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RESUMEN

Debido a las grandes pérdidas en las cosechas ocasionadas por la presencia de
microorganismos nocivos, se emplean agroquimicos sintéticos, mejorando la calidad asi
como la produccion de los cultivos. Sin embargo, su uso extensivo ocasiona efectos adversos
en la salud y el ambiente. Para mantener la proteccion de los cultivos y evitar los efectos
adversos, se propone el uso de agentes de control bioldgico y de bioplaguicidas. Dentro de
los agentes de control bioldgico se encuentran los hongos enddfitos mientras que los
compuestos organicos volatiles (VOCs) producidos por estos microorganismos son un

ejemplo de bioplaguicidas.

En la presente tesis se evalud el potencial antagonico de 16 hongos enddfitos del género
Hypoxylon sobre el crecimiento radial de cuatro fitopatdgenos con impacto negativo en la
agricultura: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici 'y Pythium
ultimum, mediante bioensayos de antagonismo directo multiple y simple in vitro, asi como
a través de la evaluacion del efecto de los extractos organicos de medio de cultivo y micelio.
Los bioensayos de antagonismo entre los hongos endofitos y los fitopatdgenos demostraron
que los enddfitos son productores de metabolitos difusibles asi como de VOCs, los cuales
son bioactivos y su actividad incrementa conforme transcurren los dias de interaccion
antagonica. Por otra parte, los extractos organicos del medio de cultivo fueron mas activos
que los del micelio. También se evalud el potencial como bioplaguicidas de seis VOCs
producidos por endodfitos 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 fitopatdgeno F. oxysporum, por
medio de bioensayos /in vitro e in vivo. Se determind el efecto sobre la respiracion, la
conductividad eléctrica y la morfologia de las hifas del fitopatdogeno. Se demostrd por
primera vez, que los VOCs selectos tuvieron potentes efectos antifingicos contra F.
oxysporum. Estos efectos dependen de la concentracidon y del tiempo de exposicion, y

acttan de manera sinérgica.

Los resultados permitieron demostrar que los enddfitos del género Hypoxylon en estudio
son candidatos para el desarrollo de agentes de control bioldgico 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.



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 /n 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.



I. INTRODUCCION

Los microorganismos fitopatégenos afectan los sistemas de produccién 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 agroquimicos sintéticos,
lo que ha permitido mejorar la calidad y la produccion de los cultivos (Raza et al., 2016).
Sin embargo, la aplicacién intensiva de los agroquimicos sintéticos genera grandes
problemas de contaminacion ambiental y de aguas subterraneas, efectos adversos en la
salud humana, efectos ecoldgicos, como por ejemplo, al entrar en la cadena alimenticia
tienen un impacto en un amplio rango de organismos, asi como el incremento notable en la
resistencia de los patdgenos a los agroquimicos (Butt et al, 2001; Deng et al, 2015;
Gonzalez et al, 2012; Li et al, 2012; Raza et al, 2016). Debido a las consecuencias
negativas del uso intensivo de los agroquimicos 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 a/., 2015; Mercier y Jiménez, 2004)
y que no sean dafiinas para especies no blanco, humanos ni el ambiente (Raza et al., 2016).
Dos alternativas viables para incrementar la proteccién de los cultivos de importancia
econdmica contra enfermedades de origen flngico entre otras, son el uso agentes de control
bioldgico (Raza et al, 2016) y de bioplaguicidas (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004;
Tanwar et al., 2012).

Los agentes de control bioldgico son organismos vivos no patogénicos que exhiben potencial
antagdnico contra microorganismos patdgenos que causan numerosas enfermedades
econdmicamente importantes, como los hongos y los oomicetos, entre otros. Los agentes
de control biolégico son capaces de suprimir el desarrollo de los patdgenos a través de uno
0 mas mecanismos con el objetivo de reducir la incidencia y severidad de las enfermedades
que causan (Narayanasamy, 2013). Una de las principales ventajas del control bioldgico es

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

El control bioldgico es un trabajo sistematico integral, en el cual es necesario tener en cuenta
tres aspectos principales para que sea efectivo: los agentes de control bioldgico, los
microorganismos patdgenos y las condiciones ambientales en las cuales se utilizara (Raza
et al., 2016). Como ejemplo de agentes de control bioldgico se encuentran los hongos

enddfitos, estos microorganismos son una alternativa cuando los agroquimicos sintéticos se



han dejado de usar debido a su toxicidad o cuando las plagas han desarrollado resistencia
a ellos (Butt et al, 2001). Los hongos enddfitos producen metabolitos secundarios
(aleloquimicos), quimicamente diversos y con amplio efecto biolégico 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 a/.,
2012). Dentro de las ventajas del uso de los bioplaguicidas, se encuentra el poder usarlos
para inhibir o matar a los microoranismos fitopatdgenos en areas 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). Ademas, de requerir una minima
manipulacién 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 organicos volatiles (VOCs
por sus siglas en Inglés) producidos entre otros microorganismos por hongos endofitos, 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;
Sanchez-Fernandez et al, 2016; Ulloa-Benitez et al, 2016). Dentro de los VOCs se
encuentran principalmente alcoholes, monoterpenos, acidos, 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 aplicacion y evitando su persistencia tanto en los cultivos como en el ambiente.
Se ha reportado que algunos hongos endoéfitos del género Hypoxylon producen una gran
diversidad de VOCs con actividad bioldgica (Dai et a/., 2006; Hensens et a/., 1999; Sanchez-
Fernandez et al, 2016; Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benitez et al, 2016; Wu et a/.,
2010), por lo que se propone su uso como agentes de control bioldgico, 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 enddfitos provenientes de especies de plantas mexicanas, evaluados de manera



individual, en mezclas o utilizando los hongos enddfitos directamente, en experimentos /in
vitro e in vivo que demuestren su aplicacion como bioplaguicidas o agentes de control

bioldgico.

La presente tesis aporta conocimientos sobre el uso de hongos enddfitos del género
Hypoxylon, como agentes de control bioldgico de microorganismos fitopatdgenos con
impacto negativo en la agricultura mediante experimentos /in vitro, y demostré el efecto
antifungico de seis VOCs selectos producidos por este grupo de enddfitos, por medio de
bioensayos in vitro e in vivo sobre el crecimiento, la respiracion y la conductividad eléctrica
del fitopatdgeno F. oxysporum. Estos hallazgos permiten proponer su aplicacion en la
agricultura moderna como agentes de control bioldgico y como bioplaguicidas

respectivamente.



II.ANTECEDENTES

La poblacion humana esta en constante crecimiento, valores estimados predicen que para
2050 llegara aproximadamente a 10 mil millones. El mayor reto es alimentar y proveer
vivienda para la poblacién mundial que incrementa en una tasa exponencial. Sin embargo,
también es necesario proteger la salud humana y asegurar las condiciones sociales y
econdmicas. 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 abidticos (temperatura,
disponibilidad de agua, salinidad) y bidticos (plagas, patdgenos y malezas) (Edwards y
Gatehouse, 2007).

Dentro de los factores bidticos que afectan los sistemas de produccién de cultivos,
provocando pérdidas significativas tanto en la calidad como en la cantidad de las cosechas
producidas, se encuentran los microorganismos fitopatdgenos (Narayanasamy, 2013; Singh
et al., 2012). Mediante la aplicacién de agroquimicos sintéticos para controlar y/o evitar las
pérdidas ocasionadas por la presencia de los microorganismos fitopatdgenos en los sistemas
agroforestales, se ha mejorado notablemente tanto la produccidon como la calidad de los
cultivos (Mercier y Jiménez, 2004; Raza et al.,, 2016).

Los agroquimicos 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 dafos, o que interfieran con la
produccion, el procesamiento, almacenaje o mercado de los alimentos y productos agricolas,
entre otros. Dentro de la definicidén se considera que son agentes quimicos toxicos que se
liberan desmesuradamente al ambiente para combatir plagas de cultivos (FAO, 2003). El
uso excesivo de los plaguicidas ha incrementado sustancialmente la contaminacion
ambiental, el nimero de patdgenos resistentes y los efectos adversos a la salud (Raza et
al, 2016; Yang et al, 2010). Ademads, se sabe que algunos plaguicidas sintéticos
contaminan el agua subterranea y al entrar en la cadena alimenticia tienen un impacto en

un amplio rango de organismos que la conforman (Butt et a/, 2001).



1. Problematica en la agricultura debido a microorganismos fitopatégenos

Existen dos grupos principales de microorganismos fitopatdgenos 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
moviles. Los oomicetos, por otra parte, tienen como componente principal de la pared
celular la celulosa y producen esporas moviles 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 tizdn 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 cucurbitaceas, cebollas, manzanas y citricos, asi como la pudricién 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, citricos y manzanas,
entre otros. La sintomatologia que presentan las plantas enfermas va desde manchas
foliares y manchas en general, hasta la caida de las plantulas (damping-off), la pudricién de
los tallos, tubérculos y frutos. En el caso de Fusarium oxysporum, causa el marchitamiento
vascular de verduras vy flores, de plantas ornamentales perennes herbaceas, cultivos de
importancia econdmica como el jitomate, platano, cucurbitaceas y algododn, asi como
arboles. Dentro de los oomicetos los géneros con mayor importancia son Phytophthora y
Pythium, que principalmente pudren raices, semillas, frutos, entre otras enfermedades.
Phytophthora capsici, es causante del tizon tardio de la papa, de otras enfermedades que
causan la pudricion de las raices, de los tallos y de los frutos, la pudricion de frutos carnosos,
ademas produce royas en varias plantas anuales y perennes, enfermedades necroéticas en
las cortezas (cankers) y muerte regresiva en arboles (dieback). Finalmente, Pythium
ultimum, que es de los microorganismos mas comunes y mas importantes causantes de la
podredumbre de las semillas, la caida de las plantulas (damping-off) y la pudricién de las
raices de todo tipo de plantas, lesiones de los tallos, asi como de la pudricion de los frutos
y los tubérculos sobre el suelo, y el tizén algodonoso de los pastos (Agrios, 2005; Strobel y
Daysi, 2003).



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 mayoria de los cultivos. La severidad de las enfermedades causadas por
las especies de Fusarium varia dependiendo de la planta hospedera y del organismo blanco
enfermo, es decir, si se trata de las hojas, los tallos, las raices, las semillas o los frutos
(Leslie y Summerell, 2006). Debido a la gran variabilidad genética y a su amplia distribucién,
es dificil encontrar las mejores condiciones para controlar las enfermedades causadas por
Fusarium, ademas de requerir de mucho tiempo para su tratamiento (Gonzalez 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 mas importante debido al gran numero de
productos que se obtienen a partir del fruto, y a la superficie de terreno dedicada a su
cultivo (Ascencio-Alvarez et al., 2008; Gonzélez et al., 2012). El hongo F. oxysporum, es
uno de los principales microorganismos fitopatdgenos 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-Alvarez et al, 2008; Leslie y Summerell, 2006).

El tratamiento para combatir las enfermedades causadas por los hongos del género
Fusarium en cultivos de importancia econdmica, asi como postcosecha incluyen la aplicacion
de agroquimicos sintéticos o el uso de cultivos de plantas resistentes (Gonzalez et a/., 2012;
Gordon y Martyn, 1997; Leslie y Summerell, 2006). Sin embargo, al utilizar los agroquimicos
sintéticos frecuentemente no se considera el nimero y momento propicio de las
aplicaciones, la concentracion y el ingrediente activo por lo que esto ocasiona grandes costos
de produccion (Gonzalez 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 produccidn e inversién de tiempo en la investigacion y
desarrollo de las especies resistentes (Fravel et al., 2003; Gonzalez et al, 2012; Leslie y
Summerell, 2006).

Al aplicar de manera intensiva agroquimicos sintéticos, se contribuye en gran medida a la
contaminacién ambiental y al deterioro en la salud humana (Deng et al., 2015; Gonzalez 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



los costos tanto ecoldgicos como econdmicos de produccion (Deng et al, 2015; Mercier y
Jiménez, 2004).

2. Alternativas al uso de agroquimicos sintéticos

Actualmente, para obtener una mayor produccién de cultivos, se utilizan alternativas
efectivas para controlar las plagas y que no sean dafinas 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 proteccion de los cultivos de
importancia econémica contra enfermedades causadas por microorganismos fitopatdgenos
entre otras, se encuentran el uso de agentes de control bioldgico 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 a/, 2016). En este
sentido, el control bioldgico 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 a/., 2016).

2.1. Hongos endofitos como agentes de control bioldgico

Un agente de control bioldgico es un organismo vivo no patogénico que actua
antagdénicamente contra microorganismos patdégenos, 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 supresion del desarrollo de los patdgenos se
realiza a través de uno o mas mecanismos de accién, reduciendo tanto la incidencia como
la severidad de las enfermedades causadas (Narayanasamy, 2013; Thomsheck et a/., 2010).
Es importante sefialar que para que el control bioldgico funcione es necesario seleccionar a
los agentes de control bioldgico adecuados para los microorganismos patdgenos que se
quieren eliminar, y las condiciones ambientales en las cuales se utilizara (Raza et al., 2016;
Yang et al., 2010).



Dentro de los agentes potenciales de control bioldgico, se encuentran los hongos enddfitos,
utilizados como agentes de micofumigacion (Butt et al., 2001; Thomsheck et al., 2010). El
término micofumigacién, se refiere a la aplicacion de la mezcla de VOCs producidos por
hongos para el control de otros microorganismos en areas cerradas (Park et al., 2010;
Stinson et al., 2003; Strobel, 2006; 2011; Strobel et a/., 2001).

Los hongos endéfitos son microorganismos que colonizan los tejidos vegetales de su planta
hospedera, sin causar sintomas aparentes de enfermedad (Arnold, 2005; 2007; Azevedo, y
Araujo, 2007; Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005). La estrecha interaccion planta-enddfito
puede desarrollar una relacion 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 enddfitos y la planta hospedera
han sido propuestas como un equilibrio controlado por factores ambientales, quimicos,
fisioldgicos y genéticos (Schulz y Boyle, 2005). En estas relaciones los hongos endofitos
pueden tener un efecto en la ecologia, en el éxito reproductivo y en la diversidad de las
comunidades fungicas de las plantas hospederas, ya que algunos de ellos, son capaces de
producir metabolitos secundarios, que ademas de presentar gran diversidad quimica y
demostrar efecto bioldgico en diferentes sistemas, son capaces de actuar por si mismos o
de inducir resistencia a factores abidticos como la temperatura, humedad, pH y presion
osmotica, y bidticos 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 colonizacién estimula mecanismos de defensa y/o proteccidn por parte de
los hongos endofitos; éstos pueden ser indirectos, como la induccidn de la resistencia, la
estimulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios o la promocidn del crecimiento de
las plantas hospederas; ecoldgicos, por ocupacidon del nicho ecoldgico o depredacion e
hiperparasitismo del patdgeno; y directos, los cuales implican la secrecion de enzimas o
metabolitos secundarios volatiles 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 enddfito (Arnold, 2005; 2007; Rosa et al., 2011; Schulz y
Boyle, 2005). La mayoria de los hongos enddfitos pertenece al Phylum Ascomycota y sus
anamorfos asociados, y en menor proporcion se han registrado Basidiomycota y Zygomycota
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(Rosa et al.,, 2011). Por ejemplo, en un estudio realizado en el bosque tropical himedo de
la Isla de Barro Colorado en Panama, se encontrd que todas las hojas estudiadas contenian
diversos hongos endofitos, sin importar la especie o familia de hospedero. Sin embargo,
algunos enddfitos mostraron preferencia por ciertas hospederas (Arnold et al., 2001).

Los hongos enddfitos 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 endéfitos. Se ha observado que la distribucion 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 interaccién de competencia interespecifica, generando
cambios en el uso de algun 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 especificos, poco abundantes, y estan adaptados a
un hospedero particular. Por el contrario, los hongos generalistas tienen una tolerancia mas
amplia a las condiciones ambientales, son mas 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 enddfitos tanto especialistas como generalistas se relacionan con otros
enddfitos, con hongos fitopatdgenos y con su planta hospedera mediante la produccién de
metabolitos secundarios. En microorganismos fitopatdgenos, se ha observado que los
hongos generalistas necrétrofos causan lesiones grandes que proliferan dentro de las
primeras 72 horas después de la inoculacién, mientras que algunos de los hongos
especialistas necrotrofos o bidtrofos causan lesiones mucho mas pequefias y no son
evidentes hasta 96 horas después de la inoculacion y otros no producen lesiones (Andrew
et al., 2012). La distribucién de los hongos enddfitos tipicamente comprende pocas especies
dominantes, y numerosas especies detectadas solo esporadicamente (Arnold et a/., 2001;
Gao et al., 2005; Mittermeier et al, 1999; Rosa et al,, 2011; Saikkonen, 2007).

Los hongos enddfitos en estudio pertenecen al género Hypoxylon, que como caracteristicas

macroscopicas 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 caracteristico (Figura 1). Dentro de las caracteristicas
microscopicas, se observan hifas septadas, ramificadas. Conidiéforos bifurcados. Los
conidios son ovalados, sin septos (Barnet y Hunter, 1987). Los hongos enddfitos
pertenecientes a la especie Hypoxylon anthochroum empleados en este trabajo asi como
otros enddfitos pertenecientes al género Hypoxylon, producen VOCs con actividad bioldgica
reportada previamente (Hensens et al, 1999; Dai et al., 2006; Park et al., 2010; Sanchez-
Fernandez et al., 2016; Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benitez et al, 2016; Wu et a/.,
2010). En algunos de los trabajos antes mencionados, se observd que los hongos enddfitos
presentaron actividad inhibitoria en experimentos in vitro contra diversos microorganismos
fitopatdgenos incluyendo a Fusarium oxysporum (Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-
Benitez et al, 2016; Suwannarach et a/, 2013). Adicionalmente, se reportd el uso del
endofito  Nodulisporium spp. CMU-UPE34 como agente de control bioldgico contra
Penicillium digitatum creciendo en Citrus /imon (L.) Burm.f. y contra Penicillium expansum
creciendo en (iitrus reticulata Blanco y Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (Suwannarach
et al., 2013). En el trabajo realizado con el endéfito Hypoxylon sp. strain CI-4, al evaluar el
efecto de los VOCs contra 10 fitopatdgenos, se demostré actividad antifungica y
antioomiceto (Thomsheck et al/, 2010). Por otro lado, en trabajos previos de dos de los
enddfitos en estudio, Hypoxylon anthochroum strain Blaci (Ulloa-Benitez et al., 2016) y
Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a (Sanchez-Fernandez et al., 2016), se demostrd la

actividad antifungica, antioomiceto y fitotdxica de los VOCs producidos por estos hongos.

En el trabajo realizado con el arbusto Larrea tridentata (Sessé & Moc. ex DC.) Coville, se
aisld el hongo endofito y patdgeno Phoma sp., se observd que este microorganismo produce
VOCs, principalmente sesquiterpenos, un reducido numero de derivados del naftaleno,
alcoholes y cetonas capaces de inhibir el crecimiento de los hongos fitopatdgenos
Phytophthora palmivora, Verticillium dahliae, Ceratocycstis ulmiy Cercospora beticola. Por
otra parte, las evaluaciones realizadas con el extracto organico del arbusto, inhibieron de
manera similar a los hongos de prueba, encontrandose que el compuesto mayoritario trans-
cariofileno producido por Phoma sp., también es el principal metabolito obtenido del extracto
de L.tridentata (Strobel et a/.,, 2011). En otro estudio, se encontrd que los tallos de la planta
Heterosmilax japonica Kunth, estan colonizados por una amplia variedad de hongos
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endofitos de los géneros Mycosphaerella, Phomopsis, Aureobasidium, Cladosporium,
Glomerella, Botryosphaeriay Guignardia (Gao et al., 2005).

Debido a los posibles efectos de proteccion de los hongos enddfitos a su hospedera, a su
diversidad bioldgica y a la gran capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos,
aunado a que representan una gran proporcion de las especies de hongos a nivel mundial,
existen varios estudios concernientes a su diversidad, ecologia y aplicaciones
biotecnoldgicas (Arnold, 2007; Rosa et al, 2011). Estas investigaciones por un lado, han
puesto en evidencia que los enddfitos son una fuente potencial de nuevos productos
naturales para la explotacién en la medicina moderna, la agricultura y la industria. Por otra
parte, han contribuido a la sistematica de hongos (Arnold et a/., 2001; Arnold, 2007), a las
estimaciones de biodiversidad (Arnold et a/., 2001), a la ecologia de plantas y hongos, a la
biologia evolutiva, asi como a la investigacion aplicada que va desde el control bioldgico
hasta la bioprospeccion (Arnold, 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994).

Por ejemplo, en la planta Artemisia annua L., el enddfito mas frecuentemente aislado es
Colletotrichum sp. Este endoéfito produce 11 metabolitos secundarios (ergosterol, 33,5a,68
-trihidroxiergosta-7,22-dieno,  3B-hidroxi-ergosta-5-eno,  3-oxo-ergosta-4,6,8(14),22-
tetraeno, 3[B-hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta-6,22-dieno, 3B-hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta-
6,9(11),22-trieno y 3-oxo-ergosta-4-eno, acido indol-3-acético, acido 6-isoprenilindol-3-
carboxilico, 3B,5a-dihidroxi-63-acetoxi-ergosta-7,22-dieno y 3B,5a-dihidroxi-63-
fenilacetiloxiergosta-7,22-dieno), de los cuales, cuatro (3B-hidroxi-ergosta-5-eno, 3pB-
hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta-6,22-dieno, 3[3,5a-dihidroxi-63-acetoxi-ergosta-7,22-dieno y
3B,5a-dihidroxi-6B-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 albicansy Aspergillus niger. Ademas,
todos los compuestos mostraron actividad contra los microorganismos fitopatégenos A.
capisici, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces graminis var. tritici y Helminthosporium
sativum (Lu et al., 2000). Otro ejemplo, es el estudio en el que se demostrd que la presencia
de hongos enddfitos en las hojas de cacao reduce sustancialmente la caida de las hojas y

el dafio provocados por el oomiceto fitopatégeno Phytophthora sp. (Arnold et al., 2003).

Los metabolitos secundarios aislados de hongos enddfitos son principalmente fitohormonas
como el acido indol-3-acético y otros promotores del crecimiento; alcoholes; terpenos,

especialmente mono, sesqui y diterpenos; alcaloides como aminas, amidas, derivados

13



inddlicos y pirrozilidinas; esteroides; derivados isocumarinicos; quinonas; flavonoides;
fenilpropanoides y lignanos; péptidos; fenoles y acidos fendlicos; y compuestos alifaticos
(Monnet et al., 2001; Paz et al, 2007; Tan y Zou, 2001; Waller et al., 2005).

2.2. VOCs producidos por hongos endofitos 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 areas 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), asi como una minima manipulacion, por lo que es Util en
tratamientos postcosecha (Mercier y Jiménez, 2004). Ademas, son relativamente seguros y
no dafian el ambiente (Dimetry, 2014; Mercier y Jiménez, 2004; Mercier y Smilanick, 2005;
Tanwar et al, 2012). Sin embargo, aun 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 a/, 2011).

Como ejemplo de bioplaguicidas se encuentran los VOCs producidos por hongos enddfitos,
que son quimicamente diversos (Ezra y Strobel, 2003; Ezra et a/., 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; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016; Waller
et al., 2005; Wang et al., 2016). Las mezclas de VOCs producidos por hongos endofitos se
componen principalmente de alcoholes, monoterpenos, aldehidos, acidos, esteres, cetonas,
hidrocarburos aromaticos y alifaticos, compuestos que contienen nitrdgeno, compuestos
que contienen sulfuro, entre otros (Ezra y Strobel, 2003; Ezra et al,, 2004; Gao et al., 2010;
Hung et al., 2015; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016; Wang et al.,
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2016). Debido a su bajo peso molecular (Vespermann et al., 2007) su aplicacion es facil, 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. Asi mismo, se ha observado
que la mezcla de los VOCs puede tener actividad sinérgica en la inhibicion de los organismos
blanco (Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; Suwannarach et a/, 2010; Wang et al., 2016).
Ademads, los VOCs han tenido un papel importante durante la evolucion de los
microorganismos en el contexto de las interacciones, asi como en las dindmicas
poblacionales y de comunidades (Campos et al, 2010). Se ha reportado que la mezcla de
VOCs producida por hongos endoéfitos durante su crecimiento también tiene un papel en la
formacion y regulacién de las asociaciones simbidticas y en la distribucidn de los organismos
saprobios, patogénicos y de las micorrizas. Ademas, estan involucrados en el reconocimiento

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

Por ejemplo, los VOCs producidos por Muscodor albus inhibieron por completo a los
fitopatdgenos Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Tapesia yallundaey Xylaria sp. (Strobel
et al., 2001). En otro estudio realizado con Muscodor albus se encontrd que este hongo fue
efectivo en el control de enfermedades post-cosecha de manzanas y duraznos causadas por
Penicillium expansum, Botrytis cinereay Monilinia fructicola (Mercier y Jiménez, 2004).

Un tercer trabajo realizado con un hongo endéfito perteneciente al género Hypoxyion,
Nodulisporium sp. CF016, evaluado in vitro, inhibe y en algunos casos mata a un amplio
rango de fitopatdgenos 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
micofumigacion efectivo en enfermedades postcosecha causadas por Botrytis cinerea y

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

Algunos hongos endofitos del género Hypoxylon producen una gran diversidad de VOCs con
actividad bioldgica (Dai et al., 2006; Hensens et al., 1999; Sanchez-Fernandez et al., 2016;
Suwannarach et a/., 2013; Ulloa-Benitez et al., 2016; Wu et al., 2010) constituyendo asi una

fuente viable de bioplaguicidas.
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Figura 1. Hongos enddfitos 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 enddfitos, la g de generalistas y un nimero consecutivo de acuerdo
al nimero de enddfitos aislados de cada planta hospedera.
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III. HIPOTESIS

Los hongos enddfitos del género Hypoxylon producen VOCs como un mecanismo de defensa
quimica 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 enddfitos asi como de
algunos de los VOCs producidos por ellos, sobre microorganismos fitopatégenos con impacto
negativo en la agricultura, permitird contribuir al desarrollo de agentes de control biolégico

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

1)

2)

1)

2)

3)

OBJETIVOS

Objetivos generales

Estudiar el potencial antagénico de algunos hongos enddfitos del género Hypoxyion,
obtenidos de las hojas sanas de plantas de la Reserva de la Bidsfera Sierra de
Huautla, a través de bioensayos de antagonismo directo mdltiple y simple in vitro, y
de la evaluacién del efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
sobre el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos, con la finalidad de contribuir
al conocimiento de los aspectos quimicos involucrados en las complejas interacciones
enddfito-fitopatdgeno y proponer el uso de los hongos enddfitos como agentes de

control bioldgico antifingicos o antioomiceto con impacto negativo en la agricultura.

Evaluar el potencial como bioplaguicidas de seis VOCs selectos biosintetizados por
enddfitos 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 fitopatdgeno F. oxysporum, mediante bioensayos
in vitro e in vivo, asi como sobre la respiracion, la conductividad eléctrica y la
morfologia de las hifas de fitopatdgeno, con el fin de aportar conocimientos que
conduzcan a la aplicacion de los VOCs selectos en estudio como bioplaguicidas

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

Objetivos particulares

Realizar bioensayos de antagonismo directo multiple entre los hongos endoéfitos del
género Hypoxylony cuatro microorganismos fitopatdgenos con impacto negativo en

la agricultura: A. alternata, F. oxysporum, P. capsiciy P. ultimum.

Determinar la actividad antiflingica y antioomiceto de los extractos organicos del
medio de cultivo y micelio, mediante bioensayos de dilucién en agar usando como

organismos de prueba cuatro microorganismos fitopatdgenos.

Evaluar el potencial aleloquimico de los VOCs producidos por los hongos enddfitos,
por medio de bioensayos de antagonismo simple en caja de Petri dividida.
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4)

5)

6)

7)

8)

Analizar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas por medio
de bioensayos /n vitro sobre el crecimiento radial del fitopatdgeno F. oxysporum,
utilizando los métodos de dilucién en agar y fase gas.

Establecer el efecto bioplaguicida /n vivo de los VOCs selectos de manera individual

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

Estudiar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas sobre la
respiracion de las hifas de £. oxysporum.

Investigar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas sobre la
conductividad eléctrica de F. oxysporum.

Observar el efecto de los VOCs selectos de manera individual y en mezclas, sobre la
morfologia de las hifas de F. oxysporum, mediante preparaciones en fresco a partir
de suspensiones de micelio y de microcultivos por los métodos de dilucién en agar y
de fase gas.

19



V. MATERIALES Y METODOS

En la presente tesis, se utilizaron 16 hongos endodfitos a partir de un total de 124
aislamientos endofiticos de las hojas sanas de 11 plantas hospederas: Bursera lancifolia
(Schltdl.) Engl. (Burseraceae), Bursera linaloe (La Llave) Rzed., Calderén & Medina
(Burseraceae), Gliricidia sepium (Jacg.) 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), Pjper leucophyllum (Miq.) C. DC. (Piperaceae), Salvia
sp. (Labiatae) y Sapium macrocarpum Mill. 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 hectareas. Presenta un clima célido subhimedo, con una temperatura media anual
de 24.3 °C y una precipitacién media anual de 885.3 mm. El principal tipo de vegetacion es
la selva baja caducifolia y cuenta con un total de 130 familias, 469 géneros y 967 especies
de plantas vasculares (SEMARNAT, 2005; Fernandez-Saldana et al., 2007).

Ademads, se trabajd con seis VOCs selectos producidos por los hongos endodfitos
Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2I11 (Hypoxylon anthochroum) (Sanchez-Fernandez et
al, 2016) e Hypoxylon anthochroum aislamiento Blaci (Ulloa-Benitez et a/, 2016), los
alcoholes feniletilico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, y los monoterpenos eucaliptol,
ocimeno y terpinoleno. ElI 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, eucaliptol, ocimeno y
terpinoleno son sintetizados por Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2111 (H. anthochroum)
(Sanchez-Fernandez et al., 2016), y el alcohol feniletilico, 2-metil-1-butanol, eucaliptol y
terpinoleno por H. anthochroum aislamiento Blaci (Ulloa-Benitez et al, 2016). Los
estandares de estos compuestos se adquirieron en Sigma-Aldrich con una pureza de ~98%.
Los seis VOCs selectos se evaluaron tanto de manera individual, asi como en la mezcla de

todos ellos y en la mezcla de los tres alcoholes.
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1. Efecto de los hongos endéfitos sobre el crecimiento radial de
fitopatdgenos con impacto negativo en la agricultura

1.1. Bioensayo de antagonismo directo miiltiple

Los bioensayos de antagonismo directo multiple se realizaron en cajas de Petri de 15 cm de
didmetro, utilizando como enddfitos de prueba a los 16 hongos enddfitos del género
Hypoxylon, y como competidores cuatro microorganismos fitopatdgenos con impacto
negativo en la agricultura, dos hongos verdaderos: Alternaria alternata y Fusarium
oxysporum, y dos oomicetos: Phytophthora capsiciy Pythium ultimum. Las cepas de los
microorganismos fueron donadas por la Dra. Olga Gémez y la M. en C. Bertha Tlapal

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

Los hongos de prueba se sembraron en el centro de las cajas de Petri, que contenian 40 mL
de PDA, colocando cuatro indculos equidistantes de 5 mm didametro, y se incubaron durante
5 dias 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 indculos de 5 mm de didmetro de cada fitopatdgeno a cada lado
del enddfito de prueba. Los indculos se colocaron pegados a la orilla de las cajas de Petri,
para observar la posible inhibicidn a distancia causada por la presencia de VOCs bioactivos.
Adicionalmente, como control de crecimiento se sembraron los competidores fitopatdgenos
en los mismos lugares sin la presencia del enddfito de prueba. Los bioensayos se realizaron

al azar, por cuadruplicado.

El bioensayo se monitored a los 3, 5 y 10 dias de interaccién antagdnica, midiendo el
didametro de las colonias de cada microorganismo fitopatégeno y se compard con su
respectivo control de crecimiento (Macias-Rubalcava et a/, 2010; Roque-Flores, 2017;
Sanchez-Ortiz et a/., 2016). Para obtener el porcentaje de inhibicién que ejerce el hongo

endofito de prueba sobre los hongos competidores, se utilizé la siguiente ecuacion:

. (a—b)
% Inhibiciéon = b x 100

Donde a es el crecimiento del microorganismo fitopatdgeno en presencia del hongo enddfito
de prueba y b es el crecimiento del microorganismo fitopatdgeno sin la presencia del

competidor.
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1.2. Potencial antagonico de los extractos organicos de medio de cultivo
y micelio de los hongos enddéfitos

La determinacion cuantitativa del potencial antifingico y antioomiceto de los extractos
organicos obtenidos del medio de cultivo y micelio de los 16 hongos enddfitos, se realiz6
mediante la evaluacién de su efecto, sobre el crecimiento radial de los microorganismos
fitopatdgenos de prueba: A. alternata, F. oxysporum, P. capsiciy P. ultimum, utilizando el
método de dilucidn en agar (Macias-Rubalcava et a/., 2010; Meléndez et al., 2015; Sanchez-
Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 5 cm de didametro. Las muestras se prepararon
disolviendo 20 mg de cada uno de los extractos organicos en 250 pL de MeOH. En seguida,
se adicionaron 40 mL de H,O destilada estéril y 40 mL de agar-papa-dextrosa (PDA) (2%),
para obtener una concentracion final de 250 pug/mL. En cada caja de Petri se vertieron 5 mL
de la disolucion y se dejaron solidificar (~40 °C). A continuacién, se colocé un inéculo de 5
mm de didmetro del fitopatdgeno de prueba, en el centro de cada caja. Los indculos se
tomaron de colonias en PDA de 8 dias de cultivo. Las cajas de Petri se incubaron de dos
(oomicetos) a cuatro (hongos verdaderos) dias, 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 pL). Como control positivo se utilizé
el fungicida comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato)
a una concentracion de 250 pg/mL, para hongos verdaderos, y el Ridomil Gold 4E®
(Metalaxil-m) para los oomicetos a una concentracion de 250 pg/mL. Los bioensayos se
realizaron por cuadruplicado, bajo un disefio completamente al azar (Meléndez et al., 2015;
Medina-Romero et al., 2017; Sanchez-Fernandez et al., 2016).

Al finalizar el bioensayo se obtuvieron las mediciones perpendiculares del diametro del
micelio de cada uno de los fitopatdgenos de prueba y de sus repeticiones. Los porcentajes
de inhibicion del crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos de prueba provocados
por los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de los 16 hongos enddfitos, se

calcularon con respecto al control negativo.
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1.3. Bioensayo de antagonismo de los VOCs producidos por los hongos
endofitos, en caja de Petri divida

Para evaluar la actividad antifingica y antioomiceto de los VOCs producidos por los 16
hongos enddfitos 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 indculos de 5 mm de diametro del endéfito de prueba, tomados de un
cultivo en PDA de 8 dias, y se incubaron durante 5 dias a 28 °C con fotoperiodo luz
fluorescente/oscuridad 12:12 h, usando una incubadora Thermo Scientific Precision (Modelo
3759). Transcurrido el periodo de incubacion, se colocaron cuatro indculos de 5 mm de
didametro de cada uno de los microorganismos fitopatégenos 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 fitopatdgenos sin la presencia del endofito.
El bioensayo se monitoreé a los 3, 5 y 10 dias de interaccién antagdnica, midiendo el
didametro de las colonias de cada microorganismo fitopatégeno y se compard con su
respectivo control (Macias-Rubalcava et al,, 2010; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Sanchez-
Ortiz et al,, 2016). Para obtener el porcentaje de inhibicién que ejerce el hongo enddfito de

prueba sobre los hongos competidores, se utilizd la ecuacidn sefialada 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 realizd mediante bioensayos /in vitro e in
vivo. Los bioensayos in vitro se llevaron a cabo empleando los métodos de dilucién en agar
y de fase gas, mientras que el bioensayo /n vivo se realizd con jitomates cherry infectados
con el fitopatdgeno. Ademas, se evalud el efecto de los VOCs selectos sobre la respiracion,

la conductividad eléctrica y la morfologia de las hifas de F. oxysporum.
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2.1. Bioensayos /n vitro del potencial antifingico de los VOCs selectos

2.1.1. Método de dilucion en agar

Los bioensayos del potencial antifingico de los VOCs selectos por el método de dilucién en
agar se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didametro. Los VOCs de manera individual o
en mezclas, se adicionaron a 10 mL de H,0 destilada estéril y 10 mL de agar-papa-dextrosa
(PDA) (2%) justo antes de la gelificacién. En cada caja de Petri se vertieron 5 mL de la
disolucion y se dejaron solidificar (~40 °C). A continuacion, se coloco un indculo de 5 mm
de didmetro del fitopatdgeno de prueba, en el centro de cada caja y se cubrieron con papel
parafilm® para evitar la pérdida de los compuestos. Los indculos se tomaron de colonias de
F. oxysporum en PDA de 8 dias 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 concentracién de 200 pg/mL (positivo). Los compuestos se evaluaron
utilizando las siguientes concentraciones: 125, 250, 500 y 1000 pg/mL, tanto de manera
individual como en las dos mezclas previamente mencionadas. Cada tratamiento se realiz6
por cuadruplicado, bajo un disefio 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; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Sanchez-Ortiz et al., 2016;
Ulloa-Benitez 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
diametro. Las cajas contenian 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 colocd un
indculo de 5 mm de F£. oxysporum en PDA de 8 dias de cultivo. Posteriormente, se agregaron
los VOCs de manera individual o en mezclas, empleando cuatro concentraciones: 125, 250,
500y 1000 pg/mL, dentro de los pozos y se cubrieron las cajas de Petri con papel parafiim®
para evitar que los compuestos se volatilizaran. Como control negativo se utilizd 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).

24



2.2. Bioensayo /n vivo del potencial antifingico de los VOCs selectos

La determinacion in vivo del potencial antagonico de los VOCs selectos se realizd mediante
la evaluacion 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 sintomas de enfermedad ni heridas visibles, con un tamano
promedio de 2 a 3 cm de longitud y de 1.0 a 1.5 cm de didametro, asi 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 H,O 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 fitopatdgeno. 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 diseccidn estéril. En los jitomates inoculados se colocaron 20 pL de suspension 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 contenian los VOCs de manera individual
0 en mezclas a diferentes concentraciones (12.5, 25, 50, 75, 125, 250, 500 y 1000 upg/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 pg/mL, cada uno
de los tres alcoholes se agregd a dicha concentracién. Debido a que los compuestos
presentan variaciones en el potencial antifingico, las concentraciones utilizadas no fueron
necesariamente las mismas para los diferentes tratamientos, pero se encontraban dentro
del rango de 12.5 a 1000 pg/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 Parafim® para evitar que los compuestos se
volatilizaran. Cada tratamiento se realizd dos veces con cuatro repeticiones por tratamiento,
bajo un disefo al azar. Los frascos se mantuvieron a temperatura ambiente con fotoperiodo

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

Transcurridos 8 dias, se midié el tamafio 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 calculd el porcentaje de inhibicién del crecimiento de las colonias

en tratamiento con respecto al control negativo y se realizé el registro fotografico.

2.3. Efecto de los VOCs selectos sobre la respiracion

Para determinar la respiracion mediante el consumo de oxigeno del micelio de F. oxysporum
durante el crecimiento, el fitopatdgeno se cultivd en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 100 mL de caldo papa dextrosa (CPD) bajo condiciones de agitaciéon 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 indculos de 5 mm de didametro provenientes de la orilla de cultivos de F. oxysporum en
PDA de 8 dias de incubacion. El micelio se filtrd al vacio y se lavé con 50 mL de agua
bidestilada estéril. Después de la filtracién durante 20 min, se pesaron 40 mg de micelio
himedo en tubos de ensaye y se afadieron 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 pg/mL (125, 250, 500 y 1000 pg/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, 5y 8 h.

La respiracion se midié transfiriendo el micelio de F. oxysporum a una cubeta de vidrio de
10 mL. La tasa de consumo de oxigeno se midié durante tres minutos con ayuda de un
electrodo tipo Clark conectado a un monitor de oxigeno bioldgico (Modelo YSI 5300A) a 28
°C. Las mediciones se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones por tratamiento. Como control positivo se utilizd Captan 50 en un intervalo de
concentraciones de 2.5 a 30 pg/mL y como control negativo el micelio de F. oxysporum sin
la presencia de los tratamientos. La tasa de respiracion de F. oxysporum se calculd y se
expresd como el porcentaje de oxigeno 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 lesion provocado por los VOCs selectos sobre la conductividad eléctrica de F.
oxysporum se evalud a través de la medicion 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 respiracion, utilizando las mismas concentraciones y horas de prueba. La
conductividad eléctrica de las muestras se evalud utilizando un conductimetro Thermo
Scientific (modelo Orion Star A212) a 28 °C. Una vez que se midi6 la conductividad se
calentaron las muestras a ebullicion durante 10 min, se enfriaron hasta volver a alcanzar 28
°C y posteriormente se determind la conductividad final. Las mediciones se realizaron bajo
un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Como control
positivo se utilizd Captan 50 en un intervalo de concentraciones de 2.5 a 30 pg/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 expresd6 como

conductividad relativa y se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

C1-Co0
Ck—-CO0

Conductividad relativa = X 100%

Donde CO 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 morfologia de las hifas

El efecto de los compuestos individuales o las mezclas de VOCs sobre la morfologia de las
hifas de F. oxysporum, se evalué empleando preparaciones microscopicas en fresco a partir
de microcultivos por los métodos de dilucion en agar y fase gas, asi como suspensiones de
micelio. En todos los casos, las preparaciones microscopicas se realizaron dos veces

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

Los microcultivos por el método de dilucion en agar se prepararon en cajas de Petri de vidrio
de 10 cm de didmetro que contenian un triangulo 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 triangulo de vidrio. A continuacién, en
cada uno de los lados del cuadro de PDA se inocularon por picadura las hifas de ~
oxysporum y se coloco otro portaobjetos encima de los cuadros de PDA. Los cuadros de
PDA contenian a los VOCs selectos de manera individual o en mezclas en una concentracién
de 1000 pg/mL por el método de diluciéon 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 retird uno de los portaobjetos,
se colocd una gota de colorante azul de lactofenol o rojo congo en cada uno de los extremos
y un cubreobjetos. El efecto sobre la morfologia de las hifas de F. oxysporum creciendo en
presencia de los VOCs se observd en un microscopio Optico Motic (Modelo BA410) a 40x y

se compard 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 diametro que contenian un triangulo 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 cm?, el portaobjetos a su vez se puso sobre el triangulo de vidrio.
A continuacion, en cada uno de los lados del cuadro de PDA se inocularon por picadura las
hifas de F. oxysporumy se colocd otro portaobjetos encima del cuadro de PDA. Los pozos
de vidrio se ubicaron en un extremo del triangulo de vidrio y se les adicionaron los VOCs
individuales y en mezclas en un rango de concentraciones entre 12.5 y 1000 pg/mL (12.5,
25, 50, 75, 125, 250, 500 y 1000 pg/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 retiré uno de los portaobjetos, se colocd una gota de colorante azul de lactofenol
0 rojo congo en cada uno de los extremos y un cubreobijetos. El efecto sobre la morfologia
de las hifas de £. oxysporum por el método de fase gas, se observd en un microscopio Optico
Motic (Modelo BA410) a 40x y se comparo con el crecimiento de las hifas sin la presencia
de VOCs.
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2.5.3. Método de suspension

El micelio para las observaciones utilizando el método de suspension, se prepard de la misma
manera que en los bioensayos de respiracion y conductividad eléctrica de . oxysporum. Los
VOCs individuales y las mezclas de VOCs se evaluaron en las siguientes concentraciones:
125, 250, 500 y 1000 pg/mL. Transcurridas 2, 5y 8 h de exposicion a los VOCs, se tomd
una muestra de la suspension de micelio, se puso en un portaobjetos y se anadié una gota
de colorante azul de lactofenol o de rojo congo y se coloco un cubreobjetos. Los cambios
morfoldgicos provocados en las hifas se observaron en un microscopio éptico Motic (Modelo
BA410) a 40x y se compararon con la morfologia de las hifas del micelio en suspension con
agua sin la presencia de los VOCs.

3. Analisis estadisticos

Con excepcion del bioensayo de antagonismo directo mlltiple, los resultados de los
bioensayos in vitro e in vivo, se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA o =
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 version 6 (Medina-Romero et al., 2017; Sanchez-
Fernandez et al, 2016; Sanchez-Ortiz et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016; Zar, 2010).
Para el analisis del bioensayo de antagonismo directo mdltiple, se empled una ¢ de Student
pareada de dos colas («=0.05), comparando la medida del control con la del tratamiento,
utilizando el programa GraphPad Prism version 6 (Medina-Romero et al, 2017; Roque-
Flores, 2017; Zar, 2010).

El valor de la CIs se determind a través de un analisis de Probit (Zar 2010), basado en el
porcentaje de inhibicidon promedio obtenido de cada una de las concentraciones de los VOCs
de manera individual o en mezclas utilizando el mismo programa estadistico. Los datos estan
representados por el promedio + la desviacion estandar (DE), donde la significancia
estadistica se considerd en un valor de P <0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis detallado de las caracteristicas macroscopicas (textura, color y tipo de crecimiento
del micelio; presencia de pigmentos y de exudado) y de las microscopicas (tipo de hifas,
estructuras reproductivas y/o conidios), asi como mediante la secuenciacién de la region
ITS1-5.8s e ITS2 del ADN ribosomal de los 16 hongos enddfitos, determind que estos
hongos son similares y pertenecen al género Hypoxylon (Flores-Reséndiz, 2014; Garcia-
Méndez, no publicado; Morales-Luna, no publicado; Roque-Flores, 2017; Sanchez-
Fernandez, 2016; Sanchez-Ortiz, 2017; Ulloa-Benitez 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 bioldgica (Booth et al.,
2011; Dai et al., 2006; Hensens et al., 1999; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Strobel, 2015;
Suwannarach et al, 2013; Thomsheck et al., 2010; Ulloa-Benitez et al., 2016; Wu et al.,
2010).

Con base en los antecedentes quimicos y bioldgicos derivados de los estudios reportados
en la literatura sobre el género Hypoxylon (Booth et al., 2011; Dai et al., 2006; Hensens et
al, 1999; Sanchez-Fernandez et al, 2016; Strobel, 2015; Suwannarach et al., 2013;
Thomsheck et a/., 2010; Ulloa-Benitez et al., 2016; Wu et a/., 2010), se evaluo el efecto de
los 16 hongos enddfitos, asi como de los extractos organicos del medio de cultivo y del
micelio de los enddfitos sobre el crecimiento radial de cuatro fitopatégenos con impacto
negativo en la agricultura, para establecer posibles diferencias en la actividad antagénica
presentada por estos microorganismos. Ademas, se utilizaron seis VOCs selectos, para
determinar su efecto en el crecimiento del fitopatdgeno F. oxysporum en bioensayos in vitro
e /in vivo. El posible mecanismo de accion fisioldgica de los VOCs selectos se determiné a
través del estudio de la respiracion y de la conductividad eléctrica del fitopatdgeno y se
analizé la morfologia de las hifas expuestas a los compuestos selectos. A continuacion, se
describen los resultados obtenidos:
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1. Efecto de los hongos endoéfitos sobre el crecimiento radial de
fitopatdgenos con impacto negativo en la agricultura

1.1. Bioensayo de antagonismo directo miiltiple

Para establecer el posible efecto sinérgico entre los VOCs y los metabolitos secundarios
difundidos en el medio de cultivo, producidos por los hongos endéfitos del género
Hypoxylon, sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatdgenos: A. alternata, F.
oxysporum, P. capsici y P. ultimum, se realizaron bioensayos de antagonismo directo
multiple. Es importante sefalar que las colonias de los enddfitos del género Hypoxylon, no
presentan inhibicion intraespecifica. A manera de ejemplo, en la Figura 2 se muestra la foto
del bioensayo de antagonismo directo multiple entre el hongo enddfito HAeg2 y los cuatro
fitopatdgenos. En las Figuras 3 — 6 se muestran los porcentajes de inhibicion sobre el
crecimiento de los fitopatdgenos, originados por la presencia de los hongos enddfitos con
cinco dias de cultivo evaluados a los 3, 5 y 10 dias de interaccion antagonica. En general,

los fitopatdgenos presentaron la mayor inhibicion del crecimiento al dia 10 de interaccion.

En la Figura 3 se observa la inhibicion causada por los enddfitos sobre el crecimiento de A.
alternata, a los 3, 5y 10 dias de interaccion antagdnica. Los porcentajes de inhibicidon sobre
crecimiento radial del fitopatégeno al dia cinco de interaccion fueron estadisticamente
significativos con valores superiores al 35%, y al dia diez, incrementaron a valores
superiores al 60%. El endofito Maeg3 fue el que causo el mayor efecto antiflngico sobre el

crecimiento de A. alternata.

En la Figura 4 se muestra la inhibicién provocada por los hongos sobre el crecimiento de F.
oxysporum, a los 3, 5y 10 dias de interaccidén antagonica. La inhibicion sobre crecimiento
al dia cinco de interaccidn fue significativa, mostrando porcentajes superiores al 25%,
mientras que al dia diez, los porcentajes de inhibicién son mayores al 40%. Los hongos

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

En la Figura 5 se observa la inhibicién causada por los enddfitos sobre el crecimiento del
oomiceto P. capsici, alos 3, 5y 10 dias de interaccion antagonica. Al dia cinco de interaccion,
los porcentajes de inhibicion fueron estadisticamente significativos inhibiendo su crecimiento
por encima del 30%. Al dia diez de interaccién antagodnica, la inhibicion provocada es
superior al 40%. El hongo Haegl produjo la mayor inhibicidon sobre el crecimiento de A.

capsici.
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Finalmente, en la Figura 6 se presentan los porcentajes de inhibicion provocados por los
endofitos sobre el crecimiento de P. u/timum, a los 3, 5y 10 dias de interacciéon antagdnica.
En general, al dia cinco de interaccién los porcentajes de inhibicidn fueron significativos con
valores alrededor del 30%. Al dia diez de interaccién antagonica los valores de la inhibicién
son superiores al 50%. Los hongos Haegl y Maeg2 provocan la mayor inhibicién sobre el

crecimiento de P. ultimum.

La competencia /in vitro entre los fitopatdgenos con impacto negativo en la agricultura y los
hongos endoéfitos del género Hypoxylon, estimula los mecanismos de defensa fisicos, como
es la formacion de barreras miceliares asi como el micoparasitismo, y quimicos como la
produccion de VOCs y de metabolitos difusibles con propiedades antifiingicas (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 produccion de metabolitos secundarios
probablemente reduce la habilidad competitiva de los competidores, o que provoca una
inhibicion de su crecimiento (Ricklefs, 1996).

Algunos de los hongos enddfitos actian como micoparasitos, es decir, utilizan como sustrato
a los fitopatdégenos competidores para crecer (Gams et al., 2004). Al comportarse como
micoparasitos, los hongos enddfitos del género Hypoxylon, podrian ser utilizados como
agentes de control bioldgico. Ademas se observd que producen metabolitos secundarios

bioactivos, por lo que también podrian ser Util para el desarrollo de bioplaguicidas.

Los resultados derivados de los bioensayos de antagonismo directo multiple llevados a cabo
entre los fitopatdgenos A. alternata, F. oxysporum, P. capsiciy P. ultimum, y los hongos
enddfitos, permitieron inferir que se genera una estimulacidn de la produccion de VOCs en
condiciones de antagonismo directo multiple o bien un efecto sinérgico entre los VOCs
producidos y los metabolitos secundarios difusibles con propiedades antifingicas y
antioomicetos (Arnold, 2007; Bourassa et al, 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994; Paz et al.,
2007; Macias-Rubalcava et al., 2010; Sanchez-Fernandez et al., 2016), que provocan una
inhibicion significativa sobre el crecimiento de los fitopatdgenos (Ricklefs, 1996). Ademas,
es probable que la concentracion y la composicion de los VOCs y de los metabolitos
secundarios difusibles, cambie en interaccién antagdnica de forma dependiente del tiempo
(Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006; Sanchez-Fernandez et al., 2016).
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Dia 3 Dia 5

Figura 2. Efecto del hongo enddfito Haeg?2 a los cinco dias de cultivo, sobre el crecimiento
de los microorganismos fitopatdgenos: A. alternata (A), F. oxysporum (F), P. capsici (C) y
P. ultimum (U), a los 3, 5y 10 dias de interaccion antagonica. Se muestran los controles del
crecimiento de los fitopatdgenos (arriba), la interaccion vista por el anverso (en medio) y la
interaccidn vista por el reverso (abajo
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Figura 3. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento de A. alternata provocado por los hongos enddfitos del género Hypoxylon a los cinco
dias de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) dias de interaccion antagdnica. Los valores superiores al 12% fueron estadisticamente
significativos t-Student (P<0.05).



100 -

40 -

% de inhibicion del crecimiento

20 -

el ‘J A

BLaeg1 GSeg1 GSeg2 GSeg3 GSeg4 HAeg1! HAeg2 HBeg1l HBeg2 MAeg1 MAeg2 MAeg3 SMeg1 SMeg2 SMeg3 SMeg4

Figura 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum provocado por los hongos enddfitos del género Hypoxylon a los
cinco dias de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) dias de interaccion antagdnica. Los valores superiores al 12% fueron
estadisticamente significativos t-Student (P<0.05).
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Figura 5. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento de P. capsici provocado por los hongos endofitos del género Hypoxylon a los cinco

dias de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) dias de interaccién antagdnica. Los valores superiores al 12% fueron estadisticamente
significativos t-Student (P<0.05).
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Figura 6. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento de P. ultimum provocado por los hongos enddfitos del género Hypoxylon a los cinco
dias de cultivo, a los 3 (azul), 5 (rojo) y 10 (verde) dias de interaccién antagdnica. Los valores superiores al 12% fueron estadisticamente
significativos t-Student (P<0.0



1.2. Potencial antagodnico de los extractos organicos de medio de cultivo
y micelio de los hongos enddéfitos

El potencial antifingico y antioomiceto de los extractos organicos del medio de cultivo y
micelio de los hongos del género Hypoxylon, se realizd mediante el método de dilucién en
agar, utilizando como microorganismos de prueba a cuatro fitopatdgenos con impacto

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

La Figura 7 muestra un ejemplo del bioensayo por el método de dilucién en agar de los
extractos del medio de cultivo y micelio del enddfito BLaegl, asi como del fungicida
comercial Carbendazim, sobre el crecimiento de A. alternata. En las Figuras 8 — 11, se
muestran los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de los fitopatdgenos de prueba
en presencia de los extractos organicos fungicos. En general, los extractos organicos del

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

En la Figura 8 se muestra el efecto inhibitorio causado por los extractos organicos, sobre el
crecimiento del hongo fitopatdgeno A. alternata. Los extractos organicos del medio de
cultivo (32.4%) y del micelio (30.3%) de Blaegl, fueron los mas 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 inhibicién del crecimiento de F. oxysporum producida por los
extractos organicos de los enddfitos. Los extractos organicos del medio de cultivo (45.7%)
y del micelio (31.6%) de Maeg3 y del medio de cultivo de Blaegl (30.0%), fueron los mas
activos inhibiendo de manera significativa su crecimiento. Sin embargo, la inhibicidon sobre
el crecimiento de F. oxysporum es menor a la causada por el fungicida comercial
Carbendazim (100%), no obstante es el hongo fitopatdgeno mas afectado por los

metabolitos secundarios presentes en los extractos organicos evaluados.

En la Figura 10 se observa la inhibicidn del crecimiento de A. capsici. La mayor inhibicién
fue producida por los extractos organicos 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 Haegl (30.1%),
y del medio de cultivo de Smeg3 (32.0%), con porcentajes comparables al provocado por
el agroquimico comercial Metalaxil (32.0%).

Finalmente, en la Figura 11 se muestra la inhibicién sobre el crecimiento de A. u/timum. En

este bioensayo todos los extractos organicos tanto del medio de cultivo como del micelio

38



presentaron inhibicidn significativa sobre el crecimiento de P. w/timum. Los extractos
organicos del medio de cultivo de Blaegl (35.1%), presentan valores significativos
comparables a los de la inhibicién causada por el agroquimico comercial Metalaxil (31.4%).

La actividad antifngica y antioomiceto generada por los extractos organicos del medio de
cultivo y micelio de los hongos enddfitos sobre el crecimiento radial de los cuatro
microorganismos fitopatégenos evaluados permitié establecer que los extractos organicos
poseen mayor actividad inhibitoria sobre el crecimiento del hongo F. oxysporum, mientras
que en los otros fitopatdégenos de prueba A. altemata, P. capsiciy P. ultimum, los valores
de inhibicién fueron similares. En general, los mayores porcentajes de inhibiciéon sobre el
crecimiento de los fitopatdgenos fueron superiores al 30%. Los resultados derivados de este
bioensayo pusieron en evidencia que los endodfitos del género Hypoxylon en estudio,
producen metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana moderada (Arnold, 2007;
Dreyfuss y Chapela, 1994; Sanchez-Fernandez et al., 2013).

La difusién de pigmentos (metabolitos secundarios, enzimas y/o proteinas) involucra
mecanismos quimicos de defensa, los cuales son empleados en mayor grado por los hongos
durante las interacciones interespecificas (Bourassa et al., 2007; Paz et al.,, 2007). Diversos
estudios han mostrado que los metabolitos secundarios producidos por los hongos endéfitos
poseen diversa actividad bioldgica dentro de la que se encuentra la antifungica (Lu et al.,
2000; Strobel et al., 2011). Ademas, es probable que los metabolitos secundarios producidos

en interaccidén antagonica presenten mayor potencial antifingico (Ricklefs, 1996).

C Me Mi Car

Figura 7. Efecto de los extractos organicos del medio de cultivo (Me) y micelio (Mi) del
hongo endofito Blaegl y del Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de A. alternata.
Control de crecimiento del fitopatdégeno (C).
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Figura 8. Porcentajes de inhibicion producidos por los extractos organicos del medio de cultivo (verde oscuro) y micelio (verde claro)
de los hongos enddfitos del género Hypoxylony del fungicida comercial Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de A. alternata. Los
valores superiores al 13% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 9. Porcentajes de inhibicidon producidos por los extractos orgéanicos del medio de cultivo (rosa oscuro) y micelio (rosa claro) de los
hongos enddfitos del género Hypoxylony del fungicida comercial Carbendazim (Car), sobre el crecimiento de F. oxysporum. Los valores
superiores al 13% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 10. Porcentajes de inhibicion producidos por los extractos organicos del medio de cultivo (amarillo oscuro) y micelio (amarillo
claro) de los hongos enddfitos del género Hypoxylon y del fungicida comercial Metalaxil (Met), sobre el crecimiento de P. capsici. Los
valores superiores al 13% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 11. Porcentajes de inhibicion producidos por los extractos organicos del medio de cultivo (morado oscuro) y micelio (morado claro)
de los hongos enddfitos del género Hypoxylony del fungicida comercial Metalaxil (Met), sobre el crecimiento de P. ultimum. Los valores
superiores al 13% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05)



1.3. Bioensayo del potencial antagonico de los VOCs producidos por los
hongos endofitos, en caja de Petri divida

Para evaluar el potencial antifingico y antioomiceto de los VOCs producidos por los enddfitos
sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos, se realizaron bioensayos en
cajas de Petri divididas en dos compartimentos (Macias-Rubalcava et a/., 2010; Sanchez-
Fernandez et al., 2016). Cabe mencionar que con base en la actividad biolégica demostrada
por los VOCs producidos por el hongo endéfito Gsegl en el estudio llevado a cabo por
Sanchez-Fernandez y colaboradores (2016), que mostrd el mayor efecto bioldgico al dia
cinco de cultivo, el bioensayo con los 16 enddfitos del género Hypoxylon, se llevé a cabo al
mismo dia de crecimiento. Los VOCs producidos a los cinco dias de cultivo por los diferentes
enddfitos en estudio se evaluaron a los 3, 5 y 10 dias de interaccion antagonica. La Figura
12 muestra dos ejemplos del efecto de los Vocs producidos por los hongos enddéfitos Maeg1
y Smeg4 a los cinco dias de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata, a los dias 3y 5 de

interaccién antagodnica.

En las Figuras 13 y 14 se muestran los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de los
fitopatdgenos de prueba en presencia de los VOCs a los tres (Figura 13) y cinco (Figura 14)
dias de bioensayo. En general, los microorganismos fitopatégenos mas afectados por los
VOCs al dia tres de antagonismo fueron el hongo A. alternata y los oomicetos P. capsiciy
P. ultimum (Figura 13), mientras que al dia 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
endofitos sobre el crecimiento de los cuatro fitopatdgenos en estudio al dia tres de
interaccion antagonica. Los VOCs producidos por los hongos Gseg2, Gseg3, Hbeg1, Hbeg2,
Maeg2, Smegl, Smeg2 y Smeg4 inhiben significativamente el crecimiento de los cuatro

microorganismos fitopatdgenos 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 fitopatégenos al dia cinco de interacciéon antagdnica, observandose
que la inhibicion sobre el crecimiento radial de los cuatro fitopatdgenos incrementa con
respecto a los dias de interaccion. Los VOCs producidos por los hongos Gseg2, Gseg3,
Gseg4, Haeg2, Hbegl, Hbeg2, Smegl y Smeg2, presentaron porcentajes de inhibicion
superiores al 35%. Es importante sefialar que el Unico hongo que produce VOCs que inhiben
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significativamente el crecimiento de los cuatro fitopatégenos al dia cinco de interaccion es
Haeg2. La inhibicién causada por los VOCs producidos por los hongos sobre el crecimiento
de los cuatro fitopatdgenos evaluados, incrementa del dia tres al dia cinco de interaccion,
mientras que al dia diez se mantienen los porcentajes de inhibicién y los enddfitos se
pasaban al compartimento de los competidores.

La produccién de VOCs por parte de los hongos enddfitos puede ser un mecanismo de
defensa estimulado por la presencia de los microorganismos fitopatégenos (Campos et al.,
2010; Ezra y Strobel, 2003). Al dia tres de interaccion antagdnica la mayoria de los
porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de los fitopatégenos son de alrededor del
24%, y para el dia cinco de interaccién son de alrededor del 35%. Es probable que la
concentracion y la composicion de los VOCs cambie conforme transcurre el tiempo de
interaccién (Strobel, 2006; Sanchez-Fernandez et al., 2016).

Las mezclas de VOCs producidos por los microorganismos y en particular por los hongos
enddfitos estan constituidas esencialmente por hidrocarburos aromaticos y alifaticos,
alcoholes, terpenos, aldehidos, acidos, esteres, compuestos que contienen nitrdgeno o
sulfuro, entre otros compuestos (Ezra et al, 2004; Hung et al., 2015; Sanchez-Fernandez
et al, 2016; Ulloa-Benitez 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 confirmd la actividad sinérgica que la mezcla de VOCs
tiene en la inhibicién de los organismos blanco (Ezra y Strobel, 2003; Strobel, 2006;
Thomsheck et al., 2010; Wang et al., 2016). En algunos grupos de investigacion, se ha
reportado actividad bioldgica debido a las mezclas quimicamente diversas de VOCs
producidos por otros hongos endéfitos del género Hypoxylon (Hensens et al., 1999; Dai et
al., 2006; Sanchez-Fernandez et al, 2016; Suwannarach et al., 2013; Thomsheck et al.,
2010; Ulloa-Benitez et al., 2016; Wu et al., 2010) por lo que se propone su uso como agentes
de control bioldgico o como fuente de bioplaguicidas en el tratamiento de enfermedades

postcosecha.

Es importante destacar que cuando se evaluaron los metabolitos secundarios difusibles y
los volatiles producidos por los hongos enddfitos del género Hypoxylon, de manera
independiente, se observd una menor inhibicion sobre el crecimiento radial de los
fitopatdgenos de prueba, por el contrario, cuando se evaluaron en conjunto mediante el

bioensayo de antagonismo directo mdltiple, la actividad bioldgica incrementd, por lo que es
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probable que exista un efecto sinérgico entre los metabolitos secundarios difusibles y los
volatiles (Arnold, 2007; Dreyfuss y Chapela, 1994).

Dia 3 Dia 5
Figura 12. Efecto de los VOCs producidos por los hongos enddfitos Maegl y Smeg4 a los

cinco dias de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata, a los dias 3 y 5 de interaccién
antagonica. El control de crecimiento del fitopatdgeno se muestra en la parte superior.
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Figura 13. Porcentajes de inhibicién generados por los VOCs producidos por los hongos enddfitos del género Hypoxylon, a los cinco
dias de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata (verde), F. oxysporum (rosa), P. capsici (amarillo) y P. ultimum (morado) al dia
tres de interaccidon antagonica. Los valores superiores al 11% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 14. Porcentajes de inhibicidon generados por los VOCs producidos por los hongos enddfitos del género Hypoxylon, a los cinco
dias de cultivo, sobre el crecimiento de A. alternata (verde), F. oxysporum (rosa), P. capsici (amarillo) y P. ultimum (morado) al dia
cinco de interaccidn antagdnica. Los valores superiores al 11% fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05)



2. Efecto de los VOCs selectos sobre Fusarium oxysporum

Derivado de los estudios sobre la composicién y la actividad biolégica de los VOCs
producidos por hongos del género Hypoxylon, se seleccionaron seis compuestos para
evaluar su potencial como bioplaguicidas, los alcoholes: feniletilico, 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
GS4d2111 (Gsegl) (Sanchez-Fernandez et al., 2016), y en H. anthochroum aislamiento Blaci
(Blaegl) (Ulloa-Benitez et al, 2016), mientras que el 3-metil-1-butanol y el ocimeno se
identificé solamente en Gsegl (Sanchez-Fernandez et al., 2016), y el alcohol feniletilico
Unicamente en Blaeg1 (Ulloa-Benitez et al., 2016).

Los compuestos evaluados en la presente tesis pertenecen a dos de los grupos quimicos
mas abundantes presentes en las mezclas de VOCs producidas por lo microorganismos,
incluyendo a los hongos enddfitos del género Hypoxylon: los alcoholes y los monoterpenos
(Booth et al,, 2011; Strobel 2015; Suwannarach et a/., 2013). Se evalud tanto su efecto /in
vitro analizando el crecimiento radial de F~. oxysporum, como /n vivo contra el fitopatdgeno
creciendo sobre jitomates cherry. Ademas, se determind el posible mecanismo de accion
fisioldgica de los VOCs selectos a través del estudio de la respiracion y de la conductividad
eléctrica de las hifas del fitopatdgeno y se analizo el efecto sobre la morfologia 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.

. Y
=
OH =

o 2-metil-1-butanol
alcohol feniletilico 0

A '

eucaliptol ocimeno

3-metil-1-butanol terpinoleno

Figura 15. Estructuras de los VOCs selectos producidos por los hongos enddfitos del género

Hypoxylon, los alcoholes: feniletilico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, y los
monoterpenos: eucaliptol, ocimeno y terpinoleno.
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2.1. Bioensayos /n vitro del potencial antifiingico de los VOCs selectos

Con la finalidad de profundizar en el potencial antifingico que presentan los VOCs selectos,
se evalud el efecto in vitro de los compuestos de manera individual y en mezclas, empleando
el método de dilucidn en agar y el método de fase gas sobre el crecimiento radial del hongo
fitopatdgeno F. oxysporum, en un rango de concentraciones de 125y 1000 pg/mL.

2.1.1. Método de dilucion en agar

En la Figura 16 se muestra la inhibicidn sobre el crecimiento de £. oxysporum en presencia
de la mezcla de los seis VOCs. En la Figura 17 se presentan los porcentajes de inhibicién
provocados por los alcoholes y los monoterpenos evaluados de manera individual y en
mezclas, sobre el crecimiento radial de £. oxysporum, utilizando el método de dilucion en
agar. Todos los tratamientos inhiben de forma dependiente de la concentracion el
crecimiento del fitopatdgeno, sin embargo, los porcentajes de inhibicion fueron significativos
solo a 500 y 1000 pg/mL para las mezclas, y a 1000 pg/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 antiflingico, con un 100% de inhibiciéon a 1000 pg/mL y con valores de Clso
de 355.9y 567.6 ug/mL, respectivamente. Cabe destacar que en su mayoria los compuestos
puros evaluados de manera individual, inhiben con porcentajes significativos y superiores al
20% vy que el alcohol feniletilico fue el compuesto mas activo, inhibiendo en 47.7% el

crecimiento del fitopatdgeno de prueba a la maxima concentracidon que fue de 1000 pg/mL.

En este bioensayo empleando el método de dilucidon en agar, se observé que los VOCs
evaluados en las dos mezclas, poseen el mayor efecto antifingico. Sin embargo, a nivel
individual el alcohol feniltetilico fue el que inhibid en mayor grado el crecimiento de F~.
oxysporum. Diversos estudios han demostrado el efecto antagonico del alcohol feniltetilico
sobre diversos patdgenos (Mercier y Jiménez, 2004; Mo y Sung, 2007; Strobel, 2001; Strobel
et al, 2007; Wan et al., 2008).
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Figura 16. Inhibicion sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de la mezcla de
los seis VOCs, utilizando el método de dilucién en agar.
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Figura 17. Porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de F£. oxysporum en presencia de
los VOCs selectos, utilizando el método de dilucién en agar. La mezcla de los seis VOCs
(MT), la mezcla de los tres alcoholes (MA), los alcoholes feniletilico (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)
pg/mL. * valores estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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2.1.2. Método de fase gas

En la Figura 18 se presenta la inhibicidn 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 dilucion en agar, todos los tratamientos inhiben de forma dependiente de la
concentracion el crecimiento del fitopatdgeno, sin embargo, la inhibicion fue estaditicamente
significativa a las concentraciones mas altas, es decir, para las dos mezclas a partir de la
concentracion de 250 pg/mL, y para los compuestos 2-metil-1-butanol (29.0%), 3-metil-1-
butanol (26.9%) y eucaliptol (30.8%), a la maxima concentracién de prueba que fue de
1000 pg/mL, el resto de los valores de inhibicion no fueron significativos. Los compuestos
alcohol feniletilico, ocimeno y terpinoleno no mostraron efecto significativo en ninguna
concentracion. Las mezclas de los seis VOCs y de los alcoholes presentaron el mayor efecto

antifungico, con valores de Clso de 516.4 y 634.6 ug/mL, respectivamente.

De nueva cuenta, las mezclas de los seis VOCs y de los tres alcoholes presentaron la mayor
inhibicion del crecimiento del hongo fitopatdgeno. Es importante sefialar que en el bioensayo
realizado por el método de fase gas los valores de las Clso son mas altos que los obtenidos
por el método de dilucion en agar, lo que indica que la inhibicion es mas efectiva si se realiza
difundiendo en el agar los volatiles, esto puede deberse a que el ambiente dentro de la caja

de Petri estda mas saturado de VOCs, y éstos permanecen mas tiempo al encontrarse

disueltos en agar.

o

750 pg/mL 1000 pg/mL

Control 250 pg/mL 500 pg/mL

Figura 18. Inhibicion sobre el crecimiento de F. oxysporum en presencia de la mezcla de
los seis VOCs, utilizando el método de fase gas.
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Figura 19. Porcentajes de inhibicion 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 feniletilico (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) pg/mL. * valores
estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).

2.2. Bioensayo /n vivo del potencial antifiingico de los VOCs selectos

Para demostrar el efecto antiflngico, asi como la posible aplicacién de los VOCs selectos
como bioplaguicidas, se realizé una prueba /in vivo, empleando jitomates cherry infectados

con F. oxysporum.

En la Figura 20A se observan los porcentajes de inhibicion provocados por los VOCs selectos
sobre jitomates cherry infectados con el fitopatdgeno F. oxysporum, empleando un rango
de concentraciones de 125 a 1000 pg/mL. Todos los tratamientos inhiben
significativamente y de forma dependiente de la concentracion el crecimiento del
fitopatdgeno. Con excepcién del ocimeno todos los VOCs evaluados provocaron un efecto
inhibitorio superior al 40%, a partir de la concentracion de 125 pg/mL. No obstante, el
ocimeno fue el Unico terpeno que inhibid en un 100% el crecimiento a la maxima

concentracion evaluada que fue de 1000 pg/mL. Las mezclas de los seis VOCs y de los tres
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alcoholes, asi como los alcoholes feniletilico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol
evaluados de manera individual mostraron el mayor efecto antifingico, inhibiendo
significativamente el crecimiento del fitopatdgeno de prueba en 30.5%, 17.1%, 40.7%,
44.5% y 47.5%, respectivamente, a la minima concentracion de prueba que fue de 12.5
ug/mL. En la Figura 20B se muestra a manera de ejemplo, el registro fotografico 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 ug/mL.

En el Cuadro 1, se resume el efecto antifingico mostrado por los VOCs selectos evaluados
de manera individual y en mezclas, expresado como valores de concentracion inhibitoria
media (CIso, pg/mL). Los valores de CIso confirman que las mezclas de los seis VOCs y de
los tres alcoholes, asi como el alcohol feniletilico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol de
evaluados de manera individual, poseen el mayor potencial antifiingico en el crecimiento de
F. oxysporum sobre jitomates cherry, con valores de 25.8, 88.3, 22.3, 18.6 y 19.7 ug/mL,
respectivamente. Cabe destacar que a pesar de que la ClIs 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 Unicos trataminentos que inhiben en un 100% el
crecimiento del fitopatdgeno sobre jitomates cherry, a partir de la concentracion de 250
Mg/mL, mientras que el 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol inhibieron por completo el
crecimiento a partir de 500 pg/mL.

De manera similar a los experimentos /in vitro, la mezcla de los seis VOCs posee el mayor
potencial antifingico. La mayor inhibicién sobre el crecimiento de F£. oxysporum en los
experimentos /n vivo puede deberse a que el fitopatdgeno debe producir metabolitos
especificos para asegurar una colonizacion exitosa cuando infectan a los jitomates por lo
que parte de los recursos del patdgeno se utilizan para este propdsito, limitando su propio
desarrollo (Gordon y Martyn, 1997; Leslie y Summerell, 2006; Strobel et a/., 2007). Ademas,
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 herbivoros y microorganismos patogenos (Gonzalez et al, 2012). Como
consecuencia, la exposicién a los VOCs selectos tiene mayor efecto negativo sobre el

crecimiento de £. oxysporum, favoreciendo su uso como bioplaguicidas.

Es interesante sefalar que el alcohol feniletilico también es producido por los hongos
enddfitos Muscodor albusE6 y M. albus aislamiento 620, utilizados como agentes de control
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bioldgico en manzanas infectadas con los hongos Penicillium expansumy Botrytis cinereay
en duraznos infectados con Monilinia fructicola (Mercier y Jiménez, 2004; Strobel, 2001;
Strobel et al., 2007). Este compuesto también se reportdé 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 encontrd que los VOCs producidos por
S. platensis F-1 pueden ser los responsables de los efectos tdxicos observados sobre los
patdgenos Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum'y B. cinerea. Por otra parte, Mo y
Sung (2007) proponen al alcohol feniletilico extraido de la levadura Pichia anomala SKM-T
como un agente de control biolégico en el almacenamiento postcosecha de fresas, debido

a que mostro actividad antifingica en fresas infectadas con B. cinerea.

El 3-metil-1-butanol también es un compuesto volatil presente en la mezcla de VOCs de M.
albus aislamiento 620 y M. suthepensis aislamiento CMU-Cib462, utilizados como agentes
de micofumigacion (Strobel et al., 2007; Suwannarach et a/., 2016), asi como en el hongo
endofito 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 diametro de las lesiones. Pimienta y colaboradores (2012) evaluaron el efecto
in vitro de los VOCs del hongo endéfito P. nodorum como agente antiflingico sobre M,

fructicola, observando una inhibicidn significativa sobre el crecimiento del fitopatdgeno.

El 3-metil-1-butanol y el eucaliptol se reportaron como parte de los constituyentes de la
mezcla de VOCs producidos por los hongos enddfitos Nodulisporium spp. CMU-UPE34 y
Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2IIla, los cuales presentan actividad antifingica
(Sanchez-Fernandez 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 fitopatdgenos 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
aurantifoliay Citrus reticulata, y por P. digitatum en el fruto Gitrus limon. Sanchez-Fernandez
y colaboradores (2016) probaron que la mezcla de VOCs producida por el enddfito
Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2II1a inhibid de manera significativa el crecimiento de

55



los fitopatdgenos 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 bioldgico
(Ramin et al, 2005) y de Muscodor yucatanensis, que tuvo propiedades antifingicas y
fitotoxicas (Macias-Rubalcava et al, 2010). Los experimentos /in vitro realizados por Ramin
y colaboradores (2005) confirman que los VOCs de M. albus aislamiento 620 actian 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
germinacion de las esporas de B. cinereay P. expansum, y €l crecimiento de S. sclerotiorum,
E. carotovora pv. carotovora, P. fluorescensy E. coli. Es importante sefialar 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 /n 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
concentracion el crecimiento del micelio sobre las heridas infectadas de los jitomates. Cabe
mencionar que los valores de la ClIso 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 demostrd 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 accidn de los compuestos de prueba, se estudiaron sus efectos en la

respiracion, la conductividad eléctrica y la morfologia de las hifas del fitopatdgeno.
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Figura 20. Porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de F. oxysporum creciendo sobre jitomates cherry (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) en presencia de los VOCs selectos. La mezcla de los seis VOCs (MT), la mezcla de los tres alcoholes (MA), los alcoholes
feniletilico (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 12.5 (azul oscuro), 25 (rojo), 50 (verde oscuro), 75 (morado), 125 (azul claro), 250 (anaranjado), 500 (lila) y 1000
(rosa) pg/mL. Todos los valores fueron estadisticamente 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 pg/mL (Figura 20B)



2.3. Efecto de los VOCs selectos sobre la respiracion

En primer lugar, para correlacionar la inhibicion causada por los VOCs sobre el crecimiento
radial del fitopatdgeno F. oxysporum con posibles alteraciones en la respiracion del
microorganismo, se evalud el efecto de los VOCs de manera individual o en mezclas sobre
la tasa de consumo de oxigeno de durante el crecimiento del micelio. En la Figura 21 se
presenta el efecto inhibitorio producido por los VOCs sobre la respiracion del fitopatdgeno.
El micelio de 48 h de crecimiento del fitopatdgeno se incubd en presencia de cuatro
diferentes concentraciones de los VOCs de manera individual y en mezclas. La tasa de
consumo de oxigeno se midié a las 2, 5, y 8 h de incubacién. Todos los tratamientos
mostraron valores estadisticamente significativos, y se encontrd una inhibicién de forma
dependiente de la concentracidon y del tiempo de incubacién. EI mayor porcentaje de
inhibicién se observé a las 8 h de incubacion. A la maxima concentracién de prueba que fue
de 1000 pg/mL, con excepcion del 3-metil-1-butanol y del terpinoleno, todos los

tratamientos mostraron diferencias significativas a los tres tiempos.

La mayor inhibicién del consumo de oxigeno fue provocada por la mezcla de los seis VOCs
en un 97.1% a la concentracion de 1000 pg/mL, después de 8 h de incubacién, con un valor
de ClIsp de 183.9 pg/mL. A la misma concentracion, la mezcla de los seis VOCs mostro
valores de Clso de 315.1 y 248.1 ug/mL a las 2 y 5 h de incubacidn, respectivamente. Para
la mezcla de alcoholes a la misma concentracion, provoco una inhibicién de 68.0% y un
valor de Clso de 244.4 pg/mL, después de 8 h de incubacién. Con respecto a los compuestos
evaluados individualmente, los monoterpenos terpinoleno y eucaliptol, provocaron la mayor
inhibicién con porcentajes superiores al 80% vy valores de Clso de 200.7 y 395.9 ug/mL,
respectivamente. El ocimeno inhibié en un 65.1% y mostré un valor de Clso de 573.3 ug/mL.
Los alcoholes 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol inhibieron el consumo de oxigeno en un
70.6% y 61.2%, presentado valores de ClIso de 247.9 y 480.5 pg/mL, respectivamente. El
alcohol feniletilico mostrd un valor de CIso > 1000 pg/mL, inhibiendo la respiracion en un

42.1% a la maxima concentracion evaluada.

En el Cuadro 1 se resume el efecto inhibitorio sobre la respiracion de F£. oxysporum
provocado por los VOCs selectos evaluados de manera individual y en mezclas a 125, 250,
500 y 1000 pg/mL después de 2, 5y 8 h de incubacion, expresados como valores de Cls,
(ug/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 Cls inferiores a 320 pg/mL a partir de las
2 h de incubacion.

Los resultados sobre la inhibicion de la respiracion del fitopatdgeno indican que los
compuestos evaluados de manera individual y en mezclas poseen un efecto antiflingico
estadisticamente significativo dependiente tanto del tiempo de incubacidon como de la
concentracion de compuestos. Para todos los trataminetos la mayor inhibicidn ocurre
después de ocho horas y a la maxima concentracion de prueba. Ademas, las mezclas de los
seis VOCs y de los tres alcoholes actlian 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 a/., 2010; Wang et al., 2016).

Cuadro 1. Efecto inhibitorio de los VOCs selectos sobre el crecimiento /in vivo e in vitro, y
la respiracion de las hifas de F. oxysporum expresado como Clso (g/mL).

CIso pg/mL
Crecimiento radial L
. B Respiracion
Compuesto In vivo In vitro
Jitomates Diluciéon Fase Horas
cherry en agar gas 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 feniletilico 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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Figura 21. Respiracion 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. Mezcla de los seis VOCs (MT), mezcla de los tres alcoholes (MA), alcohol feniletilico (A), 2-metil-1-butanol
(2-M), 3-metil-1-butanol (3-M) y eucaliptol (E), a concentraciones de 125, 250, 500 y 1000 ug/mL. Todos los valores de porcentaje
fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 21. (Continuacion). Respiracion de las hifas de F. oxysporum en presencia de los VOCs selectos evaluados a las 2 (azul), 5
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pg/mL. Todos los valores de porcentaje fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05)



2.4. Efecto de los VOCs selectos sobre la conductividad eléctrica

Para confirmar si el efecto provocado por los VOCs sobre el crecimiento y respiracion de £,
oxysporum conlleva a la disrupcion la membrana celular, se analizé 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 aumentd con respecto a la concentracion y al tiempo de incubacion. Sin
embargo, Unicamente la mezcla de los seis VOCs muestra diferencias significativas con
respecto a la concentracién y al tiempo incubacidon. Asimismo, todos los tratamientos
muestran valores estadisticamente significativos a la maxima concentracidon de prueba que

fue de 1000 pg/mL, a partir de las 2 y hasta las 8 h.

Los mayores porcentajes de conductividad relativa se observaron a la maxima concentracion
después de 8 h de incubacién el micelio en presencia de los VOCs. Con excepcion 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 continuacion: ocimeno (48.8%) >2-metil-1-butanol
(45.4%) >alcohol feniletilico (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 fitopatdgeno ocasionando la salida de iones.

De manera similar al efecto observado en la respiracion del fitopatdgeno, los VOCs tuvieron
un efecto dependiente de la concentracion y del tiempo de incubacion, actuando también
de manera sinérgica cuando se evallan en mezclas sobre la conductividad eléctrica del
fitopatdgeno, 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. 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. Mezcla de los seis VOCs (MT), mezcla de los tres
alcoholes (MA), alcohol feniletilico (A), 2-metil-1-butanol (2-M), 3-metil-1-butanol (3-M) y eucaliptol (E), a concentraciones de 125,
250, 500 y 1000 pg/mL. Todos los valores de porcentaje fueron estadisticamente significativos ANOVA (P<0.05).
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Figura 22. (Continuacion). Conductividad eléctrica expresada como conductividad relativa de las hifas de F. oxysporum en presencia
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50, a concentraciones de 125, 250, 500 y 1000 pg/mL. Todos los valores de porcentaje fueron estadisticamente significativos ANOVA
(P<0.05).



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

Finalmente, con el objeto de investigar el efecto de los VOCs de manera individual y en
mezclas sobre el fitopatdgeno F. oxysporum, se estudidé la morfologia de las hifas a través
de preparaciones en fresco hechas a partir de microcultivos empleando el método de
dilucion en agar y de fase gas, asi como por suspensiones de micelio. La descripcion y la
discusién sobre la morfologia de las hifas obtenidas por las diferentes metodologias se
realizaron de manera conjunta para facilitar la comparacion la comparacion de los efectos

de los VOCs sobre la ultraestructura del fitopatégeno.

Las micrografias obtenidas a partir de microcultivos de 48 h de crecimiento del fitopatdgeno
en presencia de los VOCs empleando el método en fase gas muestran mayores efectos
téxicos sobre la morfologia de las hifas que las micrografias obtenidas por el método de
dilucién en agar. En contraste con el método de dilucion en agar, los VOCs evaluados de
manera individual inducen la proliferacion de las vacuolas a la concentracién de 1000 pg/mL.
Ademas, el 2-metil-1-butanol y el 3-metil-1-butanol inducen un proceso de vacuolizacion,
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 vacios que indican la pérdida de contenido hifal, observandose hifas
transparentes y vacias (Figuras 23 y 24C). De nueva cuenta, el mayor efecto toxico sobre
la morfologia de las hifas se observd en las micrografias 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 proliferacion de las vacuolas y procesos de
vacuolizacion, lo que resulté en hifas rotas. La mezcla de los seis VOCs mostrd el mayor
efecto toxico a partir de la concentracion de 75 pg/mL e inhibid completamente el
crecimiento del patégeno a la concentracién 1000 pg/mL. Por otra parte, la mezcla de
alcoholes presentd el mayor dafio sobre las hifas a partir de 250 pg/mL. Se observaron hifas
con engrosamiento en la parte media y adelgazamiento en las orillas (Figuras 23 y 24C).
Los analisis de los microcultivos confirmaron que los VOCs selectos perturbaron la
conductividad eléctrica e inhibieron el crecimiento de F. oxysporum. Esto puede deberse a
la proliferacion de las vacuolas y a un drastico proceso de vacuolizacién, que origino la

ruptura de la hifas, alterando en consecuencia la respiracion 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 micrografias de las suspensiones del micelio observadas después de 2, 5y 8 h de
tratamiento con los VOCs selectos muestran que el mayor efecto tdxico sobre la morfologia
de las hifas es a partir de las 5 h a la concentracién de 1000 pg/mL. El alcohol feniletilico y
el 3-metil-1-butanol provocaron una mayor penetracion del colorante en las hifas, por lo
que el color en algunas regiones de las hifas es mas intenso que en otras regiones. En
presencia del 2-metil-1-butanol, del eucaliptol y de la mezcla de alcoholes se observo,
ademds de una mayor penetracion del colorante, procesos de vacuolizacion, y
engrosamiento en la parte media y adelgazamiento en las orillas. El ocimeno y la mezcla de
los seis VOCs también indujeron procesos de vacuolizacion y engrosamiento de las hifas en
la parte media de las hifas, ademas se encontraron espacios vacios que indican la pérdida
del contenido hifal. El terpinoleno, también ocasiond una mayor penetracion del colorante y
la generacién de espacios vacios debido a la pérdida del contenido hifal. Después de 8 h de
tratamiento con el 3-metil-1-butanol, ademas de los efectos observados a las 5 h, también
provoca procesos de vacuolizacion 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 mas evidente el proceso de vacuolizacion, de engrosamiento y adelgazamiento

de las hifas, asi 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 Unico tratamiento que induce cambios
morfoldgicos a partir de la concentracion mas baja de prueba que fue de 125 pg/mL (Figura
23). Los dafios en la morfologia de las hifas se relacionan con los resultados obtenidos
previamente en los experimentos de la respiracién y la conductividad eléctrica. Las
alteraciones causadas por los VOCs en la respiracion y en la conductividad eléctrica del
microorganismo pueden deberse a la proliferacion de las vacuolas y a un severo proceso de
vacuolizacion 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 exposicion

empleando el método de dilucion se muestran en la Figura 23.

Para un mejor entendimiento de las alteraciones en la morfologia de las hifas de F.
oxysporum causadas por los VOCs de manera individual y en mezclas, se muestra una breve
explicacidon de cada término utilizado: mayor penetracion del colorante dentro de la hifa: el

color en algunas regiones de la hifa es mas intenso que en otras regiones. Proceso de
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vacuolizacién: 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 vacios que indican pérdida de contenido hifal: la hifa parece
transparente y vacia. Proliferacion de las vacuolas: es un incremento sustancial en el nimero
de vacuolas. Hifas rotas: la hifa esta separada en dos o mas pedazos (Figuras 23 y 24C). A
manera de ejemplo, en la Figura 18 se observan las alteraciones morfoldgicas causadas por
la mezcla de los seis VOCs utilizando los métodos de dilucién (Figura 24A) y de fase gas
(Figura 24B) a 500 ug/mL, después de 8 y 48 h de exposicion, respectivamente. También
se muestran imagenes 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 encontrd que después de la exposicidn de M. fructicola a los VOCs del enddfito, se produjo
una alteracién morfoldgica sobre las hifas del fitopatdgeno, observandose adelgazamiento
de las hifas, algunas hifas rizadas, y otras con espacios vacios que indicaron la pérdida del
contenido hifal (Pimienta et a/., 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 estaria limitado.
Para evitar los altos costos, se podria utilizar la mezcla de alcoholes que si bien no es igual
de efectiva que la mezcla de todos los compuestos puros, tiene actividad similar. Ademas
en las observaciones de los efectos de los compuestos sobre las hifas del fitopatdgeno, los

alcoholes causaron los mayores cambios morfoldgicos.

67



9]
o
o
5
o
ic




Figura 23. Micrografias de las hifas de £. oxysporum en presencia de los VOCs selectos evaluados
de manera individual y en mezclas, empleando los métodos de dilucién y de fase gas. Hifas de la
suspension de micelio después de 8 h de tratamiento con los VOCs utilizando el método de dilucion
a la concentracién de 1000 pg/mL: C1 hifas control tefiidas con azul de lactofenol; Al alcohol
feniletilico, 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 concentracién de la mezcla de los seis
VOCs después de 8 h de tratamiento empleando el método de diluciéon: TM1 125 pg/mL; TM2 250
Mg/mL; TM3 500 pg/mL; TM4 1000 pg/mL. Hifas de F. oxysporum observadas después de 48 h de
tratamiento con los VOCs por el métodos de fase gas a la concentracion de 1000 pg/mL: C2 hifas
control tefiidas con rojo congo; A2 alcohol feniletilico; 2-M2 2-metil-1-butanol; 3-M2 3-metil-1-
butanol; E2 eucaliptol; O2 ocimeno; T2 terpinoleno. Efecto de la concentracion de la mezcla de los
tres alcoholes usando el método de fase gas: AM2 250 pg/mL; AM3 500 pg/mL; AM4 1000 ug/mL.
Efecto de la concentracion de la mezcla de los seis VOCs utilizando el método de fase gas: C3 hifa
control tefiida con azul de lactofenol; TM5 50 pg/mL; TM6 75 ug/mL; TM7 125 ug/mL; TM8 250
Mg/mL; TM9 500 pg/mL. Las flechas indican: Mayor penetracion del colorante dentro de la hifa
(amarilla); proceso de vacuolizacién (verde); engrosamiento de la parte media de la hifa y
adelgazamiento de las orillas (azul); espacios vacios (roja); proliferacion de las vacuolas (morada);
hifas rotas (negra).

Figura 24. Micrografias de las alteraciones morfoldgicas causadas por la mezcla de los seis
VOCs selectos, utilizando los métodos de dilucion (Figura 24A) y de fase gas (Figura 24B) a
500 pg/mL, después de 8 y 48 h, respectivamente, también se muestran imagenes
amplificadas de las alteraciones en las hifas (Figura 24C).

69



VII. CONCLUSIONES

Los bioensayos de antagonismo directo multiple entre los hongos enddfitos del género
Hypoxylon y los microorganismos fitopatdgenos con impacto negativo en la agricultura: A.
alternata, F. oxysporum, P. capsiciy P. ultimum, permitieron establecer que los enddfitos
son productores de metabolitos secundarios tanto difusibles como volatiles bioactivos, cuya
actividad incrementa conforme transcurren los dias de interaccién antagonica. La
competencia multiple in vitro entre los enddfitos y los fitopatdgenos también estimula
mecanismos de defensa fisicos, como es la formacién de barreras miceliares y el

micoparasitismo.

Los bioensayos utilizando los extractos organicos, mostraron que los extractos del medio de
cultivo fueron mas activos que los del micelio sobre el crecimiento radial de los
fitopatdgenos. La inhibicién del crecimiento radial de hongos y de oomicetos fitopatdgenos
fue diferencial. Sin embargo, en A. alternata, P. capsiciy P. ultimum, algunos extractos

mostraron inhibicidn similar a la del fungicida comercial.

Los bioensayos de antagonismo en caja dividida permitieron corroborar que los hongos
enddfitos producen VOCs bioactivos capaces de inhibir el crecimiento de los

microorganismos fitopatdgenos de prueba.

Los bioensayos de antagonismo directo multiple y en caja dividida, asi como los de potencial
antagoénico a nivel de extractos organicos del medio de cultivo y micelio, llevados a cabo
con los hongos enddfitos del género Hypoxylon, permitieron demostrar que estos
microorganismos son candidatos para el desarrollo de agentes de control bioldgico, asi
como, una fuente para la obtencidon de bioplaguicidas utiles en la agricultura. Ademas
demostraron que a pesar de pertenecer al mismo género y posiblemente a la misma especie,
presentaron diferente actividad bioldgica. En los todos los bioensayos se observd que la

mayor inhibicidn ocurre al inicio de la interacciéon antagénica.

En la presente tesis, se demostré por primera vez, que los VOCs selectos, los alcoholes
feniletilico, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, asi como los monoterpenos eucaliptol,
ocimeno y terpinoleno, presentes en las mezclas producidas por los hongos enddfitos del
género Hypoxylon, poseen potentes efectos antifingicos contra el fitopatdgeno F.
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oxysporum, en bioensayos /n vitro e in vivo, actuando tanto de manera individual como de

manera sinérgica en mezclas.

En los experimentos /n vivo, empleando a F. oxysporum creciendo sobre jitomates cherry,
se mostrd que los VOCs selectos evaluados de manera individual y en mezclas, inhiben de
manera significativa y dependiente de la concentracion, el crecimiento del micelio sobre las
heridas infectadas de los jitomates, la inhibicion 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 concentracion el
crecimiento de F. oxysporum, afectando la respiracidn, y la conductividad eléctrica del
fitopatdgeno. Estos resultados aunados a las alteraciones en la morfologia 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 fitopatdgeno F. oxysporum, ni de su posible mecanismo de accidn fisioldgico,
actuando de manera individual o en mezclas. Asimismo, no hay reportes en la literatura de
estudios /n vivo sobre VOCs producidos por hongos endéfitos actuando de manera individual
0 en mezclas como bioplaguicidas, que demuestren su eficiencia en el control postcosecha
de microorganismos fitopatdégenos con impacto negativo en la agricultura. Por lo que este
trabajo constituye una contribucién importante al estudio de los VOCs biosintetzados por

hongos endofitos potencialmente Utiles en la agricultura.
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VIII. PERSPECTIVAS

Identificar la composicion quimica de la mezcla de VOCs producidos por los hongos enddfitos
del género Hypoxylon.

Determinar el mecanismo de accion de cada uno de los VOCs.

Establecer relaciones de estructura — actividad de los VOCs para su posible aplicacion 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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Abstract To assess their potential as biopesticides, the effect
on the growth of phytopathogen Fusarium oxysporum of six
volatile 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 performed in-
oculating the pathogen into cherry tomatoes, while the in vitro
antifungal effect was studied using agar dilution and gas phase
methods. Also, the morphology of the hyphae exposed to
these compounds was analyzed. Moreover, the possible mech-
anism of action of these compounds was determined by study-
ing the respiration and cell membrane permeability. Results
show that the compounds have a significant concentration-
dependent antifungal effect individually and act in a synergic
manner. Additionally, changes in cell membrane permeability,
damage to the hyphal morphology, and an inhibitory effect on
the respiration were observed. The mixture of the six com-
pounds may be used for postharvest control of £ oxysporum
in tomatoes.
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Introduction

Due to the great number of products obtained from the fruit
and to the vast surface dedicated to its culture, tomato,
Solanum lycopersicum (Family: Solanaceae), is considered
the second most important crop worldwide and in Mexico
(Ascencio-Alvarez et al. 2008; Gonzélez et al. 2012). The
phytopathogen Fusarium oxysporum is responsible for nearly
60% of production losses; this fungus also affects consider-
ably the postharvest fruit quality (Ascencio-Alvarez et al.
2008; Leslie and Summerell 2006).

Fusarium genus is of great importance in agriculture: most
crops worldwide present at least one disease produced by one
Fusarium species. Severity of such diseases varies depending
on the host plant, and the target organ, whether it attacks the
leaves, stem, roots, seeds or fruits (Leslie and Summerell
2006). Fusarium species are widely spread and genetically
diverse; this makes finding the best conditions to control these
infections a challenging task and treatment long and difficult
(Gonzalez et al. 2012; Leslie and Summerell 2006; Mercier
and Jiménez 2004).

Treatment of Fusarium caused diseases in economically
important crops, both in culture and postharvest, includes
the use of synthetic agrochemicals; also, resistant crops have
been developed (Gonzalez et al. 2012; Gordon and Martyn
1997; Leslie and Summerell 2006). However, when using
agrochemicals, the proper time and number of applications,
the concentration and the active ingredient are often
disregarded. resulting in increased production costs
(Gonzalez et al. 2012). On the other hand, finding resistant
crops requires a costly research, development and production
process (Fravel et al. 2003; Gonzilez et al. 2012; Leslie and
Summerell 2006).

Also, it is well known that intensive use of synthetic agro-
chemicals generates environmental pollution issues, adverse
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human health effects and a remarkable increase on agrochem-
ical resistance of pathogens (Deng et al. 2015; Gonzalez et al.
2012; Li et al. 2012). There is a dire need to develop different
strategies for the efficient control of diseases on edible and
ormnamental plants (Deng et al. 2015; Mercier and Jiménez
2004). A viable altemnative to protect economically important
crops from fungal diseases is the use of biopesticides (Dimetry
2014; Mercier and Jiménez 2004; Tanwar et al. 2012).
Biopesticides are bioactive principles, usually secondary me-
tabolites from plants, virus, bacteria and fungi; that can be used
as plague-control agents (Dimetry 2014; Tanwar et al. 2012).

One of the main advantages of biopesticides is that they can
be used in closed areas and kill or inhibit the pathogenic mi-
croorganisms not requiring direct contact with the crops
(Dimetry 2014; Mercier and Jiménez 2004; Schotsmans
et al. 2008; Tanwar et al. 2012). Additionally, they can be
casily employed as postharvest treatments as they need little
manipulation (Mercier and Jiménez 2004). Biopesticides are
relatively safe and environmentally friendly (Dimetry 2014;
Mercier and Jiménez 2004; Mercier and Smilanick 2005;
Tanwar et al. 2012). Nonetheless, to date there are very few
bioplaguicides available (Dimetry 2014; Mercier and Jiménez
2004; Strobel 2011; Tanwar et al. 2012).

Volatile organic compounds (VOCs) produced by endo-
phytic fungi are a known class of biopesticides; these com-
pounds, particularly as mixtures, possess potent antimicrobial
properties (Effmert et al. 2012; Ezra and Strobel 2003; Ezra
et al. 2004; Kai et al. 2009; Mercier and Jiménez 2004;
Mercier and Manker 2005; Sanchez-Femandez et al. 2016;
Ulloa-Benitez et al. 2016; Vespermann et al. 2007; Wenke
et al. 2010). Some common VOCs are alcohols, monoter-
penes, organic carboxylic acids, esters and ketones (Ezra and
Strobel 2003; Ezra et al. 2004; Gao et al. 2005; Lemfack et al.
2014). The VOCs most often reported in living environments
had vapor pressures ranging from 3.03 to 7.46 mg/m® (Korpi
et al. 2009), due to these low vapor pressures, VOCs are read-
ily converted to gaseous phase at room temperature enabling
their easy application on plants.

To identify the mixtures of VOCs produced by the micro-
organisms, headspace solid phase microextraction (HSSPME)
is used. With this technique, it is possible to obtain small
sampling amounts of VOCs that will not affect the release
equilibrium (Zhang and Li 2010): therefore, the composition
of the VOCs produced by microorganisms can be known but
the concentrations released to the environment cannot be ac-
curately determined; HSSPME allows to obtain relative abun-
dances. In addition, the production rates of VOCs depend on
various factors such as time, temperature, substrate, interac-
tions with other species, and other environmental variables
specific to each microorganism (Hung et al., 2015; Sanchez-
Fernandez et al. 2016; Sanchez-Ortiz et al. 2016).

It has been reported that some endophytic fungi from the
Hypoxylon genus produce a great variety of biologically active
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VOCs (Dai et al. 2006; Hensens et al. 1999; Sanchez-
Fernandez et al. 2016; Suwannarach et al. 2013; Ulloa-
Benitez et al. 2016; Wu et al. 2010) they constitute therefore
a possible source of biopesticides.

The aim of this work is to evaluate the biopesticide poten-
tial of six VOCs, three alcohols and three monoterpenes, pro-
duced by endophytes from the Hypoxylon genus, describing
the effects of each compound, the mixture of all the six VOCs,
and the mixture of the three alcohols; on the phytopathogen
F. oxysporum, in both in vitro and in vivo bioassays. For the
in vivo assays, the pathogen was inoculated in cherry toma-
toes. The in vitro tests consisted of analyzing the radial growth
of the fungus using the agar dilution and gas phase methodol-
ogy. The possible mechanism of action by which they affect
the respiration and cell membrane permeability was assessed.

Materials and methods

Six VOCs, produced by endophytic fungi Nodulisporium sp.
strain GS4d2111 (Hypoxylon anthochroum) (Sanchez-
Fernindez et al. 2016) and Hypoxylon anthochroum strain
Blaci (Ulloa-Benitez et al. 2016), were selected: phenylethyl
alcohol, 2-methyl-1-butanol and 3-methyl-1-butanol, and
monoterpenes eucalyptol, ocimene and terpinolene (Fig. 1).
2-Methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, eucalyptol, ocimene
and terpinolene are biosynthesized by Nodulisporium sp.
strain GS4d2111 (H. anthochroum) (Sanchez-Fernandez et al.
2016), and the phenylethyl alcohol, 2-methyl-1-butanol, euca-
lyptol and terpinolene by H. anthochroum strain Blaci (Ulloa-
Benitez et al. 2016). Standards for these compounds were
purchased from Sigma-Aldrich (purity ~ 98%), (St. Louis,
Missouri, USA).

The phytopathogenic strain of F. oxysporum used for the
bioassays was deposited in the Fungal Collection of the
Herbario Nacional de México (MEXU), UNAM, under acqui-
sition number MEXU 28340; and in the Cepario de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma
de México (CFQ) under acquisition number CFQ-H-134. For
the working stock, /. oxysporum strain was routinely grown
on potato-dextrose-agar medium at 25 °C in 12:12 h light—
dark photoperiod using a fluorescent light (T12 30 W, Phillips,
Chihuahua, Mexico).

In vivo effect of selected VOCs on cherry tomatoes
infected with F. oxysporum

S. lycopersicum var. cerasiforme (cherry tomatoes) were used
in order to evaluate the in vivo effect of the VOCs. Tomatoes
with no apparent diseases or visible wounds were bought at a
local market, average sizes were around 2-3 cm long and 1.0—
1.5 cm diameter, weight ranged from 5 to 6 g per tomato.
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Fig. 1 In vivo effect of selected
VOCs on the growth of

I oxysporum colonizing cherry
tomatoes (S. lveopersicum var.
cerasiforme). a Percent inhibition
on F. oxysporum growth: six
VOCs™ mixture (TM), alcohols’
mixture (AM), phenylethyl \
alcohol (A), 2-methyl-1-butanol
(2-M), 3-methyl-1-butanol (3-M),
eucalyptol (E), ocimene (O) and
terpinolene (T); at 12.5 (navy
blue); 25 (red); 50 (green); 75
(purple); 125 (light green); 250
(orange); 500 (light blue) and
1000 (pink) pg/mL. All percent
values are statistically significant,
ANOVA (P < 0.05). b In vive
antifungal effect of six VOCs’
mixture evaluated from 12.5 to
1000 pg/mL

Tomatoes were surfaced-sterilized with 75% ethanol during
30 s and rinsed three times with sterile distilled water for
60 s then air-dried on a laminar flow hood. Six equidistant,
2 mm deep, wounds were inflicted with a sterile dissection
needle and 20 1l of a £ oxysporum suspension with 1.7 x 107
conidia was added to each wound. Each tomato, treated or
untreated, was placed in 30 mL sterile flasks along with a
0.5-mL glass vial. These vials contained either one of the
mixtures or one of the six VOCs at different concentrations
(12.5, 25, 50, 75, 125, 250, 500 and 1000 pg/mL). The mix-
tures were prepared with each of the compounds at the same
concentration with the previously indicated values, i.c., for the
alcohols’ mixture at 12.5 pg/mL each of the three alcohols
was added at 12.5 pg/mL. In order to obtain the half maximal
inhibitory concentration (ICsg), at least four data points were
used for each treatment; due to their varying antifungal poten-
tial, the concentrations used are not necessarily the same for
the different treatments but are all in the indicated range of
12.5 to 1000 pg/mL. Flasks were tightly closed and sealed
with Parafilm® to avoid compound loss. Tomatoes with no
treatment and with and without wounds were used as negative

=2

Control Wound control

F. oxysporum
control

12.5 pg/ml

_—
——
il

o

25 pg/ml 50 pg/ml

75 pg/ml 125 pg/ml

250 pg/mi 500 pg/ml

20 40 60 80 100 1000 pg/mi
% of inhibition

controls. Each bioassay was performed twice with four repe-
titions per treatment under a random design. Flasks were kept
at room temperature under a 12/12 h fluorescent light/dark
photoperiod. After 8 days, two perpendicular measurements
of'the diameter of each F. oxysporum colony were taken with a
Vernier caliper (Digital Electronic Caliper Vernier Gauge
Micrometer Tool; + 0.02 mm, Mitutoyo, Tokyo, Japan)
(Suwannarach et al. 2016; Bajpai and Kang 2012; Ding
et al. 2010; Tian et al. 2008). Growth inhibition percentage
was determined by comparing to the negative control.
Photographic records of the growing colonies were kept.

In vitro effect of selected VOCs on the radial growth
of F. oxysporum

The in vitro effect of the individual VOCs and the two mix-
tures on the radial growth of F. exysporum was evaluated on
Petri dishes using agar dilution and gas phase bioassays
(Macias-Rubalcava et al. 2010; Meléndez-Gonzilez et al.
2015; Sanchez-Fernandez et al. 2016; Ulloa-Benitez et al.
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2016). Determinations were carried out using four different
concentrations (125, 250, 500 and 1000 pg/mL) to obtain
the ICsq values. Five cm diameter Petri dishes were used for
the agar dilution bioassays; 5 mL of the VOCs and mixtures
solutions were added to 20 mL of potato-dextrose-agar medi-
um (PDA, 2% right before gelification, then kept at ~ 35 °C
until solidified. A 5-mm diameter inoculum was placed inside
each Petri dish which were then sealed with Parafilm® to
avoid compound loss; inocula were obtained from the borders
of E oxysporum cultures (PDA, 8 days). PDA 2% and 2.5-
30 pg/mL of commercial fungicide Captan 50 (N-
trichloromethyltio-4-cyclohexene-1,2-dicarboximide,
BRAVOAG, Estado de Mexico, Mexico) were used as nega-
tive and positive controls (Sanchez-Fernandez et al. 2016;
Sanchez-Ortiz et al. 2016; Ulloa-Benitez et al. 2016).
Similarly, gas phase bioassays were performed on 10 cm di-
ameter Petri dishes with 30 mL of 1% PDA; right before agar
solidification, a 0.5-mL vial was placed near the edge of each
dish. Then, a 5-mm diameter inoculum, obtained from the
borders of F. oxysporum cultures (PDA, 8 days), was placed
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 with Parafilm® to avoid
compound loss. For both assays, Petri dishes were incubated
at room temperature during 48 h under a 12/12 h fluorescent
light/dark photoperiod. Two perpendicular measurements of
the mycelia diameter of F. oxysporum were taken and com-
pared to the diameter of the negative control. Experiments
were performed twice under a random design with four repe-
titions per treatment.

Effect of selected VOCs on F. oxysporum respiration

To determine the respiration rate during /. oxysporum myce-
lium growth, the fungus was cultured in 250 mL Erlenmeyer
flasks with 100 mL of potato dextrose broth (CPD) at 28 °C
under a 12/12 h fluorescent light/dark photoperiod and agita-
tion at 150 rpm (orbital shaker, New Brunswick Scientific,
Excella E25, Enfield, Connecticut, USA). Five 5 mm diameter
inocula, obtained from the borders of £ oxysporum cultures
(PDA, 8 days), were placed in each flask. After 48 h, myceli-
um was vacuum-filtered and rinsed with 50 mL of double-
distilled sterile water. After 20 min of filtration, 40 mg of
moist mycelium was weighed on each assay tube and 4 mL
of double-distilled sterile water and the individual VOCs or
the mixtures were added. Concentrations of the compounds or
mixtures ranged from 125 to 1000 pg/mL (125, 250, 500 and
1000 pg/mL), to determine 1Cs; values. Tubes were sealed
with Parafilm® to avoid compound loss. Mycelium suspen-
sions were kept under agitation at 150 rpm in an orbital shaker
during 2, 5 and 8 h. After the agitation period, suspensions
were transferred to a 10-mL glass cuvette and oxygen
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consumption rate was measured at 28 °C during 3 min with
a Clark electrode connected to a biological oxygen monitor
(YSI 5300A, YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA).
Bioassays were performed twice under a random design with
four repetitions per treatment. 2.5-30 pg/mL of Captan 50
was used as positive control, untreated aqueous suspension
of the mycelium was used as the negative control.
Respiration rate of £ oxysporum was calculated as percentage
of oxygen consumed in presence of VOCs considering the
negative control as 100% of consumption.

Effect of selected VOCs on F. oxysporum cell
membrane permeability

Damage 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, the same VOCs’ concentrations were used.
Electrical conductivity of samples was measured after 2, 5
and 8 h of treatment with the compounds. using a conductivity
meter (Thermo Scientific Orion Star A212, Massachusetts,
USA) at 28 °C. Samples were then heated to boiling point
during 10 min and final conductivity was m determined. The
assay was performed twice under a random design with four
repetitions per treatment. 2.5-30 pg/mL of Captan 50 and
aqueous solution of mycelium with no VOCs were used as
positive and negative control. Effect of the VOCs in cell mem-
brane permeability was expressed as relative conductivity and
calculated according to the following equation:

Ccl1-Cco

.
e 100%.

Relative conductivity =

Where C0 is the electrical conductivity without mycelium,
C1 is the conductivity of the mycelium in presence of VOCs,
and Ck is the final electrical conductivity of the boiled myce-
lium (Duan et al. 2013; Peng et al. 2012; Yang et al. 2016).

Effect of selected VOCs on F. oxysporum hyphal
morphology

Effect of the VOCs or VOCs’ mixtures on [ oxysporum hy-
phal morphology was evaluated using fresh microscopic prep-
arations from mycelium suspensions and microcultures, using
the dilution and gas phase methodologies. Both microscopic
preparations were carried out twice under a random design
with four repetitions per treatment. Mycelium samples were
prepared in the same manner than in the oxygen consumption
and cell membrane damage experiments. Individual VOCs
and VOCs’ mixtures concentrations were 125, 250, 500 and
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1000 pg/mL. After 2, 5 and 8 h of being exposed to the
compounds, a small volume was removed from the suspen-
sion, it was placed on a microscope slide and a drop of
lactophenol blue or Congo red was added and a coverslip
was positioned on top. Morphological changes of the hyphae
were observed at 40x under an optical microscope (Motic,
BA410, Hong Kong, China); they were compared to the hy-
phae from the suspension with no VOCs.

For the gas phase method, microcultures were prepared as
follows: a 10-cm diameter Petri dishes with a triangle-shaped
glass, a microscope slide, 5 mL of distilled sterile water and a
0.5 mL glass vial were used; two 1 x 1 cm PDA squares were
placed near the edges of the slide and hyphae were puncture-
inoculated on each side of the squares and a coverslip was
placed on top of each square. Glass vials were positioned on
the vertex of the glass triangle; VOCs and VOCs™ mixtures
were added to the vials at different concentrations (12.5, 25,
50, 75, 125, 250, 500 and 1000 pg/mL). Petri dishes were
incubated at room temperature during 48 h under a 12/12 h
fluorescent light/dark photoperiod. After incubation, the 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 40 under the microscope;
they were compared to the hyphae growth with no VOCs.

Statistical analysis

Results from the in vivo and in vitro assays were analyzed by
ANOVA (v = 0.05) test to establish significant differences
respect to control samples, and Tukey HSD tests to find sig-
nificant differences between treatments. GraphPad Prism soft-
ware (ver. 6) was used for said tests (Sanchez-Fernandez et al.
2016; Sanchez-Ortiz et al. 2016; Ulloa-Benitez et al. 2016;
Zar 2010). IC5q values were determined through a Probit anal-
ysis (Zar 2010), 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 deviation (SD); statistical significance was considered
for a P value < 0.05.

Results

Recently, we reported the antimicrobial and phytotoxic effect
of VOCs’ mixtures produced by the endophytic fungi
Nodulisporium sp. strain GS4d2I11 (H. anthochroum)
(Sénchez-Femandez et al. 2016) and H. anthochroum strain
Blaci (Ulloa-Benitez et al. 2016). In this work, six of the
bioactive VOCs synthesized by these fungi were selected to
evaluate them as biopesticides: phenylethyl alcohol, 2-meth-
yl-1-butanol, and 3-methyl-1-butanol; and monoterpenes cu-
calyptol, ocimene and terpinolene (Fig. 1). 2-Methyl-1-

butanol, eucalyptol and terpinolene were found in
Nodulisporium sp. strain GS4d2111 (H. anthochroum)
(Sanchez-Fernandez et al. 2016), and in H. anthochroum
strain Blaci (Ulloa-Benitez et al. 2016), while 3-methyl-1-
butanol and ocimene were found only in Nodulisporium sp.
strain GS4d2111 (H. anthochroum) (Sanchez-Fernandez et al.
2016), and phenylethyl alcohol was found in H. anthochroum
strain Blaci (Ulloa-Benitez et al. 2016). The VOCs investigat-
ed belong to two of the most abundant chemical groups found
in VOCs’ mixtures produced by microorganisms, including
endophytic fungi of the genus Hypoxylon: the alcohols and
the monoterpenes (Booth et al. 2011; Strobel 2015;
Suwannarach et al. 2013).

Although the exact concentrations of selected VOCs re-
leased by the microorganism to the environment are not
known, the abundance determined 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 the microorganisms’ emission into their environment
(Sanchez-Femandez et al. 2016; Ulloa-Benitez et al. 2016).

Their effect was evaluated in vivo against F. oxysporum
growing on cherry tomatoes, and in vitro by analyzing the
radial growth of the phytopathogen. Effects on the respiration
and cell membrane permeability were carried out in order to
elucidate the possible physiological mechanism of action.
VOCs were evaluated individually and in two ditferent mix-
tures: the six VOCs” and the alcohols’ mixtures.

In vivo effect of selected VOCs on cherry tomatoes
infected with F. exysporum

Figure la shows the percent inhibition of selected VOCs on
cherry tomatoes infected with the phytopathogen
F. oxysporum. Concentration of the VOCs ranged from 12.5
to 1000 pg/mL; all treatments resulted in significant inhibition
of . oxysporum growth in a concentration-dependent manner.
For concentrations greater than 125 pg/mL, the inhibitory
effect was over 40% for all the VOCs except ocimene. This
monoterpene was, however, the only terpene with a 100%
growth inhibition at the largest evaluated concentration
(1000 pg/mL). The six VOCs’ mixture, the alcohols” mixture
and the three individual alcohols showed the greatest antifun-
gal effect with significant percent inhibition of 30.5, 17.1,
40.7, 44.5 and 47.5% for the minimal concentration,
12.5 pg/mL (Table S1 in the supplementary material).

Table 1 presents the antifungal effect of the selected VOCs
evaluated both individually and as mixtures, expressed as ICs
(ng/mL). The ICs, values obtained confirm that the six
VOCs’ mixture, the alcohols’ mixture, phenylethyl alcohol,
2-methyl-1-butanol, and 3-methyl-1-butanol possess the larg-
est effect on F oxysporum growth with values of 25.8, 88.3,
22.3, 18.6 and 19.7 ug/mL respectively. Despite the fact that
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Table 1 Inhibitory effect (ICsg,

pg/mL) of selected VOCs from Compound ICso pg/mL
endophytic fungi on ] .
phytopathogen £ oxysporum Radial growth Respiration
In vivo In vitro
On cherry Agar dilution Gas phase Hours
tomatoes method method
2 5 8
Six VOCs’ mixture ~ 25.8 3559 516.4 315.1 248.1 183.9
Alcohols’ mixture 88.3 567.6 634.6 > 1000 418.4 2444
Phenylethyl 223 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
alcohol
2-Methyl-1-butanol  18.6 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 480.5
3-Methyl-1-butanol ~ 19.7 > 1000 > 1000 8225 357.8 2479
Eucalyptol 167.7 > 1000 > 1000 659.7 591.1 3959
Ocimene 1721 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 5733
Terpinolene 189.3 > 1000 > 1000 420.6 299.1 200.7
Captan 50 - 5.1 - 84 6.0 4.0
the six VOCs™ mixture has a higher [Cs; value than the indi-  Gas phase method

vidual alcohols, both mixtures inhibit 100% of growth from
250 pg/mL onward while 2-methyl-1-butanol and 3-methyl-
1-butanol have a 100% inhibition starting from 500 pg/mL.
The inhibitory effect of the whole concentration range of the
six VOCs’ mixture (12.5-1000 pg/mL) is shown in Fig. 1b.

In vitro effect of selected VOCs on the radial growth
of F. oxysporum

In vitro effect on the radial growth of £ oxysporum was eval-
uated for the mixtures and the individual VOCs using the agar
dilution and gas phase bioassays.

Agar dilution method

Figure 2a displays the percent inhibition of four different con-
centrations of the two mixtures and the individual monoter-
penes and alcohols, on the radial growth of F. oxysporum
using the agar dilution bioassay. All treatments show a
concentration-dependent effect; however, percent inhibition
is significant only at 500 and 1000 pg/mL for the mixtures,
and at 1000 pg/mL for the individual VOCs excluding euca-
lyptol, which showed no significant effect. The six VOCs™ and
the alcohols’ mixtures present the greatest antifungal effect,
with 100% inhibition at 1000 pg/mL and ICs, values of 355.9
and 567.6 ug/mL. Phenylethyl alcohol is the most active in-
dividual VOC: 47.7% at 1000 pg/mL; the rest of the VOCs
show percent inhibition of over 20% at the same
concentration.
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Figure 2b shows the inhibitory effect on F. oxysporum growth
of the individual VOCs and the mixtures at four different
concentrations employing the gas method phase. Similarly
to the effects observed in the agar bioassay, all treatments
inhibit growth on a concentration-dependent manner yet per-
cent inhibition is significant only at certain concentrations: for
the mixtures, only at concentrations larger than 250 ng/mL,
and for 2-methyl-1-butanol (29.0%), 3-methyl-1-butanol
(26.9%) and eucalyptol (30.8%). only at 1000 pg/mL, which
was the maximum concentration tested. Phenylethyl alcohol,
ocimene and terpinolene showed no significant effect at any of
the concentrations. The six VOCs’ and the alcohols” mixtures
present the highest antifungal effect, with ICs, values of 516.4
and 634.6 pg/mL.

It is worth noting that the 1Cs, values from the infected
cherry tomatoes assay are lower than the values from the
two in vitro bioassays, both for the mixtures and for the indi-
vidual VOCs (Table 1).

Once the in vitro and in vivo bioassays demonstrated that
the six individual VOCs and the mixtures inhibited the growth
of F oxysporum, the phytopathogen respiration, cell mem-
brane permeability and hyphal morphology were evaluated
in order to elucidate the physiological mechanism of action
of the tested compounds.

Effect of VOCs on F. oxysporum respiration

First, in order to correlate the inhibition caused by VOCs on
the radial growth of the phytopathogen with modifications on
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Fig. 2 In vitro effect of selected a
VOCs on the growth of

F oxysporum. a Percent
inhibition using the agar dilution
bioassay. b Percent inhibition
using the gas phase methodology.
Six VOCs’ mixture (TM),
alcohols™ mixture (AM),
phenylethyl alcohol (A), 2-
methyl-1-butanol (2-M), 3-
methyl-1-butanol (3-M),
cucalyptol (E), ocimene (O) and
terpinolene (T); at 125 (blue), 250
(red), 500 (green) and 1000
(purple) pg/mL. *Statistically
significant percent values,
ANOVA (P < 0.05)

% of inhibition

% of inhibition

the respiration of the microorganism, the effect of the individ-
ual VOCs and the mixtures on the respiration rate of the
F. oxysporum during the mycelium growth was evaluated.
Figure 3 presents the inhibitory effect of the VOCs on
F. oxysporum respiration. Mycelium from the fungus was in-
cubated in presence of four different concentrations of the
individual VOCs and the mixtures the oxygen consumption
rate was measured at 2, 5 and 8 h of incubation and was found
inhibited in a concentration-dependent manner. All treatments
showed statistically significant results. Inhibition increased
with time. The greatest percent inhibition was observed at
8 h of incubation. At 1000 pg/mL, which was the maximum
concentration tested, there were significant differences be-
tween incubation times for all the treatments except
terpinolene and 3-methyl-1-butanol.

VOCs™ mixture had the greatest oxygen consumption inhi-
bition, 97.1% at 1000 pg/mL after 8 h incubation
(IC50 = 183.9 pg/mL). At that same concentration, ICs, values
were 315.1 and 248.1 for the VOCs” mixture at 2 and 5 h
incubation periods. For the alcohols’ mixture at 1000 pg/mL,
inhibition was of 68.0% with an 1Cs value of 244.4 pg/mL.
Concerning the individual VOCs, monoterpenes terpinolene
and eucalyptol induced the greater inhibition (> 80%) with

ICsp values of 200.7 and 395.9 pg/mL, respectively. Ocimene
percent inhibition was of 65.1% and its ICs, values of 573.3 ng/
mL. The alcohols 3-methyl-1-butanol and 2-methyl-1-butanol
inhibited oxygen consumption by 70.6 and 61.2% with 1Cs,
values 0f 247.9 pg/mL and 480.5 pg/mL. Phenylethyl alcohol
had an ICsq > 1000 ug/mL, inhibiting respiration by 42.1% at
the largest tested concentration (Table S2 in the supplementary
material).

Table 1 summarizes the inhibitory effect on /. oxysporum
respiration of VOCs evaluated at 125, 250, 500 and 1000 pg/
mL after 2, 5 and 8 h of incubation, expressed as 1Cs, values
(pg/mL). From these results, the synergic effect of the VOCs
becomes evident: the six VOCs’ mixture inhibits more effec-
tively than the individual alcohols and monoterpenes, with
ICsq values of less than 320 pg/mL after only 2 h of
incubation.

Effect of selected VOCs on F. oxysporum cell
membrane permeability

To assess if the effect of the selected VOCs on F. oxysporum
growth and respiration leads to cell membrane disruption, cell
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Fig. 3 Effect of selected VOCs on the respiration of F. oxysporum
evaluated at 2 (blue), 5 (orange), and 8 (gray) hours of treatment. Six
VOCs™ mixture (TM), alcohols” mixture (AM), phenylethyl alcohol (A).
2-methyl-1-butanol (2-M), 3-methyl-1-butanol (3-M), eucalyptol (E),
ocimene (O), and terpinolene (T), at 125, 250, 500, and 1000 pg/mL.

membrane permeability was analyzed in presence of the
VOCs. Figure 4 shows the effect of treatments on the relative
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Concentration (pg/ml)

In general, at 2 h of treatment for concentrations ranging from 250 to
1000 pg/mL, all percent values were statistically significant, ANOVA
(P <0.05). For 5 and 8 h of treatment, results were statistically significant
in the 125-1000 pug/mL range

conductivity of F. oxysporum membrane; conductivity in-
creases as concentration and incubation time do. However,
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250, 500, and 1000 pg/mL. At 2 h of treatment for concentrations 500
and 1000 pg/mL, all percent values were statistically significant,
ANOVA (P < 0.05). For 5 and 8 h of treatment, results were statistically
significant in the 125-1000 pg/mL range

obtained at 1000 pg/mL, the maximum concentration, for all
the treatments from 2 to 8 h.
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Greatest increases of relative conductivity were observed at
the maximum concentration after 8 h of incubation of the
mycelium in presence of the VOCs. Terpinolene leads to an
electrolyte leak rate of 37%, comparing to the control exper-
iment; for all the other treatments, increase on relative con-
ductivity was between 40 and 50%: ocimene (48.8%) >2-
methyl-1-butanol (45.4%) >phenylethyl alcohol (43.1%) >al-
cohols’ mixture (42.9%) > VOCs’ mixture (42.8%) >3-
methyl-1-butanol (42.4%) >eucalyptol (40.6%). Increases on
relative conductivity are ~ 30% after 2 h of treatment and from
30 to 40% for 5 h (Table S3 in the supplementary material).

Effect of VOCs on hyphal morphological characters
of F. oxysporum

To further investigate the effect of the individual VOCs and
the mixtures on the ultrastructure of the phytopathogen
F oxysporum, the morphology of the hyphae was studied in
fresh preparations from mycelium suspensions and from mi-
crocultures, using the agar dilution and gas phase
methodologies.

Micrographs of the mycelium suspensions after 2, 5 and 8 h
of treatment with the selected VOCs show that the greatest
toxic effect on hyphal morphology started after 5 h at
1000 pg/mL. Phenylethyl alcohol and 3-methyl-1-butanol in-
duced a deeper penetration of the colorant into the hyphae
when compared to the control experiments. Likewise, 2-meth-
yl-1-butanol, eucalyptol and the alcohols’ mixture induced
deeper penetration of the colorant but also resulted in
vacuolization and a thickening of the middle part of the hy-
phae and a thinning of the tips. Ocimene and the six VOCs’
mixture also induced the vacuolization process and thickening
and thinning on the middle and the tips respectively; addition-
ally, there were void spaces that indicate the loss of hyphal
content. Terpinolene caused a deeper penetration of the color-
ant and the generation of void spaces (images not shown).

After 8 h of treatment with 3-methyl-1-butanol, aside from
the effects observed at 5 h, vacuolization and a thickening of
the middle part of the hyphae and a thinning of the tips were
observed. For the hyphae treated with eucalyptol, ocimene,
terpinolene and both mixtures, the vacuolization process, the
thickening and thinning effects and the loss of hyphal content
became more evident than at 5 h (Fig. S1).

It is worth noting that the VOCs’ mixture was the only
treatment that induced morphological changes at the lowest
tested concentration (125 pg/mL). Damages to the hyphal
morphology were in agreement with the results obtained from
the cell membrane permeability and respiration experiments.
The effects of individual VOCs and mixtures on the
F. oxysporum hyphae after 8 h of agar dilution treatment are
shown in Fig. S1 (C1-TM1) in the supplementary material.
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Micrographs from 48 h microcultures of the pathogen in
presence of the VOCs using the gas phase method show a
greater toxic effect on the hyphal morphology than the micro-
graphs obtained from the agar dilution methodology. In con-
trast to what was observed from the microcultures using the
dilution method, there were plenty vacuoles at 1000 pg/mL of
all the individual VOCs. 2-Methyl-1-butanol and 3-methyl-1-
butanol induced a vacuolization process. Also, 2-methyl-1-
butanol caused thickening and thinning on the middle and
the tips thickening and thinning on the middle and the tips,
respectively. Ocimene lead to hyphal content loss. Again, the
greatest toxic effect on hyphal morphology was observed in
the micrographs obtained from treatments with the six VOCs’
and alcohols” mixtures. As consequences of the stress led by
the presence of these mixtures, there was a substantial incre-
ment in the number of vacuoles, and an increase in the
vacuolization process, resulting in hyphal rupture. The six
VOCs’ mixture presented the largest toxic effect at the con-
centration of 75 pg/mL and above. It also completely
inhibited the phytopathogen growth at 1000 pg/mL. On the
other hand, the alcohols’ mixture displayed the greatest effect
on the hyphae at the concentration of 250 pg/mL. Hyphae
with a thicker middle and thinner tips were also observed.
The effects of individual VOCs and mixtures on the
F. oxysporum hyphae after 48 h of gas phase method treatment
are shown in Fig. S1 (C2-AM2) in the supplementary
material.

Analysis of the microcultures confirms that the selected
VOCs alter cell membrane permeability of F oxysporum.
VOCs also inhibited the growth of the phytopathogen. This
appears to be due to a proliferation of vacuoles and a severe
vacuolization process that results in the rupture of hyphae,
which results in turn in the alteration of the respiration of the
microorganism. The effect of individual VOCs and mixtures
on the £ oxysporum hyphae after 48 h, using the gas phase
methodology. is shown in Fig. S1 (C3-TM2) in the supple-
mentary material.

As an example, Fig. 5 shows the morphological alterations
caused after 8 h by the six VOCs” mixture using the agar
dilution method on £ oxysporum at 500 pg/mL, (Fig. 5a),
and using the gas phase method at 48 h of treatment (Fig.
5b), amplified images are also shown (Fig. 5c).

The terms used to describe the alterations on the hyphal
morphology of F oxysporum are explained below. Dye pene-
tration into hyphae: color in some regions of the hyphae is
more intense than in other regions. Vacuolization process:
the vacuole is swollen and that leads to bloated regions in
the hyphae. Thickening of the middle part of the hyphae and
thinning of the tips: the hyphae present differential thickness.
Void spaces indicating loss of hyphal content: the hyphae
seem to be clear and empty. Proliferation of vacuoles: there
is a substantial increment in the number of vacuoles. Broken
hyphae: the hyphae is separated in two or more pieces.
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Thickening of the middle
part of the hyphae and
thinning of the tips: the
hyphae present differential les.
thickness.

Proliferation of vacuoles:
there is a substantial incre- of
ment in the number of vacuo-

Void spaces indicating loss
hyphal content: the
hyphae seem to be clear and
empty.

Dye penetration into
hyphae: color in some re-
gions of the hyphae is more
intense than in other regions.

pieces.

Fig. 5 Micrographs of . oxysporum hyphae dyed with lactophenol blue
in presence of the six VOCs" mixture using the dilution and gas phase
methodologies. a Hyphae from mycelium suspension after 8 h of dilution
treatment with selected VOCs at 500 pg/mL. b Hyphae from
£ oxysporum microcultures after 48 h of gas phase treatment with the
six VOCs’ mixture at 500 pg/mL. ¢ Amplified images of the
morphological alterations caused by the six VOCs' mixture. Dye
penetration into hyphae: color in some regions of the hyphae is more

Discussion

The VOCs phenylethyl alcohol, 2-methyl-1-butanol, and 3-
methyl-1-butanol; and monoterpenes eucalyptol, ocimene
and terpinolene, synthesized by the endophytic fungi
Nodulisporium sp. strain GS4d2I11 (H. anthochroum)
(Sanchez-Femandez et al. 2016) and H. anthochroum strain
Blaci (Ulloa-Benitez et al. 2016), were evaluated as biopesti-
cides in vivo against F. oxysporum growing on cherry

Broken hyphae: the hyphae
is separated in two or more

Vacuolization process: the
vacuole is swollen and that
leads to bloated regions in
the hyphae.

intense than in other regions (yellow). Vacuolization process: the
vacuole is swollen and that leads to bloated regions in the hyphae
(green). Thickening of the middle part of the hyphae and thinning of
the tips: the hyphae present differential thickness (blue). Void spaces
indicating loss of hyphal content: the hyphae seem to be clear and
empty (red). Proliferation of vacuoles: there is a substantial increment
in the number of vacuoles (purple). Broken hyphae: the hyphae is
separated in two or more pieces (black)

tomatoes, and in vitro by analyzing the radial growth of the
phytopathogen. The individual compounds have a significant
concentration-dependent antifungal effect and also act in a
synergic manner when evaluated as mixtures. Additionally,
the six VOCs’ mixture, the alcohols’ mixture and the three
individual alcohols produced changes in cell membrane per-
meability. resulting in leakage of ions. Damage to the hyphal
morphology and an inhibitory effect on the respiration were
also observed. This alteration on the respiration of the

@ Springer

94



Appl Microbiol Biotechnol

microorganism is due to a proliferation of vacuoles and a
severe vacuolization process that results in the rupture of hy-
phae. The in vivo experiments showed greater inhibition on
the growth of F oxysporum than the in vitro evaluations.

The greatest inhibition on the growth of F. oxysporum in
the in vivo experiments might be due to the following: when
infecting the tomatoes, the phytopathogen needs to produce
specific metabolites for a successful colonization; part of the
pathogen supplies are used for this purpose thus limiting its
own development (Gordon and Martyn 1997; Leslie and
Summerell 2006; Strobel et al. 2007). Also, cherry tomatoes
produce different nutrients from what is found on PDA media
and tomatoes themselves have a defense system that produces
metabolites, which help protect the plant from plagues and
phytopathogenic microorganisms (Gonzilez et al. 2012).
Consequently, exposure to VOCs results in a greater effect
on F. oxysporum growth and their use as bioplaguicides is
favored.

It is important to point out that the phenylethyl alcohol is
also produced by the endophytic fungi Muscodor albus E6
and M. albus strain 620, which are used as biological control
agents against fungi Penicillium expansum and Botrytis
cinerea in apples, and Monilinia fructicola in peaches
(Mercier and Jiménez 2004; Strobel et al. 2001, 2007) This
alcohol has also been reported as a constituent of the VOCs
produced by actinobacteria Streptomyces platensis F-1 (Wan
et al. 2008). The study by Wan et al. (2008) suggests that the
VOCs produced by S. platensis F-1 may be responsible for the
toxic effects on pathogens Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum and B. cinerea. Additionally, Mo and Sung
(2007) propose that phenylethyl alcohol extracted from
Pichia anomala SKM-T yeast can be used as a biological
control agent in postharvest storage of strawberries since it
showed antifungal properties against B. cinerea in straw-
berries inoculated with this phytopathogen.

3-Methyl-1-butanol is also present in the VOCs from
M. albus strain 620 and Muscodor suthepensis strain CMU-
Cib462, used as mycofumigation agents (Strobel et al. 2007;
Suwannarach et al. 2016), and from the endophytic fungus
Phaeosphaeria nodorum (Pimenta et al. 2012).
Suwannarach et al. (2016) used M. suthepensis strain CMU-
Cib462 as postharvest biofungicide to protect Citrus
tangerina fruit against Penicillium digitatum, reducing signif-
icantly the diameter of the wounds. Pimenta et al. (2012) eval-
uated the in vitro effect of VOCs from the endophytic fungus
P. nodorum as an antifungal agent against M. fructicola, ob-
serving a significant inhibition on the growth and a morpho-
logical modification on the hyphae of the phytopathogen;
some hyphae were thinner, others were curled and some
showed void spaces indicating loss of the hyphal content.

3-Methyl-1-butanol and eucalyptol are also reported as
constituents on the VOCs” mixture produced by the endophyt-
ic fungi Nodulisporium spp. CMU-UPE34 and
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Nodulisporium sp. strain GS4d2111a, which present antifungal
activity (Sanchez-Femandez et al. 2016; Suwannarach et al.
2013). Suwannarach et al. (2013) demonstrated in vitro that
VOCs from Nodulisporium spp. CMU-UPE34 significantly
inhibit the growth of phytopathogens Alternaria porri,
Alternaria solani, Colletotrichum capsici, Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides, F. oxysporium,
Fusarium solani, Nigrospora oryzae, P. digitatum,
Penicillium expansum, R. solani and Sclerotium rolfsii. Their
in vivo studies show that the VOCs inhibit the development of
lesions caused by P. expansum on Citrus aurantifolia and
Citrus reticulata fruits, and by P. digitatum on Citrus limon.
Sanchez-Femmandez et al. (2016) proved that the VOCs’ mix-
ture from Nodulisporium sp. strain GS4d2ll1a signiticantly
inhibits the growth of phytopathogens Pythium
aphanidermatum, Pythium ultimum, Pythium polytylum,
Phytophthora capsici, Phytophthora palmivora,
Phytophthora cinnamomi, Phytophthora parasitica,
F. oxysporum and A. solani.

2-Methyl-1-butanol has also been described as a compound
on the VOCs” mixture produced by M. albus strain 620, used
as a biological control agent (Ramin et al. 2005) and by
Muscodor yucatanensis, which has antifungal and phytotoxic
properties (Macias-Rubalcava et al. 2010). In vitro experi-
ments by Ramin et al. (2005) confirm that VOCs from
M. albus strain 620 act against fungi B. cinerea,
P. expansum and S. sclerotiorum and against bacteria
Erwinia carotovora pv. carotovora, Pseudomaonas fluorescens
and Escherichia coli by inhibiting spore germination of
B. cinerea and P. expansum, and growth of S. sclerotiorum,
E. carotovora pv. carotovora, P. fluorescens and E. coli.
Selected VOCs have not been evaluated as biopesticides mix-
tures to test their efficacy on postharvest diseases in any of the
works mentioned.

In conclusion, we demonstrated, for the first time, that the
selected VOCs from endophytic fungi from the Hypoxylon
genus exhibit potent antifungal effects against the phytopath-
ogen F. oxysporum, as shown by the in vivo and in vitro stud-
ies. The effects are observed for the individual VOCs (alco-
hols phenylethyl alcohol, 2-methyl-1-butanol and 3-methyl-1-
butanol, and monoterpenes eucalyptol, ocimene and
terpinolene), and there is a synergic effect observed both in
the alcohols’ mixture and the six VOCs’ mixture.

In vivo experiments, performed on F oxysporum growing
on cherry tomatoes, show that the individual VOCs and the
mixtures, particularly the six VOCs” mixture, significantly
inhibit in a concentration-dependent manner the growth of
the mycelium on wounds from the infected tomatoes. The
in vitro studies demonstrate that the selected VOCs, particu-
larly the six VOCs’ mixture, inhibit the growth of
F. oxysporum, significantly and in a concentration-dependent
manner, by affecting the respiration and cell membrane per-
meability of the phytopathogen. These results, along with the
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hyphal morphology alteration, indicate that the VOCs are
promising candidates for the development of biopesticides,
having great potential for tomatoes postharvest treatment
against diseases caused by /7 oxysporum.

To the best of our knowledge, there are currently no studies
related to the effect of these VOCs on the growth of phyto-
pathogenic fungus F. oxysporum, nor from 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 phytopathogenic microorganisms of agricultural
importance.
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