia es blanquecina 

(M5A1), posteriormente, se vuelve de color amarillo-marrón pálido (M6E3) con la 

esporulación, y es aterciopelada. En el reverso es de color marrón oscuro (M7F3). La 

esporulación se restringe, inicialmente, al centro de la colonia (Figura 9a) y, posteriormente, 

se extiende en toda la colonia. Los conidióforos son macronematosos, mononematosos, 

ramificados y peniciliados en el ápice; de color hialinos a marrón claro, de 7.8-21 x 2.5-3.8 

µm, que sostienen conidios lisos, elipsoidales u ovoides y de color marrón claro a marrón, 

de 5-7.5 x 2.7-2.7 µm (Figura 9b-9e). La colonia en OA incubada a 28 °C creció más lento 

que en PDA, cubriendo la caja de Petri en dos semanas. El micelio es blanco, convirtiéndose 

en marrón (M6E5), con la esporulación. El reverso de la colonia es blanco. La esporulación 

se presenta sobre toda la superficie de la colonia. La estructura conidiógena es similar a la 

de Nodulisporium; con un eje central y ramas adicionales, resultando en una estructura 

compleja; de color hialina a amarillenta, de textura lisa a finamente rugosa. Las células 
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conidiógenas y los conidios son similares en forma y tamaño a los descritos en PDA. Los 

cultivos secos en PDA y OA fueron depositados en el Herbario Nacional de México (MEXU), 

UNAM, con el número de colección MEXU 27-541. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Nodulisporium sp. GS4d2II1a anamorfo de Hypoxylon anthochroum. a Colonia en PDA a los 
7 días de crecimiento a 28 °C. b, c Conidióforos ramificados y peniciliados, lisos o ligeramente 
rugosos; d Células conidiógenas que sostienen conidios lisos, elipsoidales u ovoides, de color marrón 
claro a marrón, teñidas con fucsina láctica (x750). e Células conidiógenas con conidios ovoides, 
teñidas con fucsina láctica (x950). 

 

La comparación de la secuencia del ITS-5.8-ITS2 en la base de datos del GenBank dio la 

mayor similitud (99%) con la especie H. anthochroum (número de acceso KF192825 y 

JN660819, con un 95% de cobertura), y con Hypoxylon griseobrunneum (número de acceso 

KC96892, con un 96% de cobertura), cuyo estado anamórfico es Nodulisporium. El número 

de acceso de la secuencia ITS-5.8-ITS2 en GenBank de la cepa GS4d2II1a es KM516709. El 

análisis de Neighbor-Joining muestra la posición de este aislamiento con varias cepas de H. 

anthochroum y de H. griseobrunneum, inferidos a partir de secuencias ITS1-5.8S-ITS2 

(Figura 10). Este método no nos permite concluir respecto a qué especie pertenece la cepa 

GS4d2II1a, si a H. anthochroum o a H. griseobrunneum, ya que no se formaron linajes 
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independientes. Sin embargo, la morfología macro y microscópica que es básicamente su 

patrón ramificado de tipo Nodulisporium corrobora la identificación de la cepa GS4d2II1a 

como Nodulisporium sp., anamorfo de H. anthochroum, y no de H. griseobrunneum que 

presenta una estructura conidiógena de tipo Vigariella (Ju & Rogers 1996; Kuhnert et al. 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis Neighbor-Joining de las secuencias de GenBank con identidad más alta (>95%) 
con la secuencia del ITS-5.8s del aislamiento GS4d2II1a.  

 

9. Cultivo a mediana escala 

El endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a se cultivó en mediana escala empleando las 

mejores condiciones de crecimiento previamente establecidas, utilizando 35 L de medio 

CPD e incubado al hongo bajo condiciones estáticas por un periodo de 1.5 meses. Al término 

de la fermentación se obtuvieron 3.7 g de extracto sólido de medio de cultivo, color marrón 

y con un rendimiento de 98 mg/L. Con respecto al extracto orgánico del micelio se 

obtuvieron 2.26 g de extracto de apariencia oleosa y de color marrón, con un rendimiento 

de 611 mg/L. En la Figura 11 se observan los perfiles cromatográficos de los extractos del 

medio de cultivo y del micelio, donde se puede observar que son diferentes. El extracto del 

medio de cultivo muestra la presencia de mayor cantidad de compuestos de naturaleza 

polar, y el del micelio se compone en su mayoría, de compuestos medianamente polares y 

no polares. 
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Figura 11. Cromatografía en capa fina de los extractos del medio de cultivo y micelio del endófito 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Me: extracto del medio de cultivo. Mi: extracto del micelio. Sistema 
de elución: CH2Cl2-MeOH (94:6). Revelado con H2SO4

 
al 10% / 85 °C. 

 

En la Gráfica 10 se muestra la actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos del 

medio de cultivo y del micelio, observándose que el microorganismo más afectado fue el 

oomiceto Ph. capsici y que Ph. parasitica no fue afectada por los extractos fúngicos. 

Asimismo, se aprecia que la actividad antimicrobiana provocada por el extracto del medio 

de cultivo en mediana escala es mayor que la provocada por el extracto del micelio, y por 

la demostrada por los extractos derivados del cultivo de Nodulisporium sp. GS4d2II1a en 

pequeña escala (Gráfica 4), debido a que inhibe de manera significativa y con porcentajes 

de inhibición altos (superior al   75%) a los oomicetos P. aphanidermatum y Ph. capsici, y 

de manera moderada (25-50%) y baja (1-24%), a los hongos F. oxysporum y A. solani, 

respectivamente (Gráfica 4). 

Con respecto a la actividad fitotóxica, en la Gráfica 11 se observa que sólo el extracto del 

medio de cultivo inhibió significativamente el crecimiento de la raíz de las dos plantas de 

prueba, mostrando porcentajes de inhibición altos (>50%). Esta inhibición es diferente a la 

exhibida por los extractos en pequeña escala (Gráfica 7). 

 

    Me           Mi 
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Gráfica 10. Actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos orgánicos del medio de cultivo y 
micelio derivados del cultivo en mediana escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, sobre el 
crecimiento de microorganismos fitopatógenos de importancia agrícola. (*) Los valores de inhibición 
de crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 

 

 

Gráfica 11. Actividad fitotóxica del medio de cultivo y micelio de los extractos orgánicos derivados 
del cultivo en mediana escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, sobre el crecimiento de la raíz de 
Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum. (*) Los valores de inhibición de crecimiento 
son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01). 

 

Los resultados obtenidos de la evaluación biológica permitieron establecer que las 

condiciones de cultivo en mediana escala indujeron la producción de una mayor 

concentración de los metabolitos bioactivos o la producción de otros metabolitos que no 

se encontraban en los cultivos en pequeña escala. Por otro lado, la diferencia observada en 

la actividad biológica entre el extracto del medio de cultivo y del micelio es debida a que la 

composición química de los extractos orgánicos es diferente (Figura 11), en consecuencia, 
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y con el fin de aislar a los metabolitos secundarios responsables de la actividad biológica se 

realizó el fraccionamiento químico biodirigido del extracto del medio de cultivo. 

 

10. Fraccionamiento químico biodirigido del extracto activo del medio de cultivo en 

mediana escala de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

El fraccionamiento biodirigido del extracto activo del medio de cultivo permitió la obtención 

de 12 fracciones primarias (Cuadro 5). En la Gráfica 12 se muestra la actividad biológica, 

evaluada sobre la germinación y el crecimiento de la raíz de semillas de A. hypochondriacus 

y S. lycopersicum a la concentración de 100 μg/mL. La actividad fitotóxica sobre A. 

hypochondriacus se concentra en las fracciones 2 y de la 4-11, y la de las semillas de S. 

lycopersicum en las fracciones 8-10. La fracción 8 es la más activa, inhibiendo la germinación 

y el crecimiento de la raíz de A. hypochondriacus en 100% e inhibiendo en un 45.8% el 

crecimiento de la raíz de las semillas de S. lycopersicum.  

 

Gráfica 12. Efecto fitotóxico las fracciones primarias sobre el crecimiento de la raíz de las semillas 
de Amaranthus hypochondriacus y Solanum lycopersicum. (*) Los valores de inhibición de 
crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 0.01).  

 

10.1. Aislamiento de metabolitos secundarios presentes en la fracción primaria activa 4 

El fraccionamiento químico de la fracción primaria activa 4, utilizando diversos 

procedimientos cromatográficos (CC y CCFP), permitió el aislamiento y purificación de 

cuatro isobenzofuranonas; la 7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (28), la 7-

metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29), la 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-
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isobenzofuran-1-ona (30) y la 7-metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-ona (31). El compuesto 

31 constituye un producto natural novedoso. En el Cuadro 25 se muestran las estructuras 

de las 4 isobenzofuranonas aisladas, su rendimiento y las fracciones de las cuales fueron 

purificadas. 

Cuadro 25. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo endófito Nodulisporium sp. 
GS4d2II1a 

 

Metabolito secundario 
Rendimiento 

(µg/L) 
Fracciones 

7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-
1-ona (28) 

 
131.4 µg/L 4, 4-V,4-VI 

7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-
1-ona (29) 

 
 
 
 
 

142.8 µg/L 4, 4-VII, 4-VIII 

6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-
isobenzofuran-1-ona (30) 

 
 

 
 

 

171.4 µg/L 4, 4-VIII y 4-IX 

7-metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-
ona (31) 

 
 
 

 

322.8 µg/L 4  

 

10.2. Caracterización de los metabolitos secundarios presentes en la fracción activa 4 

Los cuatro metabolitos aislados presentan como característica estructural una -

butirolactona fusionada con un anillo de benceno, por lo que se denominan isobenzofuran-

1(3H)-onas o ftalidas (Teixeira et al. 2014).  

Los compuestos 28 - 31 se aislaron como sólidos incoloros cristalinos solubles en CH2Cl2. Su 
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elucidación estructural se llevó a cabo utilizando técnicas espectroscópicas y 

espectrométricas y de difracción de Rx. 

Los espectros en el IR de los compuestos 28 - 31 presentan bandas de absorción asociadas 

al grupo éster de la -butirolactona (max ~1740 cm-1). El espectro del compuesto 28 presenta 

las bandas de absorción correspondientes a un grupo hidroxilo y otra para el grupo fenol 

(max= 3422.19 y 1259.97 cm-1). Para los compuestos 28 - 31 se observaron bandas asociadas 

a los grupos metoxilo (max= 2850.89, 2848.70 y 2945.45 cm-1) y éter (max= 1088.94, 

1105.67 y 1029.27) y, para el compuesto 30, una banda que pertenece a un grupo aldehído 

(max= 1689.98 cm-1) (Cuadro 26). 

La fórmula molecular se determinó por espectrometría de masas de alta resolución. Los 

espectros de masas de los compuestos 28 - 31 presentaron un ion molecular en una relación 

masa carga (m/z) de 178, 192, 206 y 178, respectivamente, y permitió establecer una 

fórmula molecular de C10H10O3, C11H12O3, C11H10O4 y C10H10O3, respectivamente (Cuadro 

26).  

 
Cuadro 26. Constantes espectroscópicas de IR y espectrométricas EM-IE (m/z) de las 
isobenzofuranonas 28 - 31 

 

Metabolito IR max cm-1 EM-IE (m/z) 

28 
3422.19 (-OH), 1731.98 (R-CO-OR), 

1259.97 (-OH fenol) 

 
178 [M+(83.2)], 160 (25.2), 149 
(100), 133 (4.5), 121 (8.3), 103 (6.8) 

29 
 
 
 

2850.89 (CH3-O-R), 1745.43 (R-CO-
OR), 1088.94 (R-O-R) 

192 [M+(78.6)], 174 (32.8), 163 
(87.1), 146 (100), 133 (15), 119 

(18.6), 105 (20.7), 91 (21.4) 

30 
 
 
 

2848.70 (CH3-O-R ), 1750.89 (R-CO-
OR), 1689.98 (H-CO-R), 1105.67 (R-

O-R) 

206 [M +(44.6)], 188 (64.5), 176 
(100), 160 (35.4), 149 (35.4), 132 

(21.2), 105 (36.8), 91 (23.4) 

31 
 
 
 

2945.45 (CH3-O-R ), 1740.85 (R-CO-
OR), 1029.27 (R-O-R) 

178 [M+(60.6)], 160 (35.9), 149 
(71.6), 132 (100), 121 (21.1), 91 

(28.8) 
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Los espectros de RMN unidimensionales (1H y 13C) y bidimensionales (COSY, NOESY, HSQC 

y HMBC) permitieron asignar la estructura de los compuestos 28 – 31, y establecer que 

presentan un núcleo de isobenzofuran-1(3H)-ona. A continuación, se detallan las 

características de los espectros: 

El espectro de RMN-13C (Figura 12) de la isobenzofuranona 28 muestra señales para 10 

átomos de carbono. A campo alto se aprecian dos señales en δC 14.5 y 16.6 que 

corresponden a dos carbonos de metilo (CH3-4 y CH3-6), la señal en δC 69.9 corresponde a 

un carbono de un metileno (C-3) unido al oxígeno del anillo de la isobenzofuranona. A 

campo bajo se aprecia una señal en δC 173.2 que corresponde a un carbonilo de cetona (C-

1), en la región aromática (δC 100-160 ppm) se aprecian señales para seis carbonos 

aromáticos que corresponden a carbonos cuaternarios δC 110.0 (C-7a), 142.1 (C-3a), 124.9 

(C-4), 139.0 (C-5), 122.4 (C-6) y 152.5 (C-7), este último unido a función oxigenada (-OH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Espectro de RMN-13C (125 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 28. 

 

El espectro de RMN-1H (Figura 13) muestra dos señales simples a campo alto para protones 

de metilos en δH 2.26 (CH3-4) y 2.21 (CH3-6). En δH 5.21 se observa una señal simple que 

integra para dos hidrógenos y que corresponde a los protones de un metileno (CH2-3). En 

la región de protones aromáticos (campo bajo δH 6-9 ppm) se observan dos señales simples 

que integran para un hidrógeno en δH 7.20 (H-5) y en δH 7.68 (OH-7), esta última 

corresponde a un protón de un grupo hidroxilo sobre anillo aromático. La estructura del 
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compuesto 28 fue confirmada inequívocamente por análisis de difracción de rayos X del 

monocristal (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 28.  

Figura 14. Estructura el compuesto 28, la 7-Hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona, obtenida a 
través de difracción de Rayos X. 

 

Con respecto a la isobenzofuranona 29, el espectro de RMN-13C (Figura 15) muestra señales 

para 11 átomos de carbono, a diferencia del espectro del compuesto 28, presenta una señal 

adicional en δC 62.1 que corresponde a un metoxilo (CH3O-7), y en el espectro de RMN-1H 

(Figura 16) se observa una señal simple en δH 4.03 que integra para los tres hidrógenos del 

metoxilo.  
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Figura 15. Espectro de RMN-13C (125 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 29. 

 

Figura 16. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 29.  

 

El espectro de RMN-13C (Figura 17) de la isobenzofuranona 30 muestra señales para 11 

átomos de carbono, donde la única diferencia con respecto al espectro del compuesto 29 

es la ausencia de la señal en δC 16.6 en espectro de RMN-13C asignada al metilo CH3-6, en 

su lugar se aprecia la presencia de una señal en δC 190.2 que corresponde a un carbonilo de 

aldehído (CHO-6). En el espectro de RMN-1H (Figura 18) del compuesto 30 se observa la 

presencia de una señal simple en δH 10.01 que integra para un hidrógeno y que corresponde 
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al protón del aldehído (CHO-6) y la ausencia de la señal simple en δH 2.24 asignada al protón 

del metilo (CH3-6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Espectro de RMN-13C (125 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 30.  

 

 

Figura 18. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 30.  

 

El espectro de RMN-13C (Figura 19) de la isobenzofuranona 31 muestra señales para 10 

átomos de carbono, donde la única diferencia con el compuesto 29 es la ausencia de la señal 

en δC 15.4 en espectro de RMN-13C, asignada al grupo metilo de la posición CH3-4 y la 
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ausencia en el espectro de RMN-1H (Figura 20) de una señal simple en δH 2.30 que integra 

para tres hidrógenos asignados a los protones del metilo antes mencionados (CH3-4). En su 

lugar se aprecia la presencia en espectro de RMN-1H de dos señales dobles orto acopladas 

en δH 6.86 (H-4, J= 8.3 Hz) y δH 7.39 (H-5, J= 8.3 Hz).  

 

 

Figura 19. Espectro de RMN-13C (125 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 31.   

 

 

Figura 20. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) de la isobenzofuranona 31.  
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El análisis espectroscópico y espectrométrico anterior permitió establecer la estructura 

química de los compuestos 28 - 31 como, la 7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona 

(28), la 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29), la 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-

isobenzofuran-1-ona (30) y la 7-metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-ona (31). En los 

Cuadros 27 y 28 se muestran los datos espectroscópicos y espectrométricos de los 

compuestos aislados.  

 

Cuadro 27. Datos espectroscópicos de RMN- 13C (125 MHz, CDCl3) de las isobenzofuranonas 
28 - 31 
 

 13C (δ) 

Posición 

28 

 
29 

 
 
 
 
 

30 31 

1 173.2 169.2 167.7 169.5 

2 --- --- --- --- 

3 69.9 68.2 70.3 68.2 

3a 142.1 145.0 148.6 147.7 

4 124.9 126.2 132.0 110.7 

5 139.0 138.2 140.5 136.6 

6 122.4 116.4 125.0 123.3 

7 152.5 155.5 162.0 156.8 

7a 110.0 110.8 116.6 112.8 

HO-7 --- --- --- --- 

CH3O-7 --- 62.1 63.1 55.9 

CH3-4 14.5 15.4 16.0 --- 

CH3-6 16.6 16.6 --- 16.3 

CHO-6 --- --- 190.2 --- 
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Cuadro 28. Datos espectroscópicos de RMN- 1H (400 MHz, CDCl3) de los compuestos 28-31 

 
 1H (δ, mult., J en Hz) 

Posición 

28 

 
29 

 
 
 

 

30 31 

1 --- --- --- --- 

2 --- --- --- --- 

3 5.22 (s)  5.10 (s) 5.55 (s) 5.16 (s) 

3a --- --- --- --- 

4 --- --- --- 6.86 (d, J=8.3) 

5 7.20 (s) 7.26 (s) 7.91 (s) 7.39 (d, J=8.3) 

6 --- --- --- --- 

7 --- --- --- --- 

7a --- --- --- --- 

OH-7 7.67 (s) --- --- --- 

CH3O-7 --- 4.03 (s) 4.28 (s) 3.97 (s) 

CH3-4 2.26 (s) 2.30 (s) 2.40 (s) --- 

CH3-6 2.21 (s) 2.24 (s) --- 2.25 (s) 

CHO-6 --- --- 10.01 (s) --- 

 

Los datos espectroscópicos y espectrométricos de los compuestos 28-31 están en armonía 

con los descritos previamente en la literatura. La 7-hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-

ona (28) fue aislada previamente de Diaporthe phaseolorum (Wang et al. 2006), Penicillium 

gladioli (Grove 1952) y Penicillium megasporum (Nozawa et al. 1989). Este compuesto 

posee actividad citotóxica con la línea celular Raji (CI50 15 µg/mL), actividad anti-oxidante 

(CI50 61.2 µg/mL) y actividad antifúngica contra Penicillium avellaneum (CI50 200 µg/ml) 

(Wang et al. 2006). La 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29) fue aislada 

anteriormente de Diaporthe sp. (Lin et al. 2005; Wang et al. 2003) y posee actividad 

citotóxica con las líneas celulares KB y Raji con una IC50 de 59.6 y 8.7 µg/mL, 

respectivamente, y actividad antifúngica contra Alternaria alternata, MIC 100 µg/mL (Lin et 

al. 2005). Asimismo, la 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (30) o 

diaportelactona fue aislada previamente de Diaporthe sp. y posee actividad citotóxica en 

las líneas celulares KB y Raji con una IC50 de 6.25 y 5.51 µg/mL, respectivamente, y actividad 

antifúngica contra Aspergillus niger, MIC de 50 µg/mL (Lin et al. 2005).  
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Asimismo, se han aislado otros productos naturales con núcleo de isobenzofuranona como   

la isopestacina (32) de Pestalotiopsis microspora con propiedades anfungica contra P. 

ultimum, al cual inhibe completamente su crecimiento a 40 µg/mL, además posee 

propiedades antioxidantes (Strobel et al. 2002). Por otro lado, el compuesto comercial 

Fthalide (33), el cual es una isobenzofuranona con propiedades antifúngicas que inhibe la 

producción de melaninas (Aliferis & Jabaji 2011). 

 

 

  

 

     

          (32)                              (33) 

 
La actividad biológica demostrada previamente sobre las isobenzofuranonas aisladas, 

aunada a la actividad antifúngica demostrada por el extracto orgánico del medio de cultivo 

del endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a, nos llevó a evaluar a las isobenzofuranonas sobre 

el crecimiento de los hongos y oomicetos fitopatógenos de importancia económica en la 

agricultura. 

 

11. Determinación cuantitativa de la actividad antifúngica de las isobenzofuranonas 

aisladas 

En la Gráfica 13 se observa la actividad antifúngica de las cuatro isobenzofuranonas. Los 

compuestos 28, 29 y 30 inhibieron significativamente el crecimiento del oomiceto P. 

aphanidermatum a las 24 h. Del mismo modo, los 4 metabolitos secundarios inhibieron 

significativamente el crecimiento de Ph. capsici a las 24 h. El hongo F. oxysporum fue 

inhibido significativamente por las 4 isobenzofuranonas, mostrando el mayor efecto a las 

72 h con los compuestos 28 y 29. La mayor inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum 

fue observada a los tres días. Con base en los bioensayos de potencial antioomiceto y 
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antifúngico, la isobenzofuranona 29 es el metabolito secundario producido por el endófito 

Nodulisporium sp. que posee la mayor actividad antimicrobiana. 

Debido a que las cuatro isobenzofuranonas se obtuvieron en rendimientos bajos (Cuadro 

25), sólo fue posible determinar la CI50 sobre el crecimiento del hongo F. oxysporum. Los 

valores de CI50 para los compuestos 28 y 30 son mayores a 300 µg/mL (1.68 y 1.45 mM, 

respectivamente). El compuesto 29, presenta una CI50 de 1.04 mM (200 µg/mL), 

corroborando su potencial antimicrobiano. Para establecer la CI50 de cada compuesto 

aislado sobre todos los microorganismos fitopatógenos y plantas blanco, actualmente se 

están obteniendo cantidades adicionales por metodos de síntesis. 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 13. Actividad biológica de los compuestos 28 - 31. A. Inhibición sobre el crecimiento de P. 

aphanidermatum a la concentración de 200 µg/mL (1 mM). B. Inhibición sobre el crecimiento de 

Ph. capsici a la concentración de 200 µg/mL. C. Inhibición del crecimiento de F. oxysporum a 

diferentes concentraciones. Controles positivos: metalaxil-M (Met) y carbendazim (Car) a 200 

µg/mL. (*) Los valores de inhibición de crecimiento son estadísticamente significativos, ANOVA (P< 

0.05). 
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Cabe destacar que los compuestos 28, 29 y 30 provocaron cambios morfológicos en las 

colonias de los tres fitopatógenos de prueba (Figura 21). La isobenzofuranona 29 provocó 

cambios morfológicos en las colonias de los tres microorganismos, disminuyendo la 

densidad del micelio de P. aphanidermatum y modificando la morfología de sus hifas. Los 

compuestos 28 y 30 inhibieron la formación de pigmentos en F. oxysporum, y el compuesto 

29 provocó la formación de anillos en la colonia. Con respecto a Ph. capsici, se observa que 

el compuesto 29 inhibió su crecimiento y modificó la forma y densidad de las hifas de su 

micelio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cambios morfológicos en las colonias de los fitopatógenos provocados por las 
isobenzofuranonas 28-30. Colonia de Fusarium oxysporum: A. Control, B. Tratamiento con 28, C. 
Tratamiento con 29, D. Tratamiento con 30. Colonia de Phytophthora capsici: E. Control, F. 
Tratamiento con 29. Colonia de Pythium aphanidermatum: G. Control, H. Tratamiento con 29.   

 

Con el fin de observar si hubo cambios a nivel microscópico en las hifas de los micelios y de 

explorar el posible modo de acción de los compuestos puros se realizaron preparaciones 

microscópicas de las colonias. En la Figura 22 se observa que la isobenzofuranona 29 

provoca la ausencia de vacuolas en las hifas de P. aphanidermatum, y permitió el paso del 

colorante, indicando que este compuesto podría estar interfiriendo con el metabolismo y 

la permeabilidad de la pared y/o membrana celular del oomiceto fitopatógeno P. 

aphanidermatum. Asimismo, disminuyó la presencia de vacuolas en P. capsici. En todos los 

casos se midió el grosor de las hifas, sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas entre el control y los tratamientos. 
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Figura 22. Preparación microscópica del micelio de Pythium aphanidermatum teñido con Rojo 
Congo, x400. A. Control. B. Tratamiento con la isobenzofuranona 29 a la concentración de 200 
µg/mL. Preparación microscópica del micelio de Phytophthora capsici teñido con Rojo Congo, x400. 
C. Control. D. Tratamiento con el Compuesto 29 a la concentración de 200 µg/mL. 

 

La 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29), a pesar que presenta menor 

actividad que los controles positivos a la misma concentración de prueba, podría 

considerarse como un candidato para su uso en el control de hongos y oomicetos 

fitopatógenos en la agricultura, aunado a que provoca cambios morfológicos que no se 

presentaron con los controles positivos (agroquímicos). De manera adicional, el compuesto 

29, al ser una molécula pequeña y sencilla, se podría sintetizar fácilmente o usar como base 

para la síntesis de otras moléculas con mayor actividad biológica.  

 

12. Cultivos en medios PDA y MA de Nodulisporium sp. GS4d2II1a en interacción con P. 

aphanidermatum 

Con la finalidad de establecer si la producción del pigmento color amarillo observado 

durante las interacciones antagónicas en los bioensayos de antagonismo directo simple 

entre Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los microorganismos fitopatógenos de prueba, 

particularmente con P. aphanidermatum, es debida a la presencia de metabolitos 

secundarios con actividad antimicrobiana, se obtuvieron cultivos en interacción entre 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a y P. aphanidermatum en medio PDA y MA. Bajo estas 

A                                            B 

C                                      D 
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condiciones de cultivo la producción del pigmento amarillo fue mayor a las tres semanas de 

incubación (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Interacciones antagónicas a las tres semanas en medio agar papa-dextrosa, PDA, (A) y en 
medio arroz, MA, (B). 

 

El pigmento amarillo puede estar constituido por metabolitos secundarios hidrosolubles 

coloridos o debido a la producción de enzimas. La presencia de pigmentos se ha relacionado 

con la producción de VOCs y el cambio en el metabolismo (Hynes et al., 2007). 

Adicionalmente, se realizaron preparaciones microscópicas de la zona de interacción 

antagónica en el cultivo en PDA (Figura 24), donde se observó que las hifas de P. 

aphanidermatum tienen forma irregular y una gran cantidad de vacuolas, lo cual indica que 

hay interferencia hifal por parte de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, que daña a las células del 

competidor, principalmente por la acción de metabolitos secundarios (Boddy 2000). Estos 

resultados demuestran que los metabolitos presentes en la interacción antagónica inhiben 

al competidor por un mecanismo diferente al presentado por la isobenzofuranona 2, debido 

a que se observó mayor cantidad de vacuolas y no la ausencia de estas. Probablemente los 

compuestos producidos en estas condiciones de cultivo son diferentes a los que se 

producen en CPD. 

 

 

 

 

Interacción          Nodulisporium sp.    
                                    GS4d2II1a P. aphanidermatum Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

A                                                                                                 B 
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Figura 24. A. Control P. aphanidermatum. B. Control Nodulisporium sp. GS4d2II1a. C-E. Zona de 
interacción antagónica. Nodulisporium sp. GS4d2II1a (flechas moradas) y P. aphanidermatum 
(flechas rojas). Tinción con azul de lactofenol, x 400. 

 

En el Cuadro 29 se muestran los rendimientos de los extractos de los cultivos en PDA y MA, 

observándose que el rendimiento obtenido en MA es mayor que el que se obtiene en 

cultivos en PDA para el hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a, donde se obtiene alrededor de 

90 mg/L. En la Figura 25 se muestra la CCF comparativa entre los extractos de los cultivos 

control de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los de interacción antagónica en MA, donde se 

observa que los perfiles cromatográficos son muy similares, sin embargo, en el extracto de 

la interacción se observa un metabolito de color amarillo que no se encuentra presente en 

los controles de crecimiento, y que probablemente corresponda al pigmento amarillo que 

se observa claramente en los cultivos en interacción. Los extractos derivados de los cultivos 

en PDA no revelaron en CCF diferencia entre ellos. 

En el Cuadro 30 se muestra la actividad biológica de los extractos obtenidos de los cultivos 

en medio MA y PDA. Los extractos de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y los obtenidos en 

interacción antagónica no tuvieron actividad biológica significativa, sin embargo, las 

fracciones metanólicas (sólido) y hexánicas (aceite) del extracto de MA inhibieron 

significativamente el crecimiento de las semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum, y 

estimularon el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos. Estas observaciones son 

contrarias a las esperadas. Es de esperarse que los extractos derivados de la interacción 

antagónica tuvieran actividad antifúngica, debido a que los extractos Nodulisporium sp. 
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 D   E 
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GS4d2II1a en CPD inhiben significativamente el crecimiento de P. aphanidermatum. 

Igualmente el endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a inhibe significativamente su 

crecimiento en los bioensayos de antagonismo directo. Por lo que el o los compuestos 

presentes en el pigmento amarillo observado en la zona de interacción antagónica y 

detectado en la CCF comparativa (Figura 25), tal vez no sean los responsable de la actividad 

antifúngica, que media la interacción de antagonismo establecida entre Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a y P. aphanidermatum. Estos compuestos pueden tener otra función o su actividad 

biológica puede verse enmascarada por la presencia de los componentes mayoritarios del 

extracto o fracción. Con respecto al extracto de P. aphanidermatum, éste tuvo actividad 

fitotóxica como se ha reportado anteriormente (Zhang et al. 2010) y estimuló el crecimiento 

de F. oxysporum y A. solani. 

 
Cuadro 29. Rendimiento de los extractos de cultivos en agar papa-dextrosa (PDA) y medio 
arroz (MA) de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y en interacción antagónica con Pythium 
aphanidermatum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cultivo 
Condiciones 

de cultivo 
Extracto 

Rendimiento 
(mg/50 mL PDA 
ó g/300 g Arroz) 

Rendimiento 
partición  

(g/300 g Arroz) 

Nodulisporium sp. 
GS4d2II1a 

MA 
CH2Cl2 y 
AcOEt 

2.5152 
Hex      2.4050 
MeOH  0.1102 

PDA CH2Cl2 51.2200 - 

Interacción 
antagónica 

MA CH2Cl2 2.1176 
Hex      1.9695 
MeOH  0.0333 

PDA CH2Cl2 47.2200 - 

P. aphanidermatum 
MA 

CH2Cl2 y 
AcOEt 

0.2266 - 

PDA CH2Cl2 23.7100 - 

Figura 25. CCF comparativa de los cultivos en medio arroz (MA). 1. Extracto 
de CH2Cl2 de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 2. Extracto de AcEOt de 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a 3. Extracto de la interacción con Pythium 
aphanidermatum. 4. Extracto de P. aphanidermatum. Sistema de elución: 
CH2Cl2-MeOH 98:2. Revelador: H2SO4 al 10% / 80 °C. 

 1       2      3           4 
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Cuadro 30. Actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica de los extractos de cultivos en 

medio arroz (MA) y agar papa-dextrosa (PDA) de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y en 

interacción antagónica con Pythium aphanidermatum 

 
NA: no hubo actividad biológica. A: A. hypochondriacus, S: S. lycopersicum, P: Ph. parasitica, F: F. 

oxysporum, Al: A. solani. (*) Los valores de inhibición de crecimiento son estadísticamente 

significativos, ANOVA (P< 0.01). – No se realizó su evaluación 

 
 

13. Identificación de compuestos orgánicos volátiles (VOCs) de Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a. 

La producción de compuestos orgánicos volátiles bioactivos se demostró a través de los 

bioensayos en cajas de Petri divididas. Sin embargo, los porcentajes de inhibición sobre el 

crecimiento de los microorganimos fitopatógenos de prueba fue menor y en un menor 

número de microorganismos que la observada en los bioensayos de antagonismo directo 

simples y múltiples. Por otra parte, el extracto de CH2Cl2 del cultivo de Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a en medio sólido empleando PDA no inhibió significativamente el crecimiento de 

los fitopatógenos; por lo que los metabolitos secundarios producidos en estas condiciones 

de cultivo y de extracción no tienen actividad antifúngica ni antioomiceto significativa. Estos 

resultados indican que la inhibición a distancia, observada en los bioensayos de 

Cultivo 
Condicio-

nes de 
cultivo 

Extracto 
% Inhibición del 

crecimiento 
de la raíz 

% Estimulación del 
crecimiento de hongos 

y oomicetos 

Nodulisporium sp. 
GS4d2II1a 

MA 

Total NA NA 

Hex 
A: 34.0 ± 3.7 * 
S: 47.3 ± 3.5 * 

P: 16.6 ± 3.5* 

MeOH 
A: 37.5 ± 1.7* 
S: 80.7 ± 3.4* 

- 

PDA Total - 
F: 23.3 ± 0.0* 
Al: 31.5 ± 0.0* 

Interacción 
antagónica 

MA 

Total NA NA 

Hex A: 24.7 ± 4.9* F: 21.5 ± 1.5* 

MeOH 
A: 59.4 ± 2.9* 
S: 62.6 ± 2.8* 

- 

PDA 
Total 

- 
F: 23.5 ± 0.0 * 

 Al: 31.58 ± 0.0* 

P. aphanidermatum 
MA 

Total A: 72.7 ± 1.6* 
S: 74.4 ± 2.0 * 

P: 19.4 ± 6.2* 

PDA 
Total 

- 
F: 21.88 ± 2.3* 

Al:  28.29 ± 6.1* 
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antagonismo múltiple, es debida a un efecto sinérgico entre metabolitos secundarios 

difusibles a través del medio de cultivo y a compuestos orgánicos volátiles producidos por 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a. 

Además, la actividad antimicrobiana podría deberse a la mezcla de compuestos volátiles y 

no sólo de la actividad biológica de un solo compuesto. Se sabe que los VOCs actúan 

sinérgicamente para producir la actividad biológica, y que se pierde cuando actúan solos 

(Mulyaningsih et al. 2010; Sears et al. 2001; Strobel 2011). Por otro lado, la producción VOCs 

podría aumentar o cambiar en las interacciones antagónicas múltiples directas (interacción 

interespecífica). Por lo tanto, para verificar esta hipótesis se llevo a cabo la identificación de 

VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a mediante SPME acoplada a CG-EM en 

diferentes días de crecimiento, y en interacción inter e intra específica: 1) Nodulisporium 

sp. aislamiento GS4d2II1a de tres días de crecimiento (Nod3), 2) Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a de cinco días de crecimiento (Nod5), 3) P. aphanidermatum de dos días de 

crecimiento, 4) interacción antagónica intraespecíficas de cinco días de crecimiento de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a, (Nod-Nod), y 5) interacción interespecífica de dos días de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a con P. aphanidermatum (Nod-Pyt). 

De manera adicional, también se estableció la composición de los compuestos volátiles y 

semivolátiles presentes en el extracto orgánicos del medio de cultivo y micelio. 

 

13.1. Identificación de los metabolitos volátiles en la fase de vapor (HS-SPME): similitudes 

y diferencias entre tratamientos 

Al igual que otras especies de Hypoxylon y Nodulisporium, Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

produjo una mezcla de metabolitos secundarios volátiles cuando se cultivó in vitro durante 

tres (Nod3), y cinco (Nod5) días, en interacción interespecífica con P. aphanidermatum 

(Nod-Pyt), y en interacción intraespecífica con otro inóculo de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

(Nod-Nod). En total, se detectaron 70 metabolitos secundarios en cuatro de los cinco 

tratamientos (P. aphanidermatum no produjo VOCs). Los compuestos orgánicos volátiles 

producidos fueron principalmente terpenos (mono y sesquiterpenos) que representan el 

63% del total. En particular, los monoterpenos fueron los más abundantes en la interacción 

Nod-Pyt y los sesquiterpenos en la interacción Nod-Nod. Los VOCs producidos en menor 
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proporción fueron alquenos, derivados del benceno, ésteres, alcanos, alquinos, aminas, 

cetonas, alcoholes y ácidos carboxílicos (Gráfica 14). En el Cuadro 31 se muestra el número 

total de metabolitos detectados y listados por índice de retención (RI). Por otra parte, en la 

Gráfica 15 se presentan los diez VOCs con mayor afinidad a la fibra en cada tratamiento, y 

su contenido relativo. Estos metabolitos representan el 79.7% en Nod3; 59.4% en Nod5; 

60.9% en Nod-Nod; y, el 72.5% en Nod-Pyt del área total, donde el eucaliptol fue el 

compuesto con la mayor afinidad en Nod3 y Nod-Pyt, y el limoneno en Nod5 y Nod-Nod. 

Además, las diferencias entre los tratamientos fueron evidentes en los cuatro 

cromatogramas representativos, donde el número picos y sus áreas cambiaron (Figura 26). 

 

Gráfica 14. Clasificación química de los metabolitos orgánicos volátiles producidos por 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a y contenido relativo por tratamiento (%). Nodulisporium sp. GS4d2II1a 
a los tres días (Nod3), y cinco días (Nod5) de crecimiento, interacción intraespecífica (Nod-Nod) e 
interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt). 
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Gráfica 15. Los diez VOCs con la más alta afinidad a la fibra (% área) en los diferentes tratamientos: 
Nodulisporium sp. GS4d2II1a a los tres (Nod3), y cinco días (Nod5) de crecimiento, en interacción 
intraespecífica (Nod-Nod) e interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt). 
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Cuadro 31. Compuestos orgánicos volátiles (VOCs) identificados en Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado durante tres (Nod3) y cinco 
días (Nod5), en interacción intraespecífica (Nod-Nod) y en interacción interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt) 

 

ID Compuestos PM FM IRexp
a IRlit

b 
Area Total (%) 

Identifi-
caciónc Nod3 Nod5 

Nod-
Pyt 

Nod-
Nod 

1 amina no identificada  185  675.47 - 0.94 x 0.90 1.49 EM 

2 amina no identificada  151  678.24 - 0.43 0.65 1.02 x EM 

3 1H-Pirazol 68 C3H4N2 680.50 - X 1.06 X x EM 

4 desconocido 89  680.55 - X 1.02 X x EM 

5 éster no identificado 142  688.32 - X 3.02 X x EM 

6 tetrahidro-3-metil-furano 86 C5H10O 690.18 - X 2.27 X x EM 

7 isocianatoacetato de butilo 157 C7H11NO3 691.68 - 3.66 x X x EM 

8 3-metil-1-butanol 88 C5H12O 746.93 747 0.04 x X x EM, IK, EST 

9 2-metil-1-butanol  88 C5H12O 752.24 756 X x 0.01 x EM, IK, EST 

10 
2-metil-5-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hex-2-eno 
(tuyeno) 

136 C10H16 904.82 930 1.89 1.51 3.69 2.68 EM, IK 

11 3-carene 136 C10H16 905.85 1008 X 1.80 X x EM, IK 

12 1,2,4-tris(metilen)-ciclohexano 120 C9H12 917.32 - X 4.02 X x EM 

13 metoxibenceno  108 C7H8O 928.64 917 0.02 0.10 X x EM, IK 

14  3-ethyliden-2-metil-1-hexen-4-ino 120 C9H12 935.40 - X 0.09 0.08 x EM 

15 
4-metilen-1-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hexano 
(sabineno) 

136 C10H16 956.00 962 0.17 x 0.08 0.09 EM, IK 

16 2,6-dimetil-2,6-octadieno 138 C10H18 973.80 990 0.02 0.18 0.19 x EM, IK 

17 α-mirceno 136 C10H16 981.00 990 1.75 x X 3.07 EM, IK 

18 
6,6-dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1]heptano     
(β-pineno) 

136 C10H16 983.20 979 X 4.83 4.06 3.23 EM, IK, EST 

aIRexp: índices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retención en una columna capilar DB-5MS. bIRlit: índices de Kovats de la 
literatura (Adams, 2007; NIST). cIdentificación por comparación con EM: espectros de masas, IK: índices de Kovats de la literatura, EST: estándares 
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (≥98% de pureza). (-) El índice de Kovats no está reportado en una columna capilar DB-5MS. (x) El compuesto 
no fue detectado en el tratamiento. 
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Cuadro 31. VOCs identificados en Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado durante tres (Nod3) y cinco días (Nod5), en interacción 
intraespecífica (Nod-Nod) y en interacción interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt) (Continuación) 
 

ID Compuestos PM FM IRexp
a IRlit

b 
Area Total (%) 

Identifi-
caciónc Nod3 Nod5 

Nod-
Pyt 

Nod-
Nod 

19 2-pentilfurano 138 C9H14O 989.60 988 0.11 0.16 0.19 0.32 EM, IK 

20 5-metilencicloocta-1,3-dieno 120 C9H12 995.00 - X 0.12 0.15 0.68 EM 

21 α-felandreno 136 C10H16 999.00 1002 0.41 0.54 1.85 2.27 EM, IK 

22 indano 118 C9H10 1005.20 1028 X x x 0.15 EM, IK 

23 1-etenil-2-metil-benceno 118 C9H10 1005.90 - X 0.12 x x EM 

24 
1-metil-4-(1-metiletil)-1,3-ciclohexadieno  
(α-terpineno) 

136 C10H16 1012.60 1017 0.64 2.87 2.20 2.58 EM, IK, EST 

25 2-metil-5-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hex-3-en-2-ol 152 C10H16O 1012.70 1039 X 1.06 x x EM, IK 

26 4-careno 136 C10H16 1018.20 1014 X x 1.18 x EM, IK 

27 amina no identificada  149 C10H15N 1016.60 - X 1.03 x x EM 

28 eucaliptol 154 C10H18O 1025.90 1026 33.22 6.92 22.58 12.83 EM, IK, EST 

29 3-amino-2,6-dimetoxipiridina 154 C7H10N2O2 1027.80 - X x x 0.72 EM 

30 monoterpeno no identificado  152 C10H16O 1028.50 - 5.58 x x x EM 

31 ácido 2,4-dimetilciclohex-1-en-5-carboxílico  154 C9H14O2 1029.70 - 2.93 x x x EM 

32 1-metil-3-(1-metiletil)-benceno (m-cimeno) 134 C10H14 1029.80 1030 9.77 x 4.00 x EM, IK 

33 limoneno 136 C10H16 1031.10 1024 7.61 9.85 13.66 13.16 EM, IK, EST 

34 1-metil-2-(1-metiletil)-benceno (o-cimeno) 134 C10H14 1031.80 1022 X 6.86 10.77 x EM, IK, EST 

35 desconocido 154  1034.80 - X 1.70 x x EM 

36 1-metil-4-(1-metiletil)- benceno (p-cimeno) 134 C10H14 1037.70 1030 X 0.61 1.53 3.73 EM, IK 

37 monoterpeno no identificado 134 C10H14 1041.20 1130 X x 1.19 x EM, IK 

aIRexp: índices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retención en una columna capilar DB-5MS. bIRlit: índices de Kovats de la 
literatura (Adams, 2007; NIST). cIdentificación por comparación con EM: espectros de masas, IK: índices de Kovats de la literatura, EST: estándares 
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (≥98% de pureza). (-) El índice de Kovats no está reportado en una columna capilar DB-5MS. (x) El compuesto 
no fue detectado en el tratamiento. 
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Cuadro 31. VOCs identificados en Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado durante tres (Nod3) y cinco días (Nod5), en interacción 
intraespecífica (Nod-Nod) y en interacción interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt) (Continuación) 
 

ID Compuestos PM FM IRexp
a IRlit

b 
Area Total (%) 

Identifi-
caciónc Nod3 Nod5 

Nod-
Pyt 

Nod-
Nod 

38 1,8-nonadiino 120 C9H12 1041.60 - X x x 0.82 EM 

39 biciclo[3.2.1]oct-6-en-3-ona 122 C8H10O 1042.90 - X x x 0.65 EM 

40 3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (β-ocimeno) 136 C10H16 1049.50 1050 X 0.51 0.11 x EM, IK 

41 2,3,4,7-tetrahidro-1H-indeno 120 C9H12 1051.00 - X 1.20 x x EM 

42 monoterpeno no identificado 136 C10H16 1059.00 - X x 1.69 x EM 

43 3,5-dimetilanisol 136 C9H12O 1059.50 - X x 1.69 x EM 

44 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno 

(-terpineno) 

136 C10H16 1060.20 1060 0.85 3.52 3.08 7.70 EM, IK, EST 

45 
1-metil-4-(1-metiletiliden)-ciclohexeno  
(α-terpinoleno) 

136 C10H16 1089.40 1088 0.29 1.68 1.35 1.61 EM, IK 

46 caryophyllene-(i1) 204 C15H24 1362.30 - 0.30 0.05 x 0.08 EM 

47 sesquiterpeno no identificado 204 C15H24 1366.40 - 1.37 0.79 1.05 1.26 EM 

48 β-cariofileno 204 C15H24 1383.70 1390 1.76 1.18 1.91 1.93 EM, IK, EST 

49 
1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-
ciclohexano (β-elemeno) 

204 C15H24 1409.30 1389 0.30 0.75 0.10 0.57 EM, IK 

50 isocariofileno 204 C15H24 1440.60 1428 0.33 0.28 0.31 0.52 EM, IK 

51 humuleno v1 204 C15H24 1455.40 1433 X 0.82 0.30 0.74 EM, IK 

52 α-humuleno 204 C15H24 1479.50 1474 0.38 0.20 0.26 0.40 EM, IK 

53 
4-metilen-2,8,8-trimetil-2-vinil-
biciclo[5.2.0]nonano 

204 C15H24 1492.00 - 0.15 0.28 0.10 0.33 EM 

aIRexp: índices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retención en una columna capilar DB-5MS. bIRlit: índices de Kovats de la 
literatura (Adams, 2007; NIST). cIdentificación por comparación con EM: espectros de masas, IK: índices de Kovats de la literatura, EST: estándares 
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (≥98% de pureza). (-) El índice de Kovats no está reportado en una columna capilar DB-5MS. (x) El compuesto 
no fue detectado en el tratamiento. 
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Cuadro 31. VOCs identificados en Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado durante tres (Nod3) y cinco días (Nod5), en interacción 
intraespecífica (Nod-Nod) y en interacción interespecífica con Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt) (Continuación) 
 

ID Compuestos PM FM IRexp
a IRlit

b 
Area Total (%) 

Identifi-
caciónc Nod3 Nod5 

Nod-
Pyt 

Nod-
Nod 

54 
2-metilene-5-(1-metilvinil)-8-metil-
biciclo[5.3.0]decano 

204 C15H24 1501.20 - 1.42 1.59 1.78 3.02 EM 

55 compuesto tipo cariofileno 204  1508.80 - 10.98 2.37 5.70 2.23 EM 

56 desconocido 176  1512.30 - X 4.44 x x EM 

57 compuesto tipo cariofileno 204  1513.00 - X x x 4.26 EM 

58 compuesto tipo azuleno 204  1513.50 - X 6.04 x x EM 

59 
1,2,3,3a,4,5,6,7-octahidro-1,4-dimetil-7-(1-

metiletenil)-azuleno (-gurjuneno) 
204 C15H24 1515.30 1479 X x x 4.32 EM, IK 

60 
2-isopropenil-4a,8-dimetol-1,2,3,4,4a,5,6,8a-
octahidronaftaleno (α-selineno) 

204 C15H24 1516.70 1505 X x x 1.93 EM, IK 

61 sesquiterpeno no identificado 204 C15H24 1524.60 - 1.03 x x x EM 

62 compuesto tipo azuleno 205 C15H25 1525.10 - 0.37 x 1.96 x EM 

63 compuesto tipo azuleno 204 C15H24 1525.10 - X x x 5.12 EM 

64 
1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-1,4-dimetil-7-(1-
metiletenil)-azuleno (δ-guaieno)  

204 C15H24 1525.40 1526 1.63 6.47 x 1.35 EM, IK 

65 compuesto tipo azuleno 204 C15H24 1526.50 - X x x 1.70 EM 

66 sesquiterpeno no identificado 204 C15H24 1527.40 - X 6.46 x x EM 

67 alcano no identificado 150  1529.70 - X x x 1.44 EM 

68 
2,4a,5,6,9a-hexahidro-3,5,5,9-
tetrametil(1H)benzociclohepteno 

204 C15H24 1539.20 1478 2.21 2.84 2.77 3.33 EM, IK 

69 sesquiterpeno no identificado 204 C15H24 1548.80 - 1.66 x 0.59 2.19 EM 

70 β-selineno 204 C15H24 1551.20 1509 1.66 1.85 0.85 3.28 EM, IK 
aIRexp: índices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retención en una columna capilar DB-5MS. bIRlit: índices de Kovats de la literatura 
(Adams, 2007; NIST). cIdentificación por comparación con EM: espectros de masas, IK: índices de Kovats de la literatura, EST: estándares auténticos 
adquiridos de Sigma-Aldrich (≥98% de pureza). (-) El índice de Kovats no está reportado en una columna capilar DB-5MS. (x) El compuesto no fue 
detectado en el tratamiento. 
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Figura 26. Cromatogramas representativos de los cuatro tratamientos. a Nodulisporium sp. 
GS4d2II1a cultivado por tres días en PDA a 28 °C (Nod3). b Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado 
por cinco días en PDA at 28 °C (Nod5). c Interacción interespecífica entre Nodulisporium sp. 
GS4d2II1a cultivado por dos días en PDA a 28 °C y Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt). d Interacción 
intraespecífica (Nod-Nod) cultivado por cinco días en PDA a 28 °C. 

 

En la Figura 27, se presentan los resultados obtenidos organizados en un diagrama de Venn, 

revelando un patrón complejo en la producción de VOCs entre los diferentes tratamientos 

(días de crecimiento y tipo de interacción), ya que los metabolitos no fueron producidos 

exclusivamente en un tratamiento, sino en una mezcla en los diferentes tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Diagrama de Venn que muestra los metabolitos volátiles compartidos entre los 
tratamientos. Nodulisporium sp. GS4d2II1a a los tres días (Nod3), Nodulisporium sp. GS4d2II1a a los 
cinco días (Nod5), la interacción intraespecífica (Nod-Nod) y la interacción interespecífica con 
Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt). 
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13.1.1. Análisis de Correspondencia Múltiple (MCA) de los perfiles de VOCs 

El análisis de correspondencia múltiple, llevado a cabo con los resultados obtenidos, 

permitió establecer la asociación entre la diversidad de los VOCs pertenecientes a las 

principales familias químicas y el contenido relativo de estos compuestos para cada 

condición experimental.  

En la Gráfica 16 se presenta la distribución de los VOCs por familia química y por contenido 

relativo (% de área: bajo, medio o alto), basado en el perfil de volátiles de cada tratamiento. 

Se observa claramente las diferencias químicas cualitativas y cuantitativas entre los 

tratamientos, proporcionado una imagen clara de la producción de VOCs. Se observó que 

el perfil de la producción de compuestos orgánicos volátiles varió de acuerdo con el 

tratamiento. En particular, los monoterpenos fueron producidos en gran proporción por 

Nod-Nod y Nod-Pyt; por otro lado, la abundancia relativa de los sesquiterpenos fue similar 

en todos los otros tratamientos. Por lo tanto, la diferencia entre los tratamientos fue de 

acuerdo a la mayor o menor producción de los diversos grupos de familias químicas, aparte 

de mono y sesquiterpenos, que se encuentra en diferente abundancia relativa (% de área). 

Por ejemplo, la producción de alquinos por Nod5, ausentes en Nod3. Nod3 se caracteriza 

por la alta producción de ésteres y compuestos que pertenecen a varias familias (otros), y 

Nod5 por la alta producción de ésteres y compuestos desconocidos. La producción de 

aminas, monoterpenos y sesquiterpenos fue constante entre Nod3 y Nod5. La diferencia 

está dada por la abundancia relativa de alcanos, alquenos, alcoholes, derivados del 

benceno, alquinos (ausentes en Nod3), metabolitos desconocidos y otros compuestos. Por 

otro lado, la producción de monoterpenos y alquenos fue constante en las interacciones 

intra e interespecíficas. La diferencia entre estos dos tratamientos fue la producción en 

diferente proporción de alcanos, alquinos, aminas, alcoholes y derivados de benceno, 

además, de las cetonas ausentes en Nod-Pyt. 
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Gráfica 16. Análisis de Correspondencias Múltiples (MCA) de la asociación entre la diversidad de los 
compuestos orgánicos volátiles que pertenecen a las principales familias químicas y el contenido 
relativo de estos compuestos para cada condición experimental. aContenido relativo basado en la 
distribución de los percentiles 33.3% y 66.7% de los compuestos para cada tratamiento: baja, 
<33.3%; medio, 33.3-66.7%; y alta, > 66.7% de acuerdo al área total. Nod3 (<0.38, 0.38 a 1.69 y> 
1.69), Nod5 (<0.75, 0.75 a 2.27 y> 2.27), Nod-Pyt (<0.49, 0.49 a 1.87 y> 1.87), y Nod-Nod (<0.82, 
0.82 a 2.68 y> 2.68). Se elaboraron elipses de manera arbitraria para ayudar a la interpretación de 
la asociación de cada contenido relativo y las familias químicas asociadas a estas categorías. Nótese 
la asociación entre el alto contenido relativo y los monoterpenos en interacciones antagónicas Nod-
Nod y Nod-Pyt y la producción constante de sesquiterpenos en todos los tratamientos. Los 
porcentajes (%) junto al símbolo de la familia química representa la cantidad relativa de cada familia 
química. 
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Por otra parte, la Gráfica 17 muestra el análisis MCA basado en la composición total de los 

VOCs detallados en el Cuadro 31. Es evidente la separación clara o tendencias metabólicas 

entre los cuatro tratamientos, y la composición química diferente en cada tiempo y tipo de 

interacción. Cada elipse encierra los metabolitos que se producen exclusivamente por cada 

tratamiento a expensas de los metabolitos en el extremo opuesto de la gráfica. El perfil 

metabólico de Nod3 es más cercano del de Nod-Pyt; por lo tanto, indica que comparten 

tendencias metabólicas comunes, y son distantes de Nod5 y Nod-Nod lo que significa que 

hay diferencias en la producción de volátiles. Los metabolitos proyectados cerca del origen 

son producidos por todos los tratamientos (18 compuestos) y no caracterizan ningún perfil 

metabólico, es decir, se producen constitutivamente y su producción no depende de la edad 

hongo, el tamaño del inóculo o si está interactuando o no con P. aphanidermatum. Estos 

metabolitos pueden constituir los marcadores químicos de la especie. Los metabolitos fuera 

de las elipses son producidos en diferentes cantidades por dos o tres de los tratamientos 

que están cercanos en la gráfica, y no son representativos de ningún tratamiento. 
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Gráfica 17. Análisis de Correspondencias Múltiples (MCA) del perfil de compuestos orgánicos 
volátiles obtenido durante cada condición experimental. Cada número corresponde a los 
compuestos presentados en el Cuadro 31. aContenido relativo basado en la distribución de los 
percentiles 33.3 y el 66.7% de los compuestos para cada tratamiento: bajo, <33.3%; medio, 33.3 a 
66.7%; y alta,> 66.7% de acuerdo al área total. Se elaboraron elipses de manera arbitraria para 
ayudar a la interpretación de los diferentes perfiles de volátiles de cada tratamiento. Nótese la clara 
separación entre el tiempo del crecimiento y el tipo de interacción antagónica. 

 

13.1.2. VOCs en los tratamientos Nod3 y Nod5 

El MCA mostró que los compuestos volátiles cambian dependiendo de la edad del hongo, 

lo cual concuerda con la diferencia en la actividad biológica observada en los bioensayos de 

antagonismo múltiples llevados a cabo, donde Nodulisporium sp. de tres y cinco días de 

crecimiento inhiben a distancia a los microorganismos competidores, siendo mayor la 

inhibición a los cinco días de crecimiento del endófito. 
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En las muestras de Nod3, se detectaron 34 VOCs, principalmente monoterpenos y 

sesquiterpenos (Gráficas 14 y 16). Los compuestos con la más alta afinidad a la fibra fueron 

el eucaliptol (33.22%), seguido de un compuesto tipo cariofileno (ID 55, 10.98%), y el m-

cimeno (9.77%) (Gráfica 15). Asimismo, se detectaron 44 VOCs en los tratamientos de Nod5 

(Cuadro 31), estos compuestos también corresponden principalmente a mono y 

sesquiterpenos (Gráficas 14 y 16). Los compuestos con mayor afinidad a la fibra empleada 

fueron el limoneno (9.85%), el eucaliptol (6.92%), y el o-cimeno (6.86%) (Gráfica 15). De los 

compuestos volátiles totales producidos, los dos tratamientos compartieron 23; cinco 

metabolitos fueron producidos exclusivamente por Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultivado 

durante tres días y 14 compuestos, cuando se cultivó durante cinco días (Figura 27 y Gráfica 

17). 

 

13.1.3 VOCs en interacción antagónica intraespecífica Nod-Nod 

La producción de volátiles también cambió en la interacción antagónica con otro inóculo de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a (interacción intraespecífica). Bajo esta condición, se 

produjeron 38 VOCs, principalmente monoterpenos y sesquiterpenos, de los cuales, nueve 

compuestos fueron específicos de esta interacción (Figura 27 y Gráficas 14 y 17). Los 

compuestos con la más alta afinidad a la fibra fueron el limoneno (13.16%), el eucaliptol 

(12.83%), y el -terpineno (7.70%) (Gráfica 15). Por otro lado, del total de volátiles 

identificados, 24 fueron también encontradas en el día tres del crecimiento fúngico; y 24 

compuestos en el cultivo de cinco días (Figura 27 y Gráfica 17). 

Estos compuestos podrían servir como una señal de reconocimiento de otra colonia de 

Nodulisporium sp. Además, el número de inóculos podría afectar el resultado de la 

interacción al cambiar los volátiles producidos. 

 

13.1.4. VOCs en interacción antagónica interespecífica Nod-Pyt 

Considerando que P. aphanidermatum fue el microorganismo más afectado en las 

bioensayos de antagonismo múltiples, se analizó la producción de VOCs en interacción 

interespecífica entre Nodulisporium sp. GS4d2II1a y P. aphanidermatum. 
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El perfil de VOCs en la interacción interespecífica difiere de los demás tratamientos, 

además, la mezcla de VOCs exhibió propiedades antifúngicas, ya que inhibieron por 

completo el crecimiento de P. aphanidermatum en los viales de SPME. En esta interacción 

antagónica, se identificaron 37 compuestos, principalmente mono y sesquiterpenos 

(Gráficas 14 y 16). Los compuestos con la mayor afinidad a la fibra fueron el eucaliptol 

(22.58%), el limoneno (13.66%), y el o-cimeno (1.77%) (Gráfica 15). De estos compuestos, 5 

se identificaron solo en la interacción interespecífica antagónica (Figura 27 y Gráfica 17), y 

pertenecían a Nodulisporium sp. GS4d2II1a, ya que P. aphanidermatum no produjo 

compuestos volátiles, resultado que concuerda con la literatura. Los compuestos 

producidos exclusivamente a partir de la interacción interespecífica fueron el 2-metil-1-

butanol, el 4-careno, dos monoterpenos no identificados (ID 37 y 42) y el 3, 5-dimetilanisol. 

Además, a partir de los compuestos totales producidos, 25 también fueron encontrados en 

los identificados en los cultivos de tres días, y 27 en los cultivos de cinco días (Figura 27 y 

Gráfica 17). Por otra parte, 24 de los 37 compuestos detectados se encontraron también en 

la interacción intraespecífica Nod-Nod. 

Del total de compuestos detectados, sólo 18 estaban presentes en todos los tratamientos, 

en diferentes proporciones. Estos metabolitos fueron: tuyeno, 2-pentylfurano, α-

felandreno, α-terpineno, eucaliptol, limoneno, -terpineno, α-terpinoleno, un 

sesquiterpeno no identificado (ID 47), β-cariofileno, β-elemeno, isocariofileno, α- 

humuleno, 4-metilen-2,8,8-trimetil-2-vinil-biciclo[5.2.0]nonano; 2-metilen-5-(1-metilvinil)-

8-metil-biciclo[5.3.0]decano, un compuesto tipo cariofileno (ID 55), 2,4a, 5,6,9a-hexahidro-

3,5,5,9-tetrametil(1H)benzociclohepteno y β-selineno (Figura 27 y Gráfica 17). 

Cabe señalar que únicamente durante la interacción antagónica interespecífica Nod-Pyt 

hubo producción de VOCs que no se sintetizaron en los otros tratamientos (biosíntesis de 

novo), mientras que otros fueron suprimidos debido a la presencia del oomicecto 

fitopatógeno P. aphanidermatum. La biosíntesis de novo de estos metabolitos se podría 

lograr a través de la activación de los genes que fueron suprimidos en los cultivos de 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a, y activados por el estrés biótico, es decir, la presencia de P. 

aphanidermatum (Bertrand et al. 2014). La inducción de la síntesis de terpenos ha sido 
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reportada a través de la activación de terpeno sintasas en las fermentaciones mixtas de 

Fusarium spp. con hongos o bacterias (Minerdi et al. 2009; Müller et al. 2012; Bertrand et 

al. 2014). En este trabajo, tres de los cinco compuestos, producidos exclusivamente en la 

interacción interespecífica, son monoterpenos, además, estos cinco compuestos podrían 

tener propiedades antifúngicas que inhiben a los competidores, como se demuestra en los 

estudios sobre el cocultivo de microorganismos para la inducción de metabolitos 

secundarios antimicrobianos (Bertrand et al. 2014). De igual forma, el cambio en el perfil de 

VOCs debería determinarse cuando Nodulisporium sp. GS4d2II1a está interactuando con 

otros hongos fitopatógenos u oomicetos, como en los bioensayos de antagonismo múltiples 

llevados a cabo, ya que el perfil de VOCs podría cambiar dependiendo de los competidores; 

y por lo tanto, su actividad biológica. Además, los VOCs producidos en la interacción podrían 

actuar contra otros fitopatógenos. Por lo tanto, Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

probablemente produce compuestos orgánicos volátiles como mecanismo de defensa 

frente a los competidores fúngicos dentro de la planta hospedera, pero también como 

respuestas defensivas de la hospedera contra fitopatógenos y competidores (Gao et al. 

2010).  

Los cambios cualitativos y cuantitativos en el perfil de los VOCs, durante el tiempo del 

crecimiento fúngico y en interacción antagónica, se reportaron previamente en 

basidiomicetos descomponedores de la madera (Hynes et al. 2007; Evans et al. 2008). En el 

estudio realizado por Hynes y colaboradores (Hynes et al. 2007), se observó que, aunque no 

hubo inhibición a larga distancia entre los basidiomicetos Hypholoma fasciculare y 

Resinicium bicolor, se detectó la producción de VOCs en ambos hongos, que cambió durante 

el tiempo de la interacción. En el caso de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, se observó que los 

VOCs fueron un mecanismo de defensa a distancia en las interacciones antagónicas. Sin 

embargo, también podrían estar presentes en las interacciones antagónicas donde no se 

observó inhibición a distancia. 

De acuerdo con estos resultados, deben llevarse a cabo más estudios con el fin de 

comprender mejor las funciones ecológicas de los metabolitos secundarios producidos por 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a realizando ensayos in vivo en la hospedera G. sepium para 
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probar si Nodulisporium sp. GS4d2II1a puede proteger a la planta de ataques de patógenos 

mediante la inhibición directa, o por la producción de compuestos orgánicos volátiles. 

Adicionalmente, son necesarios más estudios en la protección de cultivos, ya que los 

metabolitos secundarios descritos en este trabajo pueden ser útiles para el control biológico 

contra hongos y oomicetos fitopatógenos (micofumigación); ya sea mediante el uso de un 

inóculo o más de Nodulisporium sp. GS4d2II1a, o a través de la interacción interespecífica 

(Nod-Pyt), para la inhibición o el control del crecimiento de fitopatógenos en los 

tratamientos post-cosecha, o directamente en los cultivos.  

 

13.1.5. Función Ecológica y la actividad biológica de los VOCs identificados 

Los terpenos como el mirceno, eucaliptol, cariofileno, terpineno, entre otros, producidos 

por Nodulisporium sp. GS4d2II1a son componentes de aceites esenciales de plantas 

medicinales y producidos frecuentemente por hongos (Mulyaningsih et al. 2010; Morath et 

al. 2012; Zhi-Lin et al. 2012). Estos compuestos juegan un papel importante en la 

comunicación entre plantas, planta-insectos y las interacciones planta-patógeno. Los mono 

y sesquiterpenos poseen en algunos casos actividad antifúngica, que podrían constituir un 

mecanismo antagónico durante las interacciones fúngicas (Evans et al. 2008; Minerdi et al. 

2011). Además, los sesquiterpenos son útiles para la comunicación entre invertebrados y 

para localizar sus plantas o animales hospederos; también son útiles en las plantas y los 

hongos para atraer a los insectos para la dispersión de propágulos y para la defensa contra 

los patógenos. Asimismo, se utilizan para estimular el crecimiento de las plantas y como 

agentes antifúngicos (Hynes et al. 2007; Minerdi et al. 2011; Effmert et al. 2012; Zhi-Lin et 

al. 2012).  

Algunos de los compuestos producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a fueron 

identificados previamente de otros aislamientos de Nodulisporium sp. Compuestos como 

eucaliptol, β-cariofileno, β-elemeno, -gurjuneno y 3-metil-1-butanol también son 

producidos por el endófito Nodulisporium sp., aislado de Myroxylon balsamum, y sus VOCs 

poseen actividad antifúngica contra microorganismos fitopatógenos (Mends et al. 2012). 

Los compuestos limoneno, eucaliptol, -terpineno, β-ocimeno, 3-metil-1-butanol, 4-careno, 
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δ-guaiene y 1,2,4-tris-(metilen)ciclohexano se identificaron en el endófito Nodulisporium 

sp. CMU-UPE34, aislado de Lagerstroemia loudoni. Este hongo tiene potencial como agente 

de control biológico de enfermedades de cítricos en etapa de post-cosecha causadas por P. 

expansum y P. digitatum y contra otros hongos fitopatógenos (Suwannarach et al. 2013). 

Otras especies endófitas de Nodulisporium, aisladas de Thelypteris angustifolia (Riyaz-Ul-

Hassan et al. 2013) y Persea indica (Tomsheck et al. 2010), producen 1,2,4-tris (metileno)-

ciclohexano y eucaliptol; y el endófito aislado de Cassia fistula (Nigg et al. 2014), también 

produce eucaliptol. Sus volátiles inhiben hongos y oomicetos fitopatógenos. Por otro lado, 

los compuestos restantes detectados no se han reportado anteriormente para el género 

Nodulisporium. Además, las funciones biológicas de varios de los compuestos volátiles puros 

fueron previamente reportadas. Por ejemplo, el monoterpeno eucaliptol o 1,8-cineol es un 

constituyente de los aceites esenciales de muchas plantas medicinales y aromáticas, con 

actividad antibacteriana (Nikolić et al. 2011) y antifúngica contra A. flavus, Aspergillus 

parasiticus (Vilela et al. 2009), A. niger (Stojković et al. 2011), y S. sclerotiorum. También, se 

le ha atribuido potencial de biocombustible (Nigg et al. 2014). El β-cariofileno es producido 

por F. oxysporum MSA 35 (Minerdi et al. 2011) y Talaromyces wortmannii (Yamagiwa et al. 

2011; Zhi-Lin et al. 2012). Este sesquiterpeno podría mejorar el crecimiento de plantas e 

inducir la tolerancia o resistencia a los patógenos fúngicos Colletotrichum higginsianum y B. 

cinerea. Streptomyces globisporus JK-1 produce β-cariofileno que inhibe el crecimiento 

micelial, la germinación de conidias y la esporulación de Penicillium italicum (Li et al. 2010). 

También, endófitos como Muscodor yucatanensis (Macías-Rubalcava et al. 2010), Phoma 

sp. (Strobel et al. 2011), y el hongo ectomicorrízico Paxillus involutus cepas MAJ y NAU 

(Müller et al. 2013) producen β-cariofileno. Adicionalmente, el monoterpeno limoneno es 

un compuesto antifúngico que inhibe el crecimiento micelial y la producción de aflatoxina 

B1 de A. flavus (Singh et al. 2010). El limoneno también suprime el crecimiento micelial, la 

germinación de conidias y la esporulación de P. italicum (Li et al. 2010). Por lo tanto, el 

eucaliptol, β-cariofileno y limoneno, al formar parte de los compuestos que se encontraron 

con una alta afinidad a la fibra y constituir compuestos con actividad antifúngica, podrían 

ser parte importante de los responsables de la actividad biológica mostrada por la mezcla 



172 
 

de VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Por último, también se detectaron 2-

metil-1-butanol y 4-careno en endófitos productores de VOCs antifúngicos (Li et al. 2010; 

Macías-Rubalcava et al. 2010; Suwannarach et al. 2013). Estos compuestos fueron 

producidos exclusivamente en la interacción interespecífica.  

 

13.2. Identificación de los componentes volátiles y semivolátiles del medio de cultivo y 

micelio y de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

El análisis por CG-EM del extracto activo del medio de cultivo permitió establecer que está 

compuesto por alcoholes, un aldehído, mono y sesquiterpenos, ésteres, ácidos carboxílicos 

y una benzofuranona (Cuadro 32). El compuesto mayoritario es un ácido carboxílico con un 

19.73% del área total. Dentro de los monoterpenos se identificó al eucaliptol. La detección 

de eucaliptol, y otros monoterpenos, en el extracto del medio de cultivo confirmó que el 

hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a produce VOCs en abundante proporción. 

Por otra parte, el extracto del micelio está compuesto por sesquiterpenos, ácidos 

carboxílicos y ésteres (Cuadro 32). El compuesto mayoritario es un ácido carboxílico con un 

75.02% del área total. 

Los compuestos detectados en el medio de cultivo pueden estar involucrados en la 

actividad biológica demostrada por este extracto sobre los hongos y oomicetos 

fitopatógenos de importancia agrícola y sobre las plantas de prueba. 
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Cuadro 32. Componentes volátiles y semivolátiles del extracto de medio de cultivo y micelio 
de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

 

Compuesto PM FM IRexp
a IRlit

b
 

Área 

Total (%) 

Identifica-

ciónc 

Medio de cultivo 

eucaliptol 154 C10H18O 1026.1 1026 1.80 EM, IK, STD 

hexahidro-3a,7a-dimetil-2(3H)-

benzofuranona 
168 C10H16O2 1199.6 - 0.50 EM 

2-hidroxicineol 170 C10H18O2 1230.6 1230 1.91 EM, IK 

1,3,3-trimetil-2-

oxabiciclo[2.2.2]octan-6-ol  
170 C10H18O2 1249.4 - 2.62 EM 

4-n-propil-3-

oxabiciclo[4.4.0]decano 
182 C12H22O 1284.5 - 1.95 EM 

1-Isobutil-2,5-dimetiletilhexano 168 C12H24 1499.3 - 5.74 EM 

sesquiterpeno desconocido 222  1709.5 - 0.60 EM 

octadecanoato de 2-propenilo 324 C21H40O2 2128.5 - 0.82 EM 

9,12-octadecadienal 264 C18H32O 2248.5 - 9.59 EM 

ácido carboxílico 282  2254 - 19.73 EM 

ácido carboxílico 284  2270.9 - 2.40 EM 

Micelio 

4-metilen-2,8,8-trimetil-2-vinil-

biciclo[5.2.0]nonano 
204 C15H24 1525.1 - 1.36 EM 

2-isopropenil-5-isopropil-7,7-

dimetil-biciclo[4.1.0]-3-hepteno 
204 C15H24 1567.5 - 0.24 EM 

9,12-octadecadienoato de metilo  294 C19H34O2 2157.8 2101 0.26 EM 

ácido carboxílico  280 C18H32O2  - 75.02 EM 

ácido carboxílico 284  2291.8  4.05 EM 

ácido 8,11,14-eicosatrienoico  306 C20H34O2 2494.4 - 1.03 EM 

2,6,10,15,19,23-hexametil-

2,6,10,14,18,22-

tetracosahexaeno 

410 C30H50 2820.7 2833 0.48 EM, IK 

 

aIRexp: índices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempo de retención en una columna 
capilar DB-5MS. bIRlit: índices de Kovats de la literatura (Adams, 2007; NIST). cIdentificación por 
comparación con EM: espectros de masas, IK: índices de Kovats de la literatura, EST: estándares 
auténticos adquiridos de Sigma-Aldrich (≥98% de pureza). (-) El índice de Kovats no está reportado 
en una columna capilar DB-5MS. Los compuestos con similitud por debajo a 80% se eliminaron. 

 
 
  



174 
 

  



175 
 

VII. Conclusiones 

Las plantas recolectadas en la REBIOSH poseen un gran número de hongos endófitos debido 

a que las hospederas habitan en una zona de alta biodiversidad. Durante las etapas de 

aislamiento y purificación se observaron un gran número de interacciones entre los hongos 

endófitos, lo que condujo a elegir a los hongos endófitos de G. sepium para realizar los 

bioensayos de antagonismo in vitro, y continuar con el estudio de las interacciones entre 

endófito-endófito y endófito-fitopatógeno. 

La determinación detallada de las características macroscópicas y microscópicas de los 

hongos endófitos de G. sepium permitió la identificación de algunos de ellos como 

pertenecientes a los géneros Xylaria, Nodulisporium, y Fusarium.  

El empleo de técnicas de biología molecular permitió confirmar la identificación de los 

hongos GSE27 y GSE8 como pertenecientes al género Nodulisporium sp. anamorfo de 

Hypoxylon anthochroum y al hongo GSE13 como Nodulisporium sp. anamorfo de Daldinia 

eschscholtzii. Aunque los hongos GSE27 y GSE8 se identificaron como la misma especie, las 

características macroscópicas y su actividad antagónica contra los hongos endófitos y 

fitopatógenos los diferencían, por lo que son variantes morfológicas de H. anthochroum. 

Asimismo, el hongo GSE11 fue identificado como Fusarium equisetii y los hongos GSE21 y 

GSE25, como Xylaria sp. 

En los bioensayos de antagonismo in vitro entre hongos endófitos se presentaron varios 

tipos de interacciones, las cuales fueron de cohabitación (0/0), antagonismo (-/0), 

coantagonismo (-/-) y agonismo (-/+). En las interacciones antagónicas intervinieron varios 

mecanismos simultáneos. 

En las interacciones mediadas por cohabitación el crecimiento de las hifas de los micelios se 

entremezcló, y no hubo inhibición o estimulación del crecimiento, como en las interacciones 

establecidas con los hongos del género Nodulisporium. 

Las interacciones antagónicas se llevan a cabo por medio de mecanismos químicos, es decir, 

la producción de metabolitos secundarios con propiedades antifúngicas, y en algunas 

ocasiones provocando efectos inhibitorios a distancia como el observado con los endófitos 
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GSE20 y GSE19. 

El coantagonismo se presentó en varias interacciones, particularmente, con los hongos del 

grupo I, donde se observó la inhibición del crecimiento de ambos hongos competidores, y 

el cese de su crecimiento, debido a la producción de compuestos antifúngicos. En otros 

antagonismos como los establecidos por los hongos GSE19 y GSF1 prevalecen los 

mecanismos físicos como son las barreras miceliares y las prolongaciones del micelio. 

El agonismo se observó en las interacciones con los hongos Xylaria sp. (GSE18), GSE24, 

GSE25 y con Nodulisporium sp. GS4d2II1a, donde el mecanismo fue la producción de 

compuestos antifúngicos y el reemplazo del micelio de los competidores.  

La variedad de interacciones observadas indican que los hongos endófitos habitan en un 

microambiente complejo, donde compiten por mantener su lugar en la hospedera. 

Los hongos endófitos de G. sepium inhiben el crecimiento de los hongos fitopatógenos, 

tanto los aislados de la planta hospedera, como a los hongos y oomicetos de importancia 

agrícola. Principalmente, mediante interacciones agonistas (-/+), donde el endófito inhibió 

el crecimiento de los fitopatógenos, y creció sobre éstos (mecanismos físicos), además de, 

producir metabolitos secundarios bioactivos (mecanismos químicos). 

El hongo endófito Nodulisporium sp. GS4d2II1a, eliminó a cuatro oomicetos fitopatógenos 

de interés agrícola e inhibió el crecimiento de los demás fitopatógenos de prueba, por lo 

que los hongos más competitivos podrían proteger a la hospedera de posibles ataques de 

hongos y oomicetos fitopatógenos de manera directa; y al mismo tiempo constituir agentes 

espécificos de control biológico 

El estudio de las interacciones antagónicas in vitro permite seleccionar hongos endófitos 

que producen metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano, entre otros.  

La producción de metabolitos secundarios por parte de los hongos endófitos de G. sepium 

se corroboró, debido a que sus extractos orgánicos inhibieron el crecimiento de 

microorganismos fitopatógenos con importancia agrícola y, en consecuencia, también se 

comprobó que las interacciones antagónicas están regidas por mecanismos químicos. 

La producción de metabolitos secundarios bioactivos se ve influenciada por las condiciones 
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de cultivo, las cuales favorecen más a unos hongos que a otros. En general, la mejor 

condición de fermentación fue el cultivo en medio CPD incubando a los hongos bajo 

condiciones estáticas.  

Los extractos fúngicos de los hongos endófitos Nodulisporium sp. GS4d2II1a (GSE27) y 

Xylaria sp. GSE18 son los más activos, además de ser los hongos más antagónicos en 

bioensayos in vitro. 

Los hongos endófitos de G. sepium, además producen metabolitos secundarios fitotóxicos, 

los cuales también cambian dependiendo de la condición de cultivo. La mayor actividad 

fitotóxica se presentó en los extractos derivados de los cultivos en medio CPD incubados 

bajo condiciones estáticas, y en extractos de los cultivos en medios sólidos en MA y PDA. 

 Los extractos orgánicos de los hongos endófitos Nodulisporium sp. GS4d2II1a (GSE27) y 

Xylaria sp. GSE18 poseen el mayor efecto fitotóxico.  

Los metabolitos fitotóxicos se producen para la colonización de la planta hospedera, y 

pueden ser necesarios para su sobrevivencia dentro de la planta, por lo que podrían ser 

utilizados como herbicidas de malezas de importancia en la agricultura. 

Las interacciones antagónicas in vitro aunadas a la determinación de la actividad biológica 

a nivel de extractos fúngicos de los hongos endófitos de G. sepium permitió seleccionar al 

hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a como candidato idóneo para la obtención de 

metabolitos secundaros bioactivos. 

El estudio químico biodirigido del extracto activo del medio de cultivo del hongo endófito 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a permitió obtener cuatro isobenzofuranonas antifúngicas: la 7-

hidroxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (28), la 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-

isobenzofuran-1-ona (29), la 6-formil-4-metil-7-metoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (30) y la 7-

metoxi-6-metil-3H-isobenzofuran-1-ona (31), de las cuales, la 7-metoxi-6-metil-3H-

isobenzofuran-1-ona constituye un nuevo producto natural.  

La 7-metoxi-4,6-dimetil-3H-isobenzofuran-1-ona (29) posee la mayor actividad biológica. 

Esta isobenzofuranona podría considerarse como un candidato para su uso en la agricultura 

en el control de hongos y oomicetos fitopatógenos.  
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El hongo Nodulisporium sp. GS4d2II1a produce compuestos orgánicos volátiles bioactivos a 

los tres y cinco días de crecimiento. Estos compuestos cambian cualitativa y 

cuantitativamente y, además, cambian en la interacción interespecífica Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a - P. aphanidermatum, y en interacción intraespecífica Nodulisporium sp. – 

Nodulisporium sp.  

Los principales compuestos orgánicos volátiles producidos por el hongo Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a fueron los monoterpenos, como el eucaliptol y el limoneno, y sesquiterpenos 

como el cariofileno. Además, este endófito produce una gran variedad de compuestos 

volátiles, entre ellos, ésteres, alcoholes, derivados del benceno, aminas, hidrocarburos y 

cetonas. 

Los principales compuestos orgánicos volátiles producidos por el hongo endófito 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a podrían ser utilizados como agentes de control biológico de 

hongos y oomicetos fitopatógenos de interés en la agricultura. 

En los extractos orgánicos del micelio y medio de cultivo del endófito Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a se identificó, mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas la presencia de alcoholes, aldehídos, mono y sesquiterpenos, ésteres, y ácidos 

carboxílicos, que pueden contribuir a la actividad antifúngica y fitotóxica demostrada por 

los extractos fúngicos y fracciones primarias. 

En resumen, Nodulisporium sp. GS4d2II1a inhibió el crecimiento, o eliminó a los 

fitopatógenos de importancia agrícola, mediante la emisión de VOCs, la producción de 

metabolitos difusibles en el medio, como las isobenzofuranonas antifúngicas; y por 

interacciones hifales que actúan en conjunto. Por lo que el hongo Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a tiene potencial como agente de biocontrol (micofumigación). 
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VIII. Perspectivas 

 Identificar hasta especie a los hongos endófitos y fitopatógenos aislados de Gliricidia 

sepium. 

 Realizar estudios in vivo con plantas de G. sepium libres de endófitos y corroborar si los 

hongos endófitos en estudio podrían contribuir directamente en la defensa de su planta 

hospedera protegiéndola del ataque de microorganismos fitopatógenos. 

 Realizar el estudio químico biodirigido de los hongos endófitos más antagónicos con el 

fin de identificar los metabolitos secundarios bioactivos. 

 Realizar el estudio químico de las fracciones primarias más activas de Nodulisporium sp. 

GS4d2II1a, con la finalidad de aislar e identificar a los metabolitos secundarios 

responsables de la actividad biológica demostrada. 

 Identificar el principal compuesto producido en la zona de interacción antagónica entre 

Nodulisporium sp. GS4d2II1a y Pythium aphanidermatum, y evaluar su actividad 

biológica. Asimismo, realizar los perfiles cromatográficos por cromatografía de líquidos 

de alta resolución (CLAR) para determinar los cambios metabólicos en la interacción 

interespecífica. 

 Determinar si Nodulisporium sp. GS4d2II1a es un micoparásito por medio del estudio de 

las interacciones hifales con los fitopatógenos. 

 Sintetizar químicamente las isobenzofuranonas 28–31 para poder realizar bioensayos 

adicionales y obtener derivados químicos. 

 Establecer las CI50 de las isobenzofuranonas aisladas de Nodulisporium sp. GS4d2II1a 

sobre los microorganismos fitopatógenos de prueba y su efecto fitotóxico. 

 Establecer el mecanismo de acción antifúngico de las isobenzofuranonas (28–31) 

aisladas, profundizando en el estudio sobre la permeabilidad de la pared y/o membrana 

celular. Asimismo, evaluar su efecto sobre la germinación y viabilidad de las zoosporas 

y/o conidias. 

 Evaluar el efecto fitotóxico de los extractos de Nodulisporium sp. GS4d2II1a y 
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compuestos puros con otras malezas de importancia agrícola, y establecer el 

mecanismo de acción fitotóxico de los principales compuestos puros. 

 Determinar la toxicidad de los extractos orgánicos, metabolitos secundarios y derivados 

sintéticos sobre la mortalidad del crustáceo Artemia salina y sobre la viabilidad de 

macrófagos murinos. Asimismo, establecer la toxicidad aguda en ratones. 

 Confirmar la identidad de los VOCs producidos por Nodulisporium sp. GS4d2II1a en 

diferentes días de cultivo y en interacción antagónica inter e intraespecífica, mediante 

el empleo de un mayor número de estándares. 

 Establecer la producción de los VOCs en interacción antagónica intraespecífica, 

mediante el empleo de un mayor número competidores fitopatógenos y en bioesayos 

de antagonismo múltiple. 

 Estudiar el potencial de uso de los VOCs en la protección de cultivos postcosecha. 
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X. Anexo I 

Composición de los medios de cultivo utilizados para el aislamiento y crecimiento de los 

hongos endófitos y fitopatógenos 

 Papa Dextrosa Agar (PDA) 

200 g de papas, 20 g de dextrosa, 15 g de agar en 1000 mL de agua destilada. Se hirvió 

durante 20 minutos la papa fresca previamente pelada y cortada cubos, posteriormente, la 

infusión de papa se filtró a través gasa y se le agregó la dextrosa y el agar, por último, se 

añadió agua destilada hasta un volumen final de 1000 mL (Ulloa & Hanlin 1978). 

 Agar-Agua (AA) 

20 g de agar en 1000 mL de agua destilada. 

 Avena Agar (OA) 

20 g de avena Quaker®, 30 g de agar y 500 mg de cloranfenicol en 1000 mL de agua 

destilada. Se hirvió la avena con la menor cantidad posible de agua destilada durante 10 

min, adicionar el agar, el cloranfenicol y agua destilada hasta un volumen final de 1000 mL 

(Ulloa & Hanlin 1978). 

 Caldo Papa Dextrosa (CPD) 

200 g de papas, 20 g de dextrosa en 1000 mL agua destilada. Se hirvió durante 20 minutos 

la papa fresca pelada y cortada cubos, posteriormente, la infusión de papa se filtró a través 

gasa y se le agregó la dextrosa, por último, se añadió agua destilada hasta un volumen final 

de 1000 mL (Leslie & Summerell, 2006). 

 Medio Arroz (MA) 

Lavar 300 g de arroz con agua corriente y, posteriormente con agua destilada. Añadir 300 

mL de agua destilada (Sandoval Espinosa, 2014). 

*Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 min. 
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Abstract This study demonstrates volatile organic com-
pounds (VOCs) production as one of the defense mech-
anisms of the antagonistic endophyte Nodulisporium sp.
GS4d2II1a, and the volatile changes in two times of the
fungal growth; and, as result of its intra and interspe-
cific interactions with the plant pathogen Pythium
aphanidermatum. The antifungal activity of the volatile
and diffusible metabolites was evaluated by means of
three types of antagonism bioassays and by organic ex-
tract agar dilution. VOCs were obtained by gas chroma-
tography coupled to mass spectrometry from 3- and 5-
day Nodulisporium sp. cultures, as well as from its in-
terspecific in vitro antagonistic interaction with the
oomycete P. aphanidermatum, and its intraspecific
Nodulisporium sp.–Nodulisporium sp. interaction. The
GS4d2II1a strain completely inhibited the growth of

two fungi and seven oomycetes by replacing their
mycelia in simple antagonism bioassays and by produc-
ing in vitro volatile and diffusible metabolites that acted
synergistically in multiple antagonism bioassays.
Additionally, VOCs inhibited the growth of three
oomycetes and one fungus in antagonism bioassays
using divided plates. A total of 70 VOCs were detected,
mainly including mono and sesquiterpenes, especially
eucalyptol and limonene. Multiple correspondence anal-
ysis revealed four different volatile profiles, showing
that volatiles changed with the fungus age and its intra
and interspecific interactions. The metabolites produced
by Nodulisporium sp. GS4d2II1a could be useful for
biological control of fungal and oomycetes plant patho-
gens of economically important crops.

Keywords Endophytic fungus .Nodulisporium sp. .

Hypoxylon anthochroum . Antifungal . VOCs . Interspecific
interaction

Introduction

Many microorganisms generate a variety of volatile organic
compounds (VOCs) with biological activity. Among them,
fungi produce volatile compounds with antifungal activity that
have potential applications in medicine, industry, and in agri-
culture [1]. Endophytic fungi–microorganisms that live inside
plant tissues without causing disease symptoms or displaying
outward signs of habitation are capable to produce secondary
metabolites with antibiotic activity, such as, nonvolatile and
volatile compounds [2, 3]. Fungal volatiles mediate ecological
relationships such as intra and interspecific communication
and as defense compounds [4, 5]. In addition, endophytic
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fungi could protect the host plant by producing nonvolatile
and volatile compounds with antifungal activity against plant
pathogens, and by mycoparasitism and predation that limits
the pathogen growth. In addition, these mechanisms could be
responsible for their survival inside the plant [6, 7]. Recently,
the study of endophytic fungi has acquired great relevance as a
promising approach for the detection of volatile compounds,
which can be used as biological control or as mycofumigant
agents in pest management for crop protection against fungal
plant pathogens [1, 8, 9].

In vitro studies with interacting fungi show that they pro-
duce primary and secondary antifungal metabolites such as
enzymes, diffusible compounds, and volatile compounds that
inhibit the fungal competitor at distance [10]. The interaction
zone of the fungal antagonism also involves dead hyphae by
mycoparasitism, pigments, and morphology changes of the
mycelia [6, 11]. The fungus VOC profiles in these antagonis-
tic interactions, may change qualitatively, quantitatively or
both during inter- and intraspecific interactions [12]. VOCs
profiles also change in antagonistic interactions between fungi
and bacteria [5, 13].

There are some reports about changes in volatile pro-
duction in interspecific interactions between saprobe and
wood rotting basidiomycetes [12, 14], and between bac-
teria and fungi [5], when exploring the ecological role
of volatile compounds produced by fungi and their pos-
sible application in agriculture. However, up to date,
there are no reports on changes in the production of
volatile compounds between an endophytic fungus and
an oomycete plant pathogen in antagonistic interactions,
since the metabolites produced are probably responsible
for the biological activity observed in co-culture; gener-
ally, this bioactivity is attributed to the endophyte sec-
ondary metabolites produced when is cultivated under
axenic monoculture conditions.

The fungal genus Hypoxylon and its anamorph,
Nodulisporium, are members of the Xylariaceae family
(Phylum Ascomycota), and are producers of antimicrobial
VOCs. The compounds produced by Nodulisporium spp. in-
clude alcohols, carboxylic acids, esters, and monoterpenes
which have antifungal activity against plant pathogens [15–20].

Herein, we describe an endophytic fungus, Nodulisporium
sp. strain GS4d2II1a, isolated from Gliricidia sepium
(Fabaceae), which produces antifungal VOCs that change in
antagonistic interaction. With this study, we attempt to dem-
onstrate that VOCs production is one of the defense mecha-
nisms of the antagonistic endophyte Nodulisporium sp.
GS4d2II1a, and how these VOCs change in intra and
interspecific interactions. The metabolites produced by
the GS4d2II1a strain could be useful in the biological
control of plant pathogens and therefore emerge as a
possible alternative to fungicides with lower environ-
mental impact.

Materials and Methods

Fungal Isolation

The endophytic fungus GS4d2II1a was isolated from healthy
leaves ofG. sepium (Jacq.) Kunth exWalp. (1842) (Fabaceae)
following the protocol reported by Rodrigues [21]. Leaves
were collected in the Reserva de la Biósfera Sierra de
Huautla (REBIOSH), located in the Rio Balsas basin,
Quilamula (8° 30′ 4.1″ N–98° 51′ 52″ W and 18° 32′ 12.2″
N–99° 02′ 05″ W 1080-1230 masl), Morelos, México, in
September 2010. Leaves were washed with both running
and distilled water, and were surface sterilized with the fol-
lowing solutions: 75 % ethanol for 60 s, 3.4 % sodium hypo-
chlorite (65 % Clorox®) for 60 s, and washed with sterile
distilled water between solutions and at the end. The
surface-sterilized leaves were dried with sterile adsorbent pa-
per; cut into 2×2 mm pieces at the central vein level of each
leaf. Four pieces were placed onto potato–dextrose–agar
( PDA) and d i s t i l l e d wa t e r - a g a r (WA) p l a t e s .
Chloramphenicol (500 mg/l) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was added to both media to inhibit bacterial growth.
Plates were incubated at 25 °C in photoperiod of 12:12 h
light–dark with a fluorescent light. Plates were observed daily
and emerging colonies were re-inoculated in new PDA plates
until pure cultures were obtained.

The purified strain GS4d2II1a is preserved in PDA slants at
the Instituto de Química, UNAM. They are also maintained in
WA (0.2 %) at 4 °C and in 30 % glycerol–potato–dextrose
broth (PDB) at −80 °C at the Laboratorio de Micología C006,
Instituto de Biología, UNAM. Dried PDA and oatmeal agar
(OA) cultures are deposited in the Herbario Nacional de
México (MEXU), UNAM, with the collection number
MEXU 27-541.

Morphological and Molecular Identification

Morphological observations and sequencing of the ITS1-5.8-
ITS2 region were used for taxonomic identification. For ex-
amination of macro- and micromorphological characteristics,
the strain GS4d2II1a was grown onto OA and PDA plates at
27 °C in darkness for 2 weeks. Cultures were observed daily
to measure growth rate and for colony description according
to the protocols of Ellis [22] and Ju and Rogers [23].
Anamorphic structures were observed, measured, and
photographed with a brightfield microscope; colony and pig-
ment colors were determined with the Methuen Handbook of
Colour [24]. The strain was identified asNodulisporium sp. by
its macro- and microscopic features and following the keys
and diagnosis of Ellis [22] and Ju and Rogers [23].

This identity was confirmed by sequence analysis of the
ITS1-5.8S-ITS2 region amplified by polymerase chain reac-
t ion (PCR) using the forward primer ITS1F (5 ′-

R. E. Sánchez-Fernández et al.



CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA-3′) [25], and the re-
ve r se pr imer ITS4-A (5 ′ -CGCCGTTACTGGGG
CAATCCCTG-3′) [26]. For this purpose, total genomic
DNAwas extracted from a 5 days culture in PDB, incubated
at 29 °C at 180 rpm, following the modified protocol by Akins
and Lambowitz [27]. The PCR reaction was carried out in
50 μl reaction volume containing 5 μl 1× PCR Buffer 10×
(Invitrogen); 1.25 mM of each dNTP (Invitrogen); 2 mM
MgCl2, 25 pM each primer, 300 ng (150 ng/ml) genomic
DNA, and 1 U Taq polymerase (Invitrogen). DNA amplifica-
tionwas performed in a Thermal Cycler PCR (GeneAmp PCR
System 2400, Applied Biosystems, CA, USA) consisting of
an initial denaturing step at 94 °C for 1 min, followed by
30 cycles of 1 min at 94 °C, 45 s at 52 °C; 1 min at 68 °C,
and a final extension step for 10 min at 68 °C. PCR amplifi-
cation product was separated by electrophoresis in 0.8 % (w/v)
agarose gel (Invitrogen), stained with ethidium bromide
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) in 1× Tris-Acetate-
EDTA (TAE) buffer, at 90 V for 40 min; and, visualized under
a UV transilluminator (UVP Dual-Intensity Transilluminator,
Upland, CA, USA). The fragment size was estimated by com-
parison with a TrackIt 100 pb ladder (Invitrogen) [28]. The
sequence was obtained from Laragen Inc. (UT, USA).
Alignment and editing were done with BioEditProgram v
7.0.5. The edited sequence was aligned in the GenBank data-
base using BLASTN program [29], and deposited. The
GenBank accession number of the Nodulisporium sp.
GS4s2II1a sequence is depicted in the “Results” section.

Simple Direct Antagonism Bioassays with Plant
Pathogenic Oomycetes and Fungi

The fungus Nodulisporium sp. GS4d2II1a and the plant path-
ogenic microorganisms were paired opposite to each other in
9 cm Petri dishes with PDA. The endophyte inoculum was
placed on the medium 3 days before the antagonism bioassay.
The plant pathogens utilized were: the oomycetes Pythium
aphanidermatum, Pythium ultimum, Pythium polytylum,
Phytophthora capsici , Phytophthora palmivora ,
Phytophthora cinnamomi, and Phytophthora parasitica, in
addition to the fungi Fusarium oxysporum and Alternaria
solani [30]. The microorganisms were incubated at 28 °C in
12:12 h light–dark photoperiod and the outcome of the inter-
actions was determined after 22 days. The main considered
outcomes were: (1) inhibition at distance, where the compet-
itor’s mycelia did not meet; (2) partial replacement, where the
Nodulisporium strain grew over its competitor but the myce-
lium never reach the opposite side of the plate; (3) replace-
ment, where the Nodulisporium strain completely grew over
its competitor [11]. Percent of inhibition was determined at 4,
8, 11, and 22 days of incubation by measuring the radius of
each mycelium near the interaction zone (defined as a), and
compared to their respective controls that are within the radius

of the mycelium, far from the interaction zone (defined as b)
with the following equation:│(a−b /b)│×100. In order to
confirm whether or not Nodulisporium sp. GS4d2II1a could
kill the plant pathogens, the recovery of these pathogens was
evaluated from a 22-day antagonistic interaction assay by
transferring an inoculum (5 mm) of the interaction zone with
Nodulisporium sp. GS4d2II1a to a new Petri dish with PDA,
and incubating it under the same conditions. The growth of the
plant pathogens, of Nodulisporium sp. GS4d2II1a, or both,
was observed after 8 days incubation.

Multiple Direct Antagonism Bioassays with Plant
Pathogenic Oomycetes and Fungi

Nodulisporium sp. GS4d2II1a is a fungus of rapid growth;
therefore, to determine if this fungus can inhibit the growth
of the plant pathogens at distance, possibly due to VOCs pro-
duction, we performed multiple antagonism bioassays using
15 cm PDA plates with four 5-mm diameter inocula of
Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Initially, the Nodulisporium
sp. GS4d2II1a inocula was placed at the center of the plate
and was grown at 28 °C for 3 (Nod3), 5 (Nod5), 7, and during
9 days. At each incubation time, the oomycetes and fungi were
inoculated around the Nodulisporium sp. GS4d2II1a colonies
and at the edge of the plate. After inoculation, these plates
were re-incubated under similar conditions. The plant patho-
gens tested were the same used in the simple direct antago-
nism assays. The outcome of the interactions and percentage
of inhibition were determined at 2, 4, 6, and 8 days of antag-
onism. The percent of inhibition was calculated by measuring
the radius of each mycelium and comparing this with their
respective controls. Control cultures consisted of PDA plates
inoculated with only the plant pathogens, under the same
conditions.

Antagonism Bioassays with Plant Pathogenic Oomycetes
and Fungi in Divided Petri Dishes

Bioassays were performed in 9-cm divided Petri plates with
the two compartments containing 10 mL PDA. The plate di-
viding wall prevented the diffusion of the soluble compounds
produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a, but did allow the
free exchange of VOCs [31]. Antifungal activity of VOCswas
tested against the plant pathogenic microorganisms
P. aphanidermatum, P. capsici, P. cinnamomi, P. parasitica,
F. oxysporum, and A. solani at three incubation times of
Nodulisporium sp. GS4d2II1a growth. An inoculum of
Nodulisporium sp. GS4d2II1a was placed in one of the com-
partments of the plate and incubated at 28 °C in 12:12 h light–
dark photoperiod, for 3, 5, and 7 days before the bioassay. The
inoculum from the plant pathogenic fungi and oomycetes was
then placed in the other dish compartment. The plate was
sealed with Parafilm® and incubated as above. The bioassays
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were made by triplicate. Control cultures were obtained by
growing each plant pathogen alone, under the same condi-
tions. Results of the bioassays were observed for 7 days.
Percentages of growth inhibition were calculated after 2, 3,
4, and 7 days of antagonistic interaction by measuring the
colony diameter of the each plant pathogenic fungi and
oomycete and comparing with the respective controls [31].

Cultures of Nodulisporium sp. GS4d2II1a and Obtaining
of the Secondary Metabolites

Cultures of Nodulisporium sp. GS4d2II1a were performed on
15-cm PDA plates containing 50 ml of culture medium. The
inoculum consisted of a 5-mm diameter agar plug of the grow-
ing periphery of an 8-day culture of Nodulisporium sp.
GS4d2II1a growing in PDA and then placed on the center of
10 PDA plates. Plates were incubated for three weeks at 28 °C
in a 12:12 h light–dark photoperiod under fluorescent light. At
the end of the incubation time, the mycelia were fragmented
into small pieces and extracted with dichloromethane CH2Cl2
(500 ml×3). The organic phase was filtered over anhydrous
Na2SO4 and concentrated in vacuo. The extract obtained was
a brown solid with a yield of 51.22 mg/50 ml of PDA.

Determination of Antifungal Activity of the Secondary
Metabolites Against Plant Pathogenic Fungi and Fungoids

The antifungal bioassay with the dichloromethane extract was
carried out with the plant pathogens P. ultimum, P. capsici,
A. solani, and F. oxysporum. The extract was evaluated at
250 μg/ml on the radial growth of the microorganisms by
dissolving the extract in 300 μl of methanol, and diluting this
in PDA plates by quadruplicate. Plates were inoculated with a
5-mm diameter agar plug of each microorganism and incubat-
ed at 28 °C in 12:12 h light–dark photoperiod. The commer-
cial fungicides Ridomil 4E® (Metalaxyl: 2-[(2,6-dimethyl-
phenyl)-(2-methoxy-acetyl)-amino]-propionic acid methyl es-
ter), and Prozicar® (carbendazim: methyl benzimidazol-2-yl-
carbamate), for fungoids and fungi, respectively, were used as
positive controls. Plates with PDA and PDA with 300 μl of
methanol were used as negative controls. Percent of inhibition
were calculated after 4 days incubation of the plant pathogens
by measuring the mycelium diameter of each microorganism
and comparing with the controls [32].

Qualitative Analysis of VOCs

The analysis of VOCs was carried out in solid phase micro
extraction (SPME) vials with a polypropylene hole-cap and
PTFE/coated silicone septa, containing 15 ml PDA. In order
to tentatively identify the VOCs responsible of the biological
activity, and to determine their changes when Nodulisporium
sp. GS4d2II1a is interacting with a plant pathogen, we

performed VOCs identification by triplicate under the follow-
ing conditions: (1) A Nodulisporium sp. GS4d2II1a culture,
grown for 3 days (Nod3); (2), another culture grown for 5 days
(Nod5); (3) a P. aphanidermatum culture grown for 2 days.
For intra- and interspecific interactions: (4) a 5-day antagonis-
tic interaction of two Nodulisporium sp. GS4d2II1a inocula,
placed 2 cm apart (Nod-Nod); and (5) a Nodulisporium sp.
GS4d2II1a inoculum placed in a SPME vial and, after 3 days
incubation, a P. aphanidermatum inoculum placed 2 cm apart
(Nod-Pyt). The Nod-Pyt VOCs analysis was performed after
2 days of antagonistic interaction. The inoculum size was
5 mm diameter from 3 days culture of Nodulisporium sp.
GS4d2II1a (Nod3), and 1-day culture of P. aphanidermatum.

VOCs in the headspace (HS) of the treatments were obtain-
ed by SPME. The SPME fiber (2 cm, 50/30 μm DVB/
Carboxen/PDMS fiber, Supelco Bellefonte, PA, USA) was
conditioned for 40 min at 250 °C, placed in the HS of the vials
and exposed to the vapor phase during 60 min. The fiber was
directly inserted into the Agilent 6890N series GC inlet
(Agilent Technology, Palo Alto, CA, USA), at 300 °C,
splitless mode. The desorption time was 2 min, and the
desorbed compounds were separated on a 10 m×0.18 mm×
0.18 μm, DB-5MS capillary column, using the following GC
oven temperature program: 3min at 40 °C up to 300 °C during
5 min, at 20 °C/min. Helium was used as the carrier gas at a
flow rate of 1 ml/min. The GCwas coupled to a LECO time of
flight mass spectrometer (MS-TOF, Leco Corporation, St.
Joseph, MI, USA) operating at unit resolution. The electronic
ionization energy was 70 eV, and the mass range scanned was
33–500 uma. Scan rate was 20 spec/s. Transfer line and ion-
ization chamber temperatures were 250 °C and 200 °C respec-
tively. Data acquisition and processing were performed with
LECO ChromaTOFTM software system. The volatile com-
poundswere tentatively identified based on theirMS fragmen-
tation patterns and Kovats Index, calculated in relation to the
retention times of a series of alkanes (C8–C20). Both were
compared with chemical compounds data gathered by
Adams [33] and the spectral database of the National
Institute of Standards and Technology (NIST). Conclusive
identification was made by comparing the MS and Kovats
Index of compounds with available authentic standards pur-
chased from Sigma-Aldrich (≥98 % purity). The authentic
standards were: 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, β-
pinene, α-terpinene, eucalyptol, limonene, o-cymene, γ-
terpinene and β-caryophyllene, as shown in Table 3. Since
the objective was not the determination of absolute
quantities of each compound, we determined the relative
amounts of individual components of the treatments.
The relative quantities were expressed as percentages
of the peak area within the total peak area and as an
average of the three replicates.

In order to evaluate the metabolites present in the culture
medium, comparable analyses were performed with vials
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containing only PDA, and the identified compounds were
removed from the data analyses.

Statistical Analysis

Experimental results regarding plant pathogens inhibition in
the antagonism bioassays were analyzed by t-tests utilizing
GraphPad Prism ver. 6.0 statistical computer software
(GraphPad software, La Joya, CA, USA). Experimental re-
sults considering the inhibitory effect of the extract were ana-
lyzed by analysis of variance (ANOVA, α=0.05), and Tukey
statistical tests using the GraphPad Prism ver. 6.0 statistical
software [31]. Data are represented as mean±standard devia-
tion (SD). A P value of <0.05 (*) was used to indicate statis-
tical significance.

We visualized in a Venn diagram the distribution of the
VOCs produced by the treatments [5, 34]. However, due to
the complexity in the VOCs profiles induced by the experi-
mental conditions, the results provided by the Venn diagram
were difficult to describe. Therefore, we performed a multiple
correspondence analysis (MCA) [35, 36] to separate and com-
pare the volatile profiles produced between treatments. MCA
was used to determine the treatment-specific profile of VOCs
production according to their diversity of chemical families
(i.e., monoterpenes, alkanes, ketones, etc.), and relative abun-
dance (low, medium, or high). Additionally, we assessed the
VOCs profile of Nodulisporium sp. GS4d2II1a and its possi-
ble changes associated to time and the kind of interaction. For
the model, we included the treatment (Nod3, Nod5, Nod-Nod,
and Nod-Pyt); the VOCs shared between two, three, or four
treatments, altogether with the chemical family and the rela-
tive abundance of those compounds found exclusively on one
treatment. For the relative content of VOCs, we used percen-
tile distribution for each experimental condition, and separated
the compounds into low (<33.3 %), medium (33.3–66.7 %),
and high (>66.7 %) relative area percentage. MCA was per-
formed using Statistical Analysis Software (SAS 9.0, SAS
Institute, Cary, NC, USA), and graphs were constructed with
Prism 6.0 (GraphPad software, La Joya, CA, USA).

Results

Fungal Identification

According to its macro- and micromorphological features, the
strain GS4d2ll1a was identified asNodulisporium sp. [22, 23].

Nodulisporium strain GS4d2ll1a presented the following
cultural and morphological characteristics. The colony grown
on PDA at 28 °C showed a fast growth and covered a 8.5 cm
Petri dish in 1 week; with a growth rate of 10.42 cm2/day; it
was at first whitish (M5A1), becoming buff brown (M6E3)
with sporulation, velvety, reverse dark brown (M7F3).

Sporulation was restricted to the center of the colony
(Fig . 1a) . Conid iophores were macronematous ,
momonematous, penicilliate branched toward the apex, hya-
line to light brown, smooth to finely roughened, 1.5–2 mm;
conidiogenous cells were hyaline to light brown (7.8–21×
2.5–3.8 μm), and bore smooth, ellipsoidal or ovoid, light
brown to brown one-celled conidia (5–7.5×2.7–2.7 μm)
(Fig. 1b–e).

The colony on OA incubated at 28 °C in darkness grew
slower than in PDA, covering the Petri dish in 2 weeks.
Mycelium was white, becoming brown (M6E5) with sporula-
tion, reverse uncolored. Sporulation was present over the en-
tire surface of the colony. Conidiogenous structure
Nodulisporium-like had a central axis and additional
branches, resulting in a complex structure; it was from hyaline
to yellowish and from smooth to finely roughen.
Conidiogenous cells and conidia were similar in shape and
size to those described in PDA.

While morphological features depicted the anamorphic
stage of the isolate as Nodulisporium sp., comparison of the
ITS1-5.8-ITS2 sequence into the GenBank database gave the
highest similarity (99 %) with the species Hypoxylon
anthochroum (accession no. KF192825 and JN660819, with
95 % coverage), and Hypoxylon griseobrunneum (accession
no. KC968928, with 96% coverage), whose anamorphic state
is Nodulisporium. GenBank accession number of the ITS1-
5.8-ITS2 sequence of the GS4d2II1a strain is KM516709.

However, the macro and microscopic morphology, with its
Nodulisporium-like branch pattern, supports the identification
of the GS4d2II1a strain as Nodulisporium sp., anamorph of
H. anthochroum, and not of H. griseobrunneum that presents
a Vigariella-like conidogenous structure [23, 37].

Direct Antagonism Bioassays with Plant Pathogenic
Oomycetes and Fungi

In the direct confrontation bioassay, the Nodulisporium
GS42d2II1a strain first inhibited the growth of the plant path-
ogens with or without direct contact of their mycelia, followed
by growth of its mycelia over the pathogens colony. After
4 days of antagonistic interaction, Nodulisporium sp.
GS4d2II1a totally inhibited growth of P. capsici ,
P. cinnamomi, and P. parasitica, but did not inhibit
P. aphanidermatum. Then, after 8 days interaction,
Nodulisporium sp. GS4d2II1a grew over the pathogens colo-
nies (partial replacement), and totally inhibited to P. ultimum,
P. capsici, P. cinnamomi, P. parasitica, F. oxysporum and
A. solani , while partially affecting the growth of
P. aphanidermatum (15 %). Finally, after 11 days incubation,
and up to 22 days of interaction, Nodulisporium sp.
GS4d2II1a completely replaced six of the nine pathogens test-
ed: P. aphanidermatum , P. capsici , P. palmivora ,
P. cinnamomi, P. parasitica, and A. solani (Table 1).
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Table 1 Percent of inhibition and outcome in the direct antagonisms bioassays betweenNodulisporium sp. GS4d2II1a and plant pathogenic fungi and
oomycetes

Plant pathogen % Inhibition Outcome of interactiona Recovery after 8 days

4 days 8 days 11 days

Pythium aphanidermatum −1.7±14.4b 15.0±0.0 100.0±0.0* Replacement No

Pythium ultimum 62.5±3.5* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Partial replacement Yes

Pythium polytylum 87.5±3.5* 73.3±2.8* 100.0±0.0* Partial replacement Yes

Phytophthora capsici 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Replacement No

Phytophthora palmivora 45.0±0.0* 82.5±3.5* 100.0±0.0* Replacement Yes

Phytophthora cinnamomi 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Replacement No

Phytophthora parasitica 100.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Replacement No

Fusarium oxysporum 73.3±2.8* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Partial replacement Yes

Alternaria solani 72.0±0.0* 100.0±0.0* 100.0±0.0* Replacement Yes

a Outcome determined at 22 days of antagonic interaction: inhibition at distance, where the competitors mycelia did not meet; partial replacement, where
the endophytic Nodulisporium GS4d2II1a grew over its competitor but the mycelium never reach the opposite side of the plate; replacement, where the
endophyticNodulisporiumGS4d2II1a completely grew over its competitor [11]. Percent of inhibition is showed asmeans with standard deviation (n=3).
*P<0.05
bNegative values mean growth stimulation

Fig. 1 Nodulisporium sp.
GS4d2II1a anamorph of
H. anthochroum. a Colony on
potato-dextrose–agar (PDA) after
7 days of growth at 28 °C. b, c
Penicilliate branched
conidiophores, smooth or slightly
roughened; d conidiogenous cells
bearing smooth, ellipsoidal or
ovoid, light brown to brown
conidia, stained with lactofuchsin,
×750; e conidiogenous cells with
ovoid conidia, stained with
lactofuchsin, ×950
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Figure 2 shows Nodulisporium sp. GS4d2II1a colonies grown
for 4 (Fig. 2a) and 8 (Fig. 2b) days; P. capsici colonies grown
for 4 (Fig. 2c) and 10 (Fig. 2d) days; and P. aphanidermatum
colony at 4 days (Fig. 2e) of growth. Figure 2 also shows the
antagonistic interaction between Nodulisporium sp.
GS4d2II1a with P. capsici at 4 (Fig. 2f) and 10 (Fig. 2g) days,
and with P. aphanidermatum at 4 (Fig. 2h) and 21 days
(Fig. 2i), where it is evident how Nodulisporium sp.
GS4d2II1a overgrows on both pathogens.

Additionally, Nodulisporium sp. GS4d2II1a killed the
oomycetes P. aphanidermatum, P. capsici, P. cinnamomi,
and P. parasitica, since they were not recovered; and, in the
direct antagonism bioassays, the mycelium of those pathogens
was replaced by the endophyte. In addition, although
Nodulisporium sp. GS42d2ll1a partially (P. ultimum,
P. polytylum, and F. oxysporum) or totally (P. palmivora and
A. solani) replaced the mycelia of the pathogens, it did not kill
them but inhibited their growth (Table 1).

Multiple Direct Antagonism Bioassays with Plant
Pathogenic Oomycetes and Fungi

The antifungal activity of Nodulisporium sp. GS42d2ll1a was
present after 3 and 5 days of growth, and reached its maximum
inhibitory effect after 5 days of incubation; therefore, only the

corresponding percent of inhibition at these two culture times
is presented.

From 2 to 6 days of incubation in the antagonistic
interaction, between Nod3 or Nod5 and the plant path-
ogens, the endophyte inhibited growth of the pathogens
at distance. This was probably due to the VOCs with
antifungal properties production. After 2 days of antag-
onistic interaction, between the Nod3 culture and the
pathogens, Nod3 mainly reduced the growth of
A. solani (25.4 %). After 4 days, it mainly inhibited
to P. aphanidermatum (49.2 %) and F. oxysporum
(32.0 %). After 6 days of antagonistic interaction, the
highest suppression effect of Nod3 was observed on
F. oxysporum (73.8 %) and on P. aphanidermatum
(62.6 %); and, after 8 days A. solani (75.4 %),
F. oxysporum (72.5 %), and P. aphanidermatum
(72.6 %) were the most affected. However, at this time
of interaction there were mycelial contact between these
colonies and Nodulisporium sp. GS42d2ll1a (Table 2).
Finally, Nodulisporium sp. GS42d2ll1a kept growing in
all samples until the colony met the nine plant pathogen
colonies and began to grow over them.

On the other hand, Nod5 inhibited at distance the
competitors, but also limited its own growth. The reduc-
tion of the plant pathogens growth at distance, after
2 days of antagonistic interaction, was significant,

Fig. 2 Colonies of Nodulisporium sp. GS4d2II1a, P. capsici and
P. aphanidermatum at different days of growth, and replacement of
P. capsici and P. aphanidermatum by Nodulisporium sp. GS4d2II1a.
Nodulisporium sp. GS4d2II1a at 4 (a) and 8 days (b) of growth.
P. capsici at 4 (c) and 10 days (d) of growth. P. aphanidermatum at

4 days of growth (e). Nodulisporium sp. GS4d2II1a growing over
P. capsici at 4 ( f ) and 10 days (g) of antagonistic interaction.
Nodulisporium sp. GS4d2II1a growing over P. aphanidermatum at 4
(h) and 21 days (i) of antagonistic interaction
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mainly on P. aphanidermatum (58.8 %) (Table 2). This
reduction continued during several days of antagonistic
interaction. At day four, a growth reduction of 45.8,
41.0, and 78.1 % on A. solani, P. cinnamomi and
P. aphanidermatum, respectively, was observed. After
6 d a y s a g r ow t h i n h i b i t i o n o f 6 7 . 0 % on
F. oxysporum, and of 51.0 % on A. solani, was detect-
ed, and was conserved on P. aphanidermatum (78.5 %)
(Fig. 3). And, after 8 days of antagonistic interaction,
the inhibition was mainly due to contact of mycelia.
Figure 3 shows the effect of Nod5 VOCs production
on growth of the plant pathogens after 6 days of antag-
onistic interaction.

Finally, when Nodulisporium sp. GS4d2II1a was
grown for 7 and 9 days, its mycelium almost covered
the plate surface and contacted the plant pathogens col-
onies and rapidly suppressed their growth (data not
shown); therefore, these times did not allow observation
of the distance inhibition.

Antagonism Bioassays with Plant Pathogenic Oomycetes
and Fungi in Divided Petri Dishes

Bioactivity of VOCs was statistically significant (P<0.05)
after 3 days of Nodulisporium sp. GS42d2II1a growth
(Nod3). It only suppressed P. parasitica (29.7±3.7 %),
P. cinnamomi (18.1±4.3 %), P. capsici (25.7±1.2 %), and
F. oxysporum (21.6±1.0 %) after 3 days of antagonism.
VOCs were not active after 5 and 7 days of the fungal culture.

Determination of Antifungal Activity of the Secondary
Metabolites from Nodulisporium sp. GS42d2II1a

The dichloromethane extract did not significantly inhibit the
growth of the tested microorganisms.

Analysis of VOCs: Similarities and Diferences
Among Treatments

Nodulisporium sp. GS4d2II1a produced a mixture of vol-
atile secondary metabolites when cultured in vitro for 3
(Nod3), and 5 (Nod5) days, in interspecific interaction
with P. aphanidermatum (Nod-Pyt), and in intraspecific
interaction with other inoculum of Nodulisporium sp.
GS4d2II1a (Nod-Nod). In total, 70 metabolites were de-
t e c t e d i n f o u r o u t o f t h e f i v e t r e a tm e n t s
(P. aphanidermatum did not produce VOCs). The
VOCs produced were mainly terpenes (mono and ses-
quiterpenes) that represent at least 63 % of the total. In
particular, the monoterpenes were more abundant in
Nod-Pyt, and the sesquiterpenes in Nod-Nod interac-
tions. The VOCs produced in less proportion were al-
kenes, benzene derivatives, esters, alkanes, alkynes,
amines, ketones, alcohols, and carboxylic acids
(Fig. 4). Table 3 shows the total number of metabolites
detected and listed by retention index (RI). Figure 5
lists the ten VOCs with highest fiber affinity, in each
treatment, and their relative content. These metabolites
represent 79.7 % in Nod3; 59.4 % in Nod5, 60.9 % in
Nod-Nod; and, 72.5 % in Nod-Pyt of the total area,

Table 2 Percent of inhibition at 2, 4, 6 and 8 days of antagonistic interaction in the multiple direct antagonisms bioassays between Nodulisporium sp.
GS4d2II1a and plant pathogenic fungi and oomycetes

Plant pathogen % Inhibition

2 days 4 days 6 days 8 days

Nod3a Nod5b Nod3 Nod5 Nod3 Nod5 Nod3 Nod5

Pythium aphanidermatum 17.8±5.7* 58.8±6.4* 49.2±0.8* 78.1±4.8* 62.6±4.8* 78.5±4.0* 72.6±13.7* 100.0±0.0*

Pythium ultimum 5.1±4.6 33.3±4.1* 5.6±3.5 39.2±2.8* 33.3±10.4* 30.3±2.6* 50.0±3.1* 100.0±0.0*

Pythium polytylum 4.4±4.0 34.6±13.1* 12.9±5.7 33.3±10.9* 46.9±9.9* 37.3±5.7* 55.9±6.9* 100.0±0.0*

Phytophthora capsici -6.4±3.4 42.1±5.3* 13.0±6.2 31.4±9.8* 54.4±7.1* 34.5±10.3* 65.9±21.8 100.0±0.0*

Phytophthora palmivora 5.1±11.7 34.8±11.4* -2.1±3.6 26.9±5.4* 38.7±10.3 28.0±4.8* 49.9±5.6 100.0±0.0*

Phytophthora cinnamomi 13.6±3.5* 23.7±9.2* 32.0±8.0* 41.0±2.2* 38.1±2.5* 42.6±2.1* 66.7±1.8* 100.0±0.0*

Phytophthora parasitica 10.2±4.4* 31.4±4.2* 24.8±4.6 26.4±6.1 26.6±9.4 30.0±4.1 8.4±11.3 100.0±0.0*

Fusarium oxysporum 19.1±7.3* 38.3±6.8* 32.0±7.0* 35.1±6.5* 73.8±9.8* 67.0±6.6* 72.5±6.8* 100.0±0.0*

Alternaria solani 25.4±10.7* 38.3±6.8* 23.0±9.8 45.8±7.2* 39.8±0.0* 51.0±3.4* 75.4±3.3* 100.0±0.0*

Percent of inhibition is showed as means with standard deviation (n=3)

*P<0.05
aNod3 Nodulisporium sp. GS4d2II1a 3 days grown
bNod5 Nodulisporium sp. GS4d2II1a 5 days grown
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where eucalyptol was the compound with the highest
affinity in Nod3 and Nod-Pyt, and limonene in Nod5
and Nod-Nod. Additionally, differences among the treat-
ments were evident in the four representative chromato-
grams, where the peaks number and their areas changed
(Fig. 6).

Multiple Correspondence Analysis of VOCs Profiles

The Venn diagram (Fig. 7) revealed a complex pattern of volatile
metabolites production between treatments (days of growth and
type of interaction), since metabolites were produced exclusively
in one treatment or in a mixture of treatments.

Fig. 3 Multiple direct antagonism bioassay betweenNodulisporium sp. GS4d2II1a and plant pathogens after 6 days of interaction. (1) P. cinnamomi, (2)
P. polytylum, (3) P. capsici, (4) P. ultimum, (5) F. oxysporum, (6) P. palmivora, (7) A. solani, (8) P. aphanidermatum, (9) P. parasitica

Fig. 4 Molecule classification of
the volatile metabolites produced
by Nodulisporium sp. GS4d2II1a
and relative content by treatment
(%). Nodulisporium sp.
GS4d2II1a at 3 days (Nod3), and
5 days (Nod5), in the intraspecific
(Nod-Nod) and interspecific
interactions with
P. aphanidermatum (Nod-Pyt)

Antifungal volatile organic compounds from Nodulisporium sp.



Table 3 VOCs identified in Nodulisporium sp. GS4d2II1a cultures grown for 3 days (Nod3) and 5 days (Nod5), in the intraspecific interaction (Nod-
Nod) and in the interspecific interaction with Pythium aphanidermatum (Nod-Pyt)

ID Compounds MW MF RIexp
a RIlit

b Total Area (%)

Nod3 Nod5 Nod-Pyt Nod-Nod Identificationc

1 Unidentified amine 185 675.47 – 0.94 x 0.90 1.49 MS

2 Unidentified amine 151 678.24 – 0.43 0.65 1.02 x MS

3 1H-Pyrazole 68 C3H4N2 680.50 – x 1.06 x x MS

4 Unknown 89 680.55 – x 1.02 x x MS

5 Unidentified ester 142 688.32 – x 3.02 x x MS

6 Tetrahydro-3-methyl-Furan 86 C5H10O 690.18 – x 2.27 x x MS

7 Butyl isocyanatoacetate 157 C7H11NO3 691.68 – 3.66 x x x MS

8 3-Methyl-1-Butanol 88 C5H12O 746.93 747 0.04 x x x MS, KI, STD

9 2-Methyl-1-Butanol 88 C5H12O 752.24 756 x x 0.01 x MS, KI, STD

10 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-Bicyclo
[3.1.0]hex-2-ene (thujene)

136 C10H16 904.82 930 1.89 1.51 3.69 2.68 MS, KI

11 3-Carene 136 C10H16 905.85 1008 x 1.80 x x MS, KI

12 1,2,4-Tris(methylene)-Cyclohexane 120 C9H12 917.32 – x 4.02 x x MS

13 Methoxy-benzene 108 C7H8O 928.64 917 0.02 0.10 x x MS, KI

14 3-Ethylidene-2-methyl-1-Hexen-4-yne 120 C9H12 935.40 – x 0.09 0.08 x MS

15 4-Methylene-1-(1-methylethyl)-Bicyclo
[3.1.0]hexane (sabinene)

136 C10H16 956.00 962 0.17 x 0.08 0.09 MS, KI

16 2,6-Dimethyl-2,6-Octadiene 138 C10H18 973.80 990 0.02 0.18 0.19 x MS, KI

17 α-Myrcene 136 C10H16 981.00 990 1.75 x x 3.07 MS, KI

18 6,6-Dimethyl-2-methylene-Bicyclo
[3.1.1]heptane (β-pinene)

136 C10H16 983.20 979 x 4.83 4.06 3.23 MS, KI, STD

19 2-Pentylfuran 138 C9H14O 989.60 988 0.11 0.16 0.19 0.32 MS, KI

20 5-Methylenecycloocta-1,3-diene 120 C9H12 995.00 – x 0.12 0.15 0.68 MS

21 α-Phellandrene 136 C10H16 999.00 1002 0.41 0.54 1.85 2.27 MS, KI

22 Indane 118 C9H10 1005.20 1028 x x x 0.15 MS, KI

23 1-Ethenyl-2-methyl-Benzene 118 C9H10 1005.90 – x 0.12 x x MS

24 1-Methyl-4-(1-methylethyl)-1,3-
Cyclohexadiene (α-terpinene)

136 C10H16 1012.60 1017 0.64 2.87 2.20 2.58 MS, KI, STD

25 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-Bicyclo
[3.1.0]hex-3-en-2-ol

152 C10H16O 1012.70 1039 x 1.06 x x MS, KI

26 4-Carene 136 C10H16 1018.20 1014 x x 1.18 x MS, KI

27 Unidentified amine 149 C10H15N 1016.60 – x 1.03 x x MS

28 Eucalyptol 154 C10H18O 1025.90 1026 33.22 6.92 22.58 12.83 MS, KI, STD

29 3-Amino-2,6-dimethoxypyridine 154 C7H10N2O2 1027.80 – x x x 0.72 MS

30 Unidentified monoterpene 152 C10H16O 1028.50 – 5.58 x x x MS

31 2,4-Dimethylcyclohex-1-ene-
5-carboxylic acid

154 C9H14O2 1029.70 – 2.93 x x x MS

32 1-Methyl-3-(1-methylethyl)-
Benzene (m-cymene)

134 C10H14 1029.80 1030 9.77 x 4.00 x MS, KI

33 Limonene 136 C10H16 1031.10 1024 7.61 9.85 13.66 13.16 MS, KI, STD

34 1-Methyl-2-(1-methylethyl)-
Benzene (o-cymene)

134 C10H14 1031.80 1022 x 6.86 10.77 x MS, KI, STD

35 Unknown 154 1034.80 – x 1.70 x x MS

36 1-Methyl-4-(1-methylethyl)-
Benzene (p-cymene)

134 C10H14 1037.70 1030 x 0.61 1.53 3.73 MS, KI

37 Unidentified monoterpene 134 C10H14 1041.20 1130 x x 1.19 x MS, KI

38 1,8-Nonadiyne 120 C9H12 1041.60 – x x x 0.82 MS

39 Bicyclo[3.2.1]oct-6-en-3-one 122 C8H10O 1042.90 – x x x 0.65 MS

40 3,7-Dimethyl-1,3,6-octatriene (β-ocimene) 136 C10H16 1049.50 1050 x 0.51 0.11 x MS, KI

41 2,3,4,7-Tetrahydro-1H-indene 120 C9H12 1051.00 – x 1.20 x x MS
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Figure 8 shows the VOCs distribution by chemical family,
and by relative content (% area: low, medium or high) that
uncover the qualitative and quantitative chemical differences

among treatments to provide a clear picture of the VOCs pro-
duction, based on the volatile profile of each treatment. We
observed a profile of VOCs production that varied according

Table 3 (continued)

ID Compounds MW MF RIexp
a RIlit

b Total Area (%)

Nod3 Nod5 Nod-Pyt Nod-Nod Identificationc

42 Unidentified monoterpene 136 C10H16 1059.00 – x x 1.69 x MS

43 3,5-Dimethylanisole 136 C9H12O 1059.50 – x x 1.69 x MS

44 1-Methyl-4-(1-methylethyl)-1,
4-cyclohexadiene (γ-terpinene)

136 C10H16 1060.20 1060 0.85 3.52 3.08 7.70 MS, KI, STD

45 1-Methyl-4-(1-methylethylidene)-
cyclohexene (α-terpinolen)

136 C10H16 1089.40 1088 0.29 1.68 1.35 1.61 MS, KI

46 Caryophyllene-(I1) 204 C15H24 1362.30 – 0.30 0.05 x 0.08 MS

47 Unidentified sesquiterpene 204 C15H24 1366.40 – 1.37 0.79 1.05 1.26 MS

48 β-Caryophyllene 204 C15H24 1383.70 1390 1.76 1.18 1.91 1.93 MS, KI, STD

49 1-Ethenyl-1-methyl-2,4-bis
(1-methylethenyl)-Cyclohexane
(β-elemene)

204 C15H24 1409.30 1389 0.30 0.75 0.10 0.57 MS, KI

50 Isocaryophyllene 204 C15H24 1440.60 1428 0.33 0.28 0.31 0.52 MS, KI

51 Humullene v1 204 C15H24 1455.40 1433 x 0.82 0.30 0.74 MS, KI

52 α-Humullene 204 C15H24 1479.50 1474 0.38 0.20 0.26 0.40 MS, KI

53 4-Methylene-2,8,8-trimethyl-2-vinyl-
Bicyclo[5.2.0]nonane

204 C15H24 1492.00 – 0.15 0.28 0.10 0.33 MS

54 2-Methylene-5-(1-methylvinyl)-8-
methyl-Bicyclo[5.3.0]decane

204 C15H24 1501.20 – 1.42 1.59 1.78 3.02 MS

55 Caryophyllene like 204 1508.80 – 10.98 2.37 5.70 2.23 MS

56 Unknown 176 1512.30 – x 4.44 x x MS

57 Caryophyllene like 204 1513.00 – x x x 4.26 MS

58 Azulene like 204 1513.50 – x 6.04 x x MS

59 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,
4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-
Azulene (γ-gurjunene)

204 C15H24 1515.30 1479 x x x 4.32 MS, KI

60 2-Isopropenyl-4a,8-dimethyl-1,2,3,4,4a,
5,6,8a-octahydronaphthalene
(α-selinene)

204 C15H24 1516.70 1505 x x x 1.93 MS, KI

61 Unidentified sesquiterpene 204 C15H24 1524.60 – 1.03 x x x MS

62 Azulene like 205 C15H25 1525.10 – 0.37 x 1.96 x MS

63 Azulene like 204 C15H24 1525.10 – x x x 5.12 MS

64 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-1,
4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)
-Azulene (δ-Guaiene)

204 C15H24 1525.40 1526 1.63 6.47 x 1.35 MS, KI

65 Azulene like 204 C15H24 1526.50 – x x x 1.70 MS

66 Unidentified sesquiterpene 204 C15H24 1527.40 – x 6.46 x x MS

67 Unidentified alkane 150 1529.70 – x x x 1.44 MS

68 2,4a,5,6,9a-Hexahydro-3,5,5,9-
tetramethyl(1H)benzocycloheptene

204 C15H24 1539.20 1478 2.21 2.84 2.77 3.33 MS, KI

69 Unidentified sesquiterpene 204 C15H24 1548.80 – 1.66 x 0.59 2.19 MS

70 β-Selinene 204 C15H24 1551.20 1509 1.66 1.85 0.85 3.28 MS, KI

aRIexp Kovats indices calculated from retention time data on a DB-5MS capillary column
bRIlit Kovats indices from literature (Adams [34], NIST)
c Identification by comparison withMSmass spectra,KIKovats indices from literature, STD authentic standards purchased from Sigma-Aldrich (≥98%
purity), Nod3 Nodulisporium sp. GS4d2II1a culture grown for 3 days, Nod5 Nodulisporium sp. GS4d2II1a culture grown for 5 days, Nod-Pyt
interspecific interaction with Pythium aphanidermatum, Nod-Nod: intraspecific interaction. (–) The Kovats index was not reported on a DB-5MS
capillary column. (x) The compound was not detected in the treatment
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to the treatment. In particular, monoterpenes were produced in
high proportion by Nod-Nod and Nod-Pyt treatments; on the
other hand, the sesquiterpenes relative abundance was similar
in all other treatments. Thus, the difference between treat-
ments was in accordance to the larger or lesser production of
the diverse chemical family groups, aside from mono
and sesquiterpenes, found in different relative abundance
(% area). For example, alkynes production by Nod5 that
were absent in Nod3. Nod3 is characterized by high
production of esters and other compounds families,
and Nod5 by high production of esters and unknown

compounds. Amines, monoterpenes, and sesquiterpenes
production was constant between Nod3 and Nod5. The
difference is given by the relative abundance of alkanes,
alkenes, alcohols, benzene derivatives, alkynes (absent
in Nod3); unknown metabolites, and other compounds.
On the other hand, monoterpenes and alkenes produc-
tion was constant in intra and interspecific interactions.
The difference between these two treatments was the
chemical families produced in different proportion: al-
kanes, alkynes, amines, alcohols and benzene deriva-
tives, besides the absent ketones in Nod-Pyt.

Fig. 5 The ten VOCs with the highest fiber affinity (% Area) in the different treatments: Nodulisporium sp. GS4d2II1a at 3 days (Nod3), and 5 days
(Nod5), in the intraspecific (Nod-Nod) and interspecific interactions with P. aphanidermatum (Nod-Pyt)
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Figure 9 shows the MCA analysis based on the total vola-
tile composition detailed in Table 3. It is evident the clear
separation or metabolic trends between the four treatments,
and the different chemical composition in each time and kind
of interaction. Each ellipse encloses the metabolites that are
exclusively produced by each treatment at the expense of the
metabolites on the opposite extreme of the plot. Nod3 individ-
ual profile is closer to Nod-Pyt profile; thus, indicating they

share common metabolic trends, and they are distant from
Nod5 and Nod-Nod meaning that there are differences in the
volatile production. Metabolites projected near the origin are
produced by all treatments (18 compounds) and they do not
characterize any volatile profile, they are constitutively pro-
duced. Metabolites outside ellipses are produced by two or
three of the near treatments on the plot in different amounts,
and are not representative of any treatment.

VOCs in Nod3 and Nod5 Treatments

Thirty four VOCs were detected in Nod3 samples, and these
compounds were mainly terpenes—mono and sesquiter-
penes—(Figs. 4 and 8). The compound with the highest fiber
affinity was eucalyptol (33.22 %), followed by a
caryophyllene-like compound (ID 55, 10.98 %), and m-
cymene (9.77 %) (Fig. 5). In addition, 44 VOCs were detected
in the Nod5 treatment (Table 3), and these VOCs were also
mainly mono and sesquiterpenes (Figs. 4 and 8). The com-
pounds with the highest fiber affinity were limonene (9.85 %),
eucalyptol (6.92 %), and o-cymene (6.86 %) (Fig. 5). From
the total VOCs produced, the two treatments shared 23; 5
were exclusively produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a
grown for 3 days and 14 compounds, when grown during
5 days (Figs. 7 and 9).

Fig. 6 Representative chromatograms of the four treatments. a
Nodulisporium sp. GS4d2II1a grown for 3 days in PDA at 28 °C
(Nod3). b Nodulisporium sp. GS4d2II1a grown for 5 days in PDA at

28 °C (Nod5). c Interspecific interaction between Nodulisporium sp.
GS4d2II1a and P. aphanidermatum (Nod-Pyt). d Intraspecific
interaction (Nod-Nod)

Fig. 7 Venn diagram showing the volatile metabolites shared between
treatments. Nodulisporium sp. GS4d2II1a at 3 days (Nod3),
Nodulisporium sp. GS4d2II1a at 5 days (Nod5), intraspecific interaction
(Nod-Nod), and interspecific interaction with P. aphanidermatum (Nod-
Pyt)
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VOCs in Intraspecific Antagonistic Interaction Nod-Nod

Nodulisporium sp. GS4d2II1a VOCs also changed in the an-
tagonis t ic interact ion with another inoculum of
Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Under this condition, 38
VOCs (mainly monoterpenes and sesquiterpenes) were pro-
duced, but 9 compounds were specific to this interaction
(Figs. 4, 7 and 9). The compounds with the highest fiber
affinity were limonene (13.16 %), eucalyptol (12.83 %), and
γ-terpinene (7.70 %) (Fig. 5). On the other hand, from the
total identified VOCs, 24 were also found in the 3-day
Nodulisporium sp. GS4d2II1a growth; and, 24 compounds
in the 5-day growth (Figs. 7 and 9).

VOCs in Interspecific Antagonistic Interaction Nod-Pyt

We analyzed the VOCs production in the interaction between
Nodulisporium sp. GS4d2II1a and P. aphanidermatum, be-
cause P. aphanidermatum was the most affected microorgan-
ism in the multiple antagonism bioassays.

VOCs profile differed in the interspecific interaction and
exhibited antifungal properties because they inhibited

P. aphanidermatum growth completely in the SPME vial. In
this antagonistic interaction, 37 compounds were identified
mainly as mono and sesquiterpenes (Figs. 4 and 8). The com-
pounds with the highest fiber affinity were eucalyptol
(22.58 %), limonene (13.66 %), and o-cymene (10.77 %)
(Fig. 5). From these VOCs, five, compounds were identified
only in the antagonistic interspecific interaction (Figs. 7 and
9), and belonged to Nodulisporium sp. GS4d2II1a, since
P. aphanidermatum did not produce volatile compounds and
this has not been reported previously. The compounds pro-
duced exclusively from the interspecific interaction were 2-
methyl-1-butanol, 4-carene, two unidentified monoterpenes
(ID 37 and 42) and 3,5-dimethylanisole. In addition, from
the total compounds produced, 25 were also found in VOCs
identified during 3 days Nodulisporium sp. GS4d2II1a vial
cultures, and 27 during 5 days vials cultures (Figs. 7 and 9).
On the other hand, 24 out of the 37 detected compounds were
also found in the antagonistic interaction between two
Nodulisporium sp. inocula. From the total VOCs detected,
only 18 were present in all treatments, but in different propor-
tion. These metabolites were: thujene, 2-pentylfuran, α-
phellandrene, α-terpinene, eucalyptol, limonene, γ-terpinene,

Fig. 8 Multiple correspondence
analysis (MCA) of the association
between diversity of the VOCs
belonging to the principal
chemical families and the relative
content of these compounds for
each experimental condition.
aRelative content was based on
the 33.3 and 66.7 % percentile
distribution of the compounds for
each treatment: low, < 33.3 %;
medium, 33.3–66.7 %; and high,
>66.7 % according to the total
area. Nod3 (<0.38, 0.38–1.69 and
>1.69), Nod5 (<0.75, 0.75–2.27,
and >2.27), Nod-Pyt (<0.49,
0.49–1.87, and >1.87), and Nod-
Nod (<0.82, 0.82–2.68 and
>2.68). Arbitrary ellipses have
been drawn to assist interpretation
on the association of each relative
content and the chemical families
associated to these categories.
Note the association between high
relative content and
monoterpenes in the antagonistic
interactions Nod-Nod and Nod-
Pyt and the constant production of
sesquiterpenes in all treatments.
Percentages (%) next to the
chemical family symbol represent
the relative amount of each
chemical family
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α-terpinolen, an unidentified sesquiterpene (ID 47), β-
caryophyllene, β-elemene, isocaryophyllene, α-humullene, 4-
methylene-2,8,8-trimethyl-2-vinyl-bicyclo[5.2.0]nonane; 2-
methylene-5-(1-methylvinyl)-8-methyl-bicyclo[5.3.0]decane,
a caryophyllene like compound (ID 55), 2,4a,5,6,9a-
hexahydro-3,5,5,9-tetramethyl(1H)benzocycloheptene and β-
selinene (Figs. 7 and 9).

Discussion

Nodulisporium sp. GS4d2II1a inhibited the growth of
oomycetes and fungi by replacing their mycelia, partially or
completely, and killed four oomycetes. The mechanisms that
probably mediate these antagonistic interactions are
mycoparasitism, predation or hyphal interference [6, 7, 10].
Further studies should attempt to demonstrate which is the
principal mechanism when these fungi and oomycetes
mycelia interact.

On the other hand, after 2 to 6 days of antagonistic inter-
action between Nod3 or Nod5 and the plant pathogens in the
multiple antagonism bioassay, Nodulisporium sp. GS4d2II1a
suppressed the pathogens at distance, which indicated the pro-
duction of VOCs with antifungal properties as an antagonistic
mechanism. Therefore, we made antagonism bioassays in di-
vided plates to verify if this was the onlymechanism involved,

since the production of antifungal diffusible metabolites could
be present. Additionally, Nod5 also was self-inhibited proba-
bly due to the high VOCs concentration in the plates; or, also
due to production of defense metabolites by the plant patho-
gens (dual antagonism) [10].

Bioactive VOCs production was demonstrated in divided
Petri dish bioassays; however, this inhibition was lower and
on fewer microorganisms than that observed in the simple and
multiple direct antagonism bioassays. Moreover, the dichloro-
methane extract from Nodulisporium sp. GS42d2II1a culture
did not inhibit plant pathogens growth; so, secondary metab-
olites have no significant inhibitory activity in these culture
and extraction conditions. These results indicated that the in-
hibitory effect at distance, observed in multiple antagonisms,
is likely due to a synergistic effect between metabolites dif-
fusible through the culture medium, and VOCs produced by
Nodulisporium sp. GS42d2II1a. Also, the antifungal activity
could result from the volatiles mixture activity and not
just from the activity of one compound. It is known that
VOCs act synergistically to produce the biological ac-
tivity and lose it when they act alone [9, 38, 39]. On
the other hand, the VOCs production could increase or
change in multiple direct antagonistic interactions (inter-
specific interaction); thus, we detected the VOCs pro-
duced in four treatments (Nod3, Nod5, Nod-Nod, and
Nod-Pyt) to verify this hypothesis.

Fig. 9 Multiple correspondence
analysis (MCA) of the VOCs
profile obtained during each
experimental condition. Each
number corresponds to the
compounds presented in Table 3.
aRelative content was based on
the 33.3 and 66.7 % percentile
distribution of the compounds for
each treatment: low, < 33.3 %;
medium, 33.3–66.7 %; and high,
>66.7 % according to the total
area. Arbitrary ellipses have been
drawn to assist interpretation of
the differential volatile profile of
each treatment. Note the clear
separation between time of
growth and kind of antagonistic
interaction
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Like other species of Hypoxylon and Nodulisporium,
Nodulisporium sp. GS4d2II1a produced a mixture of volatile
secondary metabolites when cultured in vitro. They were de-
tected in the four treatments. MCA showed that volatile me-
tabolites changed depending on the fungus age, which is in
agreement with the biological activity observed in the multiple
antagonism bioassays. They also changed in the antagonistic
interaction. This was more evident in Fig. 9, where four dif-
ferent profiles were formed. In addition, Nodulisporium sp.
GS4d2II1a produced 18 compounds constitutively and its pro-
duction did not depend on the fungus age, inoculum size or
whether it was interacting or not with P. aphanidermatum.

The volatiles specific to the intraspecific antagonistic inter-
action Nod-Nod could serve as a signal for recognition of
another Nodulisporium sp. colony. Also, the inoculum size
could affect the outcome of the interaction by changing the
VOCs produced. The VOCs production only during interspe-
cific antagonistic interaction Nod-Pyt—showed that the path-
ogen presence induced production of other metabolites that
were not synthesized in other treatments (de novo biosynthe-
sis), while other were suppressed. De novo biosynthesis of
these metabolites could be achieved through activation of
genes that were suppressed in cultures of Nodulisporium sp.
GS4d2II1a and activated by biotic stress; that is, the presence
of P. aphanidermatum [40]. Induction of terpenes synthesis
has been reported through terpenes synthases activation in the
mixed fermentations of Fusarium spp. with fungi or bacteria
[13, 40, 41]. In this study, three out of the five compounds,
exclusively produced in the interspecific interaction, were
monoterpenes, and these five compounds could have antifun-
gal properties that inhibit competitors, as demonstrated in
studies about co-cultivation of microorganisms for the induc-
tion of antimicrobial secondary metabolites [40]. In addition,
the change in VOCs profile should be determined when
Nodulisporium sp. GS4d2II1a is interacting with other plant
pathogenic fungi or oomycetes, as in the multiple antagonism
bioassays, because the profile might change depending on the
competitors; and, therefore, their biological activity. In addi-
tion, the VOCs produced in the interaction could act against
other plant pathogens. Thus, Nodulisporium sp. GS4d2II1a
likely produce VOCs as a defense mechanism against fungal
competitors inside the host plant, but also as host defensive
responses against plant pathogens and competitors [31].

The qualitative and quantitative changes in the VOCs pro-
file, during the time of the fungal growth and in antagonistic
interaction, were reported previously in wood rotting basidio-
mycetes [12, 14]. In the study conducted by Hynes et al. [14],
it was observed that, although there was no long distance
inhibition between the basidiomycetes Hypholoma
fasciculare and Resinicium bicolor, VOCs production was
detected in both fungi, which changed during the interaction
time. In the case of Nodulisporium sp. GS4d2II1a, we ob-
served that VOCs were a distance defense mechanism in the

antagonistic interactions. However, they also could be present
in antagonistic interactions where no long distance inhibition
was observed.

According to these results, further studies should be carried
out in order to better understand the ecological functions of the
secondary metabolites produced by Nodulisporium sp.
GS4d2II1a by making in vivo test in the host plant
G. sepium to test if Nodulisporium sp. GS4d2II1a can protect
the plants of pathogen attacks by direct inhibition, or by VOCs
production. In addition, further studies in crop protection
might be needed, since the products described in this work
can be useful for biological control against fungal and
oomycetes plant pathogens (mycofumigation); either by using
an inoculum or more of Nodulisporium sp. GS4d2II1a; or
through the interspecific interaction (Nod-Pyt) for the inhibi-
tion; or growth control of plant pathogens in postharvest treat-
ments; or directly in crops. Likewise, the chemical composi-
tion of the extracts should be studied.

Ecological Function and Biological Activity of Identified
VOCs

Terpenes (myrcene, eucalyptol, caryophyllene, terpinene,
among others) produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a
are essential oils components of medicinal plants and fre-
quently produced by fungi [1, 3, 38].

Terpenes are also ecologically significant. They play impor-
tant roles in communication among plants, plant–insects, and
plant–pathogen interactions. Mono and sesquiterpenes have in
some cases antifungal activity, which could constitute an antag-
onistic mechanism during fungal interactions [12, 42].
Sesquiterpenes are useful for invertebrates to communicate
among them, and to localize plant or animal hosts; also, by
plants and fungi to attract insects for propagule dispersal, and
for defense against pathogens. In addition, they are used for
plant growth promotion and as antifungal agents [3, 4, 14, 42].

Some of the compounds produced by Nodulisporium sp.
GS4d2II1a were previously identified from other sources.
Compounds like eucalyptol, β-caryophyllene, β-elemene, γ-
gurjunene, and 3-methyl-1-butanol were also produced by the
endophytic Nodulisporium sp., isolated from Myroxylon
balsamum; and, its VOCs had antifungal activity against plant
pathogens [17]. The compounds limonene, eucalyptol, γ-
terpinene, β-ocimene, 3-methyl-1-butanol, 4-carene, δ-
guaiene and 1,2,4-tris(methylene)-cyclohexane were identi-
fied in the endophyte Nodulisporium sp. CMU-UPE34, iso-
lated from Lagerstroemia loudoni. This fungus has potential
as biocontrol agent for postharvest diseases of citrus fruits
caused by Penicillium expansum and Penicillium digitatum,
and against plant pathogenic fungi [19]. Other endophytic
Nodulisporium spp., isolated from Thelypteris angustifolia
[18], and Persea indica [16], produce 1,2,4-tris(methylene)-
cyclohexane and eucalyptol; and, the endophyte isolated from

R. E. Sánchez-Fernández et al.



Cassia fistula [20], also produces eucalyptol. Their VOCs
inhibit plant pathogenic fungi and oomycetes. On the other
hand, the remaining detected compounds have not been re-
ported previously for the Nodulisporium species.

In addition, the biological functions of several of the individ-
ual VOCs identified from Nodulisporium sp. GS4d2II1a were
previously reported. For example, the monoterpene eucalyptol
or 1,8-cineol is a constituent of essential oils of many medicinal
and aromatic plants, with antimicrobial [43] and antifungal ac-
tivity against Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus [44],
Aspergillus niger [45], and Sclerotinia sclerotiorum.
Furthermore, a fuel potential has been ascribed to this com-
pound [20]. In addition, β-cariophyllene is produced by
F. oxysporum MSA 35 [42] and Talaromyces wortmannii [3,
46]. This sesquiterpene could enhance plant growth and induce
tolerance or resistance to the fungal pathogens Colletotrichum
higginsianum and Botrytis cinerea. Streptomyces globisporus
JK-1 produces β-caryophyllene that inhibits the mycelial
growth, conidial germination, and sporulation of Penicillium
italicum [47]. Also, endophytes such asMuscodor yucatanensis
[31], Phoma sp. [48], and the ectomycorrhizal Paxillus
involutus strains MAJ and NAU [49] produce β-cariophyllene.
Additionally, the monoterpene limonene is an antifungal com-
pound that inhibitsmycelial growth and aflatoxin B1 production
of A. flavus [50]. Limonene also suppresses mycelial growth,
conidial germination, and sporulation of P. italicum [47]. Thus,
eucalyptol, β-cariophyllene, and limonene, some of the com-
pounds found with high fiber affinity, are compounds with an-
tifungal activity that might give the bioactivity to the VOCs
mixture produced by Nodulisporium sp. GS4d2II1a. Finally,
2-methyl-1-butanol and 4-carene, volatile compounds produced
exclusively in the interspecific interaction, were also detected in
endophytes producers of antifungal VOCs [19, 31, 47].

In summary, Nodulisporium sp. GS4d2II1a inhibited
growth, or killed plant pathogens, by emitting VOCs, produc-
ing diffusible metabolites; and, by hyphal interactions that act in
conjunction. These VOCs change qualitatively and quantita-
tively after 3 and 5 days of endophyte culture, and in the intra-
specific and interspecific interaction with P. aphanidermatum.
Finally, volatile compounds could be used as biological control
of plant pathogenic fungi and oomycetes.
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ARTÍCULO  DE REVISIÓN

resumen
Los hongos endófitos habitan en las plantas sin causar síntomas aparentes de enfermedad. La estrecha 
relación que existe entre el endófito y su planta hospedera se considera de gran importancia, ya que el 
hongo es capaz de producir metabolitos bioactivos, así como modificar los mecanismos de defensa de 
su hospedera, permitiendo e incrementando la sobrevivencia de ambos organismos. Estudios recientes 
demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos endófitos para producir compuestos activos que 
le confieren protección a su hospedera contra el ataque de patógenos y herbívoros, constituyendo una 
nueva vía para la obtención de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la agricultura 
y en la medicina. En este trabajo se describen diferentes aspectos relacionados con los hongos endófitos, 
abarcando su definición, descubrimiento, clasificación, interacción con su hospedera, papel ecológico, 
ejemplos de metabolitos secundarios bioactivos, así como estrategias metodológicas para su obtención. 
Por último, se presentan algunos resultados recientes, de estudios realizados en nuestro grupo de trabajo 
mostrando que los hongos endófitos son una fuente potencial de metabolitos secundarios bioactivos.
Palabras Clave: Actividad antimicrobiana, actividad fitotóxica, compuestos bioactivos, hongo endófito, interacción 
hongo-planta, metabolito secundario.

abstract
Endophytic fungi are microorganisms that live inside plant tissues without causing disease symptoms. In 
most cases, their relationship with the host plant is considered beneficial because the endophyte is able 
to produce bioactive metabolites that the host can use as defense mechanisms, and this allows survival 
of both organisms. Recent studies have demonstrated that the endophytic fungus confers protection to 
the host plant against attack by pathogens and herbivores. Since they have the ability to benefit the host 
plant, it is reasonable to think that the diverse bioactive compounds produced by the endophyte might 
exhibit potential applications in agriculture and medicine, and also serve as a source of inspiration for the 
discovery of new and more active molecules. In this paper, some aspects regarding  endophytic fungi are 
described: definition, discovery, classification, interactions with their host plants, ecological role, selected 
examples of bioactive metabolites, host selection strategy, and methodological strategies for their isolation. 
Finally, we show some recent results of our research, which demonstrate that endophytic fungi are promising 
sources of new bioactive secondary metabolites.
Key Words: Antimicrobial activity, phytotoxic activity, bioactive compounds, endophytic fungus, fungus-plant 
interaction, secondary metabolite.
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clasificación de los Hongos endófitos
Los hongos endófitos son un grupo muy diverso y polifilético 
que habitan en diversas partes de las plantas. La mayoría 
pertenecen al phylum Ascomycota, aunque también se han 
encontrado en los Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota13.

Históricamente los hongos endófitos se han clasificado en 
Clavicipitáceos y no Clavicipitáceos, basados en su filogenia 
e historia de vida3,6,14,15. Rodríguez y colaboradores2 (2009) 
los clasifican tomando en cuenta su taxonomía, sus plantas 
hospederas, su evolución y sus funciones ecológicas. En esta 
clasificación se conservan los grupos Clavicipitáceos y no 
Clavicipitáceos, y este último se divide en tres clases (Cuadro I).

Los Clavicipitáceos son los endófitos que colonizan los 
pastos, mientras que los no Clavicipitáceos colonizan las 
plantas no vasculares, helechos, coníferas y angiospermas2,8. 
Existen diversos estudios relativos a los hongos endófitos 
de las zonas templadas, no obstante, la información sobre 
los endófitos de zonas tropicales aún representa un objeto 
potencial de estudio, ya que se tiene información muy limitada 
al respecto2,8. Asimismo, se conoce relativamente poco de la 
naturaleza de la interacción entre las plantas leñosas y sus 
endófitos foliares, a pesar de su abundancia y gran diversidad, 
particularmente en regiones tropicales, donde se ha planteado 
que cada hoja representa un mosaico de diversas especies de 
hongos endófitos2,14. Dreyfuss y colaboradores16 estimaron 
que debe haber aproximadamente 1.3 millones de especies 
de hongos endófitos por descubrir. 

relación Hongo endófito-planta Hospedera
La relación entre los hongos endófitos y su planta hospedera 
puede ir desde el mutualismo hasta la patogénesis 2,4,5. En 
estas relaciones ambos organismos producen metabolitos 
secundarios potencialmente tóxicos. El hongo endófito 
produce factores de virulencia, como exoenzimas y metabolitos 
fitotóxicos, mientras que la planta produce defensas, tanto 
mecánicas como bioquímicas3. En consecuencia, para que 
ambos organismos coexistan se establece entre ellos una 
relación de antagonismo balanceado, que depende de la 
virulencia del hongo y de las defensas de la planta, las cuales 
varían y son influenciadas por los factores ambientales y 
por la etapa de desarrollo de ambos organismos. Cuando los 
factores de virulencia del hongo y las defensas de la planta 
están en equilibrio se establece una relación endofítica y, por 
el contrario, cuando se presenta la senescencia del hospedero 
o se encuentra bajo estrés, el balance se torna a favor del 
hongo y éste se expresa como patógeno, presentándose los 
síntomas de enfermedad3,6.

papel ecológico de los Hongos endófitos
Los hongos endófitos usualmente toman nutrientes y 
protección de su hospedera y algunos de ellos en retribución 

a palabra ‘endófito’ etimológicamente significa 
‘dentro de la planta’ (endon: dentro, phyton: 
planta). En un principio, el término endófito se 
refería a cualquier organismo que colonizara el 

introducción

interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson en 19951 
quien restringió el término únicamente a microorganismos, 
refiriéndose sólo a bacterias y a hongos que no provocan daño 
aparente a la planta hospedera. Actualmente, este término 
se refiere a bacterias, hongos, algas e insectos2-5, en donde 
los hongos son los microorganismos que se han aislado con 
mayor frecuencia como endófitos6.

Los hongos endófitos se definen como microorganismos que 
pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida colonizando los 
tejidos de la planta hospedera, sin causar daño evidente. El 
‘endofitismo’ se refiere a una asociación de costo-beneficio 
no obstructiva, asintomática y transitoria, definida por 
localización (no por función), y que se establece dentro de los 
tejidos vivos de la planta hospedera2-6. Los hongos endófitos 
se han encontrado en todas las plantas (pastos, algas, musgos 
y plantas vasculares), desde las que habitan en el ártico hasta 
los trópicos, así como en los campos agrícolas. De todos 
los ecosistemas del Planeta Tierra, los bosques templados 
y tropicales presentan una gran biodiversidad de plantas y 
éstas parecen albergar también una cantidad significativa de 
hongos endófitos7,8. 

descubrimiento e Historia de los Hongos endófitos
El término ‘endófito’ lo propuso de Bary en 18669 y los primeros 
registros de la presencia de hongos endófitos provienen del 
año 1898, en donde los investigadores formularon la hipótesis 
de que los cuadros toxicológicos observados en animales, se 
debían al consumo de semillas o partes aéreas de los pastos 
Lolium temulentum, L. arvense, L. linicolum y L. remotum 
(Poaceae) infectados con hongos Clavicipitáceos (familia 
del ergot)10. Sin embargo, no se dio continuidad a esta 
suposición hasta que Bacon en 1977, relacionó la presencia 
del hongo Neotyphodium coenophialum a la alta incidencia 
de una intoxicación del ganado denominada “síndrome de 
verano”, debida al consumo de pastos de la especie Festuca 
arundinaceae (Poaceae). En los años 80, Funk describió la 
resistencia al ataque de insectos en los pastos infectados 
con endófitos11 y en 1988, Clay12 propuso que varios hongos 
endófitos Clavicipitáceos son mutualistas que defienden a la 
hospedera del ataque de herbívoros. Posteriormente, varios 
investigadores de múltiples disciplinas como químicos, 
ecólogos, botánicos y micólogos se han dedicado al estudio 
de estos organismos8.

En la actualidad el interés por estos microorganismos ha 
aumentado enormemente debido a que son productores de 
metabolitos secundarios novedosos y con diversa actividad 
biológica.

L
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pueden desempeñar un papel mutualista, ya que pueden 
beneficiarla al inducir su crecimiento, al aumentar su tolerancia 
al estrés y al producir metabolitos secundarios con amplia 
diversidad estructural que le brindan protección y resistencia 
contra herbívoros y/o microorganismos fitopatógenos2,4,5,17.

Un hongo endófito puede producir metabolitos secundarios 
que inhiben a un patógeno en particular o a otros hongos 
endófitos. Sin embargo, puede no inhibir a otros organismos 
de su mismo entorno15. Algunos hongos endófitos inducen los 
efectos alelopáticos de su hospedera a través de la producción 
de metabolitos secundarios o aleloquímicos, es decir, influyen 
sobre el crecimiento y desarrollo de otras especies que 
crecen a su alrededor y que usualmente son competidores 
por el espacio y nutrientes4,5. Incluso se ha visto que ciertos 
hongos endófitos producen los precursores o los metabolitos 
secundarios con actividad biológica, cuya síntesis se le había 
atribuido a la planta4,18,19. Esto se ha observado principalmente 
en las interacciones entre los hongos endófitos y los pastos, 
sin embargo, en plantas leñosas (árboles o arbustos) se ha 
comprobado en escasas ocasiones3,14,18.

Se ha observado que los hongos endófitos pueden contribuir 
a la protección de su hospedera contra factores bióticos 
(patógenos y herbívoros) y abióticos (estrés salino, térmico, 
presencia de metales, etc.), por medio de tres mecanismos:

1) Directos: por medio de enzimas y/o metabolitos secundarios 
con actividad anti-patógeno, producidos directamente por 
el hongo endófito.

2) Indirectos: consisten en la inducción o incremento de 
la expresión de mecanismos de defensa químicos o 
fisiológicos intrínsecos a su planta hospedera.

3) Ecológicos: se llevan a cabo por ocupación del nicho 
ecológico, hiperparasitismo y predación14,17.

Un ejemplo de mecanismo de defensa directo contra los 
patógenos de la hospedera es la producción de compuestos 
orgánicos volátiles (VOCs, por sus siglas en inglés) del hongo 
endófito Muscodor yucatanensis, aislado de Bursera simaruba 
(Burseraceae). Los extractos orgánicos derivados del medio de 
cultivo y del micelio de M. yucatanensis y, principalmente, la 
mezcla de VOCs que produce, son letales para los fitopatógenos 
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y 
Phytophthora parasitica. Algunos de los VOCs identificados 
son: octano, 2-pentilfurano, cariofileno, aromadendreno, 
derivados del naftaleno, entre otros20,21.

El segundo mecanismo de protección a las hospederas 
es evidenciado en la investigación realizada por Waller 
y colaboradores (2005)22, en donde demostraron que la 
resistencia en la cebada (Hordeum vulgare, Poaceae) al ataque 
de microorganismos patógenos es debida a la colonización de 
las raíces por el endófito Piriformospora indica. En las plantas 

Clase 4

Extenso

Raíces

Extensiva

Desconocida

Horizontal

Inhiben el 
crecimiento de 
patógenos y 
producen metabolitos 
secundarios tóxicos 
para los herbívoros

Criterio

Rango de hospederos

Tejidos que colonizan

Colonización in planta

Biodiversidad in planta

Transmisión*

Función ecológica

Clavicipitáceos

Clase 1

Reducido

Tallo y rizomas

Extensiva

Baja

Vertical y horizontal

Incrementan la 
biomasa de la planta, 
confieren tolerancia 
a la sequía y 
producen metabolitos 
secundarios tóxicos 
para los herbívoros

Clase 2

Extenso

Tallos, hojas y 
rizomas

Extensiva

Baja

Vertical y horizontal

Incrementan la 
biomasa de la planta, 
confieren tolerancia 
al estrés biótico y 
abiótico y protegen 
contra los hongos 
patógenos por acción 
de los metabolitos 
secundarios

No Clavicipitáceos

Clase 3

Extenso

Tallos, hojas, corteza, 
flores, frutos

Limitada

Alta

Horizontal

Inducen resistencia 
a las enfermedades, 
protección contra 
los herbívoros 
y modifican la 
sensibilidad al estrés 
abiótico mediante 
la producción de 
los metabolitos 
secundarios

*Transmisión de hongos endófitos en las plantas: vertical, a través de las semillas, y horizontal, se adquieren del medio ambiente.

Cuadro I. Grupos y clases de hongos endófitos.
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inoculadas con el endófito e infectadas con los patógenos 
Fusarium culmorum KF 350 y Cochliobolus sativus fue menor 
la pérdida de la biomasa y la severidad de la enfermedad 
causada por estos microorganismos. Los efectos positivos 
observados están relacionados con la inducción de niveles 
más altos del antioxidante ascorbato, presente en las raíces y 
mediado por acción del endófito P. indica. Este antioxidante 
puede proteger a la hospedera de la muerte celular22,23.

El último mecanismo de protección está bien ilustrado con 
una cepa no patógena de Fusarium oxysporum, denominada 
Fo47, la cual inhibe al patógeno F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici y reduce los síntomas de la pudrición de la raíz en 
el tomate (Solanum lycopersicum, Solanaceae). La inoculación 
en plantas de tomate de una carga de esporas 50 veces mayor 
que la del patógeno, asegura que las esporas de F. oxysporum 
Fo47 compitan con F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici por 
la misma fuente de carbono, lo que reduce la disponibilidad 
de nutrientes para este último microorganismo. Estas cepas 
de Fusarium presentan estrategias similares de colonización. 
En consecuencia, F. oxysporum Fo47 puede ocupar y reducir 
el número de sitios adecuados para la fijación de esporas y la 
colonización del patógeno F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, 
por lo que resulta en un menor número de lesiones sintomáticas24.

Los mecanismos de protección hacia las hospederas pueden 
actuar de manera simultánea bajo diversas condiciones de 
estrés23.

Los hongos endófitos, además de interactuar con su hospedera, 
interactúan entre ellos dentro de la planta. Estas interacciones 
interespecíficas (entre distintas especies de hongos) están 
regidas por: a) mecanismos físicos o directos, como son las 
interacciones entre hifas, la interferencia hifal (micoparasitismo) 
y el contacto de micelio, y b) mecanismos químicos o indirectos, 
los cuales se dan por la producción de compuestos solubles, 
algunos metabolitos primarios, metabolitos secundarios, 
enzimas o por compuestos volátiles efectivos a distancia que 
limitan el crecimiento de las hifas del competidor14,15,18,25-28. Estos 
mecanismos han sido evidenciados en algunas interacciones 
en cultivos in vitro donde los hongos antagonistas producen 
metabolitos secundarios con propiedades antifúngicas o 
muestran una clara interferencia. En la actualidad, son escasos 
los estudios que establecen cuál es el modo de acción y cuáles son 
los compuestos antimicrobianos implicados en las interacciones 
interespecíficas dentro de las comunidades fúngicas en la 
naturaleza25,29-32. Por lo tanto, el estudio químico y biológico de 
estas interacciones conduce al descubrimiento de metabolitos 
secundarios bioactivos estructuralmente diversos y novedosos, 
por lo que este recurso constituye una fuente prometedora de 
moléculas potencialmente útiles para su uso en la agricultura, 
la medicina y la industria. Además, mediante estos estudios 
es posible seleccionar especies útiles como agentes de control 
biológico4,5,21,31,32.

metabolitos secundarios derivados de Hongos 
endófitos y su aplicación en agroquímica y farmacia
Los metabolitos secundarios aislados de hongos endófitos 
poseen una gran diversidad química y algunos de ellos 
presentan esqueletos base no reportados en otras fuentes 
naturales. Así por ejemplo, los alcaloides lolina y sus derivados, 
que comprenden una familia de compuestos pirrolizidínicos, 
presentan un núcleo base de 2-oxa-6-azatriciclo[4.2.1.03,7]
nonano; los indoloditerpénicos tipo lolitrem, que consisten 
en sistemas heterocíclicos de 8 anillos fusionados; los 
indoloditerpénicos paspalitrem, de 7 anillos y los alcaloides del 
ergot tipo ergoclavina y ergopeptina constituyen metabolitos 
secundarios biológicamente activos, exclusivos de hongos 
endófitos Clavicipitáceos3-6,19,33 . 

También se han encontrado muchos compuestos novedosos 
que presentan núcleos heterocíclicos complejos, producidos 
por hongos de diferentes ambientes, como los alcaloides 
espiroquinazolínicos, los alcaloides isoindólicos fusionados 
con un macrociclo como son las quetoglobosinas y las 
citocalasinas. Además, se han aislado diversos anhidropéptidos 
pirazodiónicos, ciclopéptidos y lipociclopéptidos con 
actividad biológica3-6,19,33.

En la literatura se encuentra reportado un número 
considerable de compuestos de origen policétido, incluyendo 
aquéllos que se encuentran ampliamente distribuidos en 
todos los taxones de hongos, como los que han sido aislados 
exclusivamente de hongos endófitos. Muchos consisten en 
macrólidos, así como en diversos compuestos aromáticos 
como bencenos, naftalenos, antracenos, piranos, furanos, 
benzofuranos, cromanos, xantanos, oxepanos y dépsidos3-6,19,33. 

Los hongos endófitos también producen metabolitos 
secundarios con estructuras terpénicas novedosas y exclusivas. 
Los chokoles A-K son compuestos que presentan un esqueleto 
monoterpénico de ciclofarnesano. El guanacastano tiene un 
esqueleto base tricíclico de los compuestos denominados 
guanacastepenos, ambos compuestos son exclusivos de 
hongos endófitos. Del mismo modo, se han aislado compuestos 
con estructuras comunes, pero reportadas únicamente en 
endófitos, por ejemplo tricotecenos, eudesmanos, calamenos, 
fusiococanos y diterpenos tipo sordarina. Los esteroides que 
más se han reportado son los de esqueleto de ergostano3-6,19,33.

Asociada a la diversidad estructural de los metabolitos 
secundarios biosintetizados por los hongos endófitos, 
sobreviene su pluralidad funcional y su aplicación3-6,19,34. 
Un claro ejemplo de la importancia de estos compuestos 
como fuente potencial de fármacos está representado por 
el taxol, un diterpeno aislado del tejo del Pacífico (Taxus 
brevifolia, Taxaceae)33, que se utiliza en el tratamiento de 
cáncer de ovario y de mama, además de otras aplicaciones en 
enfermedades proliferativas de los tejidos4. Su elevado costo 
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lo hace disponible sólo a ciertos sectores de la población35. 
A principios de los años 90, Stierle y colaboradores (1993)36 
sugirieron que los tejidos vegetales de T. brevifolia podrían 
albergar microorganismos endófitos que sintetizaran taxol. 
Posteriormente, Strobel y colaboradores (1993)37 aislaron de 
esta especie vegetal el hongo endófito Taxomyces andreanae 
que tiene la capacidad de sintetizar taxol. En estudios 
posteriores, se encontraron otras especies de microorganismos 
aislados de coníferas capaces de producir taxol, como 
Pestalotiopsis microspora38,39, Periconia sp., Fusarium solani, 
Alternaria sp. y Aspergillus sp.40-42

Por otro lado, debido a la compleja interacción que se establece 
entre los hongos endófitos y su planta hospedera, entre distintas 
especies de hongos endófitos, y otras especies invasoras como 
otros hongos, oomicetos y bacterias, se ha puesto atención 
no sólo en el papel ecológico que pueden desempeñar los 
metabolitos secundarios producidos por los hongos endófitos 
en dichas interacciones, sino en las aplicaciones de estos 
compuestos para el desarrollo de agroquímicos como 
nematicidas, fungicidas, insecticidas y herbicidas4,6. Así por 
ejemplo, el estudio biodirigido del extracto orgánico del hongo 
endófito Phomopsis phaseoli, aislado de un árbol tropical no 
identificado que crece en la Guyana Francesa, permitió el 
aislamiento del ácido 3-hidroxipropiónico, un compuesto con 
actividad nematicida contra Meloidogyne incognita43.

Por otra parte se aislaron dos policétidos de la familia 
de los dépsidos, la uredinina A y el 4-[(2,4-dihidroxi-
3,6-dimetilbenzoil)oxi]-2-hidroxi-3,6-dimetilbenzoato 
de 3-hidroxi-2,5-dimetilfenilo, del hongo Cladosporium 
uredinicola, un endófito de la guayaba (Psidium guajava, 
Rosaceae). Ambos dépsidos presentan actividad herbicida 
inhibiendo el flujo de electrones del agua al metilviológeno, 
actuando como inhibidores de la reacción de Hill en tilacoides 
de espinaca44.

Edenia gomezpompae, un endófito de las hojas de Callicarpa 
acuminata (Verbenaceae), produce varios compuestos con 
potencial antifúngico, incluyendo las preusomerinas EG1, 
EG2 y EG3 y las palmarumicinas CP2, CP17 y CP18. Las 
preusomerinas inhiben significativamente el crecimiento de 
varios endófitos de su misma planta hospedera, así como el 
de diversos microorganismos fitopatógenos de importancia 
económica, como F. oxysporum, Rhizoctonia sp, A. solani, 
P. capsici y P. parasitica25,45,46.

La investigación sobre  endófitos de pastos han demostrado 
que pueden defender a su hospedera del ataque de herbívoros 
por medio de compuestos con actividad insecticida y 
antialimentaria. Existen estudios que han demostrado que 
los alcaloides tipo lolina son efectivos contra los áfidos 
Rhopalosiphum padi47, los heterópteros Oncopeltus faciatus48, 
el coleóptero Popillia japonica49 y el lepidóptero Spodoptera 

frugiperda50. Debido a su baja toxicidad en los mamíferos, se 
están desarrollando métodos sintéticos para su venta como 
insecticidas comerciales51.

Diversos compuestos aislados de hongos endófitos presentan 
actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas, 
Gram negativas y micobacterias. Por citar un ejemplo, en 
el estudio realizado por Zhao y colaboradores (2012)52, se 
reportaron dos compuestos con esa actividad, obtenidos del 
endófito Gliomastix murorum Ppf8, aislado de Paris polyphylla 
var. yunnanensis (Trilliaceae): un esterol el ergosta-5,7,22-trien-
3-ol y un benzofurano el 2,3-dihidro-5-hidroxi-a,a-dimetil-2-
benzofuranometanol. Ambos compuestos presentaron valores 
de CI50 entre 55.65 a 145.36 mg/mL contra Escherichia coli, 
Pseudomonas lachrymans, Bacillus subtilis y Staphylococcus 
haemolyticus52. Por otra parte, en un estudio realizado por 
Rukachaisirikul en 200853, se reportó una amida novedosa, 
la fomoenamida, que presenta actividad antifímica contra 
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Ra. Este compuesto 
se obtuvo del endófito Phomopsis longicolla aislado a partir 
del árbol Garcinia dulcis (Clusiaceae).

Cabe destacar que los estudios sobre hongos endófitos también 
aportan conocimientos sobre metabolitos secundarios aislados 
de hongos de diferentes fuentes, reportados con funciones 
biológicas distintas. Para citar un ejemplo, la fumigaclavina 
C es un alcaloide tipo clavina que fue originalmente aislado 
y reportado por Cole y colaboradores en 197754 como 
una micotoxina alimentaria de Aspergillus fumigatus. 
Posteriormente, Pinheiro y colaboradores en 201255 reportaron 
la actividad antimicrobiana de este compuesto, obtenido a 
partir del extracto acetoetílico de una especie endófita no 
identificada de Aspergillus aislado de la planta medicinal 
Bauhinia guianensis (Fabaceae). La fumigaclavina C es activo 
contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtilis.

En el Cuadro II se presentan ejemplos selectos de metabolitos 
secundarios con actividad biológica aislados de hongos 
endófitos.

Una de las grandes ventajas que representa la disponibilidad 
de un sinnúmero de microorganismos endófitos capaces 
de sintetizar un fármaco o un agroquímico potencial, es 
evitar la necesidad de cultivar o colectar especies vegetales 
silvestres, así como reducir el costo de producción de los 
principios activos56. De la misma forma, se ha propuesto 
que estos metabolitos podrían ser utilizados para desarrollar 
agroquímicos de origen natural, que serían menos perjudiciales 
para el hombre y para el medio ambiente que los compuestos 
químicos sintéticos que actualmente se utilizan en la 
agricultura, ya que los productos naturales pueden interactuar 
con blancos moleculares específicos, afectar procesos 
fisiológicos particulares y presentar menores índices de 
bioacumulación4.
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Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biológica aislados de hongos endófitos.

Hongo endófito / planta hospedera

Neotyphodium lolli 
(Clavicipitaceae).

Endófito de
Lolium perenne (Poaceae).

Endothia gyrosa IFB-E023
(Cryphonectriaceae).

Endófito de
Vatica mangachapo 
(Dipterocarpaceae).

Mycoleptodiscus sp. 
(Magnaporthaceae).

Endófito de
Desmotes incomparabilis 

(Rutaceae).

Penicillium sp. (Trichocomaceae). 
Endófito de

Mauritia flexuosa (Arecaceae).

Aspergillus niger IFB-E003 
(Trichocomaceae).

Endófito de
Cynodon dactylon (Poaceae).

Actividad biológica

Neurotóxico.
Inhibidor de los canales de calcio 

activados por potasio.

Citotóxico.
En líneas celulares de leucemia K562.

Citotóxico.
En líneas celulares de fibroblastos 

humanos IMR-90.

Antimicrobiano.
Contra Staphylococcus aureus, 
Micrococcus luteus y E. coli.

Citotóxico.
En líneas celulares de los carcinomas 
nasofaríngeo epidermoide, cervical 

Hela y colorectal SW1116.

Metabolito secundario / Núcleo base

Lolitrem B57

Alcaloide indolterpénico.

Citocalasina Z1058

Alcaloide policétido isoindólico.

Micoleptodiscina B59

Alcaloide indolterpénico.

Glandicolina B60

Alcaloide a-carbolínico.

Aspernigerina61

Alcaloide piperazínico.
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Metabolito secundario / Núcleo base

Fumitremorgina B.62

Alcaloide indolil dicetopiperazínico.

Pulularina A.63

Depsipéptido.

Bispirrocidina.64

Alcaloide dímero de la pirrocidina.

Grafislactona A.65

Benzocromeno policétido.

Chokol K.66

Sesquiterpeno (2,6-ciclofarnesano, esqueleto 
reportado sólo en endófitos).

Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biológica aislados de hongos endófitos (continuación).

Hongo endófito / planta hospedera

Aspergillus tamarii 
(Trichocomaceae)

Endófito de
Ficus carica (Moraceae).

Pullularia sp. BCC 8613
(Dothioraceae).

Endófito de
Calophyllum sp. (Calophyllaceae).

Neonectria ramulariae
Wollenw KS-246

(Nectriaceae).
Endófito de

un árbol no identificado.

Cephalosporium sp.
IFB-E001

(Incertae sedis).
Endófito de

Trachelospermum jasminoides
(Apocynaceae).

Epichloë festucae
(Clavicipitaceae).

Endófito de
varias especies de pastos

(Poaceae).

Actividad biológica

Antifúngico.
Activo contra los fitopatógenos 

Fusarium graminearum, Botrytis 
cinerea, Phytophthora capsici, 

Phytophthora oryzae.

Antiplasmódico.
Contra Plasmodium falciparum K1.

Antiviral.
Contra el virus del herpes simple 

(HSV-1).

Inhibidor enzimático.
Actúa sobre la prolilpolipeptidasa.

Antioxidante.
Inhibe la peroxidación del ácido 

linoleico.

Atractor de insectos.
Atractor de la mosca Botanophila para 

la propagación de esporas.
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Metabolito secundario / Núcleo base

Guanacastepeno.67

Diterpeno (guanacastano, esqueleto 
reportado sólo en endófitos).

Preusomerina EG1.
25

Bisnaftoespirocetal.

Quetomugilina D.68

Isocromano policétido.

Cordianhídrido B.69

Anhídrido derivado de ácidos grasos.

Roritoxina E.60

Macrólido tipo tricoteceno.

Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biológica aislados de hongos endófitos (continuación).

Hongo endófito / planta hospedera

Hongo CR115 no identificado.
Endófito de

Daphnopsis americana
(Thymelaeaceae).

E. gomezpompae
(Pleosporaceae).

Endófito de
C. acuminata (Verbenaceae).

Chaetomium globosum 
(Chaetomiaceae).

Endófito de
Ginkgo biloba (Ginkgoaceae).

Dwayaangam colodena 
(Orbiliaceae).
Endófito de

  Picea rubens (Pinaceae).

Myrothecium roridum IFB-E091 
(incertae sedis).

Endófito de
raíces de Artemisia annua 

(Asteraceae).

Actividad biológica

Antibacterial.
Contra S. aureus y

Enterococcus faecium.

Antifúngico.
Contra P. capsici, P. parasitica,

F. oxysporum y A. solani.

Antifúngico.
Activo contra Mucor miehei.
Tóxico para Artemia salina.

Insecticida.
Contra el lepidóptero

Choristoneura fumiferana.

Citotóxico.
En líneas celulares de carcinoma 

gástrico SGC-7901 y
hepatocarcinoma SMMC-7721.
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Cuadro II. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad biológica aislados de hongos endófitos (continuación).

Hongo endófito / planta hospedera

Pestalotiopsis fici
(Amphisphaeriaceae).

Endófito de
un árbol no identificado colectado 
en Hangzhou, República Popular 

China.

Pestalotiopsis fici
(Amphisphaeriaceae).

Endófito de
un árbol no identificado colectado 
en Hangzhou, República Popular 

China.

Morinia logiappendiculata
(Amphisphaeriaceae).

Endófito de
Santolina rosmarinifolia 

(Asteraceae), Helichrysum stoechas 
(Asteraceae), Thymus mastichina 
(Lamiaceae) y Calluna vulgarisin 

(Ericaceae).

Phoma sp. (Incertae sedis).
Endófito de

Costus sp. (Costaceae).

Chaetomium sp. (Chaetomiaceae).
Endófito de

Salvia officinalis (Lamiaceae).

Actividad biológica

Antiviral.
Inhibe la replicación del virus de 

inmunodeficiencia humana (HIV-1).

Antifúngico. 
Contra Candida albicans, Geotrichum 

candidum y Aspergillus fumigatus.

Antifúngico. 
Contra Cryptococcus neoformans,

C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei

y C. lusitaniae.

Antifúngico. 
Contra Phytophthora infestans, 

Botrytis cinerea, Pyricularia oryzae
y Ustilago violacea.

Citotóxico.
Contra líneas celulares de linfoma 

murino t L5178Y.

Metabolito secundario / Núcleo base

Cloropupukeananina.70

Dímero policétido prenilado.

Pestalofona C.42

Dímero policétido prenilado.

Moriniafungina.71

Diterpeno tipo sordiarina.

Formaxantona A.72

Dímero de xantona  policétida.

Cocliodinol.56

Alcaloide indólico.
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estrategias de selección de Hospederas útiles para 
el aislamiento de Hongos endófitos
Los antecedentes y consideraciones anteriores, aunados a 
la gran diversidad de especies vegetales existentes a nivel 
mundial, así como a la capacidad que tienen algunos hongos 
endófitos de mejorar los mecanismos de resistencia de su 
hospedera y de protegerla del ataque de posibles enemigos, 
han permitido establecer estrategias de selección de plantas 
hospederas que incrementen la posibilidad de aislar hongos 
endófitos capaces de producir metabolitos secundarios 
bioactivos. Estos criterios incluyen4,73:

1. Plantas sin síntomas de enfermedad que crecen rodeadas 
de otras plantas infectadas por diversos patógenos o 
atacadas por herbívoros (criterio ecológico), las cuales 
pueden estar colonizadas por endófitos productores de 
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas 
e insecticidas.

2. Plantas que crecen en áreas de alta biodiversidad y que, por 
lo tanto, pueden alojar endófitos igualmente biodiversos.

3. Plantas que tienen antecedentes entnobotánicos, que 
se relacionan con algún uso específico o aplicaciones 
relacionadas a los intereses de la investigación, como son 
las plantas con uso en la medicina tradicional (criterio 
etnomédico).

4. Plantas con estrategias especiales para su supervivencia 
o que crecen en ambientes únicos.

5. Plantas endémicas que poseen una longevidad 
inusual, o que han ocupado extensiones de tierra poco 
convencionales.

estrategias metodológicas para la obtención de 
metabolitos secundarios bioactivos
Para el descubrimiento de metabolitos secundarios de 
microorganismos endófitos, se ha aplicado en repetidas 
ocasiones la estrategia metodológica que se indica a 
continuación: en primer lugar, se realiza la selección de las 
hospederas, de acuerdo con los criterios mencionados y se 
lleva a cabo el aislamiento de los hongos endófitos34,73,75,76. La 
caracterización taxonómica de los endófitos puros se lleva 
a cabo mediante el análisis detallado de sus características 
macro y microscópicas, así como mediante el empleo 
de técnicas moleculares modernas77. A continuación se 
realiza la preselección de los microorganismos, mediante 
un criterio ecológico, principalmente con base en las 
interacciones planta-microorganismo4,17,78 y microorganismo-
microorganismo21,25,79,80. En múltiples ocasiones, la observación 
de este tipo de interacciones ha constituido un punto de partida 
para la preselección de especies fúngicas como una fuente 
valiosa de principios bioactivos21,25,81. 

En segundo lugar, es necesario realizar cultivos en pequeña 
escala, con la finalidad de establecer las condiciones óptimas 
de crecimiento de los organismos fúngicos objeto de estudio. 

Posteriormente, se preparan los extractos del medio de cultivo y 
del micelio21,25. A continuación, se realizan pruebas biológicas 
preliminares, las cuales consisten en la determinación del 
efecto biológico de los extractos orgánicos derivados del medio 
de cultivo y del micelio, mediante la utilización de bioensayos 
sencillos y de fácil implementación. Entre los más utilizados 
para detectar posibles agroquímicos se encuentran los ensayos 
de germinación y de crecimiento radicular de diversas especies 
de semillas21,25,82 y el ensayo para detectar inhibidores y 
promotores del crecimiento de plantas, mediante el empleo 
de Lemna minor (Araceae)83. La determinación del potencial 
antifúngico se realiza mediante la medición del efecto de los 
extractos sobre el crecimiento de diversos microorganismos 
fitopatógenos de importancia económica21,25, mientras que 
para evidenciar el efecto insecticida y nematicida se utilizan 
bioensayos sobre diferentes artrópodos y nematodos para 
observar actividad tóxica, ovicida, y/o repelente84.

Por otra parte, para encontrar metabolitos secundarios con 
aplicación terapéutica, existen ensayos para evidenciar 
actividad antimicrobiana, empleando métodos comunes como 
el de difusión en disco, el de dilución en agar y la prueba de 
inhibición sobre el crecimiento radial de microorganismos 
patógenos para los humanos21,25,85-87. Sobre diferentes líneas 
celulares tumorales, para comprobar acción anticancerígena88. 
Para comprobar actividad antiinflamatoria se realizan pruebas 
sobre diferentes líneas celulares y la prueba de enema en 
oreja de ratón89. Para demostrar actividad antidiabética se 
trabaja con ratones90,91 y, por último, mediante la infección 
de células por virus y el método de difusión en pozo con una 
suspensión de células virales, se logra observar la actividad 
antiviral92. Cabe destacar que estas pruebas son sólo una 
muestra representativa de los principales bioensayos utilizados 
y de la actividad biológica puesta en evidencia.

Estas evaluaciones preliminares permiten detectar extractos 
naturales apropiados para la obtención de agentes terapéuticos 
o agroquímicos4,5. En general, los extractos que demuestran 
respuestas positivas en los ensayos de fitoinhibición o 
como inhibidores del crecimiento de microorganismos, se 
consideran candidatos adecuados para la realización de 
otras pruebas biológicas dirigidas a un blanco de acción 
específico en la fisiología o en el metabolismo vegetal o de 
los microorganismos, respectivamente17,44.

Una vez seleccionados los extractos activos se aíslan los 
principios bioactivos mediante estudios químicos biodirigidos. 
Este proceso permite la obtención de los metabolitos 
secundarios con actividad biológica21,25,72. Los compuestos 
naturales activos puros se identifican y, por último, éstos son 
sometidos a ensayos biológicos adicionales con la finalidad 
de explorar de manera más detallada su posible aplicación 
como fármacos o agroquímicos comerciales13,25,44,74. En el 
caso particular de los agroquímicos potenciales, se realizan 
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pruebas de invernadero sobre especies vegetales cultivables 
o sobre malezas para determinar la actividad de tipo pre y 
postemergente87. 

Finalmente, es necesario determinar la toxicidad de los 
compuestos bioactivos y para ello se han desarrollado 
pruebas preliminares sobre los crustáceos Artemia salina y 
Daphnia magna93,94, así como la muerte celular de macrófagos, 
utilizando líneas celulares95. Posteriormente, es necesario 
verificar la toxicidad en mamíferos, en cuyo caso se trabaja 
inicialmente con ratones y cobayos, para posteriormente dar 
inicio a las pruebas clínicas en pacientes y personas sanas96,97.

En este contexto, se muestran a continuación los resultados 
obtenidos a nivel de extractos orgánicos de hongos endófitos 
con potencial antagónico, aislados de las hojas de plantas 
seleccionadas bajo un criterio ecológico, y colectadas en una 
zona de alta biodiversidad como lo es la ‘Reserva Ecológica 
de la Biósfera Sierra de Huautla’ (REBIOSH), ubicada en 
Morelos, México. Esta investigación se realiza actualmente en 
nuestro grupo de trabajo y está enfocada principalmente en la 
obtención de metabolitos secundarios con potencial fitotóxico 
y antimicrobiano con posible aplicación sobre el control de 
malezas, hongos verdaderos y oomicetos fitopatógenos.

Para lograr este objetivo, se aislaron hongos endófitos73,76 
de las hojas sanas de 11 plantas pertenecientes a las 
familias Burseraceae, Celastraceae, Euphorbiaceae, 
Fabaceae, Labiatae y Piperaceae, obteniendo un total de 
4310 aislamientos de hongos endófitos, de los cuales se han 
conseguido 183 morfotipos puros a la fecha, que poseen 
potencial antagónico sobre el crecimiento de otras poblaciones 
de hongos endófitos que emergían al mismo tiempo durante 
las etapas de aislamiento y purificación. Estos resultados 
muestran claramente que las plantas en estudio se encuentran 
colonizadas por un amplio número de hongos endófitos, y 
confirman que el criterio de selección empleado, es decir, 
plantas que crecen en áreas de gran diversidad biológica y 
que no presentan ningún daño por patógenos o herbívoros, 
constituyen una buena estrategia para aislar una gran cantidad 
y diversidad de endófitos4,74.

Con el propósito de obtener los metabolitos secundarios 
producidos por los hongos endófitos y comprobar que poseen 
potencial antimicrobiano y fitotóxico, de los 183 endófitos 
puros, se eligieron 75 para su cultivo, los cuales inhibieron 
significativamente el crecimiento de otros endófitos en las 
interacciones antagónicas observadas durante la etapa de 
purificación. Los hongos seleccionados se cultivaron en 
pequeña escala bajo diferentes condiciones, utilizando como 
medio de crecimiento, caldo papa dextrosa (1 L), incubando 
en condiciones estáticas y en agitación (15 días a 200 rpm), 
en medios sólidos empleando agar papa dextrosa (10 cajas de 
Petri de 10 cm) y en medio a base de arroz (300 g), incubado 

estáticamente por un periodo de 30 días, con fotoperiodo de 
luz artificial-obscuridad 12:12 h, a temperatura ambiente. 
Transcurrido el periodo de incubación, se obtuvieron los 
extractos orgánicos del medio de cultivo y micelio para 
los cultivos en medio líquido y de medio-micelio para los 
cultivos en medio sólido y arroz. El potencial antimicrobiano 
y fitotóxico, de los extractos orgánicos obtenidos se determinó 
cuantitativamente sobre el crecimiento de microorganismos 
fitopatógenos y sobre la longitud de la raíz de plantas modelo, 
utilizando el método de dilución en agar21,25,98,99.

De los de 75 endófitos cultivados en pequeña escala, se 
evaluó la actividad antimicrobiana de los extractos orgánicos 
con los mayores rendimientos. En la Gráfica 1 se muestra el 
potencial antimicrobiano de 36 extractos orgánicos sobre el 
crecimiento de cinco microorganismos fitopatógenos con 
importancia económica, dos hongos verdaderos (Alternaria 
solani y Fusarium oxysporum) y sobre tres oomicetos (Pythium  
aphanidermatum, Phytophthora parasitica y Phytophthora 
capsici). El efecto de inhibición provocado por cada uno de 
los extractos fúngicos evaluados sobre el crecimiento de los 
microorganismos de prueba, se agrupan en alto, moderado y 
bajo, según su actividad antimicrobiana mostrada, donde bajo 
corresponde a inhibiciones del 1-24%, moderado del 25-50% y 
alto del 51-100%, de acuerdo con los intervalos establecidos en 
nuestro grupo de trabajo. El 42% tuvo actividad baja, el 34% 
presentó actividad moderada y el 24% exhibió actividad alta.

Estos resultados demuestran que los metabolitos secundarios 
biosintetizados por más del 50% de los hongos endófitos 
evaluados, poseen actividad antimicrobiana de moderada a 
alta. Por lo que son considerados como candidatos idóneos 
en la búsqueda de nuevos compuestos de origen natural, con 
actividad antimicrobiana, útiles en la agricultura moderna y 
que además posiblemente tengan un papel en la protección 
de su hospedera contra patógenos y herbívoros.

Gráfica 1. Potencial antimicrobiano de los extractos 
orgánicos de hongos endófitos sobre el crecimiento de 
cinco microorganismos fitopatógenos con importancia 
económica.
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Con respecto a la actividad fitotóxica en la Gráfica 2 se muestra 
el efecto inhibitorio de 70 extractos orgánicos sobre la longitud 
de la raíz de las semillas de dos plantas modelo, Amaranthus 
hypochondriacus (Amaranthaceae) y Solanum lycopersicum  
(Solanaceae). De nueva cuenta, el porcentaje de inhibición 
provocado por cada uno de los extractos orgánicos evaluados 
sobre el crecimiento de la raíz de las plantas de prueba se 
agrupan en alto, moderado y bajo, según su actividad fitotóxica 
mostrada, donde bajo corresponde a inhibiciones del 1-24%, 
moderado del 25-50% y alto del 51-100%, de acuerdo con los 
intervalos establecidos en nuestro grupo de trabajo. El 12% 
de los extractos evaluados tuvo actividad fitotóxica baja, el 
22% presentó actividad moderada y el 60% mostró actividad 
alta. Estos datos demuestran que la mayoría de los hongos 
endófitos aislados de plantas de la REBIOSH son excelentes 
productores de compuestos con actividad fitotóxica, útiles para 
el desarrollo de agentes herbicidas alternativos a los usados 
hoy en día. Por otra parte, es posible que estos compuestos 
también contribuyan en la defensa de su planta hospedera, 
protegiéndola de la invasión de algunas plantas o malezas que 
habitan en su comunidad y a su vez pueden ser necesarios 
para su sobrevivencia dentro de su planta hospedera. 

En el presente trabajo se pone en evidencia que los hongos 
endófitos representan candidatos idóneos, para la investigación 
y obtención de compuestos bioactivos.

conclusiones
Desde el descubrimiento de los hongos endófitos como 
productores de metabolitos secundarios tóxicos contra 
herbívoros, comenzó un amplio estudio que agrupa a 
investigadores de diversas áreas con el fin de conocer varios 
aspectos de los endófitos, entre ellos la producción de 
metabolitos bioactivos útiles para la humanidad.

Con los ejemplos proporcionados podemos demostrar la 
importancia del estudio de los hongos endófitos y su potencial 
para la obtención de compuestos bioactivos. Sin embargo, falta 
todavía mucha investigación que nos proporcione información 
sobre la toxicidad y seguridad de los metabolitos secundarios 
para que puedan ser utilizados como agentes agroquímicos 
o como fármacos. Asimismo, es necesario realizar estudios 
sobre el papel que estos metabolitos puedan tener en la 
naturaleza y en la protección hacia su hospedera.
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