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RESUMEN 

Debido a las grandes pérdidas en las cosechas ocasionadas por la presencia de 

microorganismos nocivos, se emplean agroquímicos sintéticos, mejorando la calidad así 

como la producción de los cultivos. Sin embargo, su uso extensivo ocasiona efectos adversos 

en la salud y el ambiente. Para mantener la protección de los cultivos y evitar los efectos 

adversos, se propone el uso de agentes de control biológico y de bioplaguicidas. Dentro de 

los agentes de control biológico se encuentran los hongos endófitos mientras que los 

compuestos orgánicos volátiles (VOCs) producidos por estos microorganismos son un 

ejemplo de bioplaguicidas.  

En la presente tesis se evaluó el potencial antagónico de 16 hongos endófitos del género 

Hypoxylon sobre el crecimiento radial de cuatro fitopatógenos con impacto negativo en la 

agricultura: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici y Pythium 

ultimum, mediante bioensayos de antagonismo directo múltiple y simple in vitro, así como 

a través de la evaluación del efecto de los extractos orgánicos de medio de cultivo y micelio. 

Los bioensayos de antagonismo entre los hongos endófitos y los fitopatógenos demostraron 

que los endófitos son productores de metabolitos difusibles así como de VOCs, los cuales 

son bioactivos y su actividad incrementa conforme transcurren los días de interacción 

antagónica. Por otra parte, los extractos orgánicos del medio de cultivo fueron más activos 

que los del micelio. También se evaluó el potencial como bioplaguicidas de seis VOCs 

producidos por endófitos del género Hypoxylon, tres alcoholes y tres monoterpenos, 

estudiando el efecto de cada compuesto, de la mezcla de los seis VOCs, y de la mezcla de 

los tres alcoholes, sobre el crecimiento radial del hongo fitopatógeno F. oxysporum, por 

medio de bioensayos in vitro e in vivo. Se determinó el efecto sobre la respiración, la 

conductividad eléctrica y la morfología de las hifas del fitopatógeno. Se demostró por 

primera vez, que los VOCs selectos tuvieron potentes efectos antifúngicos contra F. 

oxysporum. Estos efectos dependen de la concentración y del tiempo de exposición, y 

actúan de manera sinérgica.  

Los resultados permitieron demostrar que los endófitos del género Hypoxylon en estudio 

son candidatos para el desarrollo de agentes de control biológico y que los VOCs selectos 

pueden utilizarse para el desarrollo de bioplaguicidas con uso potencial en el tratamiento de 

infecciones postcosecha provocadas por el hongo F. oxysporum en jitomates. 
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ABSTRACT 

Due to the great losses in the harvests caused by the presence of microorganisms, synthetic 

agrochemicals are used, improving both the quality and the production of crops. However, 

its extensive use causes adverse effects on health and the environment. To maintain crop 

protection and avoid adverse effects, the use of biological control agents and biopesticides 

is proposed. Among the biological control agents are the endophytic fungi while the volatile 

organic compounds (VOCs) produced by these microorganisms are an example of 

biopesticides. 

In the present thesis, the antagonistic potential of 16 endophytic fungi of the genus 

Hypoxylon was evaluated on the radial growth of four phytopathogenic microorganisms with 

negative impact on agriculture: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Phytophthora 

capsici and Pythium ultimum, by multiple direct antagonism and simple in vitro bioassays, 

as well as with the evaluation of the organic extracts of culture medium and mycelium. The 

antagonism bioassays between the endophytic fungi and the phytopathogens showed that 

endophytes produce both diffusible and VOCs metabolites, which are bioactive and their 

activity increases with the time of antagonistic interaction. On the other hand, the organic 

extracts of the culture medium were more active than those of the mycelium. The potential 

of six VOCs produced by endophytes of the genus Hypoxylon was evaluated as biopesticides, 

three alcohols and three monoterpenes. We studied the effects of each compound, the 

mixture of the six VOCs, and the three alcohols, on the radial growth of the phytopathogenic 

fungus F. oxysporum by in vitro and in vivo bioassays, and determined the effects on 

respiration, on electrical conductivity and hyphal morphology of the phytopathogen. It was 

demonstrated for the first time, that the select VOCs had potent antifungal effects against 

F. oxysporum. These effects depend on the concentration and time of exposure, and act 

synergistically. 

The results allowed to demonstrate that the endophytes of the genus Hypoxylon under 

study, are candidates for the development of biological control agents, and that selected 

VOCs can be used for biopesticides development, in the treatment of post-harvest infections 

caused by the fungus F. oxysporum in tomatoes. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos fitopatógenos afectan los sistemas de producción de cultivos, 

provocando pérdidas tanto en la calidad como en la cantidad de las cosechas producidas 

(Narayanasamy, 2013). Para evitar estas pérdidas, se han aplicado agroquímicos sintéticos, 

lo que ha permitido mejorar la calidad y la producción de los cultivos (Raza et al., 2016). 

Sin embargo, la aplicación intensiva de los agroquímicos sintéticos genera grandes 

problemas de contaminación ambiental y de aguas subterráneas, efectos adversos en la 

salud humana, efectos ecológicos, como por ejemplo, al entrar en la cadena alimenticia 

tienen un impacto en un amplio rango de organismos, así como el incremento notable en la 

resistencia de los patógenos a los agroquímicos (Butt et al., 2001; Deng et al., 2015; 

González et al., 2012; Li et al., 2012; Raza et al., 2016). Debido a las consecuencias 

negativas del uso intensivo de los agroquímicos sintéticos, es evidente la necesidad de 

desarrollar estrategias alternativas para el control eficiente de las enfermedades en las 

plantas de cultivo, maderables y ornamentales (Deng et al., 2015; Mercier y Jiménez, 2004) 

y que no sean dañinas para especies no blanco, humanos ni el ambiente (Raza et al., 2016). 

Dos alternativas viables para incrementar la protección de los cultivos de importancia 

económica contra enfermedades de origen fúngico entre otras, son el uso agentes de control 

biológico (Raza et al., 2016) y de bioplaguicidas (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; 

Tanwar et al., 2012).  

Los agentes de control biológico son organismos vivos no patogénicos que exhiben potencial 

antagónico contra microorganismos patógenos que causan numerosas enfermedades 

económicamente importantes, como los hongos y los oomicetos, entre otros. Los agentes 

de control biológico son capaces de suprimir el desarrollo de los patógenos a través de uno 

o más mecanismos con el objetivo de reducir la incidencia y severidad de las enfermedades 

que causan (Narayanasamy, 2013). Una de las principales ventajas del control biológico es 

que es ambientalmente seguro (Schalchli et al., 2016). 

El control biológico es un trabajo sistemático integral, en el cual es necesario tener en cuenta 

tres aspectos principales para que sea efectivo: los agentes de control biológico, los 

microorganismos patógenos y las condiciones ambientales en las cuales se utilizará (Raza 

et al., 2016). Como ejemplo de agentes de control biológico se encuentran los hongos 

endófitos, estos microorganismos son una alternativa cuando los agroquímicos sintéticos se 
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han dejado de usar debido a su toxicidad o cuando las plagas han desarrollado resistencia 

a ellos (Butt et al., 2001). Los hongos endófitos producen metabolitos secundarios 

(aleloquímicos), químicamente diversos y con amplio efecto biológico sobre diferentes 

sistemas (Holighaus y Rohlfs, 2016; Waller et al., 2005).  

El término bioplaguicida se refiere a los principios bioactivos, generalmente metabolitos 

secundarios producidos por plantas, virus, bacterias y hongos, entre otros organismos, que 

tienen un uso potencial como agentes de control de plagas (Dimetry, 2014; Tanwar et al., 

2012). Dentro de las ventajas del uso de los bioplaguicidas, se encuentra el poder usarlos 

para inhibir o matar a los microoranismos fitopatógenos en áreas cerradas, sin requerir del 

contacto directo con los cultivos a proteger (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; 

Schotsmans et al., 2008; Tanwar et al., 2012). Además, de requerir una mínima 

manipulación por lo que se pueden emplear ampliamente para tratamientos postcosecha 

(Mercier y Jiménez, 2004). Los bioplaguicidas, son relativamente seguros y compatibles con 

el ambiente (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Mercier y Smilanick, 2005; Tanwar et 

al., 2012). Sin embargo, hay pocos bioplaguicidas disponibles actualmente (Dimetry, 2014; 

Mercier y Jiménez, 2004; Strobel, 2011; Tanwar et al., 2012).  

En el caso de los bioplaguicidas, un ejemplo son los compuestos orgánicos volátiles (VOCs 

por sus siglas en Inglés) producidos entre otros microorganismos por hongos endófitos, los 

cuales poseen potentes propiedades antimicrobianas actuando principalmente en mezclas 

(Ezra y Strobel, 2003; Ezra et al., 2004; Mercier y Jiménez, 2004; Mercier y Manker, 2005; 

Sánchez-Fernández et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016). Dentro de los VOCs se 

encuentran principalmente alcoholes, monoterpenos, ácidos, ésteres y cetonas (Ezra y 

Strobel, 2003;  Ezra et al., 2004; Gao et al., 2010). Debido a su bajo peso molecular, los 

VOCs pueden entrar en fase gaseosa a temperatura ambiente (Vespermann et al., 2007) 

facilitando su aplicación y evitando su persistencia tanto en los cultivos como en el ambiente. 

Se ha reportado que algunos hongos endófitos del género Hypoxylon producen una gran 

diversidad de VOCs con actividad biológica (Dai et al., 2006; Hensens et al., 1999; Sánchez-

Fernández et al., 2016; Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 

2010), por lo que se propone su uso como agentes de control biológico, y constituyen una 

fuente viable de bioplaguicidas para el tratamiento de enfermedades postcosecha. 

Actualmente, existen escasos estudios sobre el efecto de los VOCs producidos por los 

hongos endófitos provenientes de especies de plantas mexicanas, evaluados de manera 
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individual, en mezclas o utilizando los hongos endófitos directamente, en experimentos in 

vitro e in vivo que demuestren su aplicación como bioplaguicidas o agentes de control 

biológico. 

La presente tesis aporta conocimientos sobre el uso de hongos endófitos del género 

Hypoxylon, como agentes de control biológico de microorganismos fitopatógenos con 

impacto negativo en la agricultura mediante experimentos in vitro, y demostró el efecto 

antifúngico de seis VOCs selectos producidos por este grupo de endófitos, por medio de 

bioensayos in vitro e in vivo sobre el crecimiento, la respiración y la conductividad eléctrica 

del fitopatógeno F. oxysporum. Estos hallazgos permiten proponer su aplicación en la 

agricultura moderna como agentes de control biológico y como bioplaguicidas 

respectivamente. 
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II. ANTECEDENTES 

La población humana está en constante crecimiento, valores estimados predicen que para 

2050 llegará aproximadamente a 10 mil millones. El mayor reto es alimentar y proveer 

vivienda para la población mundial que incrementa en una tasa exponencial. Sin embargo, 

también es necesario proteger la salud humana y asegurar las condiciones sociales y 

económicas. Para lograr uno de estos retos, se emplea la agricultura, debido a que provee 

alimentos y proporciona productos naturales requeridos en la industria. No obstante, hay 

factores que limitan la productividad, como pueden ser abióticos (temperatura, 

disponibilidad de agua, salinidad) y bióticos (plagas, patógenos y malezas) (Edwards y 

Gatehouse, 2007). 

Dentro de los factores bióticos que afectan los sistemas de producción de cultivos, 

provocando pérdidas significativas tanto en la calidad como en la cantidad de las cosechas 

producidas, se encuentran los microorganismos fitopatógenos (Narayanasamy, 2013; Singh 

et al., 2012). Mediante la aplicación de agroquímicos sintéticos para controlar y/o evitar las 

pérdidas ocasionadas por la presencia de los microorganismos fitopatógenos en los sistemas 

agroforestales, se ha mejorado notablemente tanto la producción como la calidad de los 

cultivos (Mercier y Jiménez, 2004; Raza et al., 2016).  

Los agroquímicos sintéticos son sustancias o mezcla de sustancias utilizadas para prevenir, 

destruir o controlar plagas, incluyendo a los vectores de enfermedades humanas o animales, 

especies de plantas o animales no deseados que causen daños, o que interfieran con la 

producción, el procesamiento, almacenaje o mercado de los alimentos y productos agrícolas, 

entre otros. Dentro de la definición se considera que son agentes químicos tóxicos que se 

liberan desmesuradamente al ambiente para combatir plagas de cultivos (FAO, 2003). El 

uso excesivo de los plaguicidas ha incrementado sustancialmente la contaminación 

ambiental, el número de patógenos resistentes y los efectos adversos a la salud (Raza et 

al., 2016; Yang et al., 2010). Además, se sabe que algunos plaguicidas sintéticos 

contaminan el agua subterránea y al entrar en la cadena alimenticia tienen un impacto en 

un amplio rango de organismos que la conforman (Butt et al., 2001).  
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1. Problemática en la agricultura debido a microorganismos fitopatógenos 

Existen dos grupos principales de microorganismos fitopatógenos que tienen un impacto 

negativo en la agricultura, los hongos verdaderos y los oomicetos. Ambos son 

microorganismos eucariones, multicelulares con estructuras filamentosas llamadas hifas, 

que en conjunto forman el micelio, y se reproducen de manera asexual. Los hongos 

verdaderos presentan en su pared celular quitina como componente principal y esporas no 

móviles. Los oomicetos, por otra parte, tienen como componente principal de la pared 

celular la celulosa y producen esporas móviles o zoosporas (Agrios, 2005; Arnold et al 2003; 

Strobel y Daisy, 2003). Como ejemplo de hongos verdaderos que causan las mayores 

pérdidas en la agricultura se encuentran especies del género Alternaria y Fusarium, que 

producen enfermedades como el tizón temprano de la papa y del jitomate, el 

marchitamiento vascular de diversas plantas, las manchas de las hojas y las manchas de la 

fruta en cucurbitáceas, cebollas, manzanas y cítricos, así como la pudrición de la fruta en la 

cerezas. En particular, Alternaria alternata, afecta hojas, tallos, flores y frutas de plantas 

anuales, también ataca cultivos de hortalizas, plantas ornamentales, cítricos y manzanas, 

entre otros. La sintomatología que presentan las plantas enfermas va desde manchas 

foliares y manchas en general, hasta la caída de las plántulas (damping-off), la pudrición de 

los tallos, tubérculos y frutos. En el caso de Fusarium oxysporum, causa el marchitamiento 

vascular de verduras y flores, de plantas ornamentales perennes herbáceas, cultivos de 

importancia económica como el jitomate, plátano, cucurbitáceas y algodón, así como 

árboles. Dentro de los oomicetos los géneros con mayor importancia son Phytophthora y 

Pythium, que principalmente pudren raíces, semillas, frutos, entre otras enfermedades. 

Phytophthora capsici, es causante del tizón tardío de la papa, de otras enfermedades que 

causan la pudrición de las raíces, de los tallos y de los frutos, la pudrición de frutos carnosos, 

además produce royas en varias plantas anuales y perennes, enfermedades necróticas en 

las cortezas (cankers) y muerte regresiva en árboles (dieback). Finalmente, Pythium 

ultimum, que es de los microorganismos más comunes y más importantes causantes de la 

podredumbre de las semillas, la caída de las plántulas (damping-off) y la pudrición de las 

raíces de todo tipo de plantas, lesiones de los tallos, así como de la pudrición de los frutos 

y los tubérculos sobre el suelo, y el tizón algodonoso de los pastos (Agrios, 2005; Strobel y 

Daysi, 2003). 
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El género Fusarium es de gran importancia en la agricultura mundial, debido a que se ha 

reportado al menos una enfermedad producida por una de las especies pertenecientes a 

este género, en la mayoría de los cultivos. La severidad de las enfermedades causadas por 

las especies de Fusarium varía dependiendo de la planta hospedera y del organismo blanco 

enfermo, es decir, si se trata de las hojas, los tallos, las raíces, las semillas o los frutos 

(Leslie y Summerell, 2006). Debido a la gran variabilidad genética y a su amplia distribución, 

es difícil encontrar las mejores condiciones para controlar las enfermedades causadas por 

Fusarium, además de requerir de mucho tiempo para su tratamiento (González et al., 2012; 

Leslie y Summerell, 2006; Mercier y Jiménez, 2004). 

A nivel mundial y nacional, el cultivo de jitomate, Solanum lycopersicum (Familia: 

Solanaceae), es considerado el segundo más importante debido al gran número de 

productos que se obtienen a partir del fruto, y a la superficie de terreno dedicada a su 

cultivo (Ascencio-Álvarez et al., 2008; González et al., 2012). El hongo F. oxysporum, es 

uno de los principales microorganismos fitopatógenos de jitomate que causa pérdidas de 

hasta un 60% en los rendimientos del cultivo y también afecta considerablemente la calidad 

de los frutos postcosecha (Ascencio-Álvarez et al.,  2008; Leslie y Summerell, 2006).  

El tratamiento para combatir las enfermedades causadas por los hongos del género 

Fusarium en cultivos de importancia económica, así como postcosecha incluyen la aplicación 

de agroquímicos sintéticos o el uso de cultivos de plantas resistentes (González et al., 2012; 

Gordon y Martyn, 1997; Leslie y Summerell, 2006). Sin embargo, al utilizar los agroquímicos 

sintéticos frecuentemente no se considera el número y momento propicio de las 

aplicaciones, la concentración y el ingrediente activo por lo que esto ocasiona grandes costos 

de producción (González et al., 2012). Por otra parte, el uso de plantas resistentes requiere 

encontrar variedades que puedan crecer sin verse afectadas por la enfermedad por lo que 

también genera altos costos de producción e inversión de tiempo en la investigación y 

desarrollo de las especies resistentes (Fravel et al., 2003; González et al.,  2012; Leslie y 

Summerell, 2006). 

Al aplicar de manera intensiva agroquímicos sintéticos, se contribuye en gran medida a la 

contaminación ambiental y al deterioro en la salud humana (Deng et al., 2015; González et 

al., 2012; Li et al., 2012). Debido a estos problemas, es necesario realizar un control de las 

enfermedades en las plantas de cultivo y ornamentales alternativo y eficiente para reducir 
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los costos tanto ecológicos como económicos de producción (Deng et al., 2015; Mercier y 

Jiménez, 2004). 

2. Alternativas al uso de agroquímicos sintéticos 

Actualmente, para obtener una mayor producción de cultivos, se utilizan alternativas 

efectivas para controlar las plagas y que no sean dañinas para el organismo blanco, el 

ambiente, los humanos y los animales (Park et al., 2010; Raza et al., 2016; Wang et al., 

2016). Dentro de las alternativas para incrementar la protección de los cultivos de 

importancia económica contra enfermedades causadas por microorganismos fitopatógenos 

entre otras, se encuentran el uso de agentes de control biológico y de bioplaguicidas 

(Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Raza et al., 2016; Tanwar et al., 2012).  

En el caso de los productos postcosecha, que generalmente se entregan en lugares en 

donde son almacenados por cierto periodo de tiempo mientras llegan a los consumidores 

finales se necesita el desarrollo de medidas de seguridad para mantener la calidad de los 

productos y controlar las enfermedades (Huang et al., 2011; Wang et al., 2016). En este 

sentido, el control biológico y los bioplaguicidas utilizando microorganismos o compuestos 

producidos por los microorganismos respectivamente, son una medida de seguridad efectiva 

para reducir las pérdidas de cosechas de una manera  amigable con el ambiente (Huang et 

al., 2011; Thomsheck et al., 2010; Schalchli et al., 2016).  

 

2.1. Hongos endófitos como agentes de control biológico 

Un agente de control biológico es un organismo vivo no patogénico que actúa 

antagónicamente contra microorganismos patógenos, como los hongos y los oomicetos, 

entre otros, inhibiendo su crecimiento o llegando a causarle la muerte (Huang et al., 2011; 

Narayanasamy, 2013; Park et al., 2010). La supresión del desarrollo de los patógenos se 

realiza a través de uno o más mecanismos de acción, reduciendo tanto la incidencia como 

la severidad de las enfermedades causadas (Narayanasamy, 2013; Thomsheck et al., 2010). 

Es importante señalar que para que el control biológico funcione es necesario seleccionar a 

los agentes de control biológico adecuados para los microorganismos patógenos que se 

quieren eliminar, y las condiciones ambientales en las cuales se utilizará (Raza et al., 2016; 

Yang et al., 2010).  
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Dentro de los agentes potenciales de control biológico, se encuentran los hongos endófitos, 

utilizados como agentes de micofumigación (Butt et al., 2001; Thomsheck et al., 2010). El 

término micofumigación, se refiere a la aplicación de la mezcla de VOCs producidos por 

hongos para el control de otros microorganismos en áreas cerradas (Park et al., 2010; 

Stinson et al., 2003; Strobel, 2006; 2011; Strobel et al., 2001). 

Los hongos endófitos son microorganismos que colonizan los tejidos vegetales de su planta 

hospedera, sin causar síntomas aparentes de enfermedad (Arnold, 2005; 2007; Azevedo, y 

Araújo, 2007; Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005). La estrecha interacción planta-endófito 

puede desarrollar una relación de antagonismo, comensalismo o mutualismo (Arnold et al., 

2003; Gunatilaka, 2006; Kogel et al., 2006; Promputtha et al., 2007; Schulz et al., 1999; 

Schulz y Boyle, 2005). Las interacciones entre los hongos endófitos y la planta hospedera 

han sido propuestas como un equilibrio controlado por factores ambientales, químicos, 

fisiológicos y genéticos (Schulz y Boyle, 2005). En estas relaciones los hongos endófitos 

pueden tener un efecto en la ecología, en el éxito reproductivo y en la diversidad de las 

comunidades fúngicas de las plantas hospederas, ya que algunos de ellos, son capaces de 

producir metabolitos secundarios, que además de presentar gran diversidad química y 

demostrar efecto biológico en diferentes sistemas, son capaces de actuar por si mismos o 

de inducir resistencia a factores abióticos como la temperatura, humedad, pH y presión 

osmótica, y bióticos como bacterias, hongos, nematodos e insectos, dentro de su hospedera 

(Bourassa et al., 2007; Monnet et al., 2001; Paz et al., 2007; Strobel et al., 2004; Waller et 

al., 2005; Zaurov et al., 2001; Zhang y Nan, 2007). Dentro de las plantas, la competencia 

por el tejido de colonización estimula mecanismos de defensa y/o protección por parte de 

los hongos endófitos; éstos pueden ser indirectos, como la inducción de la resistencia, la 

estimulación de la biosíntesis de metabolitos secundarios o la promoción del crecimiento de 

las plantas hospederas; ecológicos, por ocupación del nicho ecológico o depredación e 

hiperparasitismo del patógeno; y directos, los cuales implican la secreción de enzimas o 

metabolitos secundarios volátiles o difusibles (Carroll, 1988; Gao et al., 2010; Istifadah y 

McGee, 2006; Schulz et al., 1999).  

Cabe destacar que cada una de las aproximadamente 300,000 especies de plantas conocidas 

puede hospedar al menos un endófito (Arnold, 2005; 2007; Rosa et al., 2011; Schulz y 

Boyle, 2005). La mayoría de los hongos endófitos pertenece al Phylum Ascomycota y sus 

anamorfos asociados, y en menor proporción se han registrado Basidiomycota y Zygomycota 
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(Rosa et al., 2011). Por ejemplo, en un estudio realizado en el bosque tropical húmedo de 

la Isla de Barro Colorado en Panamá, se encontró que todas las hojas estudiadas contenían 

diversos hongos endófitos, sin importar la especie o familia de hospedero. Sin embargo, 

algunos endófitos mostraron preferencia por ciertas hospederas (Arnold et al., 2001).  

Los hongos endófitos coexisten con una gran diversidad de microorganismos dentro de su 

planta hospedera. Algunos de estos microorganismos pueden ser bacterias, algas, virus, y 

principalmente otros hongos endófitos. Se ha observado que la distribución de las diversas 

especies de hongos se asemeja a un mosaico con diferentes especies que se encuentran en 

contacto, lo que produce una mezcla extremadamente heterogénea de especies de hongos 

(Herre et al., 2007). Debido a que se trata de microorganismos que utilizan el mismo tipo 

de recursos, puede ocurrir una interacción de competencia interespecífica, generando 

cambios en el uso de algún recurso por parte de cualquiera de los competidores (Oudum y 

Barrett, 2005; Pianka, 2000). Al haber cambios en el uso de los recursos por parte de uno 

de los competidores, existen dos tipos de hongos: los especialistas y los generalistas. Los 

hongos especialistas son aquellos que muestran un rango restringido a los cambios en las 

condiciones ambientales, son altamente específicos, poco abundantes, y están adaptados a 

un hospedero particular. Por el contrario, los hongos generalistas tienen una tolerancia más 

amplia a las condiciones ambientales, son más comunes, muy abundantes, y pueden 

encontrarse en diversos hospederos (Pianka, 2000; Ricklefs, 1996; Rosa et al., 2011; Schulz 

y Boyle, 2005; West-Eberhard, 2003).  

Los hongos endófitos tanto especialistas como generalistas se relacionan con otros 

endófitos, con hongos fitopatógenos y con su planta hospedera mediante la producción de 

metabolitos secundarios. En microorganismos fitopatógenos, se ha observado que los 

hongos generalistas necrótrofos causan lesiones grandes que proliferan dentro de las 

primeras 72 horas después de la inoculación, mientras que algunos de los hongos 

especialistas necrótrofos o biótrofos causan lesiones mucho más pequeñas y no son 

evidentes hasta 96 horas después de la inoculación y otros no producen lesiones (Andrew 

et al., 2012). La distribución de los hongos endófitos típicamente comprende pocas especies 

dominantes, y numerosas especies detectadas sólo esporádicamente (Arnold et al., 2001; 

Gao et al., 2005; Mittermeier et al., 1999; Rosa et al., 2011; Saikkonen, 2007).  

Los hongos endófitos en estudio pertenecen al género Hypoxylon, que como características 

macroscópicas presentan micelio polvoso, en el anverso son color café oscuro con halos 
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blancos y en el reverso color café oscuro. Conforme el micelio envejece se torna totalmente 

café. Tienen crecimiento radial algunos con bordes irregulares. Producen exudado café y no 

difunden pigmento. Presentan un olor característico (Figura 1). Dentro de las características 

microscópicas, se observan hifas septadas, ramificadas. Conidióforos bifurcados. Los 

conidios son ovalados, sin septos (Barnet y Hunter, 1987). Los hongos endófitos 

pertenecientes a la especie Hypoxylon anthochroum empleados en este trabajo así como 

otros endófitos pertenecientes al género Hypoxylon, producen VOCs con actividad biológica 

reportada previamente (Hensens et al., 1999; Dai et al., 2006; Park et al., 2010; Sánchez-

Fernández et al., 2016; Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 

2010). En algunos de los trabajos antes mencionados, se observó que los hongos endófitos 

presentaron actividad inhibitoria en experimentos in vitro contra diversos microorganismos 

fitopatógenos incluyendo a Fusarium oxysporum (Sánchez-Fernández et al., 2016; Ulloa-

Benítez et al., 2016; Suwannarach et al., 2013). Adicionalmente, se reportó el uso del 

endófito Nodulisporium spp. CMU-UPE34 como agente de control biológico contra 

Penicillium digitatum creciendo en Citrus limon (L.) Burm.f. y contra Penicillium expansum 

creciendo en Citrus reticulata Blanco y Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (Suwannarach 

et al., 2013). En el trabajo realizado con el endófito Hypoxylon sp. strain CI-4, al evaluar el 

efecto de los VOCs contra 10 fitopatógenos, se demostró actividad antifúngica y 

antioomiceto (Thomsheck et al., 2010). Por otro lado, en trabajos previos de dos de los 

endófitos en estudio, Hypoxylon anthochroum strain Blaci (Ulloa-Benítez et al., 2016) y 

Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a (Sánchez-Fernández et al., 2016), se demostró la 

actividad antifúngica, antioomiceto y fitotóxica de los VOCs producidos por estos hongos. 

En el trabajo realizado con el arbusto Larrea tridentata (Sessé & Moc. ex DC.) Coville, se 

aisló el hongo endófito y patógeno Phoma sp., se observó que este microorganismo produce 

VOCs, principalmente sesquiterpenos, un reducido número de derivados del naftaleno, 

alcoholes y cetonas capaces de inhibir el crecimiento de los hongos fitopatógenos 

Phytophthora palmivora, Verticillium dahliae, Ceratocycstis ulmi y Cercospora beticola. Por 

otra parte, las evaluaciones realizadas con el extracto orgánico del arbusto, inhibieron de 

manera similar a los hongos de prueba, encontrándose que el compuesto mayoritario trans-

cariofileno producido por Phoma sp., también es el principal metabolito obtenido del extracto 

de L.tridentata (Strobel et al., 2011). En otro estudio, se encontró que los tallos de la planta 

Heterosmilax japónica Kunth, están colonizados por una amplia variedad de hongos 
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endófitos de los géneros Mycosphaerella, Phomopsis, Aureobasidium, Cladosporium, 

Glomerella, Botryosphaeria y Guignardia (Gao et al., 2005).  

Debido a los posibles efectos de protección de los hongos endófitos a su hospedera, a su 

diversidad biológica y a la gran capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos, 

aunado a que representan una gran proporción de las especies de hongos a nivel mundial, 

existen varios estudios concernientes a su diversidad, ecología y aplicaciones 

biotecnológicas (Arnold, 2007; Rosa et al., 2011). Estas investigaciones por un lado, han 

puesto en evidencia que los endófitos son una fuente potencial de nuevos productos 

naturales para la explotación en la medicina moderna, la agricultura y la industria. Por otra 

parte, han contribuido a la sistemática de hongos (Arnold et al., 2001; Arnold, 2007), a las 

estimaciones de biodiversidad (Arnold et al., 2001), a la ecología de plantas y hongos, a la 

biología evolutiva, así como a la investigación aplicada que va desde el control biológico 

hasta la bioprospección (Arnold, 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994).  

Por ejemplo, en la planta Artemisia annua L., el endófito más frecuentemente aislado es 

Colletotrichum sp. Este endófito produce 11 metabolitos secundarios (ergosterol, 3β,5α,6β 

-trihidroxiergosta-7,22-dieno, 3β-hidroxi-ergosta-5-eno, 3-oxo-ergosta-4,6,8(14),22-

tetraeno, 3β-hidroxi-5α,8α-epidioxi-ergosta-6,22-dieno, 3β-hidroxi-5α,8α-epidioxi-ergosta-

6,9(11),22-trieno y 3-oxo-ergosta-4-eno, ácido indol-3-acético, ácido 6-isoprenilindol-3-

carboxílico, 3β,5α-dihidroxi-6β-acetoxi-ergosta-7,22-dieno y 3β,5α-dihidroxi-6β-

fenilacetiloxiergosta-7,22-dieno), de los cuales, cuatro (3β-hidroxi-ergosta-5-eno, 3β-

hidroxi-5α,8α-epidioxi-ergosta-6,22-dieno, 3β,5α-dihidroxi-6β-acetoxi-ergosta-7,22-dieno y 

3β,5α-dihidroxi-6β-fenilacetiloxiergosta-7,22-dieno) presentaron actividad inhibitoria sobre 

el crecimiento de las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea y 

Pseudomonas sp., y de los microorganismos Candida albicans y Aspergillus niger. Además, 

todos los compuestos mostraron actividad contra los microorganismos fitopatógenos P. 

capisici, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces graminis var. tritici y Helminthosporium 

sativum (Lu et al., 2000). Otro ejemplo, es el estudio en el que se demostró que la presencia 

de hongos endófitos en las hojas de cacao reduce sustancialmente la caída de las hojas y 

el daño provocados por el oomiceto fitopatógeno Phytophthora sp. (Arnold et al., 2003). 

 Los metabolitos secundarios aislados de hongos endófitos son principalmente fitohormonas 

como el ácido indol-3-acético y otros promotores del crecimiento; alcoholes; terpenos, 

especialmente mono, sesqui y diterpenos; alcaloides como aminas, amidas, derivados 
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indólicos y pirrozilidinas; esteroides; derivados isocumarínicos; quinonas; flavonoides; 

fenilpropanoides y lignanos; péptidos; fenoles y ácidos fenólicos; y compuestos alifáticos 

(Monnet et al., 2001; Paz et al., 2007; Tan y Zou, 2001; Waller et al., 2005).  

 

2.2. VOCs producidos por hongos endófitos del género Hypoxylon como 

bioplaguicidas 

Los bioplaguicidas son metabolitos secundarios producidos por plantas, bacterias y hongos, 

entre otros organismos, que pueden usarse como agentes de control de plagas alternativos 

(Dimetry, 2014; Tanwar et al., 2012).  

Una de las principales ventajas es su uso en áreas cerradas y sin necesitar estar en contacto 

con los cultivos a proteger (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Schotsmans et al., 

2008; Tanwar et al., 2012), así como una mínima manipulación, por lo que es útil en 

tratamientos postcosecha (Mercier y Jiménez, 2004). Además, son relativamente seguros y 

no dañan el ambiente (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Mercier y Smilanick, 2005; 

Tanwar et al., 2012). Sin embargo, aún no se han desarrollado muchos bioplaguicidas 

(Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Strobel, 2011; Tanwar et al., 2012). Los productos 

postcosecha generalmente se entregan a los supermercados directamente mientras que 

llegan a los consumidores después de estar almacenados por cierto periodo de tiempo. El 

desarrollo de medidas de seguridad para mantener el bienestar humano y controlar las 

enfermedades postcosecha es muy importante. El uso de bioplaguicidas es una medida de 

seguridad efectiva para reducir las pérdidas de las cosechas de una manera amigable con 

el ambiente (Huang et al., 2011).  

Como ejemplo de bioplaguicidas se encuentran los VOCs producidos por hongos endófitos, 

que son químicamente diversos (Ezra y Strobel, 2003; Ezra et al., 2004; Gao et al., 2010; 

Holighaus y Rohlfs, 2016; Mercier y Jiménez, 2004;  Mercier y Manker, 2005; Monnet et al., 

2001; Paz et al., 2007; Sánchez-Fernández et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016; Waller 

et al., 2005; Wang et al., 2016). Las mezclas de VOCs producidos por hongos endófitos se 

componen principalmente de alcoholes, monoterpenos, aldehídos, ácidos, esteres, cetonas, 

hidrocarburos aromáticos y alifáticos, compuestos que contienen nitrógeno, compuestos 

que contienen sulfuro, entre otros (Ezra y Strobel, 2003;  Ezra et al., 2004; Gao et al., 2010; 

Hung et al., 2015; Sánchez-Fernández et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wang et al., 
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2016). Debido a su bajo peso molecular (Vespermann et al., 2007) su aplicación es fácil, ya 

que a temperatura ambiente entran en fase gaseosa, evitando que permanezcan en los 

cultivos. En algunos estudios se ha demostrado que los VOCs tienen un gran efecto 

inhibitorio y la capacidad de matar a los organismos de prueba. Así mismo, se ha observado 

que la mezcla de los VOCs puede tener actividad sinérgica en la inhibición de los organismos 

blanco (Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; Suwannarach et al., 2010; Wang et al., 2016). 

Además, los VOCs han tenido un papel importante durante la evolución de los 

microorganismos en el contexto de las interacciones, así como en las dinámicas 

poblacionales y de comunidades (Campos et al., 2010). Se ha reportado que la mezcla de 

VOCs producida por hongos endófitos durante su crecimiento también tiene un papel en la 

formación y regulación de las asociaciones simbióticas y en la distribución de los organismos 

saprobios, patogénicos y de las micorrizas. Además, están involucrados en el reconocimiento 

de las hospederas, en la defensa y en la competencia (Hung et al., 2015).  

Por ejemplo, los VOCs producidos por Muscodor albus inhibieron por completo a los 

fitopatógenos Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Tapesia yallundae y Xylaria sp. (Strobel 

et al., 2001). En otro estudio realizado con Muscodor albus se encontró que este hongo fue 

efectivo en el control de enfermedades post-cosecha de manzanas y duraznos causadas por 

Penicillium expansum, Botrytis cinerea y Monilinia fructicola (Mercier y Jiménez, 2004).  

Un tercer trabajo realizado con un hongo endófito perteneciente al género Hypoxylon, 

Nodulisporium sp. CF016, evaluado in vitro, inhibe y en algunos casos mata a un amplio 

rango de fitopatógenos Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, F. oxysporum, Phytophthora 

capsici, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum coccodes, Magnaporthe oryzae, Alternaria 

panax, Botrytis cinerea y Penicillium expansum, demostrando ser un agente de 

micofumigación efectivo en enfermedades postcosecha causadas por Botrytis cinerea y 

Penicillium expansum en manzanas (Park et al., 2010).  

Algunos hongos endófitos del género Hypoxylon producen una gran diversidad de VOCs con 

actividad biológica (Dai et al., 2006; Hensens et al., 1999; Sánchez-Fernández et al., 2016; 

Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 2010) constituyendo así una 

fuente viable de bioplaguicidas. 
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Figura 1. Hongos endófitos del género Hypoxylon utilizados en los bioensayos, las claves 
se componen de las dos primeras letras de la planta hospedera de la que fueron aislados, 
la e para indicar que son endófitos, la g de generalistas y un número consecutivo de acuerdo 
al número de endófitos aislados de cada planta hospedera.

Blaeg1  Gseg1  Gseg2 Gseg3 

Gseg4  Hbeg1  Hbeg2 Haeg1 

Haeg2  Maeg1  Maeg2 Maeg3  

Smeg1 Smeg2  Smeg3 Smeg4 
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III. HIPÓTESIS 

Los hongos endófitos del género Hypoxylon producen VOCs como un mecanismo de defensa 

química para poder colonizar y establecerse en plantas que se encuentran en una zona de 

amplia biodiversidad. Por lo tanto, el estudio del efecto de estos endófitos así como de 

algunos de los VOCs producidos por ellos, sobre microorganismos fitopatógenos con impacto 

negativo en la agricultura, permitirá contribuir al desarrollo de agentes de control biológico 

y bioplaguicidas alternativos en el tratamiento de enfermedades postcosecha.
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IV. OBJETIVOS  

1. Objetivos generales 

1) Estudiar el potencial antagónico de algunos hongos endófitos del género Hypoxylon, 

obtenidos de las hojas sanas de plantas de la Reserva de la Biósfera Sierra de 

Huautla, a través de bioensayos de antagonismo directo múltiple y simple in vitro, y 

de la evaluación del efecto de los extractos orgánicos del medio de cultivo y micelio, 

sobre el crecimiento de microorganismos fitopatógenos, con la finalidad de contribuir 

al conocimiento de los aspectos químicos involucrados en las complejas interacciones 

endófito-fitopatógeno y proponer el uso de los hongos endófitos como agentes de 

control biológico antifúngicos o antioomiceto con impacto negativo en la agricultura. 

 

2) Evaluar el potencial como bioplaguicidas de seis VOCs selectos biosintetizados por 

endófitos del género Hypoxylon, tres alcoholes y tres monoterpenos, estudiando el 

efecto de cada compuesto, de la mezcla de los seis VOCs, y de la mezcla de los tres 

alcoholes, sobre el crecimiento del fitopatógeno F. oxysporum, mediante bioensayos 

in vitro e in vivo, así como sobre la respiración, la conductividad eléctrica y la 

morfología de las hifas de fitopatógeno, con el fin de aportar conocimientos que 

conduzcan a la aplicación de los VOCs selectos en estudio como bioplaguicidas 

alternativos, eficaces y biodegradables, en el control de enfermedades postcosecha. 

 

2. Objetivos particulares 

1) Realizar bioensayos de antagonismo directo múltiple entre los hongos endófitos del 

género Hypoxylon y cuatro microorganismos fitopatógenos con impacto negativo en 

la agricultura: A. alternata, F. oxysporum, P. capsici y P. ultimum.  

2) Determinar la actividad antifúngica y antioomiceto de los extractos orgánicos del 

medio de cultivo y micelio, mediante bioensayos de dilución en agar usando como 

organismos de prueba cuatro microorganismos fitopatógenos. 

3) Evaluar el potencial aleloquímico de los VOCs producidos por los hongos endófitos, 

por medio de bioensayos de antagonismo simple en caja de Petri dividida. 
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4) Analizar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas por medio 

de bioensayos in vitro sobre el crecimiento radial del fitopatógeno F. oxysporum, 

utilizando los métodos de dilución en agar y fase gas. 

5) Establecer el efecto bioplaguicida in vivo de los VOCs selectos de manera individual 

y en mezclas, sobre F. oxysporum creciendo en jitomates cherry. 

6) Estudiar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas sobre la 

respiración de las hifas de F. oxysporum. 

7) Investigar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas sobre la 

conductividad eléctrica de F. oxysporum. 

8) Observar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas, sobre la 

morfología de las hifas de F. oxysporum, mediante preparaciones en fresco a partir 

de suspensiones de micelio y de microcultivos por los métodos de dilución en agar y 

de fase gas. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

En la presente tesis, se utilizaron 16 hongos endófitos a partir de un total de 124 

aislamientos endofíticos de las hojas sanas de 11 plantas hospederas: Bursera lancifolia 

(Schltdl.) Engl. (Burseraceae), Bursera linaloe (La Llave) Rzed., Calderón & Medina 

(Burseraceae), Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. (Fabaceae), Haematoxylon 

brasiletto H.Karst. (Fabaceae), Hippocratea acapulcensis Kunth (Celastraceae), Leucaena 

macrophylla (Lam.) de Wit (Fabaceae), Lysiloma acapulcense (Kunth) Benth. (Fabaceae), 

Mimosa affinis B. L. Rob. (Fabaceae), Piper leucophyllum (Miq.) C. DC. (Piperaceae), Salvia 

sp. (Labiatae) y Sapium macrocarpum Müll. Arg. (Euphorbiaceae), recolectadas en 

septiembre de 2010 en la Reserva de la Biosfera de la Sierra de Huautla (REBIOSH). La 

REBIOSH se localiza en el municipio de Quilamula, en el estado de Morelos y cuenta con 

59,030 hectáreas. Presenta un clima cálido subhúmedo, con una temperatura media anual 

de 24.3 °C y una precipitación media anual de 885.3 mm. El principal tipo de vegetación es 

la selva baja caducifolia y cuenta con un total de 130 familias, 469 géneros y 967 especies 

de plantas vasculares (SEMARNAT, 2005; Fernández-Saldaña et al., 2007). 

Además, se trabajó con seis VOCs selectos producidos por los hongos endófitos 

Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1 (Hypoxylon anthochroum) (Sánchez-Fernández et 

al., 2016) e Hypoxylon anthochroum aislamiento Blaci (Ulloa-Benítez et al., 2016), los 

alcoholes feniletílico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, y los monoterpenos eucaliptol, 

ocimeno y terpinoleno. El 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, eucaliptol, ocimeno y 

terpinoleno son sintetizados por Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1 (H. anthochroum) 

(Sánchez-Fernández et al., 2016), y el alcohol feniletílico, 2-metil-1-butanol, eucaliptol y 

terpinoleno por H. anthochroum aislamiento Blaci (Ulloa-Benítez et al., 2016). Los 

estándares de estos compuestos se adquirieron en Sigma-Aldrich con una pureza de ~98%. 

Los seis VOCs selectos se evaluaron tanto de manera individual, así como en la mezcla de 

todos ellos y en la mezcla de los tres alcoholes. 
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1. Efecto de los hongos endófitos sobre el crecimiento radial de 

fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura 

1.1. Bioensayo de antagonismo directo múltiple 

Los bioensayos de antagonismo directo múltiple se realizaron en cajas de Petri de 15 cm de 

diámetro, utilizando como endófitos de prueba a los 16 hongos endófitos del género 

Hypoxylon, y como competidores cuatro microorganismos fitopatógenos con impacto 

negativo en la agricultura, dos hongos verdaderos: Alternaria alternata y Fusarium 

oxysporum, y dos oomicetos: Phytophthora capsici y Pythium ultimum. Las cepas de los 

microorganismos fueron donadas por la Dra. Olga Gómez y la M. en C. Bertha Tlapal 

Bolaños, del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México. 

Los hongos de prueba se sembraron en el centro de las cajas de Petri, que contenían 40 mL 

de PDA, colocando cuatro inóculos equidistantes de 5 mm diámetro, y se incubaron durante 

5 días a 28 °C, con fotoperiodo luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, utilizando una 

incubadora Thermo Scientific Precision (Modelo 3759). Posteriormente, se inocularon los 

competidores ubicando dos inóculos de 5 mm de diámetro de cada fitopatógeno a cada lado 

del endófito de prueba. Los inóculos se colocaron pegados a la orilla de las cajas de Petri, 

para observar la posible inhibición a distancia causada por la presencia de VOCs bioactivos. 

Adicionalmente, como control de crecimiento se sembraron los competidores fitopatógenos 

en los mismos lugares sin la presencia del endófito de prueba. Los bioensayos se realizaron 

al azar, por cuadruplicado. 

El bioensayo se monitoreó a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica, midiendo el 

diámetro de las colonias de cada microorganismo fitopatógeno y se comparó con su 

respectivo control de crecimiento (Macías-Rubalcava et al., 2010; Roque-Flores, 2017; 

Sánchez-Ortíz et al., 2016). Para obtener el porcentaje de inhibición que ejerce el hongo 

endófito de prueba sobre los hongos competidores, se utilizó la siguiente ecuación: 

% 𝑰𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒄𝒊ó𝒏 =
(𝒂 − 𝒃)

𝒃
∗ 𝟏𝟎𝟎 

Donde a es el crecimiento del microorganismo fitopatógeno en presencia del hongo endófito 

de prueba y b es el crecimiento del microorganismo fitopatógeno sin la presencia del 

competidor. 
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1.2. Potencial antagónico de los extractos orgánicos de medio de cultivo 

y micelio de los hongos endófitos 

La determinación cuantitativa del potencial antifúngico y antioomiceto de los extractos 

orgánicos obtenidos del medio de cultivo y micelio de los 16 hongos endófitos, se realizó 

mediante la evaluación de su efecto, sobre el crecimiento radial de los microorganismos 

fitopatógenos de prueba: A. alternata, F. oxysporum, P. capsici y P. ultimum, utilizando el 

método de dilución en agar (Macías-Rubalcava et al., 2010; Meléndez et al., 2015; Sánchez-

Fernández et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016). 

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 5 cm de diámetro. Las muestras se prepararon 

disolviendo 20 mg de cada uno de los extractos orgánicos en 250 µL de MeOH. En seguida, 

se adicionaron 40 mL de H2O destilada estéril y 40 mL de agar-papa-dextrosa (PDA) (2%), 

para obtener una concentración final de 250 µg/mL. En cada caja de Petri se vertieron 5 mL 

de la disolución y se dejaron solidificar (~40 °C). A continuación, se colocó un inóculo de 5 

mm de diámetro del fitopatógeno de prueba, en el centro de cada caja. Los inóculos se 

tomaron de colonias en PDA de 8 días de cultivo. Las cajas de Petri se incubaron de dos 

(oomicetos) a cuatro (hongos verdaderos) días, dependiendo del microorganismo de 

prueba, a 28 °C, con fotoperiodo luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, empleando una 

incubadora Thermo Scientific Precision (Modelo 3759). Paralelamente, se realizaron 

controles negativos PDA (1%) y PDA (1%) – MeOH (250 μL). Como control positivo se utilizó 

el fungicida comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato) 

a una concentración de 250 μg/mL, para hongos verdaderos, y el Ridomil Gold 4E® 

(Metalaxil-m) para los oomicetos a una concentración de 250 μg/mL. Los bioensayos se 

realizaron por cuadruplicado, bajo un diseño completamente al azar (Meléndez et al., 2015; 

Medina-Romero et al., 2017; Sánchez-Fernández et al., 2016).  

Al finalizar el bioensayo se obtuvieron las mediciones perpendiculares del diámetro del 

micelio de cada uno de los fitopatógenos de prueba y de sus repeticiones. Los porcentajes 

de inhibición del crecimiento de los microorganismos fitopatógenos de prueba provocados 

por los extractos orgánicos del medio de cultivo y micelio de los 16 hongos endófitos, se 

calcularon con respecto al control negativo. 
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1.3. Bioensayo de antagonismo de los VOCs producidos por los hongos 

endófitos, en caja de Petri divida 

Para evaluar la actividad antifúngica y antioomiceto de los VOCs producidos por los 16 

hongos endófitos del género Hypoxylon, se emplearon cajas de Petri de 10 cm, divididas en 

dos compartimentos, cada uno conteniendo 10 mL de PDA. En uno de los compartimentos 

se colocaron cuatro inóculos de 5 mm de diámetro del endófito de prueba, tomados de un 

cultivo en PDA de 8 días, y se incubaron durante 5 días a 28 °C con fotoperiodo luz 

fluorescente/oscuridad 12:12 h, usando una incubadora Thermo Scientific Precision (Modelo 

3759). Transcurrido el periodo de incubación, se colocaron cuatro inóculos de 5 mm de 

diámetro de cada uno de los microorganismos fitopatógenos de prueba (A. alternata, F. 

oxysporum, P. capsici y P. ultimum) en el otro compartimento. Las cajas de Petrise 

envolvieron con papel Parafilm® y se incubaron bajo las condiciones antes mencionadas. 

Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento, completamente al azar. Asimismo, se 

obtuvieron cultivos de crecimiento control de los fitopatógenos sin la presencia del endófito. 

El bioensayo se monitoreó a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica, midiendo el 

diámetro de las colonias de cada microorganismo fitopatógeno y se comparó con su 

respectivo control (Macías-Rubalcava et al., 2010; Sánchez-Fernández et al., 2016; Sánchez-

Ortíz et al., 2016). Para obtener el porcentaje de inhibición que ejerce el hongo endófito de 

prueba sobre los hongos competidores, se utilizó la ecuación señalada en el inciso 1.1. 

2. Efecto de los VOCs selectos sobre Fusarium oxysporum 

El efecto de los seis VOCs selectos evaluados de manera individual y en las dos mezclas 

sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, se realizó mediante bioensayos in vitro e in 

vivo. Los bioensayos in vitro se llevaron a cabo empleando los métodos de dilución en agar 

y de fase gas, mientras que el bioensayo in vivo se realizó con jitomates cherry infectados 

con el fitopatógeno. Además, se evaluó el efecto de los VOCs selectos sobre la respiración, 

la conductividad eléctrica y la morfología de las hifas de F. oxysporum. 
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2.1. Bioensayos in vitro del potencial antifúngico de los VOCs selectos 

2.1.1. Método de dilución en agar 

Los bioensayos del potencial antifúngico de los VOCs selectos por el método de dilución en 

agar se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de diámetro. Los VOCs de manera individual o 

en mezclas, se adicionaron  a 10 mL de H2O destilada estéril y 10 mL de agar-papa-dextrosa 

(PDA) (2%) justo antes de la gelificación. En cada caja de Petri se vertieron 5 mL de la 

disolución y se dejaron solidificar (~40 °C). A continuación, se colocó un inóculo de 5 mm 

de diámetro del fitopatógeno de prueba, en el centro de cada caja y se cubrieron con papel 

parafilm® para evitar la pérdida de los compuestos. Los inóculos se tomaron de colonias de 

F. oxysporum en PDA de 8 días de cultivo. Paralelamente, se realizaron los controles PDA 

(2%) (negativo) y el fungicida comercial Captan 50 (N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-

dicarboximida) a una concentración de 200 μg/mL (positivo). Los compuestos se evaluaron 

utilizando las siguientes concentraciones: 125, 250, 500 y 1000 µg/mL, tanto de manera 

individual como en las dos mezclas previamente mencionadas. Cada tratamiento se realizó 

por cuadruplicado, bajo un diseño completamente al azar. Las cajas se mantuvieron a 

temperatura ambiente con fotoperiodo luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, durante 48 h 

(Medina-Romero et al., 2017; Sánchez-Fernández et al., 2016; Sánchez-Ortíz et al., 2016; 

Ulloa-Benítez et al., 2016).  

 

2.1.2. Método de fase gas 

Los bioensayos utilizando el método de fase gas se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de 

diámetro. Las cajas contenían 30 mL de PDA; antes de que el agar gelificara se colocaron 

pozos de vidrio de 0.5 mL en un extremo de la caja. En el centro de la caja se colocó un 

inóculo de 5 mm de F. oxysporum en PDA de 8 días de cultivo. Posteriormente, se agregaron 

los VOCs de manera individual o en mezclas, empleando cuatro concentraciones: 125, 250, 

500 y 1000 µg/mL, dentro de los pozos y se cubrieron las cajas de Petri con papel parafilm® 

para evitar que los compuestos se volatilizaran. Como control negativo se utilizó un pozo sin 

compuesto. Los tratamientos se realizaron por cuadruplicado, al azar. Las cajas se 

mantuvieron a temperatura ambiente con fotoperiodo luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, 

durante 48 h (Medina-Romero et al., 2017). 
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2.2. Bioensayo in vivo del potencial antifúngico de los VOCs selectos 

La determinación in vivo del potencial antagónico de los VOCs selectos se realizó mediante 

la evaluación de su efecto en F. oxysporum creciendo sobre Solanum lycopersicum var. 

cerasiforme (jitomates cherry). 

Los jitomates se compraron en el mercado sobre ruedas “Piloto”, Ciudad de México, México. 

Se seleccionaron jitomates sin síntomas de enfermedad ni heridas visibles, con un tamaño 

promedio de 2 a 3 cm de longitud y de 1.0 a 1.5 cm de diámetro, así como un peso promedio 

de 5 a 6 g por fruto. Los jitomates se esterilizaron superficialmente con etanol al 75% por 

30 segundos, posteriormente, se enjuagaron tres veces con H2O destilada estéril y se 

secaron en una campana de flujo laminar durante 60 segundos. Los jitomates se clasificaron 

en tres tratamientos: 1) jitomate solo, 2) jitomate con heridas y 3) jitomate inoculado con 

el fitopatógeno. Para los tratamientos de los jitomates con heridas e inoculados, una vez 

esterilizados se les hicieron seis heridas equidistantes de 2 mm de profundidad con una 

aguja de disección estéril. En los jitomates inoculados se colocaron 20 µL de suspensión de 

F. oxysporum con 1.7 x 107 conidios en cada herida.  

Los jitomates con los distintos tratamientos, se colocaron junto con un pozo de vidrio de 0.5 

mL dentro de frascos estériles de 30 mL. Los pozos contenían los VOCs de manera individual 

o en mezclas a diferentes concentraciones (12.5, 25, 50, 75, 125, 250, 500 y 1000 µg/mL). 

Las mezclas se prepararon con los diferentes compuestos a las mismas concentraciones 

indicadas previamente, por ejemplo, para la mezcla de alcoholes de 12.5 µg/mL, cada uno 

de los tres alcoholes se agregó a dicha concentración. Debido a que los compuestos 

presentan variaciones en el potencial antifúngico, las concentraciones utilizadas no fueron 

necesariamente las mismas para los diferentes tratamientos, pero se encontraban dentro 

del rango de 12.5 a 1000 µg/mL. Como controles negativos se utilizaron jitomates con los 

distintos tratamientos pero sin agregar VOCs de manera individual o en mezcla. Los frascos 

se taparon y se cubrieron con papel Parafilm® para evitar que los compuestos se 

volatilizaran. Cada tratamiento se realizó dos veces con cuatro repeticiones por tratamiento, 

bajo un diseño al azar. Los frascos se mantuvieron a temperatura ambiente con fotoperiodo 

luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, durante 8 días. 

Transcurridos 8 días, se midió el tamaño de cada una de las colonias con un Vernier (Digital 

Electronic Caliper Vernier Gauge Micrometer Tool; ± 0.02 mm, Mitutoyo, Tokyo, Japan) 
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(Bajpai y Kang, 2012; Ding et al., 2010; Medina-Romero et al., 2017; Suwannarach et al., 

2016; Tian et al., 2008). Se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento de las colonias 

en tratamiento con respecto al control negativo y se realizó el registro fotográfico.  

 

2.3. Efecto de los VOCs selectos sobre la respiración 

Para determinar la respiración mediante el consumo de oxígeno del micelio de F. oxysporum 

durante el crecimiento, el fitopatógeno se cultivó en matraces Erlenmeyer de 250 mL que 

contenían 100 mL de caldo papa dextrosa (CPD) bajo condiciones de agitación a 150 rpm, 

en un agitador orbital New Brunswick Scientific (Modelo Excella E25) a 28 °C y con 

fotoperiodo luz fluorescente/oscuridad 12:12 h, durante 48 h. En cada matraz se colocaron 

5 inóculos de 5 mm de diámetro provenientes de la orilla de cultivos de F. oxysporum en 

PDA de 8 días de incubación. El micelio se filtró al vacío y se lavó con 50 mL de agua 

bidestilada estéril. Después de la filtración durante 20 min, se pesaron 40 mg de micelio 

húmedo en tubos de ensaye y se añadieron 4 mL de agua bidestilada estéril junto con los 

VOCs de manera individual o en mezcla, empleando un rango de concentraciones entre 125 

y 1000 µg/mL (125, 250, 500 y 1000 µg/mL). Los tubos se cubrieron con papel Parafilm® 

para evitar que los compuestos se volatilizaran. Las suspensiones de micelio se agitaron a 

150 rpm en un agitador orbital durante 2, 5 y 8 h. 

La respiración se midió transfiriendo el micelio de F. oxysporum a una cubeta de vidrio de 

10 mL. La tasa de consumo de oxígeno se midió durante tres minutos con ayuda de un 

electrodo tipo Clark conectado a un monitor de oxígeno biológico (Modelo YSI 5300A) a 28 

°C. Las mediciones se realizaron bajo un diseño completamente al azar con cuatro 

repeticiones por tratamiento. Como control positivo se utilizó Captan 50 en un intervalo de 

concentraciones de 2.5 a 30 μg/mL y como control negativo el micelio de F. oxysporum sin 

la presencia de los tratamientos. La tasa de respiración de F. oxysporum se calculó y se 

expresó como el porcentaje de oxígeno consumido en presencia de los VOCs, considerando 

al control negativo como el 100% del consumo. 
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2.4. Efecto de los VOCs selectos sobre la conductividad eléctrica 

El grado de lesión provocado por los VOCs selectos sobre la conductividad eléctrica de F. 

oxysporum se evaluó a través de la medición de la fuga de electrolitos en presencia de los 

compuestos de manera individual y en mezclas.  

Las muestras del micelio se obtuvieron de la manera descrita previamente para el 

experimento de la respiración, utilizando las mismas concentraciones y horas de prueba. La 

conductividad eléctrica de las muestras se evaluó utilizando un conductímetro Thermo 

Scientific (modelo Orion Star A212) a 28 °C. Una vez que se midió la conductividad se 

calentaron las muestras a ebullición durante 10 min, se enfriaron hasta volver a alcanzar 28 

°C y posteriormente se determinó la conductividad final. Las mediciones se realizaron bajo 

un diseño completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Como control 

positivo se utilizó Captan 50 en un intervalo de concentraciones de 2.5 a 30 μg/mL y como 

control negativo el micelio de F. oxysporum sin la presencia de los tratamientos. El efecto 

de los VOCs sobre la conductividad eléctrica de F. oxysporum, se expresó como 

conductividad relativa y se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

Conductividad relativa  = 
𝐶1−𝐶0

𝐶𝑘−𝐶0
 × 100% 

 

Donde C0 es la conductividad eléctrica sin micelio, C1 es la conductividad eléctrica del 

micelio en presencia de los VOCs y Ck es la conductividad eléctrica final del micelio hervido 

(Duan et al., 2013; Medina-Romero et al., 2017; Peng et al., 2012; Yang et al., 2016). 

 

2.5. Efecto de los VOCs selectos sobre la morfología de las hifas 

El efecto de los compuestos individuales o las mezclas de VOCs sobre la morfología de las 

hifas de F. oxysporum, se evaluó empleando preparaciones microscópicas en fresco a partir 

de microcultivos por los métodos de dilución en agar y fase gas, así como  suspensiones de 

micelio. En todos los casos, las preparaciones microscópicas se realizaron dos veces 

siguiendo un diseño completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. 
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2.5.1. Método de dilución en agar 

Los microcultivos por el método de dilución en agar se prepararon en cajas de Petri de vidrio 

de 10 cm de diámetro que contenían un triángulo de vidrio, 5 mL de agua destilada estéril 

y un portaobjetos. En los extremos del portaobjetos se colocaron dos cuadros de PDA de 1 

x 1 cm, el portaobjetos a su vez se puso sobre el triángulo de vidrio. A continuación, en 

cada uno de los lados del cuadro de PDA se inocularon por picadura las hifas de F. 

oxysporum y se colocó otro portaobjetos encima de los cuadros de PDA. Los cuadros de 

PDA contenían a los VOCs selectos de manera individual o en mezclas en una concentración 

de 1000 µg/mL por el método de dilución en agar mencionado en el inciso 2.1.1. Las cajas 

de Petri se incubaron a temperatura ambiente por 48 h con fotoperiodo luz 

fluorescente/oscuridad 12:12 h. Transcurrido este tiempo se retiró uno de los portaobjetos, 

se colocó una gota de colorante azul de lactofenol o rojo congo en cada uno de los extremos 

y un cubreobjetos. El efecto sobre la morfología de las hifas de F. oxysporum creciendo en 

presencia de los VOCs se observó en un microscopio óptico Motic (Modelo BA410) a 40x y 

se comparó con el crecimiento de las hifas sin tratamientos. 

2.5.2. Método de fase gas 

Para el método de fase gas, los microcultivos se prepararon en cajas de Petri de vidrio de 

10 cm de diámetro que contenían un triángulo de vidrio, 5 mL de agua destilada estéril, un 

portaobjetos y un pozo de vidrio de 0.5 mL. En los extremos del portaobjetos se colocaron 

dos cuadros de PDA de 1 cm3, el portaobjetos a su vez se puso sobre el triángulo de vidrio. 

A continuación, en cada uno de los lados del cuadro de PDA se inocularon por picadura las 

hifas de F. oxysporum y se colocó otro portaobjetos encima del cuadro de PDA. Los pozos 

de vidrio se ubicaron en un extremo del triángulo de vidrio y se les adicionaron los VOCs 

individuales y en mezclas en un rango de concentraciones entre 12.5 y 1000 µg/mL (12.5, 

25, 50, 75, 125, 250, 500 y 1000 µg/mL). Las cajas de Petri se incubaron a temperatura 

ambiente por 48 h con fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad 12/12 h. Transcurrido este 

tiempo se retiró uno de los portaobjetos, se colocó una gota de colorante azul de lactofenol 

o rojo congo en cada uno de los extremos y un cubreobjetos. El efecto sobre la morfología 

de las hifas de F. oxysporum por el método de fase gas, se observó en un microscopio óptico 

Motic (Modelo BA410) a 40x y se comparó con el crecimiento de las hifas sin la presencia 

de VOCs. 



29 

2.5.3. Método de suspensión 

El micelio para las observaciones utilizando el método de suspensión, se preparó de la misma 

manera que en los bioensayos de respiración y conductividad eléctrica de F. oxysporum. Los 

VOCs individuales y las mezclas de VOCs se evaluaron en las siguientes concentraciones: 

125, 250, 500 y 1000 µg/mL. Transcurridas 2, 5 y 8 h de exposición a los VOCs, se tomó 

una muestra de la suspensión de micelio, se puso en un portaobjetos y se añadió una gota 

de colorante azul de lactofenol o de rojo congo y se colocó un cubreobjetos. Los cambios 

morfológicos provocados en las hifas se observaron en un microscopio óptico Motic (Modelo 

BA410) a 40x y se compararon con la morfología de las hifas del micelio en suspensión con 

agua sin la presencia de los VOCs. 

  

3. Análisis estadísticos 

Con excepción del bioensayo de antagonismo directo múltiple, los resultados de los 

bioensayos in vitro e in vivo, se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA  = 

0.05) para establecer diferencias significativas con respecto a los controles, y una prueba 

de contrastes de Tukey HSD, para encontrar diferencias significativas entre los tratamientos, 

empleando el programa GraphPad Prism versión 6 (Medina-Romero et al., 2017; Sánchez-

Fernández et al., 2016; Sánchez-Ortíz et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016; Zar, 2010). 

Para el análisis del bioensayo de antagonismo directo múltiple, se empleó una t de Student 

pareada de dos colas (=0.05), comparando la medida del control con la del tratamiento, 

utilizando el programa GraphPad Prism versión 6 (Medina-Romero et al., 2017; Roque-

Flores, 2017; Zar, 2010).  

El valor de la CI50 se determinó a través de un análisis de Probit (Zar 2010), basado en el 

porcentaje de inhibición promedio obtenido de cada una de las concentraciones de los VOCs 

de manera individual o en mezclas utilizando el mismo programa estadístico. Los datos están 

representados por el promedio ± la desviación estándar (DE), donde la significancia 

estadística se consideró en un valor de P <0.05. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El análisis detallado de las características macroscópicas (textura, color y tipo de crecimiento 

del micelio; presencia de pigmentos y de exudado) y de las microscópicas (tipo de hifas, 

estructuras reproductivas y/o conidios), así como mediante la secuenciación de la región 

ITS1-5.8s e ITS2 del ADN ribosomal de los 16 hongos endófitos, determinó que estos 

hongos son similares y pertenecen al género Hypoxylon (Flores-Reséndiz, 2014; García-

Méndez, no publicado; Morales-Luna, no publicado; Roque-Flores, 2017; Sánchez-

Fernández, 2016; Sánchez-Ortíz, 2017; Ulloa-Benítez et al., 2016). Por otro lado, al 

compartir el mismo genotipo, pero tener fenotipos diferentes y habitar en distintas plantas 

hospederas: Bursera lancifolia (Burseraceae), Gliricidia sepium (Fabaceae), Haematoxylon 

brasiletto (Fabaceae), Hippocratea acapulcensis (Celastraceae), Mimosa affinis (Fabaceae) 

y Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae), se designaron como hongos generalistas. Se ha 

reportado que el género Hypoxylon produce VOCs con actividad biológica (Booth et al., 

2011; Dai et al., 2006; Hensens et al., 1999; Sánchez-Fernández et al., 2016; Strobel, 2015; 

Suwannarach et al., 2013; Thomsheck et al., 2010; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 

2010).  

Con base en los antecedentes químicos y biológicos derivados de los estudios reportados 

en la literatura sobre el género Hypoxylon (Booth et al., 2011; Dai et al., 2006; Hensens et 

al., 1999; Sánchez-Fernández et al., 2016; Strobel, 2015; Suwannarach et al., 2013; 

Thomsheck et al., 2010; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 2010), se evaluó el efecto de 

los 16 hongos endófitos, así como de los extractos orgánicos del medio de cultivo y del 

micelio de los endófitos sobre el crecimiento radial de cuatro fitopatógenos con impacto 

negativo en la agricultura, para establecer posibles diferencias en la actividad antagónica 

presentada por estos microorganismos. Además, se utilizaron seis VOCs selectos, para 

determinar su efecto en el crecimiento del fitopatógeno F. oxysporum en bioensayos in vitro 

e in vivo. El posible mecanismo de acción fisiológica de los VOCs selectos se determinó a 

través del estudio de la respiración y de la conductividad eléctrica del fitopatógeno y se 

analizó la morfología de las hifas expuestas a los compuestos selectos. A continuación, se 

describen los resultados obtenidos:  
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1. Efecto de los hongos endófitos sobre el crecimiento radial de 

fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura 

1.1. Bioensayo de antagonismo directo múltiple 

Para establecer el posible efecto sinérgico entre los VOCs y los metabolitos secundarios 

difundidos en el medio de cultivo, producidos por los hongos endófitos del género 

Hypoxylon, sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatógenos: A. alternata, F. 

oxysporum, P. capsici y P. ultimum, se realizaron bioensayos de antagonismo directo 

múltiple. Es importante señalar que las colonias de los endófitos del género Hypoxylon, no 

presentan inhibición intraespecífica. A manera de ejemplo, en la Figura 2 se muestra la foto 

del bioensayo de antagonismo directo múltiple entre el hongo endófito HAeg2 y los cuatro 

fitopatógenos. En las Figuras 3 – 6 se muestran los porcentajes de inhibición sobre el 

crecimiento de los fitopatógenos, originados por la presencia de los hongos endófitos con 

cinco días de cultivo evaluados a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. En general, 

los fitopatógenos presentaron la mayor inhibición del crecimiento al día 10 de interacción. 

En la Figura 3 se observa la inhibición causada por los endófitos sobre el crecimiento de A. 

alternata, a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. Los porcentajes de inhibición sobre 

crecimiento radial del fitopatógeno al día cinco de interacción fueron estadísticamente 

significativos con valores superiores al 35%, y al día diez, incrementaron a valores 

superiores al 60%. El endófito Maeg3 fue el que causó el mayor efecto antifúngico sobre el 

crecimiento de A. alternata. 

En la Figura 4 se muestra la inhibición provocada por los hongos sobre el crecimiento de F. 

oxysporum, a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. La inhibición sobre crecimiento 

al día cinco de interacción fue significativa, mostrando porcentajes superiores al 25%, 

mientras que al día diez, los porcentajes de inhibición son mayores al 40%. Los hongos 

Maeg2 y Smeg1, provocaron la mayor inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum. 

En la Figura 5 se observa la inhibición causada por los endófitos sobre el crecimiento del 

oomiceto P. capsici, a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. Al día cinco de interacción, 

los porcentajes de inhibición fueron estadísticamente significativos inhibiendo su crecimiento 

por encima del 30%. Al día diez de interacción antagónica, la inhibición provocada es 

superior al 40%. El hongo Haeg1 produjo la mayor inhibición sobre el crecimiento de P. 

capsici. 
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Finalmente, en la Figura 6 se presentan los porcentajes de inhibición provocados por los 

endófitos sobre el crecimiento de P. ultimum, a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. 

En general, al día cinco de interacción los porcentajes de inhibición fueron significativos con 

valores alrededor del 30%. Al día diez de interacción antagónica los valores de la inhibición 

son superiores al 50%. Los hongos Haeg1 y Maeg2 provocan la mayor inhibición sobre el 

crecimiento de P. ultimum. 

La competencia in vitro entre los fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura y los 

hongos endófitos del género Hypoxylon, estimula los mecanismos de defensa físicos, como 

es la formación de barreras miceliares así como el micoparasitismo, y químicos como la 

producción de VOCs y de metabolitos difusibles con propiedades antifúngicas (Arnold, 2007; 

Bourassa et al., 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994; Gams et al., 2004; Gao et al., 2010; 

Istifadah y McGee, 2006; Paz et al., 2007). La producción de metabolitos secundarios 

probablemente reduce la habilidad competitiva de los competidores, lo que provoca una 

inhibición de su crecimiento (Ricklefs, 1996).  

Algunos de los hongos endófitos actúan como micoparásitos, es decir, utilizan como sustrato 

a los fitopatógenos competidores para crecer (Gams et al., 2004). Al comportarse como 

micoparásitos, los hongos endófitos del género Hypoxylon, podrían ser utilizados como 

agentes de control biológico. Además se observó que producen metabolitos secundarios 

bioactivos, por lo que también podrían ser útil para el desarrollo de bioplaguicidas. 

Los resultados derivados de los bioensayos de antagonismo directo múltiple llevados a cabo 

entre los fitopatógenos A. alternata, F. oxysporum, P. capsici y P. ultimum, y los hongos 

endófitos, permitieron inferir que se genera una estimulación de la producción de VOCs en 

condiciones de antagonismo directo múltiple o bien un efecto sinérgico entre los VOCs 

producidos y los metabolitos secundarios difusibles con propiedades antifúngicas y 

antioomicetos (Arnold, 2007; Bourassa et al., 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994; Paz et al., 

2007; Macías-Rubalcava et al., 2010; Sánchez-Fernández et al., 2016), que provocan una 

inhibición significativa sobre el crecimiento de los fitopatógenos (Ricklefs, 1996). Además, 

es probable que la concentración y la composición de los VOCs y de los metabolitos 

secundarios difusibles, cambie en interacción antagónica de forma dependiente del tiempo 

(Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; Sánchez-Fernández et al., 2016). 
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Figura 2. Efecto del hongo endófito Haeg2 a los cinco días de cultivo, sobre el crecimiento 
de los microorganismos fitopatógenos: A. alternata (A), F. oxysporum (F), P. capsici (C) y 
P. ultimum (U), a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. Se muestran los controles del 
crecimiento de los fitopatógenos (arriba), la interacción vista por el anverso (en medio) y la 
interacción vista por el reverso (abajo 
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Figura 3. Porcentaje de inhibición del crecimiento de A. a/ternata provocado por los hongos endófitos del género Hypoxy/on a los cinco 
días de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) días de interacción antagónica. Los valores superiores al 12% fueron estadísticamente 
significativos t-Student (P<O.OS). 
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Figura 4. Porcentaje de inhibición del crecimiento de F, oxysporum provocado por los hongos endófitos del género Hypoxy/on a los 
cinco días de cultivo, a los 3 (azul), 5 (raja) y 10 (verde) días de interacción antagónica. Los valores superiores al 12% fueron 
estadísticamente significativos t-Student (P<O.OS). 
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Figura 5. Porcentaje de inhibición del crecimiento de P. capsici provocado por los hongos endófitos del género Hypoxy/on a los cinco 
días de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) días de interacción antagónica. Los valores superiores al 12% fueron estadísticamente 
significativos t-Student (P<O.OS). 
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Figura 6. Porcentaje de inhibición del crecimiento de p, ultimum provocado por los hongos endófitos del género Hypoxy/on a los cinco 
días de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) días de interacción antagónica. Los valores superiores al 12% fueron estadísticamente 
significativos t-Student (P<O.O 
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1.2. Potencial antagónico de los extractos orgánicos de medio de cultivo 

y micelio de los hongos endófitos 

El potencial antifúngico y antioomiceto de los extractos orgánicos del medio de cultivo y 

micelio de los hongos del género Hypoxylon, se realizó mediante el método de dilución en 

agar, utilizando como microorganismos de prueba a cuatro fitopatógenos con impacto 

negativo en la agricultura: A. alternata, F. oxysporum, P. capsici y P. ultimum.  

La Figura 7 muestra un ejemplo del bioensayo por el método de dilución en agar de los 

extractos del medio de cultivo y micelio del endófito BLaeg1, así como del fungicida 

comercial Carbendazim, sobre el crecimiento de A. alternata. En las Figuras 8 – 11, se 

muestran los porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de los fitopatógenos de prueba 

en presencia de los extractos orgánicos fúngicos. En general, los extractos orgánicos del 

medio de cultivo provocaron mayores porcentajes de inhibición que los del micelio. 

En la Figura 8 se muestra el efecto inhibitorio causado por los extractos orgánicos, sobre el 

crecimiento del hongo fitopatógeno A. alternata. Los extractos orgánicos del medio de 

cultivo (32.4%) y del micelio (30.3%) de Blaeg1, fueron los más activos, inhibiendo de 

manera significativa su crecimiento, con un valor superior al presentado por el fungicida 

comercial Carbendazim (26.9%). 

En la Figura 9 se presenta la inhibición del crecimiento de F. oxysporum producida por los 

extractos orgánicos de los endófitos. Los extractos orgánicos del medio de cultivo (45.7%) 

y del micelio (31.6%) de Maeg3 y del medio de cultivo de Blaeg1 (30.0%), fueron los más 

activos inhibiendo de manera significativa su crecimiento. Sin embargo, la inhibición sobre 

el crecimiento de F. oxysporum es menor a la causada por el fungicida comercial 

Carbendazim (100%), no obstante es el hongo fitopatógeno más afectado por los 

metabolitos secundarios presentes en los extractos orgánicos evaluados. 

En la Figura 10 se observa la inhibición del crecimiento de P. capsici. La mayor inhibición 

fue producida por los extractos orgánicos del medio de cultivo (32.7%) y del micelio (32.4%) 

de Blaeg1, del medio de cultivo de Gseg2 (30.7%), del medio de cultivo de Haeg1 (30.1%), 

y del medio de cultivo de Smeg3 (32.0%), con porcentajes comparables al provocado por 

el agroquímico comercial Metalaxil (32.0%). 

Finalmente, en la Figura 11 se muestra la inhibición sobre el crecimiento de P. ultimum. En 

este bioensayo todos los extractos orgánicos tanto del medio de cultivo como del micelio 
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presentaron inhibición significativa sobre el crecimiento de P. ultimum. Los extractos 

orgánicos del medio de cultivo de Blaeg1 (35.1%), presentan valores significativos 

comparables a los de la inhibición causada por el agroquímico comercial Metalaxil (31.4%). 

La actividad antifúngica y antioomiceto generada por los extractos orgánicos del medio de 

cultivo y micelio de los hongos endófitos sobre el crecimiento radial de los cuatro 

microorganismos fitopatógenos evaluados permitió establecer que los extractos orgánicos 

poseen mayor actividad inhibitoria sobre el crecimiento del hongo F. oxysporum, mientras 

que en los otros fitopatógenos de prueba A. alternata, P. capsici y P. ultimum, los valores 

de inhibición fueron similares. En general, los mayores porcentajes de inhibición sobre el 

crecimiento de los fitopatógenos fueron superiores al 30%. Los resultados derivados de este 

bioensayo pusieron en evidencia que los endófitos del género Hypoxylon en estudio, 

producen metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana moderada (Arnold, 2007; 

Dreyfuss y Chapela, 1994; Sánchez-Fernández et al., 2013). 

La difusión de pigmentos (metabolitos secundarios, enzimas y/o proteínas) involucra 

mecanismos químicos de defensa, los cuales son empleados en mayor grado por los hongos 

durante las interacciones interespecíficas (Bourassa et al., 2007; Paz et al., 2007). Diversos 

estudios han mostrado que los metabolitos secundarios producidos por los hongos endófitos 

poseen diversa actividad biológica dentro de la que se encuentra la antifúngica (Lu et al., 

2000; Strobel et al., 2011). Además, es probable que los metabolitos secundarios producidos 

en interacción antagónica presenten mayor potencial antifúngico (Ricklefs, 1996). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto de los extractos orgánicos del medio de cultivo (Me) y micelio (Mi) del 
hongo endófito Blaeg1 y del Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de A. alternata. 
Control de crecimiento del fitopatógeno (C).

C Me Mi Car 
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Figura 8. Porcentajes de inhibición producidos por los extractos orgánicos del medio de cultivo (verde oscuro) y micelio (verde claro) 
de los hongos endófitos del género Hypoxy/on y del fungicida comercial Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de A. a/ternata. Los 
valores superiores al 13% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.OS). 
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Figura 9. Porcentajes de inhibición producidos por los extractos orgánicos del medio de cultivo (rosa oscuro) y micelio (rosa claro) de los 
hongos endófitos del género Hypoxy/ony del fungicida comercial Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de F. oxysporum. Los valores 
superiores al 13% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.05) . 
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Figura 10. Porcentajes de inhibición producidos por los extractos orgánicos del medio de cultivo (amarillo oscuro) y micelio (amarillo 
claro) de los hongos endófitos del género Hypoxy/on y del fungicida comercial Metalaxil (Met), sobre el crecimiento de P. capsici. Los 
valores superiores al 13% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.OS). 
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Figura 11. Porcentajes de inhibición producidos por los extractos orgánicos del medio de cultivo (morado oscuro) y micel io (morado claro) 
de los hongos endófitos del género Hypoxy/on y del fungicida comercial Metalaxil (Met), sobre el crecimiento de P. ultimum. Los valores 
superiores al 13% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.OS) 
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1.3. Bioensayo del potencial antagónico de los VOCs producidos por los 

hongos endófitos, en caja de Petri divida 

Para evaluar el potencial antifúngico y antioomiceto de los VOCs producidos por los endófitos 

sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos, se realizaron bioensayos en 

cajas de Petri divididas en dos compartimentos (Macías-Rubalcava et al., 2010; Sánchez-

Fernández et al., 2016). Cabe mencionar que con base en la actividad biológica demostrada 

por los VOCs producidos por el hongo endófito Gseg1 en el estudio llevado a cabo por 

Sánchez-Fernández y colaboradores (2016), que mostró el mayor efecto biológico al día 

cinco de cultivo, el bioensayo con los 16 endófitos del género Hypoxylon, se llevó a cabo al 

mismo día de crecimiento. Los VOCs producidos a los cinco días de cultivo por los diferentes 

endófitos en estudio se evaluaron a los 3, 5 y 10 días de interacción antagónica. La Figura 

12 muestra dos ejemplos del efecto de los Vocs producidos por los hongos endófitos Maeg1 

y Smeg4 a los cinco días de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata, a los días 3 y 5 de 

interacción antagónica. 

En las Figuras 13 y 14 se muestran los porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de los 

fitopatógenos de prueba en presencia de los VOCs a los tres (Figura 13) y cinco (Figura 14) 

días de bioensayo. En general, los microorganismos fitopatógenos más afectados por los 

VOCs al día tres de antagonismo fueron el hongo A. alternata y los oomicetos P. capsici y 

P. ultimum (Figura 13), mientras que al día cinco de bioensayo fueron A. alternata y P. 

ultimum (Figura 14). 

En la Figura 13 se observa el efecto inhibitorio causado por los VOCs generados por los 

endófitos sobre el crecimiento de los cuatro fitopatógenos en estudio al día tres de 

interacción antagónica. Los VOCs producidos por los hongos Gseg2, Gseg3, Hbeg1, Hbeg2, 

Maeg2, Smeg1, Smeg2 y Smeg4 inhiben significativamente el crecimiento de los cuatro 

microorganismos fitopatógenos con valores de alrededor de 24%. 

Por otra parte, en la Figura 14 se muestra el efecto inhibitorio causado por los VOCs, sobre 

el crecimiento de los fitopatógenos al día cinco de interacción antagónica, observándose 

que la inhibición sobre el crecimiento radial de los cuatro fitopatógenos incrementa con 

respecto a los días de interacción. Los VOCs producidos por los hongos Gseg2, Gseg3, 

Gseg4, Haeg2, Hbeg1, Hbeg2, Smeg1 y Smeg2, presentaron porcentajes de inhibición 

superiores al 35%. Es importante señalar que el único hongo que produce VOCs que inhiben 
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significativamente el crecimiento de los cuatro fitopatógenos al día cinco de interacción es 

Haeg2. La inhibición causada por los VOCs producidos por los hongos sobre el crecimiento 

de los cuatro fitopatógenos evaluados, incrementa del día tres al día cinco de interacción, 

mientras que al día diez se mantienen los porcentajes de inhibición y los endófitos se 

pasaban al compartimento de los competidores. 

La producción de VOCs por parte de los hongos endófitos puede ser un mecanismo de 

defensa estimulado por la presencia de los microorganismos fitopatógenos (Campos et al., 

2010; Ezra y Strobel, 2003). Al día tres de interacción antagónica la mayoría de los 

porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de los fitopatógenos son de alrededor del 

24%, y para el día cinco de interacción son de alrededor del 35%. Es probable que la 

concentración y la composición de los VOCs cambie conforme transcurre el tiempo de 

interacción (Strobel, 2006; Sánchez-Fernández et al., 2016). 

Las mezclas de VOCs producidos por los microorganismos y en particular por los hongos 

endófitos están constituidas esencialmente por hidrocarburos aromáticos y alifáticos, 

alcoholes, terpenos, aldehídos, ácidos, esteres, compuestos que contienen nitrógeno o 

sulfuro, entre otros compuestos (Ezra et al., 2004; Hung et al., 2015; Sánchez-Fernández 

et al., 2016; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wang et al., 2016). En varios estudios se ha 

demostrado el gran efecto inhibitorio y la capacidad de inhibir por completo a los organismos 

de prueba de los VOCs. También se confirmó la actividad sinérgica que la mezcla de VOCs 

tiene en la inhibición de los organismos blanco (Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; 

Thomsheck et al., 2010; Wang et al., 2016). En algunos grupos de investigación, se ha 

reportado actividad biológica debido a las mezclas químicamente diversas de VOCs 

producidos por otros hongos endófitos del género Hypoxylon (Hensens et al., 1999; Dai et 

al., 2006; Sánchez-Fernández et al., 2016; Suwannarach et al., 2013; Thomsheck et al., 

2010; Ulloa-Benítez et al., 2016; Wu et al., 2010) por lo que se propone su uso como agentes 

de control biológico o como fuente de bioplaguicidas en el tratamiento de enfermedades 

postcosecha. 

Es importante destacar que cuando se evaluaron los metabolitos secundarios difusibles y 

los volátiles producidos por los hongos endófitos del género Hypoxylon, de manera 

independiente, se observó una menor inhibición sobre el crecimiento radial de los 

fitopatógenos de prueba, por el contrario, cuando se evaluaron en conjunto mediante el 

bioensayo de antagonismo directo múltiple, la actividad biológica incrementó, por lo que es 
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probable que exista un efecto sinérgico entre los metabolitos secundarios difusibles y los 

volátiles (Arnold, 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Efecto de los VOCs producidos por los hongos endófitos Maeg1 y Smeg4 a los 

cinco días de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata, a los días 3 y 5 de interacción 
antagónica. El control de crecimiento del fitopatógeno se muestra en la parte superior.

Día 5 Día 3 

Smeg4 

Maeg1  



4
7
 

 

100 

.s 80 
1: 
GI 

'E 
'13 
~ 60 .., 

Qj 
"t:I 
1: 
'o 
'13 
;e 40 
.t:: 
.: 
GI 

"t:I 
~ o 

20 

o r I r =.' \' ',' ,' " V I . ;=-2 " I V' \r ~ \' \' r V '" 
BLaeg1 GSeg1 GSeg2 GSeg3 GSeg4 HAeg1 HAeg2 HBeg1 HBeg2 MAeg1 MAeg2 MAeg3 SMeg1 SMeg2 SMeg3 SMeg4 

Figura 13. Porcentajes de inhibición generados por los VOCs producidos por los hongos endófitos del género Hypoxylon, a los cinco 
días de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata (verde), F. oxysporum (rosa), P. capsici (amarillo) y P. ultimum (morado) al día 
tres de interacción antagónica. Los valores superiores al 11% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.05). 
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Figura 14. Porcentajes de inhibición generados por los VOCs producidos por los hongos endófitos del género Hypoxylon, a los cinco 
días de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata (verde), F. oxysporum (rosa), P. capsící(amarillo) y P. ultímum (morado) al día 
cinco de interacción antagónica. Los valores superiores al 11% fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<O.05) 
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2. Efecto de los VOCs selectos sobre Fusarium oxysporum 

 

Derivado de los estudios sobre la composición y la actividad biológica de los VOCs 

producidos por hongos del género Hypoxylon, se seleccionaron seis compuestos para 

evaluar su potencial como bioplaguicidas, los alcoholes: feniletílico, 2-metil-1-butanol, 3-

metil-1-butanol; y los monoterpenos: eucaliptol, ocimeno y terpinoleno (Figura 15). El 2-

metil-1-butanol, eucaliptol y terpinoleno se identificaron en Nodulisporium sp. aislamiento 

GS4d2II1 (Gseg1) (Sánchez-Fernández et al., 2016), y en H. anthochroum aislamiento Blaci 

(Blaeg1) (Ulloa-Benítez et al., 2016), mientras que el 3-metil-1-butanol y el ocimeno se 

identificó solamente en Gseg1 (Sánchez-Fernández et al., 2016), y el alcohol feniletílico 

únicamente en Blaeg1 (Ulloa-Benítez et al., 2016).  

Los compuestos evaluados en la presente tesis pertenecen a dos de los grupos químicos 

más abundantes presentes en las mezclas de VOCs producidas por lo microorganismos, 

incluyendo a los hongos endófitos del género Hypoxylon: los alcoholes y los monoterpenos 

(Booth et al., 2011; Strobel 2015; Suwannarach et al., 2013). Se evaluó tanto su efecto in 

vitro analizando el crecimiento radial de F. oxysporum, como in vivo contra el fitopatógeno 

creciendo sobre jitomates cherry. Además, se determinó el posible mecanismo de acción 

fisiológica de los VOCs selectos a través del estudio de la respiración y de la conductividad 

eléctrica de las hifas del fitopatógeno y se analizó el efecto sobre la morfología de las hifas 

expuestas a los compuestos selectos. Los VOCs se evaluaron de manera individual y en dos 

diferentes mezclas: de los seis VOCs y de los alcoholes.  

 

    

Figura 15. Estructuras de los VOCs selectos producidos por los hongos endófitos del género 
Hypoxylon, los alcoholes: feniletílico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, y los 
monoterpenos: eucaliptol, ocimeno y terpinoleno. 
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2.1. Bioensayos in vitro del potencial antifúngico de los VOCs selectos 

Con la finalidad de profundizar en el potencial antifúngico que presentan los VOCs selectos, 

se evaluó el efecto in vitro de los compuestos de manera individual y en mezclas, empleando 

el método de dilución en agar y el método de fase gas sobre el crecimiento radial del hongo 

fitopatógeno F. oxysporum, en un rango de concentraciones de 125 y 1000 µg/mL. 

2.1.1. Método de dilución en agar 

En la Figura 16 se muestra la inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia 

de la mezcla de los seis VOCs. En la Figura 17 se presentan los porcentajes de inhibición 

provocados por los alcoholes y los monoterpenos evaluados de manera individual y en 

mezclas, sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, utilizando el método de dilución en 

agar. Todos los tratamientos inhiben de forma dependiente de la concentración el 

crecimiento del fitopatógeno, sin embargo, los porcentajes de inhibición fueron significativos 

solo a 500 y 1000 µg/mL para las mezclas, y a 1000 µg/mL para los VOCs evaluados de 

manera individual, excepto el eucaliptol, el cual no tuvo efecto inhibitorio significativo en las 

concentraciones evaluadas. Las mezclas de los seis VOCs y de los tres alcoholes presentaron 

el mayor efecto antifúngico, con un 100% de inhibición a 1000 µg/mL y con valores de CI50 

de 355.9 y 567.6 µg/mL, respectivamente. Cabe destacar que en su mayoría los compuestos 

puros evaluados de manera individual, inhiben con porcentajes significativos y superiores al 

20% y que el alcohol feniletílico fue el compuesto más activo, inhibiendo en 47.7% el 

crecimiento del fitopatógeno de prueba a la máxima concentración que fue de 1000 µg/mL.  

En este bioensayo empleando el método de dilución en agar, se observó que los VOCs 

evaluados en las dos mezclas, poseen el mayor efecto antifúngico. Sin embargo, a nivel 

individual el alcohol feniltetílico fue el que inhibió en mayor grado el crecimiento de F. 

oxysporum. Diversos estudios han demostrado el efecto antagónico del alcohol feniltetílico 

sobre diversos patógenos (Mercier y Jiménez, 2004; Mo y Sung, 2007; Strobel, 2001; Strobel 

et al., 2007; Wan et al., 2008). 

 

 

 

 



51 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de la mezcla de 
los seis VOCs, utilizando el método de dilución en agar. 
 
 

 
Figura 17. Porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de 
los VOCs selectos, utilizando el método de dilución en agar. La mezcla de los seis VOCs 
(MT), la mezcla de los tres alcoholes (MA), los alcoholes feniletílico (A), 2-metil-1-butanol 
(2-M) y 3-metil-1-butanol (3-M), y los monoterpenos eucaliptol (E), ocimeno (O) y 
terpinoleno (T), a concentraciones de 125 (azul), 250 (rojo), 500 (verde) y 1000 (morado) 
µg/mL. * valores estadísticamente significativos ANOVA (P<0.05). 

Control 

250 µg/mL 500 µg/mL 750 µg/mL 1000 µg/mL 
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2.1.2. Método de fase gas 

En la Figura 18 se presenta la inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia 

de la mezcla de los seis VOCs. En la Figura 19 se observa el efecto inhibitorio de los VOCs 

evaluados de manera individual y en mezclas sobre el crecimiento de F. oxysporum 

empleando el método de fase gas. De manera similar al efecto observado en el bioensayo 

de dilución en agar, todos los tratamientos inhiben de forma dependiente de la 

concentración el crecimiento del fitopatógeno, sin embargo, la inhibición fue estadíticamente 

significativa a las concentraciones más altas, es decir, para las dos mezclas a partir de la 

concentración de 250 µg/mL, y para los compuestos 2-metil-1-butanol (29.0%), 3-metil-1-

butanol (26.9%) y eucaliptol (30.8%), a la máxima concentración de prueba que fue de 

1000 µg/mL, el resto de los valores de inhibición no fueron significativos. Los compuestos 

alcohol feniletílico, ocimeno y terpinoleno no mostraron efecto significativo en ninguna 

concentración. Las mezclas de los seis VOCs y de los alcoholes presentaron el mayor efecto 

antifúngico, con valores de CI50 de 516.4 y 634.6 µg/mL, respectivamente. 

De nueva cuenta, las mezclas de los seis VOCs y de los tres alcoholes presentaron la mayor 

inhibición del crecimiento del hongo fitopatógeno. Es importante señalar que en el bioensayo 

realizado por el método de fase gas los valores de las CI50 son más altos que los obtenidos 

por el método de dilución en agar, lo que indica que la inhibición es más efectiva si se realiza 

difundiendo en el agar los volátiles, esto puede deberse a que el ambiente dentro de la caja 

de Petri está más saturado de VOCs, y éstos permanecen más tiempo al encontrarse 

disueltos en agar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de la mezcla de 
los seis VOCs, utilizando el método de fase gas. 
 

1000 µg/mL 250 µg/mL 500 µg/mL Control 750 µg/mL 
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Figura 19. Porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de 
los VOCs selectos, utilizando el método de fase gas. La mezcla de los seis VOCs (MT), la 
mezcla de los tres alcoholes (MA), los alcoholes feniletílico (A), 2-metil-1-butanol (2-M) y 3-
metil-1-butanol (3-M), y los monoterpenos eucaliptol (E), ocimeno (O) y terpinoleno (T), a 
concentraciones de 125 (azul), 250 (rojo), 500 (verde) y 1000 (morado) µg/mL. * valores 
estadísticamente significativos ANOVA (P<0.05). 
 

2.2. Bioensayo in vivo del potencial antifúngico de los VOCs selectos 

Para demostrar el efecto antifúngico, así como la posible aplicación de los VOCs selectos 

como bioplaguicidas, se realizó una prueba in vivo, empleando jitomates cherry infectados 

con F. oxysporum.  

En la Figura 20A se observan los porcentajes de inhibición provocados por los VOCs selectos 

sobre jitomates cherry infectados con el fitopatógeno F. oxysporum, empleando un rango 

de concentraciones de 12.5 a 1000 µg/mL. Todos los tratamientos inhiben 

significativamente y de forma dependiente de la concentración el crecimiento del 

fitopatógeno. Con excepción del ocimeno todos los VOCs evaluados provocaron un efecto 

inhibitorio superior al 40%, a partir de la concentración de 125 µg/mL. No obstante, el 

ocimeno fue el único terpeno que inhibió en un 100% el crecimiento a la máxima 

concentración evaluada que fue de 1000 µg/mL. Las mezclas de los seis VOCs y de los tres 
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alcoholes, así como los alcoholes feniletílico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol 

evaluados de manera individual mostraron el mayor efecto antifúngico, inhibiendo 

significativamente el crecimiento del fitopatógeno de prueba en 30.5%, 17.1%, 40.7%, 

44.5% y 47.5%, respectivamente, a la mínima concentración de prueba que fue de 12.5 

µg/mL. En la Figura 20B se muestra a manera de ejemplo, el registro fotográfico del efecto 

inhibitorio producido por la mezcla de los seis VOCs selectos sobre los jitomates cherry 

infectados por F. oxysporum, en un rango de concentraciones de 12.5 a 1000 µg/mL. 

En el Cuadro 1, se resume el efecto antifúngico mostrado por los VOCs selectos evaluados 

de manera individual y en mezclas, expresado como valores de concentración inhibitoria 

media (CI50, µg/mL). Los valores de CI50 confirman que las mezclas de los seis VOCs y de 

los tres alcoholes, así como el alcohol feniletílico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol de 

evaluados de manera individual, poseen el mayor potencial antifúngico en el crecimiento de 

F. oxysporum sobre jitomates cherry, con valores de 25.8, 88.3, 22.3, 18.6 y 19.7 µg/mL, 

respectivamente. Cabe destacar que a pesar de que la CI50 de la mezcla de los seis VOCs 

es mayor a la provocada por los alcoholes evaluados de manera individual, y junto con la 

mezcla de los tres alcoholes, son los únicos trataminentos que inhiben en un 100% el 

crecimiento del fitopatógeno sobre jitomates cherry, a partir de la concentración de 250 

µg/mL, mientras que el 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol inhibieron por completo el 

crecimiento a partir de 500 µg/mL.  

De manera similar a los experimentos in vitro, la mezcla de los seis VOCs posee el mayor 

potencial antifúngico. La mayor inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum en los 

experimentos in vivo puede deberse a que el fitopatógeno debe producir metabolitos 

específicos para asegurar una colonización exitosa cuando infectan a los jitomates por lo 

que parte de los recursos del patógeno se utilizan para este propósito, limitando su propio 

desarrollo (Gordon y Martyn, 1997; Leslie y Summerell, 2006; Strobel et al., 2007). Además, 

los jitomates cherry contienen diferentes nutrientes a los encontrados en el medio PDA, y 

tienen un sistema de defensa que produce metabolitos, que lo ayudan a protegerse del 

ataque de herbívoros y microorganismos patógenos (González et al., 2012). Como 

consecuencia, la exposición a los VOCs selectos tiene mayor efecto negativo sobre el 

crecimiento de F. oxysporum, favoreciendo su uso como bioplaguicidas.  

Es interesante señalar que el alcohol feniletílico también es producido por los hongos 

endófitos Muscodor albus E6 y M. albus aislamiento 620, utilizados como agentes de control 
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biológico en manzanas infectadas con los hongos Penicillium expansum y Botrytis cinerea y 

en duraznos infectados con Monilinia fructicola (Mercier y Jiménez, 2004; Strobel, 2001; 

Strobel et al., 2007). Este compuesto también se reportó como constituyente de los VOCs 

producidos la actinobacteria Streptomyces platensis F-1 (Wan et al., 2008). En el estudio 

llevado a cabo por Wan y colaboradores  (2008), se encontró que los VOCs producidos por 

S. platensis F-1 pueden ser los responsables de los efectos tóxicos observados sobre los 

patógenos Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y B. cinerea. Por otra parte, Mo y 

Sung (2007) proponen al alcohol feniletílico extraído de la levadura Pichia anomala SKM-T 

como un agente de control biológico en el almacenamiento postcosecha de fresas, debido 

a que mostró actividad antifúngica en fresas infectadas con B. cinerea. 

El 3-metil-1-butanol también es un compuesto volátil presente en la mezcla de VOCs de M. 

albus aislamiento 620 y M. suthepensis aislamiento CMU-Cib462, utilizados como agentes 

de micofumigación (Strobel et al., 2007; Suwannarach et al., 2016), así como en el hongo 

endófito Phaeosphaeria nodorum (Pimienta et al., 2012). Suwannarach y colaboradores 

(2016) emplearon a M. suthepensis aislamiento CMU-Cib462 como biofungicida postcosecha 

para proteger frutos de Citrus tangerina contra Penicillium digitatum, reduciendo de manera 

significativa el diámetro de las lesiones. Pimienta y colaboradores (2012) evaluaron el efecto 

in vitro de los VOCs del hongo endófito P. nodorum como agente antifúngico sobre M.  

fructicola, observando una inhibición significativa sobre el crecimiento del fitopatógeno.  

El 3-metil-1-butanol y el eucaliptol se reportaron como parte de los constituyentes de la 

mezcla de VOCs producidos por los hongos endófitos Nodulisporium spp. CMU-UPE34 y 

Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a, los cuales presentan actividad antifúngica 

(Sánchez-Fernández et al., 2016; Suwannarach et al., 2013). Suwannarach y colaboradores 

(2013) demostraron en bioensayos in vitro que los VOCs del hongo Nodulisporium spp. CMU-

UPE34 inhibe significativamente el crecimiento de los fitopatógenos Alternaria porri, 

Alternaria solani, Colletotrichum capsici, Colletotrichum musae, Colletotrichum 

gloeosporioides, F. oxysporium, Fusarium solani, Nigrospora oryzae, P. digitatum, 

Penicillium expansum, R. solani y Sclerotium rolfsii. Los estudios in vivo mostraron que los 

VOCs inhibieron el desarrollo de las lesiones causadas por P. expansum en los frutos Citrus 

aurantifolia y Citrus reticulata, y por P. digitatum en el fruto Citrus limon. Sánchez-Fernández 

y colaboradores (2016) probaron que la mezcla de VOCs producida por el endófito 

Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a inhibió de manera significativa el crecimiento de 
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los fitopatógenos Pythium aphanidermatum, P. ultimum, Pythium polytylum, P. capsici, 

Phytophthora palmivora, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora parasitica, F. oxysporum 

y A. solani. 

El 2-metil-1-butanol también se ha descrito como uno de los compuestos en la mezcla de 

VOCs producida por M. albus aislamiento 620, utilizado como agente de control biológico 

(Ramin et al., 2005) y de Muscodor yucatanensis, que tuvo propiedades antifúngicas y 

fitotóxicas (Macías-Rubalcava et al., 2010). Los experimentos in vitro realizados por Ramin 

y colaboradores (2005) confirman que los VOCs de M. albus aislamiento 620 actúan sobre 

los hongos B. cinerea, P. expansum y S. sclerotiorum, y contra las bacterias Erwinia 

carotovora pv. carotovora, Pseudomonas fluorescens y Escherichia coli, inhibiendo la 

germinación de las esporas de B. cinerea y P. expansum, y el crecimiento de S. sclerotiorum, 

E. carotovora pv. carotovora, P. fluorescens y E. coli. Es importante señalar que los VOCs 

selectos empleados en este trabajo, no se evaluaron como mezclas de bioplaguicidas para 

probar su eficacia en enfermedades postcosecha en ninguno de los trabajos previamente 

mencionados. 

Los experimentos in vivo realizados con F. oxysporum creciendo sobre jitomates cherry, 

muestran que los VOCs evaluados de manera individual y en mezclas, particularmente la 

mezcla de los seis VOCs, inhiben significativamente y de manera dependiente de la 

concentración el crecimiento del micelio sobre las heridas infectadas de los jitomates. Cabe 

mencionar que los valores de la CI50 obtenidos en los bioensayos con los jitomates cherry 

infectados son menores a los encontrados en los bioensayos in vitro, tanto para los VOCs 

evaluados de manera individual como en mezclas (Cuadro 1). 

Una vez que se demostró por medio de bioensayos in vitro e in vivo que los VOCs evaluados 

de manera individual y en mezclas inhiben el crecimiento de F. oxysporum, para elucidar el 

posible mecanismo de acción de los compuestos de prueba, se estudiaron sus efectos en la 

respiración, la conductividad eléctrica y la morfología de las hifas del fitopatógeno. 
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Figura 20. Porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de F. oxysporum creciendo sobre jitomates cherry (Solanum Iycopersicum 
var. cerasiforme) en presencia de los VOCS selectos. La mezcla de los seis VOCs (MT), la mezcla de los tres alcoholes (MA), los alcoholes 
feniletílico (A), 2-metil-l-butanol (2-M) y 3-metil-l-butanol (3-M), y los monoterpenos eucaliptol (E), ocimeno (O) y terpinoleno (T), a 
concentraciones de 12.5 (azul oscuro), 25 (rojo), 50 (verde oscuro), 75 (morado), 125 (azul claro), 250 (anaranjado), 500 (lila) y 1000 
(rosa) IJg/mL. Todos los valores fueron estadísticamente significativos ANOVA (P<0.05) (Figura 20A). Efecto inhibitorio producido por 
la mezcla de los seis VOCs selectos sobre los jitomates cherry infectados por F. oxysporum, en un rango de concentraciones de 12.5 a 
1000 IJg/mL (Figura 208) 
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2.3. Efecto de los VOCs selectos sobre la respiración 

En primer lugar, para correlacionar la inhibición causada por los VOCs sobre el crecimiento 

radial del fitopatógeno F. oxysporum con posibles alteraciones en la respiración del 

microorganismo, se evaluó el efecto de los VOCs de manera individual o en mezclas sobre 

la tasa de consumo de oxígeno de durante el crecimiento del micelio. En la Figura 21 se 

presenta el efecto inhibitorio producido por los VOCs sobre la respiración del fitopatógeno. 

El micelio de 48 h de crecimiento del fitopatógeno se incubó en presencia de cuatro 

diferentes concentraciones de los VOCs de manera individual y en mezclas. La tasa de 

consumo de oxígeno se midió a las 2, 5, y 8 h de incubación. Todos los tratamientos 

mostraron valores estadísticamente significativos, y se encontró una inhibición de forma 

dependiente de la concentración y del tiempo de incubación. El mayor porcentaje de 

inhibición se observó a las 8 h de incubación. A la máxima concentración de prueba que fue 

de 1000 µg/mL, con excepción del 3-metil-1-butanol y del terpinoleno, todos los 

tratamientos mostraron diferencias significativas a los tres tiempos. 

La mayor inhibición del consumo de oxígeno fue provocada por la mezcla de los seis VOCs 

en un 97.1% a la concentración de 1000 µg/mL, después de 8 h de incubación, con un valor 

de CI50 de 183.9 µg/mL. A la misma concentración, la mezcla de los seis VOCs mostró 

valores de CI50 de 315.1 y 248.1 µg/mL a las 2 y 5 h de incubación, respectivamente. Para 

la mezcla de alcoholes a la misma concentración, provocó una inhibición de 68.0% y un 

valor de CI50 de 244.4 µg/mL, después de 8 h de incubación. Con respecto a los compuestos 

evaluados individualmente, los monoterpenos terpinoleno y eucaliptol, provocaron la mayor 

inhibición con porcentajes superiores al 80% y valores de CI50 de 200.7 y 395.9 µg/mL, 

respectivamente. El ocimeno inhibió en un 65.1% y mostró un valor de CI50 de 573.3 µg/mL. 

Los alcoholes 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol inhibieron el consumo de oxígeno en un 

70.6% y 61.2%, presentado valores de CI50 de 247.9 y 480.5 µg/mL, respectivamente. El 

alcohol feniletílico mostró un valor de CI50 > 1000 µg/mL, inhibiendo la respiración en un 

42.1% a la máxima concentración evaluada.  

En el Cuadro 1 se resume el efecto inhibitorio sobre la respiración de F. oxysporum 

provocado por los VOCs selectos evaluados de manera individual y en mezclas a 125, 250, 

500 y 1000 µg/mL después de 2, 5 y 8 h de incubación, expresados como valores de CI50, 

(µg/mL). A partir de los resultados obtenidos fue evidente el efecto sinérgico de los VOCs. 

La mezcla de los seis VOCs inhibe en mayor grado que los alcoholes y los monoterpenos 
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evaluados de manera individual, con valores de CI50 inferiores a 320 µg/mL a partir de las 

2 h de incubación. 

Los resultados sobre la inhibición de la respiración del fitopatógeno indican que los 

compuestos evaluados de manera individual y en mezclas poseen un efecto antifúngico 

estadísticamente significativo dependiente tanto del tiempo de incubación como de la 

concentración de compuestos. Para todos los trataminetos la mayor inhibición ocurre 

después de ocho horas y a la máxima concentración de prueba. Además, las mezclas de los 

seis VOCs y de los tres alcoholes actúan de manera sinérgica. Estos resultados concuerdan 

con lo descrito previamente para los VOCs biosintetizados por diferentes microorganismos 

(Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; Thomsheck et al., 2010; Wang et al., 2016). 

 

Cuadro 1. Efecto inhibitorio de los VOCs selectos sobre el crecimiento in vivo e in vitro, y 
la respiración de las hifas de F. oxysporum expresado como CI50 (µg/mL). 

Compuesto 

CI50 µg/mL 

Crecimiento radial 
Respiración 

In vivo In vitro 

Jitomates 
cherry 

Dilución 
en agar 

Fase 
gas 

Horas 

2 5 8 

Mezcla de seis VOCs 25.8 355.9 516.4 315.1 248.1 183.9 

Mezcla de alcoholes 88.3 567.6 634.6 > 1000 418.4 244.4 

Alcohol feniletílico 22.3 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 

2-Metil-1-butanol 18.6 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 480.5 

3-Metil-1-butanol 19.7 > 1000 > 1000 822.5 357.8 247.9 

Eucaliptol 167.7 > 1000 > 1000 659.7 591.1 395.9 

Ocimeno 172.1 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 573.3 

Terpinoleno 189.3 > 1000 > 1000 420.6 299.1 200.7 

Captan 50 - 5.1 - 8.4 6.0 4.0 
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2.4. Efecto de los VOCs selectos sobre la conductividad eléctrica 

Para confirmar si el efecto provocado por los VOCs sobre el crecimiento y respiración de F. 

oxysporum conlleva a la disrupción la membrana celular, se analizó la conductividad eléctrica 

en presencia de los VOCs. En la Figura 22 se presenta el efecto producido por los VOCs 

sobre la conductividad eléctrica expresada como conductividad relativa. En todos los casos 

la conductividad aumentó con respecto a la concentración y al tiempo de incubación. Sin 

embargo, únicamente la mezcla de los seis VOCs muestra diferencias significativas con 

respecto a la concentración y al tiempo incubación. Asimismo, todos los tratamientos 

muestran valores estadísticamente significativos a la máxima concentración de prueba que 

fue de 1000 µg/mL, a partir de las 2 y hasta las 8 h. 

Los mayores porcentajes de conductividad relativa se observaron a la máxima concentración 

después de 8 h de incubación el micelio en presencia de los VOCs. Con excepción del 

terpinoleno que muestra una tasa de fuga de electrolitos del 37.0% con respecto al control, 

todos los tratamientos provocaron un incremento de la conductividad relativa entre 40% y 

50% en el orden que se indica a continuación: ocimeno (48.8%) >2-metil-1-butanol 

(45.4%) >alcohol feniletílico (43.1%) >mezcla de alcoholes (42.9%) >mezcla de los seis 

VOCs (42.8%) >3-metil-1-butanol (42.4%) >eucaliptol (40.6%). El incremento en la 

conductividad relativa a las 2 h de tratamiento es alrededor de 30% y a las 5 horas de 

tratamiento del 30% a 40%. Estos resultados indicaron que los VOCs alteraron la 

conductividad eléctrica del fitopatógeno ocasionando la salida de iones. 

De manera similar al efecto observado en la respiración del fitopatógeno, los VOCs tuvieron 

un efecto dependiente de la concentración y del tiempo de incubación, actuando también 

de manera sinérgica cuando se evalúan en mezclas sobre la conductividad eléctrica del 

fitopatógeno, ocasionando un cambio en el flujo de electrolitos haciendo que incremente la 

tasa de fuga de electrolitos con respecto a las hifas que no se encuentran expuestas a los 

VOCs (Duan et al., 2013; Peng et al., 2012; Yang et al., 2016).
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Figura 22. (Continuación). Conductividad eléctrica expresada como conductividad relativa de las hifas de F. oxysporum en presencia 
de los VOCS selectos evaluados a las 2 (azul), 5 (anaranjado) y 8 (gris) horas de tratamiento. Ocimeno (O), terpinoleno (T) y Captan 
50, a concentraciones de 125, 250, 500 Y 1000 IJg/mL. Todos los valores de porcentaje fueron estadísticamente significativos ANOVA 
(P<0.05). 
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2.5. Efecto de los VOCs selectos sobre la morfología de las hifas 

Finalmente, con el objeto de investigar el efecto de los VOCs de manera individual y en 

mezclas sobre el fitopatógeno F. oxysporum, se estudió la morfología de las hifas a través 

de preparaciones en fresco hechas a partir de microcultivos empleando el método de 

dilución en agar y de fase gas, así como por suspensiones de micelio. La descripción y la 

discusión sobre la morfología de las hifas obtenidas por las diferentes metodologías se 

realizaron de manera conjunta para facilitar la comparación la comparación de los efectos 

de los VOCs sobre la ultraestructura del fitopatógeno. 

Las micrografías obtenidas a partir de microcultivos de 48 h de crecimiento del fitopatógeno 

en presencia de los VOCs empleando el método en fase gas muestran mayores efectos 

tóxicos sobre la morfología de las hifas que las micrografías obtenidas por el método de 

dilución en agar. En contraste con el método de dilución en agar, los VOCs evaluados de 

manera individual inducen la proliferación de las vacuolas a la concentración de 1000 µg/mL. 

Además, el 2-metil-1-butanol y el 3-metil-1-butanol inducen un proceso de vacuolización, 

donde algunas vacuolas se abultan y eso hace que haya regiones hinchadas en la hifa. El 

2-metil-1-butanol también provoca engrosamiento de las hifas en la parte media y 

adelgazamiento en las orillas por lo que la hifa presenta grosor diferencial. El ocimeno 

ocasiona espacios vacíos que indican la pérdida de contenido hifal, observándose hifas 

transparentes y vacías (Figuras 23 y 24C). De nueva cuenta, el mayor efecto tóxico sobre 

la morfología de las hifas se observó en las micrografías obtenidas de los tratamientos con 

la mezcla de los seis VOCs y de los tres alcoholes. Como consecuencia del estrés producido 

por la presencia de estas mezclas, hay proliferación de las vacuolas y procesos de 

vacuolización, lo que resultó en hifas rotas. La mezcla de los seis VOCs mostró el mayor 

efecto tóxico a partir de la concentración de 75 µg/mL e inhibió completamente el 

crecimiento del patógeno a la concentración 1000 µg/mL. Por otra parte, la mezcla de 

alcoholes presentó el mayor daño sobre las hifas a partir de 250 µg/mL. Se observaron hifas 

con engrosamiento en la parte media y adelgazamiento en las orillas (Figuras 23 y 24C). 

Los análisis de los microcultivos confirmaron que los VOCs selectos perturbaron la 

conductividad eléctrica e inhibieron el crecimiento de F. oxysporum. Esto puede deberse a 

la proliferación de las vacuolas y a un drástico proceso de vacuolización, que origino la 

ruptura de la hifas, alterando en consecuencia la respiración del microorganismo (Figura 
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24C). En la Figura 23 se muestra el efecto de los VOCs evaluados de manera individual y en 

mezclas, usando el método de fase gas.  

Las micrografías de las suspensiones del micelio observadas después de 2, 5 y 8 h de 

tratamiento con los VOCs selectos muestran que el mayor efecto tóxico sobre la morfología 

de las hifas es a partir de las 5 h a la concentración de 1000 µg/mL. El alcohol feniletílico y 

el 3-metil-1-butanol provocaron una mayor penetración del colorante en las hifas, por lo 

que el color en algunas regiones de las hifas es más intenso que en otras regiones. En 

presencia del 2-metil-1-butanol, del eucaliptol y de la mezcla de alcoholes se observó, 

además de una mayor penetración del colorante, procesos de vacuolización, y 

engrosamiento en la parte media y adelgazamiento en las orillas. El ocimeno y la mezcla de 

los seis VOCs también indujeron procesos de vacuolización y engrosamiento de las hifas en 

la parte media de las hifas, además se encontraron espacios vacíos que indican la pérdida 

del contenido hifal. El terpinoleno, también ocasionó una mayor penetración del colorante y 

la generación de espacios vacíos debido a la pérdida del contenido hifal. Después de 8 h de 

tratamiento con el 3-metil-1-butanol, además de los efectos observados a las 5 h, también 

provoca procesos de vacuolización y el engrosamiento de la parte media de las hifas y 

adelgazamiento de las orillas. En presencia del eucaliptol, ocimeno, terpinoleno, y de ambas 

mezclas, fue más evidente el proceso de vacuolización, de engrosamiento y adelgazamiento 

de las hifas, así como de la pérdida del contenido hifal desde las 5 h (Figuras 23 y 24C).  

Cabe destacar que la mezcla de los seis VOCs es el único tratamiento que induce cambios 

morfológicos a partir de la concentración más baja de prueba que fue de 125 µg/mL (Figura 

23). Los daños en la morfología de las hifas se relacionan con los resultados obtenidos 

previamente en los experimentos de la respiración y la conductividad eléctrica. Las 

alteraciones causadas por los VOCs en la respiración y en la conductividad eléctrica del 

microorganismo pueden deberse a la proliferación de las vacuolas y a un severo proceso de 

vacuolización que resulta en la ruptura de las hifas. Los efectos de los VOCs evaluados de 

forma individual y en mezclas sobre las hifas de F. oxysporum después de 8 h de exposición 

empleando el método de dilución se muestran en la Figura 23.  

Para un mejor entendimiento de las alteraciones en la morfología de las hifas de F. 

oxysporum causadas por los VOCs de manera individual y en mezclas, se muestra una breve 

explicación de cada término utilizado: mayor penetración del colorante dentro de la hifa: el 

color en algunas regiones de la hifa es más intenso que en otras regiones. Proceso de 
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vacuolización: la vacuola se abulta y eso hace que haya regiones hinchadas en la hifa. 

Engrosamiento de la parte media de la hifa y adelgazamiento de las orillas: la hifa presenta 

grosor diferencial. Espacios vacíos que indican pérdida de contenido hifal: la hifa parece 

transparente y vacía. Proliferación de las vacuolas: es un incremento sustancial en el número 

de vacuolas. Hifas rotas: la hifa está separada en dos o más pedazos (Figuras 23 y 24C). A 

manera de ejemplo, en la Figura 18 se observan las alteraciones morfológicas causadas por 

la mezcla de los seis VOCs utilizando los métodos de dilución (Figura 24A) y de fase gas 

(Figura 24B) a 500 µg/mL, después de 8 y 48 h de exposición, respectivamente. También 

se muestran imágenes amplificadas de las alteraciones en las hifas (Figura 24C). 

En el trabajo realizado con los VOCs de P. nodorum sobre el crecimiento de M.  fructicola, 

se encontró que después de la exposición de M. fructicola a los VOCs del endófito, se produjo 

una alteración morfológica sobre las hifas del fitopatógeno, observándose adelgazamiento 

de las hifas, algunas hifas rizadas, y otras con espacios vacíos que indicaron la pérdida del 

contenido hifal (Pimienta et al., 2012). 

Una de las desventajas del uso de los VOCs evaluados es el costo elevado de los compuestos 

puros, en particular de los monoterpenos, por lo que su uso en los cultivos estaría limitado.  

Para evitar los altos costos, se podría utilizar la mezcla de alcoholes que si bien no es igual 

de efectiva que la mezcla de todos los compuestos puros, tiene actividad similar. Además 

en las observaciones de los efectos de los compuestos sobre las hifas del fitopatógeno, los 

alcoholes causaron los mayores cambios morfológicos. 
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Figura 23. 
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Figura 23. Micrografías de las hifas de F. oxysporum en presencia de los VOCs selectos evaluados 

de manera individual y en mezclas, empleando los métodos de dilución y de fase gas. Hifas de la 
suspensión de micelio después de 8 h de tratamiento con los VOCs utilizando el método de dilución 

a la concentración de 1000 µg/mL: C1 hifas control teñidas con azul de lactofenol; A1 alcohol 
feniletílico; 2-M1 2-metil-1-butanol; 3-M 3-metil-1-butanol; E1 eucaliptol; O1 ocimeno; T1 

terpinoleno; AM1 mezcla de los tres alcoholes. Efecto de la concentración de la mezcla de los seis 

VOCs después de 8 h de tratamiento empleando el método de dilución: TM1 125 µg/mL; TM2 250 
µg/mL; TM3 500 µg/mL; TM4 1000 µg/mL. Hifas de F. oxysporum observadas después de 48 h de 

tratamiento con los VOCs por el métodos de fase gas a la concentración de 1000 µg/mL: C2 hifas 
control teñidas con rojo congo; A2 alcohol feniletílico; 2-M2 2-metil-1-butanol; 3-M2 3-metil-1-

butanol; E2 eucaliptol; O2 ocimeno; T2 terpinoleno. Efecto de la concentración de la mezcla de los 

tres alcoholes usando el método de fase gas: AM2 250 µg/mL; AM3 500 µg/mL; AM4 1000 µg/mL. 
Efecto de la concentración de la mezcla de los seis VOCs utilizando el método de fase gas: C3 hifa 

control teñida con azul de lactofenol; TM5 50 µg/mL; TM6 75 µg/mL; TM7 125 µg/mL; TM8 250 
µg/mL; TM9 500 µg/mL. Las flechas indican: Mayor penetración del colorante dentro de la hifa 

(amarilla); proceso de vacuolización (verde); engrosamiento de la parte media de la hifa y 
adelgazamiento de las orillas (azul); espacios vacíos (roja); proliferación de las vacuolas (morada); 

hifas rotas (negra). 
 
 

 

 
Figura 24. Micrografías de las alteraciones morfológicas causadas por la mezcla de los seis 
VOCs selectos, utilizando los métodos de dilución (Figura 24A) y de fase gas (Figura 24B) a 
500 µg/mL, después de 8 y 48 h, respectivamente, también se muestran imágenes 
amplificadas de las alteraciones en las hifas (Figura 24C). 
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VII. CONCLUSIONES  

Los bioensayos de antagonismo directo múltiple entre los hongos endófitos del género 

Hypoxylon y los microorganismos fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura: A. 

alternata, F. oxysporum, P. capsici y P. ultimum, permitieron establecer que los endófitos 

son productores de metabolitos secundarios tanto difusibles como volátiles bioactivos, cuya 

actividad incrementa conforme transcurren los días de interacción antagónica. La 

competencia múltiple in vitro entre los endófitos y los fitopatógenos también estimula 

mecanismos de defensa físicos, como es la formación de barreras miceliares y el 

micoparasitismo. 

Los bioensayos utilizando los extractos orgánicos, mostraron que los extractos del medio de 

cultivo fueron más activos que los del micelio sobre el crecimiento radial de los 

fitopatógenos. La inhibición del crecimiento radial de hongos y de oomicetos fitopatógenos 

fue diferencial. Sin embargo, en A. alternata, P. capsici y P. ultimum, algunos extractos 

mostraron inhibición similar a la del fungicida comercial. 

Los bioensayos de antagonismo en caja dividida permitieron corroborar que los hongos 

endófitos producen VOCs bioactivos capaces de inhibir el crecimiento de los 

microorganismos fitopatógenos de prueba. 

Los bioensayos de antagonismo directo múltiple y en caja dividida, así como los de potencial 

antagónico a nivel de extractos orgánicos del medio de cultivo y micelio, llevados a cabo 

con los hongos endófitos del género Hypoxylon, permitieron demostrar que estos 

microorganismos son candidatos para el desarrollo de agentes de control biológico, así 

como, una fuente para la obtención de bioplaguicidas útiles en la agricultura. Además 

demostraron que a pesar de pertenecer al mismo género y posiblemente a la misma especie, 

presentaron diferente actividad biológica. En los todos los bioensayos se observó que la 

mayor inhibición ocurre al inicio de la interacción antagónica.  

En la presente tesis, se demostró por primera vez, que los VOCs selectos, los alcoholes 

feniletílico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, así como los monoterpenos eucaliptol, 

ocimeno y terpinoleno, presentes en las mezclas producidas por los hongos endófitos del 

género Hypoxylon, poseen potentes efectos antifúngicos contra el fitopatógeno F. 



71 

oxysporum, en bioensayos in vitro e in vivo, actuando tanto de manera individual como de 

manera sinérgica en mezclas. 

En los experimentos in vivo, empleando a F. oxysporum creciendo sobre jitomates cherry, 

se mostró que los VOCs selectos evaluados de manera individual y en mezclas, inhiben de 

manera significativa y dependiente de la concentración, el crecimiento del micelio sobre las 

heridas infectadas de los jitomates, la inhibición fue mayor cuando los seis VOCs se 

encontraban en mezcla. 

Los bioensayos in vitro demostraron que los VOCs selectos, particularmente la mezcla de 

los seis VOCs, inhibieron significativamente y de forma dependiente de la concentración el 

crecimiento de F. oxysporum, afectando la respiración, y la conductividad eléctrica del 

fitopatógeno. Estos resultados aunados a las alteraciones en la morfología de las hifas, 

pusieron en evidencia que los VOCs constituyen candidatos prometedores para el desarrollo 

de bioplaguicidas. Estos compuestos tienen un gran potencial para el tratamiento de las 

infecciones postcosecha provocadas por el hongo F. oxysporum. 

Actualmente, no hay estudios relacionados con el efecto de los VOCs sobre el crecimiento 

del hongo fitopatógeno F. oxysporum, ni de su posible mecanismo de acción fisiológico,  

actuando de manera individual o en mezclas. Asimismo, no hay reportes en la literatura de 

estudios in vivo sobre VOCs producidos por hongos endófitos actuando de manera individual 

o en mezclas como bioplaguicidas, que demuestren su eficiencia en el control postcosecha 

de microorganismos fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura. Por lo que  este 

trabajo constituye una contribución importante al estudio de los VOCs  biosintetzados por 

hongos endófitos potencialmente útiles en la agricultura.
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VIII. PERSPECTIVAS 

Identificar la composición química de la mezcla de VOCs producidos por los hongos endófitos 

del género Hypoxylon. 

Determinar el mecanismo de acción de cada uno de los VOCs. 

Establecer relaciones de estructura – actividad de los VOCs para su posible aplicación en la 

agricultura y en la industria farmacéutica. 

Realizar modificaciones estructurales a los VOCs para potenciar o mejorar la actividad 

presentada. 
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Abstraet To assess their potential as biopesticides, tbe effect 
00 the growth of phytopathogen Fusarium oxysporum of six 
volati le organic compounds from endophytic fungi was stud· 
ied in vivo and in vitro; compounds were used both as a 
mixture and individually. In vivo studies were perfonned in
oculating lhe pathogen inlo cheny tomaloes, while the in vilro 
aotifungal effecl was studied using agardilution and gas phase 
methods. Also, the morphology of the hyphae exposed 10 

these compounds was analyzed. Moreover, the possible mech
anism of action ofthese compounds was determined by study
ing Ihe respiration and cell membrane penneability. Results 
show that Ihe compounds have a significanl concentration
dependent antifungal effcct individually and act in a synergic 
manner. Additiona ll y, changes in cell membrane penneability, 
damage to the hyphal morphology, and al1 inhibitory effect on 
the respiration were observed. The mixture of the six com· 
pounds may be used for pos1harvest control of F. oxy~pO"1I111 
in toma loes. 

Kcywords Volatile organic compounds . Endophytic fungi . 
An1ifungal activity . FlIsarillm oxy~porllm . Biopesticides . 
Pos1harves t control 

Taken in part from lhe PhD thesis oC Y. M. Medina-Romero 

Elcctrollic supplclllcntary matcrial Thc onlinc vcrsion oCth is articlc 
(https://doi.orgl I0.1007/s00253·0 17·8542·8) contains supplcmcntary 
matcria l. which is uvuilable to authorizcd uscrs. 

CBl Martha Lydia Macías·Rubalcava 
mmacias@iquimica.unam.mx; mamaciasr@gmai l.com 

Inst ituto de Química. Departamcnto de Productos Natumlcs, 
Univcrsidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Ciudad 
Universitaria, Delegación Coyoacán, Ciudad de México 04510. 
México 

Published online: 30 Seplember 2017 

Introduction 

Due to the great number of products obtai ned from lhe fruit 
and 10 the vas t surface dedicated to its culture, tomato, 
Solanum Iycopersicum (Family: Solallaceae), is considered 
lhe second mosi important crop worldwide and in Mexico 
(Ascencio-Álvarez el al. 2008; González el al. 20 12). The 
phytopathogcn Fusarium oJ.ysporum is respons ible for nearJy 
60% of production losses; tltis fungus also affccts consider
ably the postharvest fru it quality (Ascencio-Álvarez et al. 
2008; Leslie and Summerell 2006). 

FlIsarillm genus is ofgreat importance in agricuJture: mos1 
crops worldwide present at least one disease produced by one 
FlIsarillm species. Severity ofsuch diseases varies dependil1g 
on the host plant, and the target organ, whelher it attacks the 
leaves, stem, roots, seeds or fruits (Leslie and Summerell 
2006). FlIsariulI1 species are widely spread and genetically 
diverse; 1his makes finding lhe besl conditions lo conlrol lltesc 
infectiolls a challenging task and trealment long and difficult 
(Gollzález et al. 20 12; Leslie and Summerell 2006; Mercier 
and Jiménez 2(04). 

Treatment of Fusarillm caused diseases in economically 
important crops, both in culture and poslharvesl, includes 
the use of synthe1ic agrochemicals; also, resistant crops have 
been developed (González el al. 20 12; Gordon and Martyn 
1997; Lesl ie and Summerell 2006). However, when using 
agrochemica1s. lhe proper time and number of applica1ions, 
the concentration and the active ing red ient a re often 
disregarded, resulting in increased prod uct ion costs 
(González el al. 2012). On Ihe olher hand, fmding res istanl 
crops requires a costly research, development and production 
process (Fravel el al. 2003 ; González el al. 20 12; Leslie and 
Sunllnerell 2(06). 

Also, it is well known tbat intcnsive use of synthetic agro
cltemicals genemtes environmcntal pollution issues, adverse 
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human health cffccts and a remarkablc ¡ncrease on agrochcm
ieal resistan ce of palhogens (Deng el al. 20 15; González el al. 
20 12; Li et al. 20 12). There is a dire nccd to devclop different 
strateg ies fo r the effic ient control of diseases on edible and 
ornamental plants (Deng et a l. 2015; Mercier and Jiménez 
2004). A viable altemative to protect economicall y imponant 
crops from fungal diseases is lhe use ofbiopesticides (Dimetry 
20 14 ; Mere ier and Jiménez 2004 ; Tanwar et al. 2012). 
BiopeSlicides are bioaclive principies, usually secondary me
tabolites from plants, virus, bacteria and fungi; that can be used 
as plague-control agents (Dimetry 20 14; Tanwar et al. 2012). 

One ofthe main advantages ofbiopesti cides is that they can 
be used in c10sed areas and kili or inltib il tlle pathogenic mi
croorgani sms not requiring di rect contact with the crops 
(Dimetry 2014; Mercier and Jiménez 2004; Seholsmans 
et a l. 2008 ; Tanwar et al. 20 12). Additionally, they can be 
eas ily employed as postharvest treatrnents as they need little 
manipulation (Mercier and Jiménez 2004). Biopesticides are 
relalively safe and environmenlally friendly (Dimelry 2014; 
Mercier and Jiménez 2004; Mercier and Smilanick 2005; 
Tanwar el al. 201 2). Nonetheless, to date therc are very few 
bioplaguicides avai lable (Dimetry 2014; Mercier and Jiménez 
2004; Slrobel 20 11 ; Tanwar el al. 2012). 

Volati le organie eompounds (VOCs) produeed by endo
phytic fungi are a known class of biopest icides; these com
pounds, particularly as mixtures, possess potent antimicrobial 
properties (Elfmert el a l. 2012; Ezra and Strobel 2003 ; Ezra 
et al. 2004; Kai et al. 2009 ; Mere ier and J iménez 2004 ; 
Mercier and Manker 2005; Sánehez-Femández el al. 20 16; 
Ulloa-Benitez et al. 20 16; Vespennann et al. 2007; Wenke 
el al. 2010). Some common VOCs are alcohols, monoter
penes, organic carboxylic acids, esters and ketones CEzra and 
Slrobel 2003; Ezra el al. 2004; Gao et al. 2005; Lemfaek el al. 
2014), The VOCs most ofien reported in living environments 
had vapor pressures ranging fro m 3.03 to 7.46 mglm' (Korpi 
et a l. 2009), due to these low vapor pressures, VOCs are read
ily con verted to gaseous phase at room temperature enabling 
their easy application on plants. 

To idenlify the mixtu res of VOCs produeed by lhe miero
organisms, headspace soli ct phase mieroextraetion (HSSPM E) 
is used. With this lechnique, it is poss ible to obtain sma ll 
sampling amounts of VOCs thal will nol affecI the release 
equilibrium (Zhang and Li 2010); lherefore, the eomposition 
of the VOCs produced by microorganisms can be known bUI 
the concentrations released to the environment cannot be ac
curalely dclermined; HSSPME allows to obtain relative abun
dances. In add ition, the production rates of VOCs depend on 
various faclors such as time, temperature, substrate, interac
tions w ith other species, and other environmental variables 
specific lo each microorganisl1l (Hung et aL, 2015; Sánchez
Femández et a l. 20 16; Sánehez-Ortiz et al. 2016). 

JI has becn reported that sorne endophyrie fungi from lhe 
Hypoxylon genus produce a great variety ofbio logically active 
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VOCs (Dai el al. 2006; Hensen s et al. 1999; Sá nehez
Fernández el al. 2016 ; Suwannaraeh el al. 20 13; Ulloa
Benitez et al. 2016; Wu et al. 2010) lhey eonstitu te there fore 
a possible source of biopesticides. 

The aim of this work is 10 evaluate the biopestic ide poten
tial of six VOCs, th ree alcohols and three monoterpenes, pro
duccd by endopbyles from the HYPOJ.yloll genus, describing 
the effeclS ofeach compound, Ihe mixture ofall the six VOCs, 
and the mixture of the lhree aleohols; on the phylopathogen 
F oxysporum, in both in vitro and in vivo bioassays. For the 
in vivo assays, tbe pathogen \Vas inoculated in cherry toma
toes. The in vitro tests consisted ofanalyzing the radial growth 
or ibe fungus using the agar dilution and gas pllase methodol
ogy. The possible mechanisrn of action by which they affect 
the respi ralion and cell membrane penneability was assessed. 

Materials and methods 

Six VOCs, produced by endophytic fungi Nodlllisporillm sp. 
s tra in GS4d2 II1 (Hypoxylol1 al1thochrolll1l) (Sánchez
Femández et al 2016) and Hypoxylon Clnt/¡oc/¡roum strain 
Blaei (Ulloa-Benitez et al. 20 16), were seleeled: phenylelhyl 
alcohol , 2-methyl- l-butanol and 3-methyl- l -bulanol, and 
monoterpenes eucalyptol, ocimene and terpinolene (Fig. 1). 
2-Methyl- l -butanol, 3-methyl- I-butanol, eucalyptol, ocimene 
and terpinolene are biosynthes ized by Nodulisporill/1/ sp. 
strain GS4d2 rI I (H. ant/¡oc/¡roum ) (Sánchez-Femández et al. 
2016), and lhe phenylelhyl alcohol, 2-melhyl- l-butanol, euea
Iyptol and tcrpinolenc by H. antllOc/¡l'Oum strain Blaci (Ulloa
Benítez el al. 2016). Standards for these compounds \Vere 
purehased from Sigma-A ldrieh (purity - 98%), (SI. Louis, 
Missouri , USA). 

The phytopathogenic strain of F oXyJporum used for the 
bioassays was deposited in the Fungal Coll ection of the 
Herbario Nacional de México (MEXU), UNAM, underacqui
s ition number MEX U 28340 ; and in Ihe Cepario de la 
Facuhad de Química de la Univers idad Nacional Autónoma 
de México (CFQ) under aequisition number CFQ-H- 134. For 
the working stock, F oxysporum strain was routinely growll 
on polato-dextrose-agar rncdium al 25 oC in 12:12 h light
dark photoperiod using a nuoreseenl light (T12 30 W, Phillips, 
Chihuahua, Mexieo). 

In vivo elTeet of seIeeted VOCs on ehcrry tomatoes 
infeeted with F. oxysport/1Il 

S. lycopersicu11I varo cerasiforl1le (cheny tomatoes) were used 
in order to evaluate lhe in vivo effecI of the VOCs. Tomatoes 
with no apparent diseases or visib le wounds were bought al a 
local market, average sizes \Vere around 2- 3 cm long and 1.0-
1.5 cm diarneter, weight ranged from 5 lo 6 g per tomato. 
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Fig. I [n vivo etTecl of selected 
VOCs on Ihe growlh of 
F. oxyspomm colonizing cheny 
tornatocs (S. lycopc/'siculII varo 
C(1'(lsifol1l1e). a Pcrccnl inhibilion 
on F o.\yspOJ"/lm growth: six 
VOCs' mixture (TM), a[cohols' 
mixture (AM), phenylelhyl 
alcohol (A), 2-lllethyl-I -bulanol 
(2-M), 3-mcthyl- I-butanol (3-M). 
eucalyptol (E), ocirnene (O) and 
tcrpinolcnc (T); al 12.5 (navy 
bluc): 25 (red): 50 (green): 75 
(purple); 125 (light green); 250 
(omngc); 500 (Iight bluc) and 
1000 (pink) ].1g/rnL. AII percenl 
values are statistica lly significanl, 
ANOVA (P < 0.05) . b in vivo 
antifungal effcct ofsix VOCs' 
mixture evaluatcd [rom 12.5 lo 
1000 J.1g1mL 

a 

>=O- T 

--tr< O 

>-6- E 

~OH 3-M 

~OH 2_M 

AM 

TM 

Tomatoes were surfaced-sterilized with 75% ethanol during 
30 S and rinsed three times with steri le dist illed water for 
60 s lhen air-dried on a lam inar fl ow hood. Six equidistant, 
2 mm deep, wounds were inflicted w ith a sterile d issection 
needle and 20 ~l of a F oxysporum suspension with 1.7 x 107 

conidia was added to each wound. Each tornato, trcated or 
untreated, was placed in 30 mL steri le flasks along with a 
0.5-mL g lass v ial. These vials contained c ither onc of the 
mixtures or one of the six VOCs at differenl concentrations 
(12.5, 25,50, 75, 125,250,500 and 1000 ~g!mL). Tlle mix
tures were prepared with each of the compounds al lhe sume 
concenlration w ith lhe previously indicatcd values, Lc" for the 
aleohols' mixtu re at 12.5 !-1g1mL each of lhe three aleohols 
\Vas added al 12.5 ~g/mL. In order lo obtain the halfmaximal 
inhibitory cOllcentrntion (leso), at least four data points were 
used for each treatment ; due lo their varyil1g al1tiful1gaI poten
tial, the cO l1celltrations used are not necessati1y lhe same for 
the difTerent lreatments bUl are a ll in the indicated range of 
12.5 10 I 000 ~g!mL. Flasks \Vere tightly c losed and sealed 
wi th Parafilm® lo avoid compound Ioss. Tomatoes with no 
treatment and with and without wounds were used as negative 

/ 

z:J 

f 

r 

r 

r 

I .... 
r-I 

o 20 40 60 80 100 

% 01 inhibition 

b 

Control Wound control 

F. oxysporum 12.5.,.g1ml 
control 

25 .,.g/ml 50.,.g /ml 

75 IJg/m l 125.,.g/ml 

250 ... g/ml 500 ... g/m[ 

1000 ... g/ml 

controIs. Each bioassay was perfom,ed twice with fOUT repe
titions per treaUnent under a random designo Flasks were kept 
at room temperature ullder a 12/12 h fluorescent lightldark 
photoperiod. After 8 days, Iwo perpcndicular tllcasurements 
oflhe diameterofeach F oxysporum cololly were taken with a 
Vemier caliper (Digital Electronic Caliper Vcrn ier Gaugc 
Micromeler Tool; ± 0.02 mm , Mitutoyo, Tokyo, Japan) 
(Su\Vannarach el al. 20 16; Bajpai and Kang 20 12; Ding 
el al. 20 10; Tian el al. 2008). Growth inhibition percenlage 
\Vas determincd by compar in g lo the negal ive conlro l. 
Photographic records ofthe growillg colonies were kept. 

In vitro eITcet of selceted VOCs on the radial growth 
of F. oxyspontm 

The in v itro effect of the individual VOCs alld the two mix
tures on lhe radial growlh of F mysporum was evaluated 011 

Petri di shes using agar di lution and gas phase bioassays 
(Macias-Ruba lcava et a l. 2010; Mcléndcz-González el al. 
2015 ; Sánchez-Femández et al. 20 16; Ulloa-Benítez et al. 
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2016). Determinalions were carricd out using four differcnt 
concentrations (125, 250, 500 and 1000 ).1glmL) to obtain 
the ICso va lues. Five cm diameter Petri dishes were used for 
rhe agar dilution bioassays ; 5 mL of the VOCs and mixtures 
solutions were addcd to 20 mL ofpolato-dextrose-agar mcdi
um (PDA, 2%) right befare gelificat ion, then kept at - 35 oC 
unti l solidified. A S-mm diameter inoculum was placed inside 
each Petri dish which were then sealed with Parafilm® to 
avoid compound loss; inocula were obtained [rom the borders 
of F oxysporulII cultures (pDA, 8 days). PDA 2% and 2.5-
30 ).lg /mL of cornrncreia l fungieide Captan 50 (N
trich 1 orometh ylti 0-4-cyclohexene- 1 ,2-d icarbox imide, 
BRAVOAG, Estado de Mexico, Mexico) were used as nega
tive and positive contro ls (Sánchez-Femández et al. 20 16; 
Sánehez-Ortiz et al. 2016 ; Ulloa-Benitez et al. 2016). 
Similarly, gas phase bioassays were perfonned on 10 cm di
ameter Petri dishes with 30 rnL of 1% PDA; rigbt befare agar 
solidification, a 0.5-mL vial was placed near the edge ofeach 
dish. Tben, a S-mm diameter inoculum, obtained from lhe 
borders of F oxysporulII cultures (PDA, 8 days), was plaeed 
on the agar surface. Either one of the six VOCs or VOCs' 
mixtures were added to the vials, the negative control had an 
empty vial. The dishes were sealed wilh Parafilm® lo avoid 
compound loss. For both assays, Petri dishes were incubated 
at room tempcraturc during 48 h undcr a 12f12 h fluoresccnl 
lightJdark photoperiod. Two perpendicular measurements of 
the myce lia diameter of F mysporum were taken and com
pared to the diameter of the negative control. Experiments 
were perfonned twice under a random design with four repe
titions per treatmen!. 

Effec! al' selec!ed VOCs on F. oxysporulII respiration 

To determine the respi ration rate during F o.\ysporul1I myce
lium growth, the fungus was cultured in 250 mL Erlenmeyer 
nasks with 100 mL of patato dextrose broth (CPD) at 28 oC 
lInder a 121 12 h Ouorcseent Jight/dark photopcriod and agita
tion at 150 rpm (orbita l shaker, New 8runswick Scientific. 
ExeeJla E25, Enfield, Conneetiellt, USA). Five 5 mm diarneter 
inocula, obtained from the borders of F oxysporum cultures 
(PDA, 8 days), were plaeed in eaeh Oask. After 48 h, myecli
um was vacllum-filtered and rinsed with 50 mL of double
distilled steri le water. Afier 20 min of filtration, 40 mg of 
1110i st mycelium was weighed on each assay tube and 4 mL 
of double-distilled sterile water and the individual VOCs or 
rhe mixtures were added. Concentrations ofthe com¡:xmnds or 
mixtures ranged from 125 to 1000 ).1glmL (125, 250, 500 and 
1000 ).lg/IllL), to determine IC,. values. Tubcs were sealed 
with Para film® lo avoid compound loss. Myceliurn suspen
sions were kept under agitation at 150 rpm in an orbital shaker 
during 2, 5 and 8 h. Aftcr the agitation period, suspcnsions 
were tran sferred to a 10-mL g lass cuvette and oxygen 
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consumptioll rate was measured at 28 oC during 3 min with 
a Clark electrode connected lO a biological oxygen monitor 
(YS I 5300A, YS I Ine., Yellow Springs , O hi o, USA). 
8ioassays were perfonlled twice under a random des ign with 
four repetitions per treatment. 2.5- 30 ).lg/mL of Captan 50 
was used as positive control , untreated aqueous suspellsion 
of Ihe myce lium wa s used as th e negat ive conl rol. 
Respiration rate of F oxysporulIl was calculated as percentage 
of oxygen cOl1sumed in presence of VOCs considering the 
negative control as 100% of consumption. 

Elfec! of selec!ed VOCs on F. oxyspOrttlll cell 
membrane permeabili!y 

Darnage rate caused by VOCs and VOCs' mixtures on cell 
membrane of F oxysporum was evaluated through measure
ment of electrolyte leak. Mycelium samples were prepared in 
the same manner than in the oxygen consumption experi
ments; also, lhe same VOCs' concentrations were used. 
Electrical conductivity of samples was mcasured after 2, 5 
and 8 h oftreatment with the compounds, using a conductivity 
meler (Thenllo Scientific Orion Star A2 12, Massachusetts, 
USA) al 28 oc. Srunples were then heated to boiling point 
during lO mm and fmal conductivity was m detennined. The 
assay was perfonned twice under a random design with four 
repetitions per treatlllent. 2.5- 30 ).lg/IllL of Captan 50 and 
aqucous solution of mycelium with no VOCs were used as 
positive and negative control. Effect ofthe VOCs in cellmem
brane penneabil ity was expressed as relative cOllduct ivity and 
calculated according 10 lhe following equation: 

CI- CO 
Relarive conductivity = Ck- CO x 100%. 

Where ca is the e1eclrical conductivity without mycelium, 
Cl is the conduct ivity ofthe mycelium in presence ofVOCs, 
and Ck is the final electrical conductivity ofthe boiled myce
Jium (Duan et al. 2013 ; Peng et al. 20 12; Yang et al. 20 16). 

Elfcc! of selcc!ed VOCs on F. oxyspOrttlll hyphal 
morphology 

Effect of the VOCs or VOCs' mixtures on F oxy~porllm hy
phal morphology was evaluated using frcsh microscopic prcp
arations from mycelium suspensions and microcultures, using 
Ihe dilution and gas phase metbodologies. 80th microscopic 
preparations were canied out t\vice under a random design 
with four repetitions per treatment. Mycelium samples were 
prepared in the S3me manner than in the oxygen consumption 
and cell membrane damage experimcnts. Individual VOCs 
and VOCs' mixtures concentrations were 125, 250, 500 and 
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1000 ~g/mL. Afier 2,5 and 8 h of being exposcd to the 
compounds, a small volume was removed from the suspen
sion, il was placed on a microscope slide and a drop or 
lactophenol blue or Congo red \Vas added and a coverslip 
was positioned on topo Morphological changes of the hyphae 
were observed at 40x under an optical microscope (Motic, 
BA41O, Hong Kong, China); they were comparcd to the hy
phae from the suspension with no VOCs. 

For lhe gas phase mcthod, microcultures \Vere prepared as 
follows: a lO-cm diameter Petri dishes w ith a triangle-shaped 
glass, a microscopc slide, 5 mL of distilled sterile water and a 
0.5 m L glass via l were used; two 1 x I cm PDA squares were 
placed ncar lhe edges oflhe slide and hyphae were puncture
inoculated on each side of the squares and a coverslip was 
placed on 10p of each square. Glass vials were posilioned on 
rhe vertex of the glass triangle; VOCs and VOCs' mixtures 
were added lo the vials al different concentrntions (12.5, 25, 
50,75, 125,250,500 and 1000 ~g1mL). Petri dishes were 
incubated al room temperalure during 48 h under a 12112 h 
fluorescent lightldark photoperiod. After incubation, lhe mi
croscope slide was removed from the dish and a drop of 
lactophenol blue or Congo red was added. Effects on the hy
phal morphology were observed at 40x under lhe microscope; 
they were compared to the hyphae growth with no VOCs. 

Statistical analysis 

Results from lhe in vivo and in vitro assays were analyzed by 
ANOYA (n = 0.05) test to establish significant differences 
respect lo control samples, and Tukey I-ISD tests to find sig
nificant differences between treatments. GraphPad Prism soft
ware (ver. 6) \Vas used for said tests (Sánchez-Femández et al. 
20 16; Sánehez-Ortiz et al. 20 16; Ulloa-Benitez et al. 20 16; 
Zar 20 1 O). IC,o values were detenllined through a Probit anal
ysis (Zar 20 1 O), based on the average percentage of inhibition 
obtained for each VOCs or mixture concentration using the 
same statistical software. Data are represented as mean ± stan
dard deviat ion (SD); statistical significance \Vas considered 
for a P value < 0.05. 

Results 

Recently, we reported the antimicrobial and phyrotoxic effect 
of YOCs' mixtures produced by the endophytie fungi 
Nodulisporiwn sp. strain GS4d2 111 (H. (Illlhoc/¡roum) 
(Sánchez-Femández el al. 20 16) and H. (I1l1/¡oc!lIvum strain 
Blaei (U lloa-Benitez et al. 2016). In this work, six of the 
bioactive VOCs synlhesized by these fungi were selected lo 
evaluate them as biopesticides: phenylethyl aleohol , 2-meth
yl- l-butanal, and 3-methyl-l-butanol; and monoterpenes eu
calyptol, ocimene and terpinolene (F ig. 1). 2-Methyl-l-

butanol, eucalyptol and terpinolene were found in 
NodulisporiulII sp. strain GS4d2 111 (H. ant/¡oc/¡roulII) 
(Sánchez-Femández et al. 20 16), and in H. (If1l/¡oc/¡roum 

stra in B1aei (Ulloa-Benitez et al. 20 16), wh ile 3-methyl-l
bUlanol and ocimene were found on ly in NoduliJpori/l1l1 sp. 
strain GS4d2 1l1 (H. (Illfhochrolllll) (Sánchez-Femández et al. 
2016), and phenylelhyl aleohol was found in H. ant/¡oclllvwJ/ 

slTain B1aci (Ulloa-Benitez et al. 20 16). The YOCs investigat
ed belong lo two orthe most abundanl chemical groups found 
in VOCs' mixtures produced by microorganisms, includ ing 
endophytic fungi of rhe genus Hypoxylon: the aleahols alld 
the monoterpenes (Booth et a l. 20 11 ; Strobe l 20 15 ; 
Suwannaraeh et al. 2013). 

Although rhe exact concentrations of selected VOCs re
leased by lhe microorganism lo lhe environment are not 
known, rhe abundance detennined by HSSPME is in accor
dance with their area percentage; therefore, that the concen
trations used in this investigation are most likely in the range 
of Ihe microorganisms' emission inlo lheir environment 
(Sánchez-Femández et al. 201 6; Ulloa-Benítez et al. 20 16). 

Their effect was evaluated in vivo against F oxysporllm 
growing on cheny tamatoes, and in virro by analyzing the 
radial growlh ofthe phytopathogen. Effects on rhe respiration 
and cell membrnne penneabili ty were carried out in order to 
elucidate lhe possible physiological mechanism of aclion. 
VOCs were evaluated individually and in two different mix
tures: the six VOCs' and the aleohols' mixtures. 

In vivo cffcct of sclectcd YOCs 00 chcrry tornatocs 
infccted with F. oxysporlllll 

Figure la shows the percent inhibirion of selected VOCs 011 

cherry loma loe s infected with the phytopathogen 
F. oxysporum. Concentration of lhe VOCs ranged from 12.5 
to I 000 ~glmL; all treatments resu lted in signi ficant inhibition 
of F. oJ.ysporul1l growth in a concentration-dependenl manner. 
For concentrations grcater lhan 125 J.lglmL, lhe inhibilory 
effect \Vas over 40% for all lhe VOCs except ocimene. This 
monolcrpcnc was, howcvcr, the only Icrpene with a 100% 
growth inhibilion al the larges! evaluated concentration 
( 1000 ~g1mL). Thc six YOCs' mixture, the alcohol s' mixture 
and lhe three individual aleohols showed the greatesr antifun
gal effeet with signifieant pereent inhibition of 30.5, 17.1, 
40.7,44.5 and 47.5 % fo r th e minimal concentration , 
12.5 ~g1mL (Tablc S 1 in the supplementary material). 

Table 1 presents the antifungal effeet ofthe selected YOCs 
evalual'ed bOlh individually and as mixtures, expressed as leso 
(~g/mL). The leso values obtained confirm that the six 
VOCs' mixture, lhe aleohols' mixture, phenylethyl alcohol, 
2-methyl- l-butanol , and 3-methyl-l-butanol possess the larg
est effect on F mysporum growth with values of25.8, 88.3, 
22.3, 18.6 and 19.7 ~g1mL respect ively. Despite the fact that 
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Tuble l Inhibitoty cfTcct (ICso. 
l1g1mL) of selected VOCs frorn 
cndophytic fungi on 
phytopathogcn F o.\)'S¡Xmllll 

Compound 

Six VOCs' mixture 

Alcohol s' mixture 

Phenylethyl 
alcohol 

2-Methyl-l-butanol 

3-Methyl-l-butanol 

Eucalyptol 

Ocimene 

Tcrpinolcnc 

Captan 50 

ICso l1g!mL 

Radial growth 

In vivo 

On cheny 
tomaloes 

25.8 

88.3 

22.3 

18.6 

19.7 

167.7 

l72. 1 

189.3 

the six VOCs' mixture has a higher ICso value than the indi
vidual aleohols, both mixtures inhibit 100% of growth fmm 
250 ~g/m L onward while 2-methyl-I-butanol and 3-methyl
I-butano! have a 100% inhibition starting from 500 ~g/mL. 
The inhibitory effect ofthe whole concentnltion range ofthe 
six YOCs' mixture (12.5- 1000 J.lg/mL) is shown in Fig. lb. 

In vitro erfeet of seleeted VOCs on the radial grO\,th 
01" F. oxysporll/ll 

In vitro effect on lhe radia! growth of F. oxysporwn was eval
uatcd for the mixtures and the individual VOCs using the agar 
d il ution and gas phase bioassays. 

Agar dilution method 

Figure 2a displays the percent inhibition offour different con
centrations of Ihe two mixtures and the individual monoter
penes and aleohols, on the radial growth of F oxyspOl'll11l 
using lhe agar di!ulion bioassay. AH treatments show a 
concentration-dependent effect; however, percent inhibition 
is signi ficant only at 500 and 1000 J.lg/mL for the mixtures, 
and at 1000 J.lg/mL for the individual YOCs exc1uding cuca
!ypto l, which showed no significant effect. The six VOCs' and 
the aleohols' mixtures present the greatest antifungal effect, 
with 100% inhibition at 1000 J.lg/I11L and IC,o values of355.9 
and 567.6 J.lg/mL. Phenylethyl alcohol is the most active in
dividual YOC: 47.7% at 1000 J.lg/mL; the rest ofthe YOCs 
show pe rcent inh ibition of over 20% a t the same 
concentration. 
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Rcspiration 

In vitro 

Agar dilulion Gas pitase Hours 
method method 

2 5 8 

355.9 516.4 3 15.1 248.1 183.9 

567.6 634.6 > 1000 418.4 244.4 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 480.5 

> 1000 > 1000 822.5 357.8 247.9 

> 1000 > 1000 659.7 591.1 395.9 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 573.3 

> 1000 > 1000 420.6 299.1 200.7 

5.1 8.4 6.0 4.0 

Gas phase method 

Figure 2b shows lhe inhibitory etfect on F oxysporum growth 
of the individual VOCs and lhe mixrures at four different 
concentralions employing the gas method phase. Similarly 
lo the efTects observed in the agar bioassay, all treatments 
inhibi r growth on a concentration-dependent manner yet per
cent inhibition is significant only at certain concentrations: for 
the mixrures. only al concentrations larger than 250 ].lg/mL, 
and for 2-l11ethyl- l-butanol (29.0%), 3-l11ethy l- l-butanol 
(26.9%) and eucalyptol (30.8%), onl y at 1000 J.lg/mL, which 
was tIle maximum concentration tested. Phenylethyl alcohol, 
ocimene and terp ino!ene showed no significant effect at any of 
the concentrations. The s ix VOCs' and the a!cohols' mixrures 
presen! the highest antifungal effect, with IC,o values of516.4 
and 634.6 J.lg/mL. 

11 is worth noting that the leso va lues frol11 the infected 
cherry tomatoes assay are lower than the va lues from the 
two in vitro bioassays, both ror the mixtures and ror the indi
vidual YOCs (Table 1). 

Once lhe in vitro and in vivo bioassays demonstrated that 
the six individual VOCs and the mixtures inhibitcd the growth 
of F oxysp01'lll1l, the phytopathogen respiratian, ce ll mem
brane penneability and hyphal 1110rphology were evaluated 
in order 10 elucidate the physiologica! mechanism of action 
of tIle tested compounds. 

Effeet of VOCs 00 F. oxysporulIl respirado o 

First, in order to corre late the inhibition caused by VOCs on 
lhe radial growth ofthe phytopathogen with modifications on 
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Fig. 2 In vitro effect ofselected a 
VOCs 0 11 the growth of 100 
F oxyspO/1/III. a Percent 
inh ibition using the agar dilut ion 
bioassuy. IJ Pcrccnt inhibition 80 
using Ihe gas phase methodology. 
Six VOCs' mixturc (T M), e 
alcohols' mixture (AM), 

o 60 '" 
phcnylcthyl alcohol (A), 2-

:¡¡ 

"' mcthyl- I-bulanol (2-M), 3- .5 
mcthyl- l-butanol (3-M), 'O 40 
cuca lyptol (E), ocimcnc (O) and .. 
Icrpinolcnc (T); al 125 (bluc), 250 
(red), 500 (green) and 1000 20 
(purplc) ~g/mL. *Statisticully 
sign ificant pereent values, 
ANOVA (P < 0.05) O 

b 
TM 

100 

80 

e 
g 60 
:¡¡ 

"' .5 
'O 40 .. 

20 

O 
TM 

the respi rat ion o f the microorganism, the effect ofthe individ
ua l VOCs and lhe mixtures on the resp iration rate of the 

F. oxysporulII during lhe mycel ium growth was evaluated. 
Figure 3 presents Ihe inhib itory efTect of lhe VOCs on 

F. oXySpOrtl1ll respiration. Myceliu l11 from the fungus was in
cubated in presence of four d iffcrent concentratiolls of the 

individua l VOCs and the mixtures the oxygen consum ptioll 
rate was measured at 2, 5 and 8 h of incubat ion and was found 

inhib ited in a concentration-dependent manner. AII treatmems 
showed statistically signi ficant resu lts. lnh ibition increased 
with time. The greatest percent inh ibit ion was obsetved al 
8 h o f incubalion. At 1000 )..tglm L, which was the max imum 

concentration tes ted, there were sign ificant d ifferences be
twee n inc uba ti on times fo r all the treatmen ts except 

terpino lclle alld 3-l11ethyl- l-butanol. 
VOCs' mixture had the greatest oxygen consumption inhi

bitio ll , 97. 1% at 1000 J.lg/ mL after 8 h ineubation 
(IC,o = 183.9 J.lg/mL). At that same eoneeutratiou, lC,o valucs 
were 315. 1 and 248. 1 for the YOCs' mixture at 2 and 5 h 
incubalioll periods. For the aleoho ls' mixture at 1000 )..tg/mL. 
inhibirion was of 68.0% with an IC,o value of 244.4 J.lg/mL. 
Conccrning the individual VOCs, monotcrpcnes tcrpino lcnc 
and eucalypto l induced the greater inhibition (> 80%) w ith 

AM A 2-M 3-M E o T 

AM A 2-M 3-M E o T 

ICso values of200.7 aud 395.9 J.lg/I11 L, respectively. Oeil11ene 
pereent inhibition \Vas of65. 1 % and its ICso valucsof573.3 )..tgl 
mL. The alcohol s 3-l11ethyl-l-butauol and 2-l11ethyl- l-butanol 
inhibited oxygen eonsumption by 70.6 and 61.2% with ICso 
values of247.9 J.lg/I11L and 480.5 J.lg/l11L. Phenylethyl alcohol 
had au IC,o > 1000 J.lg/I11 L, inhibiting respiration by 42. 1 % at 
lhe largest tested concentration (Table S2 in lhe supplemcntary 
material). 

Table 1 summari zes Ihe inhib itory effect 0 11 F oxyspol'llm 

rcspiration of YOCS evaluated at 125, 250, 500 and 1 000 ~tgl 
mL after 2, 5 and 8 h of incubation, expressed as ICso values 

(J.lg/mL). Frol11 these resulrs, the synergie elfeet of the YOCs 
becomes evident: lhe six VOCs' mixtu re inhibits more effec
tively than the individual aleohols and monoterpcnes, with 

IC,o values of less than 320 J.lg/I11 L after on ly 2 h of 
incubat ion. 

EHect of selected YOCs 0 0 F. oxyspOYl/IIl cell 
membrane permeability 

To assess ifthe cffect of the sclcctcd VOCs on F oxysporum 
growth and respiration leads to cellmcmbrane disrupt ion, ccll 
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Fig. 3 Effecl oC selected VOCs on Ihe respiration of F oxysporl/m 
cvaluatcd al 2 (bluc), 5 (orangc). and 8 (grny) hours of trcatmcnl. Six 
VOCs' mixt ure (TM). a lcohols' mixt ure (AM). phenylethy l alcohol (A). 
2-methyl- I-bulanol (2-M), 3-melhyl- l-bulanol (3-M), eucalyplol (E). 
ocimcnc (O), and Icrpinolcnc (T), al 125, 250. 500. and I 000 ~glmL. 

mcmbranc pcnncability was analyzed in presence of tbe 
VOCs. Figure 4 shows the effcct oftreatments on the relative 
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in generol. al 2 h of treatment for concenlmlions mnging from 250 lo 
1000 ~glmL, all pcrccnt valucs wcrc stati slically signifi cant, ANOVA 
(P < 0.05). For 5 ,md 8 h ortreatment, resul ls were statislically significant 
in Ihe 125- 1 000 ~g!mL nmge 

conductivity of F. mysporutn mcmbranc; conductivity in
creases as concentration and incubatioll time do. However, 
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Fig. 4 Effcct of sc lcctcd VOCs on the rc1at ivc conducti vity of 
phylopalhogen F uxyspUf1Il1I evalualed at 2 (blue). 5 (omnge). and 8 
(gmy) hours of trealmenl. Six VOCs' mixture (TM). aleohols' mixture 
(AM). phcny1clhyl aleohol (A). 2-mcthyl- l-butanol (2-M). 3-methyl-l
butano] (3-M). eucalypto] (E). ocimene (O). and terpinolene (1). at 125. 

only the six VOCs' mixture shows significant differences with 
concentration alld incubatioll time. Significant results were 
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250.500. and 1000 ~g/mL. At 2 h oftreal111cnt for concentrations 500 
and 1000 ~glmL. all percenl values were slatistically significant. 
ANOVA (P < 0.05). For 5 and 8 h of treatment. resul ts were strtüstically 
si!.'l1ificant in the 125- 1000 ~g/mL mnge 

obtained at I 000 ~glmL, the maximum concentration, for al! 
lhe treatmell ts from 2 to 8 h. 
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Greatest increases ofrelative conductivity were observcd at 
the maxill1um concentrat ion after 8 h of incubation of Ihe 
mycelium in presence of the VOCs. Terpinolene lcads lo an 
electrolyte leak rate of 37%, comparing to the control exper
iment; for all the other treatments, inerease on relative con
duetivity was between 40 and 50%: oc imene (48.8%) >2-
methyl- I-butanol (45.4%) >phenylethyl alcohol (43.1 %) >al
eohols' mixture (42.9%) > VOCs' mixture (42.8%) >3-
methyl-I-butanol (42.4%) >euealyptol (40.6%). [nereases on 
relative conductiv ity are - 30% afler 2 h oftreatll1ent and fmm 
30 to 40% for 5 h (Table S3 in the supplementary material). 

E!Tee! of VOCs on hyphal morphologieal charac!ers 
of F. oxysporulIl 

To further investigate the effect of Ihe individual VOCs and 
the mixtures on lhe ultrastructure of the phytopathogen 
F oxysporum, the morphology of tbe hyphae was studied in 
fresh preparations fmm mycelium suspensions and fmm mi
croeulture s , using the agar dilution and gas phase 
methodologies. 

Micrographs ofthe mycelium suspensions after 2, 5 and 8 h 
of treatment with the selected VOCs show that the greatest 
toxie effeet on hyphal morphology started after 5 h at 
1 000 ~lglmL. Phenylethyl alcohol and 3-methyl- l-butanol in
duced a deeper penetration of the colorant into the hyphae 
when compared to the control experiments. Likewise, 2-meth
yl-l-butanol, eucalyptol and the alcohol s' mixture induced 
deeper penetration of lhe co lorant but al so resuhed in 
vacuo lization and a thiekening of the middle part of the hy
phae and a thinning of the tips. Ocimene and lhe six VOCs' 
mixture also induced lhe vacuolization process and thickening 
and thillllillg 011 the middle and lhe tips respectively; addition
ally, there were void spaces that indicate the loss of hyphal 
content. Terpinolene caused a deeper penetration of Ihe color
an! and !he generation of void spaccs (imagcs not shown). 

Afier 8 h oftreatment with 3-methyl- I-butanol , aside fmm 
the efTects observed al 5 h, vacuolization and a thickening of 
lhe middle part ofthe hyphae and a thinning ofthe tips were 
observcd. For lhe hyphae treatcd with eucalyptol, ocimene, 
terp ino lene and both mixtures, the vacuolization process, the 
thickening and thinning effccts and the loss ofhyphal content 
became more evident than at 5 h (Fig. SI). 

It is worth noting that the VOCs' mixture was the only 
treatment that indllced morphological changes at the lowest 
tested eoneentration (125 ~g1mL). Damages to the hyphal 
morphology were in agreement w ith the results obtained fmm 
the cell membrane penneability and respiration experiments. 
The effects of individual VOCs and mixtures on the 
F oxysporul1l hyphae aflcr 8 h of agar dilution treatmcnt are 
shown in Fig. S I (C 1-TM 1 ) in the supplementary material. 
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Mieragraphs fmm 48 h miemeultures of the pathogen in 
presence of lhe VOCs using the gas phase ll1ethod show a 
greater toxie effect on the hyphal morphology than lhe micro
graphs obtained from the agar dilution methodo logy. In con
trast to what was observed fram the microcultllres using the 
dilution method, there were plenty vacuo les at 1000 J.lg/mL of 
all the individual VOCs. 2-Methyl- I-butanol and 3-methyl- l
butanol induced a vacuolization process. Also, 2-methyl- l
butanol caused thickening and thinning on the middle and 
the tips thickening and thirming on the middle and the tips, 
respcctively. Ocimene lcad to hyphal content loss. Again, lhe 
greatest toxic efTcct on hyphal morphology \Vas observed in 
the micrographs obtained fmm treatments with the six VOCs' 
and aleohols' mixtures. As consequences ofthe stress led by 
the presence of these mixtures, there was a substantial incre
ment in the number of vacuoles, and an increase in the 
vacuol ization process, resulting in hyphal rupture. The six 
VOCs ' mixture presented the largest toxic efTect at the con
eentration of 75 ~g/mL and above. It also eompletely 
inhibited the phytopathogen grawth at 1 000 ~g/mL. On the 
other hand, lhe aleohols' mixture displayed the greatesl effcct 
on the hyphae al the eoncentration of 250 J.lg/mL. Hyphae 
with a thicker middle and thinner lips were also observed. 
The effects of individual VOCs and mixtures on the 
F oxysporum hyphae afler 48 h of gas phase method treatment 
are shown in Fig. S I (C2-AM2) in the supp lementary 
material. 

Analysis of tbe microcultures confinns that the selected 
VOCs alter cell membrane penneability of F m ysporul1l. 
VOCs also inhibited the grawth of the phytopatllOgen. This 
appcars to be due 10 a pro liferation of vacllo les and a severe 
vacuolizatiol1 process that results in lhe rupture of hyphae, 
which results in lum in lhe alteration of lhe respiration of the 
microorganismo The effect of individual VOCs and mixtures 
on Ihe F oxysporum hyphae after 48 h, using the gas phase 
methodology, is shown in Fig. S I (C3-TM2) in the supple
mentary material. 

As an example, Fig. 5 shows the morphological altcrations 
caused after 8 h by lhe six VOCs' mixture using the agar 
dilution methad on F. oxyspor/llll at 500 ~g/mL, (Fig. 5a), 
and using lhe gas phase method at 48 h of lreatmen! (Fig. 
5b), amplified images are also shown (Fig. 5e). 

The tenns used 10 describe Ihe alterat ions on the hyphal 
morphology of F oxysporum are explained below. Oye pene
tration into hyphae: color in sorne regions of the hyphae is 
more intense than in other regions. Vacuolization process: 
lhe vaeuole is swollen and thal leads to bloated regions in 
the hyphae. Thiekening of the middlc part of the hyphae and 
thinning ofthe tips: lhe hyphae present differential thickness. 
Void spaees indieating loss of hyphal canten!: the hyphae 
seem lo be c1ear and empty. Proliferation of vaeuoles: there 
is a substantial incremen! in the number of vacuolcs. Broken 
hyphae: the hyphae is separatcd in t\Vo or more pieces. 
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leads lo bloated regions in 

Fig.5 Micrographs of F oxysporlllll hyphac dyed with lactophenol bluc 
in prcsence orthe six VOCs' mixture using thc dilution and gas phasc 
methodologics. a I-Iyphae from rnycelium suspcnsion afler 8 h of dilulion 
trealment with selecled VOCs al 500 pg/mL. b Hyphae from 
F. oxysportfm microcultures after 48 h or gas phase Ircatmcllt wilh Ihe 
six VOCs' mixlure al 500 pg/ mL. e Arnp lified images of lhe 
morpholog ieal alterations caused by the six VOCs' mixture. Oye 
penetration into hyphae: color in some rcgions of the hyphae is more 

Discussion 

The YOCs phenylelhyl alcohol, 2-melhyl- l-bulanol, and 3-
methyl- l -butanol; and monoterpenes eucalyptol, ocimene 
and terpin olene, synth esized by the endoph ytic fungi 
Nodulisporiwl1 sp. strain GS4d2 111 (H. anthochroum) 
(Sánchez-Femández el al. 20 16) and H. anthoclll'Oum strain 
Blaci (UlIoa-BenÍlcz el al. 20 16), were evalualed as biopesti
cides in vivo agai nst F oxysporum growing on cherry 

¡he hyphae. 

intense than in other regiolls (ye llow). Vacuoli zat ioll process: the 
vacuo le is swollen and Ihat lcads lo bloalcd regions in Ihe hyphae 
(grecn). Thickening of the middle pan of the hyphae and thinn ing of 
Ihe lips: Ihe hyphae prcsenl di{fefCnliallhickncss (bluc). Void spaces 
indical ing loss of hyphal con ten\: ¡he hyphae seem lo be clear and 
empty (red). Proliferation of vacuolcs: therc is a substanli al incremcnl 
in Ihe nu mber of vacuo les (purp le). Broken hyphae: Ihe hyphae is 
separated in two or more pieccs (black) 

romatoes, and in vitro by analyzing the radia l growth of the 
phytopathogen. The indiv idua l compounds have a significant 
concentration-dependenl antifungal effect and also act in a 
synergic mannar when evaluated as mixtures. Additionally, 
lhe six VOCs' mixture, the aleohols' mixture and lhe three 
individual aleohols produced changes in cell membrane per
meability, resul ting in leakage of ions. Damage to lhe hyphal 
morphology and an inhibitory eReet on the rcspiration werc 
also observed. Th is alteration on the respiration of th e 
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microorganism is due lo a proliferation of vacuo les and a 
severe vacuol ization process {hat results in the ruprure of hy
phae. rhe in vivo experiments showed greater inhibition on 
the growth of F oxysporulIl than the in vitro evaluatiol1s. 

rhe greatest inhibition on lhe growth of F. OJ.ysporum in 
the in vivo experiments might be due 10 the following: when 
infecting lhe tomatoes, lhe phylopalhogen needs to produce 
specifie metabolites for a successful colonizar ion; pan of the 
pathogen supplies are used for this purpose thus limiling its 
own development (Gordon and Martyn 1997; Leslie and 
Summerell 2006; Strobel et al. 2007). AIso, eherry toma toes 
produce different nutrients from what is found on PDA media 
and tomatoes themselves have a defense system lhat produces 
metabolites, which help protect the plant from plagues and 
phytopathogenie mieroorganisms (González et al. 2012). 
Consequently, exposure lo VOCs results in a greater effect 
on F OJ.Jlsporul11 growth and their use as bioplaguicides is 
favored. 

It is important lo point out lhat lhe phenylethyl alcohol is 
also produced by the endophytie fungi Muscodor o/bus E6 
and M. a/bus strain 620, which are used as biological control 
agents against fungi Pellicillium expallsllm and BOIIJllis 
cinerea in apples, and MOl1ilinia fruc ticola in peaches 
(Mereier and liménez 2004; Strobel et al. 200 1, 2007) This 
alcohol has also bcen rcportcd as a constitucnt of the VOCs 
produced by actinobacteria Streptomyees platensis F-l (Wan 
et al. 2008). The study by Wan et al. (2008) suggests that the 
VOCs produced by S. platensis F- l may be responsible for the 
tox ic effects on pathogens Rhizoc/onia so/alli, Sclerotin;a 
sclero/iorulll and B. cinerea. Additionally, Mo and Sung 
(2007) pro pose that phenylethyl alcohol ex traeted from 
Pie/¡ia alloma/a SKM-T yeast can be used as a biological 
contro l agenl in postharvest storage of strawberries since il 
showed antifungal properties against B. cinerea in straw
berries inoculaled with Ihis phytopathogen. 

3-Methyl - I-butanol is also present in the vacs from 
M. albus strain 620 and Muscodor suthepensis strain CMU
Cib462, used as myeofumigation agents (Strobcl et al. 2007; 
Suwannaraeh et al. 20 16), and from the endophyrie fungus 
Ph aeosphae ria l1odorlll11 ( Pim e nt a el al. 20 12 ). 
Suwannarach el al. (2016) lIsed M. s lIlhepensis strain CMU
C ib4 62 as pos tharvesl bio fungicide to protec l Citrlls 
tangerina fmit aga insl Penicil/illm digittlllll1l , reducing s ignif
icantly lhe diameter ofthe wOllnds. Pimenta el al. (2012) eval
uated the in vitro effeet of vacs from the endophytie fungu s 
P. Ilodorum as an antifungal agcnl againsl M.fillcliea/a , ob
selVing a significant inhibition on the growth and a morpho
logical modification on the hyphae of lhe phytopalhogen; 
some hyphae were thinner, others were curled and some 
showed vo id spaces indicating loss oflhe hyphal content. 

3-Methyl- l-blltanol and eucalyptol are al so reported as 
consl ituents on Ihe VOCs' mixture produced by the elldophyt
ie fun g i Nodulisporillm s pp . CMU-U PE 3 4 and 
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Nodlllisporiul1l sp. strai n GS4d2111 a, which presenl antifungal 
aetivity (Sánchez-Femández et al. 20 16; Suwannarach et al. 
2013). Suwal1uaraeh et al. (2013) demonstratcd in vitro that 
vacs from Nodu/isporiulll spp . CMU-UPE34 signifieantly 
inhibit lhe growth of phytopathogens A/ternaria parti, 
Altemaria solalli , Colletotl'ichum eapsici, Colle/orric/¡ulII 

I1lIlSae, Colletotrichllm gloeosporio ides, F. oxysporilll11 , 
Fusariu l1I solani , Nigrospora oryzae, P. digitalu l1l , 
Pel1;cillilll1l expanSllf1l, R. solani and Sc/erotillm ro/fsii. Their 
in vivo studies show that lhe VOCs inhibit the development of 
les ions caused by P. expal1SllJll on Citrlls allra1l1ijo/ia and 
Cilrus reticulata fmits , and by P digitatum on Citrus limon. 
Sánehez-Femández et al. (2016) proved that the vacs' mix
ture from Nodlllisporilll1l sp. strain GS4d2D la significantly 
inhibit s the growlh of phytopathogen s Pythillfll 
aphallidermatum, Pylhium ultimul1l, Pylhiull1 polyty/um, 

Phy tophthora eapsie i, Phy tophthora pa/mivora, 
Phy tophthora eillllamomi, Phytop/¡thora parasitiea , 
F. OJ.ysporlll11 and A. solan;. 

2-Methyl-l -butanol has also been described as a compound 
on dle v a cs' mixture produeed by M. o/bus strain 620, used 
as a biological control agent (Ramin et al. 2005) and by 
MlIseodoryuca/al1ens;s, which has antifungal and phytotoxic 
properties (Macías-Rubalcava et al. 20 I O). In vitro experi
ment s by Ramin et al. (2005) eonfirm that vacs from 
M. a/bus s train 620 act again st fungi B. c in el'ea, 
p. eXpal1SUI11 and S. sclerotiorul1l and aga in st bacteria 
Envinia carotovora pv. car%vora, Pseudomonas jluorescens 

and Eseher;ehia co/i by inhibiting spore germinat ion of 
B. cillerea and P. expansum, and growth of S. sclerotiorum , 
E. car%vora pv. carotovora , P. ./luorescens and E. coli . 
Selected VOCs have not been evaluated as biopestic ides mix
tures to test their efficacy on postharvest diseases in any ofthe 
works mentioned. 

In conclusion, we demonstrated, for the first time, that the 
seleeted VOCs from endophytie fungi from the NYPo,y/olI 
genus exhibit pOlenl antifungal e ffects against the phytopath
ogen F mysporllll1 , as shown by the in vivo and in vitre stud
ies. The effects are observed for the individual VOCs (alco
hols phenylethyl alcohol, 2-methyl- I-butanol and 3-methyl- l
bUlan ol, and 1l10nOlerp enes euea lyp to l, oc im ene and 
terpino lene), and therc is a synergic etfcct observed bOlh in 
the aleohols' mixture and lhe six VOCs' mixture. 

In vivo experiments, perfonned on F oXy!Jporum growing 
on cherry tomatoes, show that the individual VOCs and the 
mix tures, particularly tite six VOCs' mixture, signi ficantly 
inhibit in a concentration-dependent manner the growlh of 
the myceliuIll on wounds from the infcctcd tomatoes. Thc 
in vino studies demonstrate that the selected VOCs, partieu
larly the s ix vacs' mi xture , inhibit the growth of 
F oxysporulII, signi ficantl y and in a concentration-dependent 
manner, by affecring the respiration and cell membrane per
meability ofthe phytopathogen. These results, along with the 
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hyphal morphology alterat ion, indicate that tile vacs are 
promising candidates for the development of biopesticides, 
hav ing grcat pOlcnt ial for tomatoes postharvest treatment 
aga inst diseases caused by F. oxysporul1l. 

To the best of our knowledge, there are current ly no studies 
related to the effeet of these vacs on the growth of phyto
pathogenic fungus F myspon/1ll , Ilor fmm their physiological 
action mechanism, individually or as mixture. Likewise, we 
found no in vivo studies of VOCs from endophytic fungi 
acting, individually or as mixtures, as postharvest biopesti
cides against phytopathogcnic microorganisms of agricul tural 
i mportance. 
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