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. ANTECEDENTES

La agricultura en México es una actividad econdémica importante. En la ultima década, las
exportaciones agroalimentarias se han incrementado considerablemente, en el afo 2015 las
exportaciones superaron a los ingresos petroleros (SAGARPA, 2018). Si bien, estas cifras son
prometedoras, los agricultores mexicanos sufren pérdidas millonarias en sus cultivos afio con afio,
debido a factores abidticos (inundaciones, sequias, heladas, etc.) y bidticos (plagas y
enfermedades), afectando directamente las ganancias y la disponibilidad de los productos para el
consumidor final. De acuerdo a la encuesta nacional agricola (ENA) en 2017, el 44.2% de las
unidades productoras reportaron dafios por causas biolégicas, lo que causd pérdidas en las
cosechas de un 40.3%. Ademas, la ENA en 2017 senald que el 60% de los productores utilizaron
plaguicidas y un 12% utilizaron organismos de control biolégico para contrarrestar las amenazas

biéticas (“Encuesta Nacional Agropecuaria,” 2017).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) estima que,
en paises en desarrollo, los agricultores invierten al menos el 40% de su tiempo en operaciones de
deshierbe y, aun asi, las malezas generan pérdidas millonarias. Una maleza es una planta que
crece dentro de un cultivo sin que esta sea sembrada de manera intencional. Las malezas
compiten por espacio, nutrientes, luz y agua con los cultivos de importancia, y algunas tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de los cultivos al producir metabolitos secundarios bioactivos;
ademas, las malezas pueden ser hospederas de otras plagas que afectan el rendimiento y calidad
de los cultivos. De esta manera, las malezas mas alla de ser solo una molestia para los
agricultores y jardineros, son agentes causales de pérdidas econdmicas y amenazan la seguridad

alimentaria mundial (Bailey, 2014).

Para controlar y aminorar el dafio ocasionado por las malezas se han empleado diferentes
técnicas: labranza, deshierbe y uso de agentes quimicos denominados herbicidas (Griepentrog &
Dedousis, 2010; Pohanish, 2015). El acido 2,4-diclorofenoxiacético y el glifosato son los herbicidas
que dominan el mercado en un 80-100% debido a la amplia variedad de cultivos que protegen. Los
herbicidas representan el 44% de los plaguicidas usados a nivel mundial, estos nUmeros aumentan
a un 80% en paises como USA y Canada (Bailey, 2014; Pohanish, 2015).

El control bioldgico y los bioplaguicidas son una alternativa en el control de plagas que se ha
incrementado en las ultimas décadas, debido a su menor o nulo impacto sobre el medio ambiente
y la salud humana, en comparacion con los agroquimicos tradicionales (Carvalho, 2017). El control
biolégico es un organismo que es introducido en un habitat con la finalidad de controlar una plaga

(De Silva et al., 2019). Dentro de los organismos de control biolégico se encuentran a los hongos
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enddfitos (Srivastava et al., 2014). Los hongos endoéfitos son microorganismos que pasan parte o
todo su ciclo de vida colonizando los tejidos internos de las plantas sin causar un dafio aparente de
enfermedad (Petrini, 1991; Wani et al., 2015). In planta, los hongos obtienen habitat y una fuente
de nutricion; sin embargo, se enfrentan a los mecanismos de defensa de las hospederas, y
ademas tienen que interactuar con otros microorganismos endéfitos como: algas, insectos,
bacterias, virus, y otros hongos, por espacio y nutrientes (Schulz et al., 2015). De esta manera,
para prosperar dentro de su hospedera algunos hongos enddfitos tienen que producir una amplia
gama de metabolitos que le permitan, por una parte inhibir el crecimiento de sus competidores
(Herre et al., 2007), y por otro lado beneficiar a su planta huésped al estimular el crecimiento, el
desarrollo, la adaptacién y/o la tolerancia al estrés (Wani et al., 2015). Caba sefalar que los
hongos enddfitos y sus hospederas establecen una relacion de antagonismo en equilibrio, que
depende de los mecanismos de defensa de la hospedera y de los factores de virulencia del hongo
(Schulz et al.,, 2015). La naturaleza quimica de los metabolitos secundarios producidos por
interaccion antagonica por hongos endoéfitos es diversa y con amplia actividad bioldgica. Los
principales grupos quimicos corresponden a terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides, compuestos
aromaticos, policétidos, quinonas, compuestos alifaticos y péptidos (Guo et al.,, 2008; Mousa &
Raizada, 2013; Strobel et al., 2004), por lo que los metabolitos bioactivos que podrian ser utiles en
el desarrollo de medicamentos en medicina, y en el desarrollo de bioplaguicidas en la agricultura
(Strobel & Daisy, 2003).

En este contexto, el presente proyecto, pretende identificar los compuestos organicos volatiles
producidos por el hongo enddéfito Hypoxylon anthochroum aislamiento Smeg4, empleando
microextraccién en fase sodlida y cromatografia de gases-espectrometria de masas; con el fin de
poner en evidencia a este hongo endéfito, como candidato para el desarrollo de un agente de
control biolégico, o como fuente de metabolitos secundarios con actividad herbicida que puedan
ser usados en el desarrollo de agroquimicos de origen natural cuyo impacto ambiental y

toxicologico sea menor.

II. HIPOTESIS

El estudio quimico biodirigido de los metabolitos secundarios volatiles, producidos por el hongo
enddfito Hypoxylon anthochroum aislamiento Smeg4, podria evidenciar compuestos novedosos

con actividad fitotoxica contra plantas con importancia negativa en la agricultura.
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lll. . OBJETIVOS

Establecer el potencial fitotoxico de los metabolitos secundarios volatiles producidos por el hongo
H. anthochroum aislamiento Smeg4, sobre el crecimiento de malezas con importancia negativa en
la agricultura, contribuyendo al conocimiento para el desarrollo de bioplaguicidas—potentes y
eficaces, con menor toxicidad e impacto ambiental y/o al desarrollo de agentes de control

bioldgico.

1. OBJETIVOS PARTICULARES

+ Realizar la identificacion taxondmica del aislamiento Smeg4 por medio de la secuenciacion
de la regién ITS1-5.8s-ITS2 del DNA ribosomal.

+ Establecer la actividad fitotéxica de la mezcla de compuestos organicos volatiles (VOCs)
producida por el hongo H. anthochroum Smeg4 en diferentes dias de crecimiento, sobre la
germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracibn de cuatro plantas prueba
consideradas malezas: Amaranthus hypochondriacus, Panicum miliaceum, Trifolium
pratense y Medicago sativa, mediante la técnica de fase gas.

+ Determinar la composicion quimica de la mezcla de VOCs producida por el del hongo
endofito H. anthochroum Smeg4 al dia de mayor actividad fitotoxica, utilizando
microextracciéon en fase sodlida seguida de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.

+¢ Determinar cuantitativamente el efecto fitotéxico de algunos compuestos identificados en la
mezcla de VOCs, en forma pura y en mezclas, sobre las cuatro plantas prueba, utilizando

el método de fase gas.

IV. MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMO DE ESTUDIO
1.1. Hongo endéfito Hypoxylon anthochroum aislamiento Smeg4

El hongo enddfito H. anthochroum Smeg4 fue aislado de la planta Sapium macrocarpum, utilizando
como criterio ecoldgico la seleccion de hojas sanas (Sanchez-Fernandez, 2016). El material
vegetal empleado fue recolectado en una zona de alta biodiversidad “Reserva de la Biosfera Sierra

de Huautla” (REBIOSH), ubicada en el municipio de Quilamula, estado de Morelos, México.
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2. IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL AISLAMIENTO ENDOFITICO SMEG4
Para realizar la identificacion taxonémica del hongo enddéfito Smeg4, se extrajo el DNA gendmico
total a partir del micelio de un cultivo de 7 dias de crecimiento sobre agar papa dextrosa (PDA) al
2%, el cual fue incubado a 28 °C en oscuridad total, usando el kit rapido de aislamiento de DNA
genomico de hongos FT71415 (Bio Basic Inc, Markham, ON, Canada); de acuerdo al protocolo
establecido por el fabricante. La regién ITS-5.8S se amplificd con los oligonucleétidos ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") y ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). La reaccioén de
‘reaccion en cadena de la polimerasa’ (PCR) se realizd en un termociclador Termal Gernandt 2720
(Applied Biosystems), en un volumen de reaccion de 50 yL que contenia 25 yL GoTaq® Master
Mix (Promega), 2.5 uL de cada oligonucledétido (10 pm/pL) y 3 ng de DNA gendmico. El programa
de PCR consistié en una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 1 min, seguida por 30
ciclos de desnaturalizacion de 1 min a 94 °C, templado por 2 min a 58 °C y extension por 1 min a
72 °C, y una etapa de extension final de 5 min a 72 °C. El producto de amplificacion se separo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) (Invitrogen) tefido con bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich) en buffer 1X TAE, a 90 V, durante 40 min, y se visualizé bajo un transiluminador
UVP Dual-Intensity (Upland, CA, EE.UU.). Las secuencias fueron obtenidas en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de Biologia, UNAM, vy
posteriormente, se editaron utilizando el programa BioEdit v 7.0.5. Las secuencias editadas se
alinearon en la base de datos GenBank usando el programa BLASTN y se realizd una

comparacion (Macias-Rubalcava et al., 2018; Ulloa-Benitez et al., 2016).

La identificacion del hongo enddfito Smeg4 se realizdé en colaboracion con la Dra. Patricia Lappe

Oliveras del Laboratorio de Micromicetes y Levaduras, Instituto de Biologia-de la UNAM.

3. ESPECIES DE MALEZAS
El potencial fitotdxico de los metabolitos secundarios producidos por H. anthochroum Smeg4 se
evalué utilizando semillas de cuatro plantas prueba, las cuales son consideradas malezas ante la
CONABIO (“Malezas de Meéxico,” 2016). Para los bioensayos se utilizd6 una especie
monocotiledénea: P. miliaceum (Poaceae) y tres especies dicotiledéneas: A. hypochondriacus
(Amaranthaceae), T. pratense y M. sativa (Fabaceae) (Ulloa-Benitez et al., 2016). Las semillas

fueron adquiridas en Casa Cobos S.A. de C.V., Central de Abastos, Ciudad de México, México.
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4. ACTIVIDAD FITOTOXICA DE LOS METABOLITOS PRODUCIDOS POR H ANTHOCHROUM
SMEG4
4.1. Mezcla VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4

El efecto fitotdxico de mezcla de VOCs producidos por el hongo H. anthochroum Smeg4 se
establecid a través de bioensayos realizados en contenedores de vidrio de 300 mL, utilizando la
técnica de fase gas. Por un lado, se colocd un frasco de vidrio de 30 mL de capacidad con un
cultivo del endofito H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los 0, 3, 5, 7, 10, 20 y 30 dias de
crecimiento. El enddfito se cultivd sobre 5 mL de medio PDA 2%. Los cultivos fueron cubiertos con
Magitel®, con la finalidad de disminuir el riesgo de propagacién de los conidios por todo el sistema,
asi como permitir que los VOCs estuvieran en contacto con las semillas de prueba. Por otra parte,
las semillas se colocaron en una caja Petri de 3 cm de diametro sobre 3 mL de agar 1%. Se
colocaron 30 semillas por caja, para cada una de las plantas de prueba. Como control negativo, se

utilizaron contenedores con PDA 2%, en ausencia del endofito.
4.2. Técnica de fase gas

El efecto fitotoxico de los alcoholes: feniletilico, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol y de los
monoterpenos: eucaliptol, ocimeno y terpinoleno, identificados en la mezcla de VOCs producidos
por H. anthochroum SMeg4 al mayor dia de actividad fitotéxica, fueron evaluados mediante la
técnica de fase gas modificada de Ulloa-Benitez, 2016. Para la realizacién de este bioensayo se
colocaron pozos de vidrio (9 mm de diametro y 10 mm de altura) al centro de cajas de Petri de 5
cm de diametro, y alrededor de los pozos se adicionaron 5 mL de agar 1%. Se colocaron 30
semillas por caja, para cada una de las plantas de prueba. En los pozos se adicion6 una alicuota
de mezcla o compuesto puro (-0.6-240 uL), segun el tratamiento. Como control negativo, se

utilizaron cajas en donde los pozos estaban vacios (Ulloa-Benitez et al., 2016).
4.3. Determinacion cuantitativa del efecto fitotéxico

El efecto fitotdxico provocado por los tratamientos, en los dos métodos experimentales (incisos 4.1
y 4.2) las semillas de A. hypochondriacus, P. miliaceum, T. pratense y M. sativa fueron incubadas
por 48 h a una temperatura de 27 °C en condiciones de completa oscuridad. Trascurrido el periodo
de incubacion, se contabilizaron las semillas no germinadas y se midié la longitud de la raiz. El
efecto sobre la respiracion se evalué colocando las 30 semillas o plantulas en un contenedor de
vidrio con 3-5 mL de agua destilada y se monitored la cantidad de oxigeno consumido por las
plantulas empleando un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un oximetro YSI® modelo
5300A, cada 5 s por 3 min (Garcia-Méndez et al., 2016).
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La cantidad de oxigeno consumido por las plantulas se determind mediante un analisis de

regresion lineal simple de la curva generada.

Los resultados de germinacion, crecimiento de raiz y consumo de oxigeno, se analizaron mediante
ANOVA de una via, modelo | (a = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD, utilizando el
programa GraphPad Prism versién 8.00 (Garcia-Méndez et al., 2016; Macias-Rubalcava et al.,
2018).

5. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES (VOCS)
Para el analisis cualitativo de los VOCs biosintetizados por del hongo endéfito H. anthochroum
Smeg4, el microorganismo se cultivé por triplicado en viales con septo de 40 mL, conteniendo 15
mL de PDA al 2% como sustrato. En cada vial se colocd un inoculo de 5 mm de diametro del
hongo enddfito procedente de un cultivo en PDA de 8 dias. Los viales se incubaron durante cinco
dias a 28 °C bajo la condicién de luz-oscuridad artificial 12-12 h. Como controles negativos, se
utilizaron tres viales de la misma capacidad con 15 mL de PDA al 2% y se sometieron a las

mismas condiciones de incubacion que los viales con inoculos.

Los VOCs producidos por el hongo endéfito H. anthochroum Smeg4 después de cinco dias de
crecimiento fueron obtenidos por microextraccion en fase sdlida (SPME, por sus siglas en inglés)
exponiendo una fibra de Divinilbenceno-Polidimetilsiloxano-Carboxen (DVB-PDMS-Carboxen, 2
cm, 50/30 mm) por encima de la muestra durante 60 min. La fibra se preacondicioné por 40 min a
250 °C. Los metabolitos volatiles retenidos en la fibra se inyectaron a 300 °C a un cromatografo de
gases Agilent 6890 N en modo splitless. La separacion de compuestos se logré empleando una
columna capilar DB-5MS (5% fenil metilpolisiloxano) de 10 m de longitud y 0.18 mm de diametro y
0.18 um de espesor de pelicula. Las condiciones de analisis fueron: temperatura del horno inicial
de 40 °C y calentamiento de 20 °C/min hasta alcanzar la temperatura de 300 °C, con un tiempo
final de 10 min. El gas portador fue helio, a una velocidad de flujo de 1mL/min. El cromatdgrafo se
acoplo a un espectrometro de masas marca LECO, modelo Pegasus 4D con detector selectivo de
masas LECO TOF. Las condiciones del espectrémetro fueron: energia de ionizacién electronica de
70 eV, intervalo de escaneo de 33-500 uma, velocidad de lectura de 20 espectros/s, temperatura
de la camara de ionizacion de 200 °C y temperatura de la linea de transferencia de 250 °C. Los

datos fueron adquiridos y procesados con el software LECO ChromaTOF ™.

La composicién de los metabolitos secundarios volatiles se determind mediante la comparacién de
los patrones de fragmentacion de los espectros de masas obtenidos con la base de datos del NIST
(National Institute of Standards and Technology). Ademas, se establecieron los indices de Kovats

los cuales fueron calculados con los indices de retencion de una serie de alcanos (Cs-Cz0) y se
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contrastaron con los reportados en la literatura. Algunos compuestos fueron identificados con la
comparacion de la espectrometria de masas y de estandares puros (alcohol feniletilico, 3-metil-1-
butanol, 2-metil-1-butanol, eucaliptol, ocimeno, terpinoleno, limoneno y y-terpineno; Sigma-Aldrich
290% pureza) con los obtenidos experimentalmente. Las cantidades relativas de los componentes
individuales de los tratamientos se expresaron como porcentajes del area de los picos en relacion
al area total y como un promedio de las tres repeticiones. Asimismo, se realizé el analisis del
extracto de PDA para descartar los metabolitos producto de la degradacion del medio de cultivo
presentes en las muestras (Macias-Rubalcava et al. 2018). Los analisis se efectuaron en la Unidad

de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

V. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se desarrolld con la finalidad de establecer el potencial fitotdxico de los VOCs
producidos por el hongo enddfito H. anthochroum aislamiento Smeg4, por lo que contribuira con
informacioén util para el desarrollo de bioherbicidas con menor impacto en el ambiente. Asi como
aportar informacién acerca del metabolismo secundario y bioactividad de hongos endofitos de

plantas mexicanas.

Los resultados obtenidos se dividen en cuatro secciones: 1) identificacién taxonémica del
aislamiento endofitico Smeg4, 2) actividad fitotoxica de los VOCs producidos por H. anthochroum
Smeg4 bajo diferentes dias de crecimiento, 3) identificacion de los VOCs producidos por el hongo
H. anthochroum Smeg4 y 4) actividad fitotoxica de algunos compuestos puros y en mezcla,

identificados en la mezcla de VOCs biosintetizados por el enddfito.

1. IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL AISLAMIENTO ENDOFITICO SMEG4
En un trabajo previo, se realizé la descripcion de las caracteristicas macroscoépicas vy
microscopicas presentes en el aislamiento Smeg4, lo que permitié inferir que el hongo
pertenece el género Nodulisporium, un anamorfo de Hypoxylon (Roque-Flores, 2017). Con la
finalidad de establecer de manera inequivoca el género y la especie del aislamiento Smeg4,

se realizé la secuenciacion de la regién ITS1-5.8s-ITS2 del DNA ribosomal.

La identificacion taxondmica de la cepa Smeg4 (No. de acceso MF663791 en el GenBank), obtuvo
los parentescos mas cercanos y con una similitud del 99%, para las cepas de H. anthochroum
GS4D2ll1a (KM516709) y Blaci (KT272400), con una cobertura del 100%, y para las cepas de H.
griseobrunneum CBS 331.73 (KY610402) y STMA06148 (KC968928) con una cobertura del 98%
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Comparacion de su secuencia ITS1-5.8S-ITS2 en la base de datos de secuencias de nucleétidos del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI).

Parentescos
cercanos

Ndamero en Fuente Maxima % de % de
GenBank puntuacion cobertura identidad

H. anthochroum Enddfito de hojas sanas

GS4D2I1a KM516709 de Gliricidia sepium 1027 100 99
H. anthochroum Blaci.  KT272400 Enddfito de hojas sanas 1011 100 99
de Bursera lancifolia

H. griseobrunneum Suelo de huerta de Piper

CBS 331.73 KY610402 betle 985 97 99
H. anthochroum Endofito de Mangifera
EGJMP20 KF192825 indica 985 95 99
H. a”thoggg"“m ° JN660819  Espécimen sobre madera 983 95 99
H. griseobrunneum .

STMAO6148 KC968926 Espécimen sobre corteza 979 96 99

Mediante el analisis de las secuencias de las bases de nucleotidos de la regién ITS5.8 S no fue
posible determinar con precision la identidad de la cepa Smeg4 como H. anthchroum o
H. griseobrunneum, el complejo patron de conidiéforos en rama (Barnett & Hunter, 1998), similar a
Nodulisporium, presente en la cepa, confirmé su identificacion como H. anthochroum (teleomorfo
de Nodulisporium sp., Figura 1) y no como H. griseobrunneum que tiene una estructura de rama
similar a Vigariella (Ju, Y.M.; Rogers, 1996; Kuhnert et al., 2013; Macias-Rubalcava et al., 2018).

Figura 1. Micrografias del hongo enddfito Hypoxylon anthochroum Smeg4 tefiidas con rojo congo (a) y azul de lactofenol
(b, cy d), observadas a 40x y 100x (Roque-Flores, 2017).

El aislamiento endofitico Smeg4 corresponde a la especie Hypoxylon anthochroum, el cual es una
especie aislada de otras plantas estudiadas de la reserva de la biosfera sierra de Huautla (Macias-
Rubalcava et al., 2018; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).
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2. ACTIVIDAD FITOTOXICA DE LA MEzCLA DE VOCS PRODUCIDOS POR
H. ANTHOCHROUM.

En el presente trabajo se llevd a cabo la determinacién cuantitativa del efecto fitotoxico de la
mezclas de VOCs producidos en diferentes dias de crecimiento del hongo enddfito
H. anthochroum Smeg4 aislado de hojas de S. macrocarpum sobre los procesos de germinacion,
crecimiento de la raiz y respiracion de cuatro plantas modelo consideradas malezas; A.
hypochondriacus, P. miliaceum, T. pratense y M. sativa, utilizando la técnica de fase gas (Ulloa-

Benitez et al., 2016). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos.

En la Figura 2.a. se muestra el efecto fitotoxico de la mezcla de VOCs sobre las semillas de A.
hypochondraicus. Se observa que el endéfito H. anthochroum Smeg4 produce VOCs con potencial
fitotoxico significativo desde el dia cero de inoculacion, siendo la mezcla de VOCs biosintetizados
a los 3 y 5 dias de crecimiento en medio PDA, los que poseen la mayor actividad fitotoxica. Al dia
3 de crecimiento la mezcla de VOCs provocé inhibicién de mas del 40% sobre crecimiento de la
raiz y la respiracion de las plantulas. Al dia 5 los VOCs inhibieron los tres procesos fisioldgicos

evaluados con valores superiores al 75%.

En la Figura 2.b se presenta efecto fitotoxico ocasionado por la mezcla de VOCs sobre las
semillas de P. miliaceum. Se observa que la mezcla de VOCs tiene mayor actividad fitotoxica
sobre el crecimiento de raiz, afectando significativamente desde el dia cero hasta el dia 10, siendo
los dias 3 y 5 los que mas afectaron, mostrando valores superiores al 30% de inhibicién. La mezcla
de VOCs estimuld significativamente la respiracién de las plantulas de P. miliaceum, a todos los

dias de bioensayo, con porcentajes en el intervalo del 10-15%

En la Figura 2.c. se aprecia la actividad fitotoxica de la mezcla de VOCs sobre las semillas de T.
pratense. Se observa que la mezcla de VOCs afectd soélo el crecimiento de raiz y la respiracion de
las semillas de T. pratense. El crecimiento de raiz fue el proceso mas afectado con porcentajes de
inhibicion significativos y superiores al 20%, siendo el dia 5 de cultivo previo el de mayor inhibicién
con un 28%. La mayor actividad fitotéxica sobre la respiracion se observé en presencia de los
VOCs al dia 7 con una inhibicion del 35%.

Por ultimo, en la Figura 2.d. se muestra la actividad fitotoxica de la mezcla de VOCs empleando
semillas de M. sativa como planta de prueba. Se aprecia que la mezcla de VOCs tiene efecto
significativo sobre el crecimiento de raiz desde el dia cero hasta el dia 20. La actividad inhibitoria
sobre el crecimiento de raiz fue superior al 20% para los dias 0, 3 y 5, siendo el dia 5 el de mayor
inhibicion con un 25%. Por otra parte, la mezcla de VOCs estimul6 significativamente la respiracion

de las plantulas de M. sativa, provocando porcentajes en el intervalo del 10-30%, a los dias 3, 5y
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7 de bioensayo, siendo los VOCs producidos al dia 3 los que estimularon en mayor grado

causando un 30%.
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Figura 2. Efecto fitotoxico de la mezcla de compuestos organicos volatiles producidos por el hongo enddfito
H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los 0, 3, 5, 7, 10, 20 y 30 dias de crecimiento, sobre la .germinacién,

crecimiento de la raiz y [l respiracion de las semillas de a) A. hypochondriacus, b) P. miliaceum, c) T. pratense y d) M.
sativa. Las barras representan el promedio de cuatro repeticiones. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA

(P<0.05).

En resumen, los VOCs biosintetizados por el hongo enddfito H. anthochroum Smeg4 poseen
potencial fitotdxico y se producen principalmente a los dias 3-7 de crecimiento. La mezcla de
VOCs afecté principalmente el crecimiento de raiz de las cuatro semillas de prueba, siendo las
semillas de A. hypochodriacus, P. miliaceum y T. pratense las mas afectas con valores
significativos superiores al 28% de inhibicion. En general, la germinacion fue el proceso fisioldgico
menos afectado. La mezcla de VOCs inhibi6 la respiracion de las plantas A. hypochodriacus 'y T.
pratense con valores de 73% y 35% de inhibicién, respectivamente. Asimismo, estimulé la
respiracién de las plantulas de P. miliaceum y M. sativa, con porcentajes en el intervalo del 10-
30%, esta observacion permite inferir la presencia de VOCs con efecto sobre la respiracion

actuando como desacoplantes. Los agentes desacoplantes, a diferencia de los inhibidores de la
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cadena respiratoria, provocan un disminuciéon del gradiente electroquimico de protones,
ocasionando un aumento, es decir, los desacoplantes alteran el potencial de membrana, lo que
conlleva a la aceleracién de la cadena respiratoria hasta su maxima capacidad (Jacoby et al.,
2015).

Las semillas de A. hypochondriacus fueron las mas afectadas por la presencia de la mezcla de
VOCs, generando valores superiores al 75% inhibiciéon sobre la germinacion, el crecimiento de la

raiz y la respiracion al dia 5 de crecimiento.

3. IDENTIFICACION DE LOS VOCS PRODUCIDOS POR EL HONGO H. ANTHOCHROUM
SMEG4

Una vez establecido el potencial fitotéxico de la mezcla de VOCs producidos en diferentes dias de
crecimiento del enddfito H. anthochroum Smeg4 sobre malezas, se identificaron los compuestos
responsables de la actividad biolégica, al dia 5 de crecimiento debido a que los VOCs
biosintetizados en este tiempo presentaron la mayor actividad fitotoxica. La determinacion
cualitativa y cuantitativa se llevo a cabo utilizando microextraccion en fase sélida (SPME) seguida
de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. A continuacién, se muestran los

resultados obtenidos.

En las Figura 3 se muestra la diversidad quimica de compuestos identificados en la mezcla de
VOCs al dia 5 de crecimiento sobre PDA 2%. Se identificaron 26 compuestos: un alcano, cuatro
alcoholes, un éster, dos furanos y 18 terpenos (12 monoterpenos y seis sesquiterpenos). Los
compuestos mas afines a la fibra fueron los monoterpenos eucaliptol y d-limoneno con areas
relativas de 19.7% del area total. El tercer compuesto mas afin a la fibra fue un derivado de
azuleno (tiempo de retencion 10.65 min; Cuadro 2), con un area del 10.2%. El alcohol mas

abundante fue el 3-metil-1-butanol con 4.94%.

En la Figura 4 se muestra a manera de ejemplo, un cromatograma de gases obtenido a partir de la
inyeccion de la mezcla de VOCs producidos por el hongo H. anthochroum SMeg4 analizada por
cromatografia. Los compuestos fueron identificados por espectrometria de masas, mediante la
comparacion de los patrones de fragmentacién de los espectros de masas comparados con los de
la base de datos del NIST. En la Figura 5 se muestra, el patron de fragmentacion del alcohol
feniletilico, el porcentaje de similitud fue del 97.4%. Asimismo, los componentes de la mezcla
fueron identificados por la comparacién de los indices de Kovats experimentales con los
reportados en la literatura. Ademas, algunos compuestos fueron identificados por la comparacion

de los espectros de masas de estandares puros.
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La abundancia relativa de los componentes individuales de la mezcla de VOCs se expresé como
porcentajes del area de los picos en relacion al area total y como un promedio de tres repeticiones.

En el Cuadro 2 se resume la composicion de la mezcla de VOCs identificados.

m Alcanos
m Alcoholes
Esteres
Furanos

= Terpenoides

Figura 3. Composicion de la mezcla de VOCs producidos por el hongo H. anthochroum Smeg4 a los 5 dias de
crecimiento en agar papa dextrosa al 2%.
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Figura 4. Cromatograma de la mezcla de compuestos organicos volatiles producidos por el hongo enddfito
H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los 5 dias de crecimiento en medio PDA al 2%.
Peak True - sample "SMEG4B", peak 26, at 474.494 s
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Figura 5. Comparacion de los espectros de masas del alcohol feniletilico: En la parte superior se observa el espectro
experimental y en la parte inferior el registrado en la base de datos del NIST.
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5,3.5' Cuadro 2. Compuestos organicos volatiles producidos por el hongo enddfito H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los 5 dias de crecimiento en medio PDA,
OC | colectados de la fase de vapor por SPME e identificados por cromatografias de gases-espectrometria de masas.
T.R. - Féormula
1 o, .
i (min) Nombre Area% IRexp IRt P.M. Molecular CAS Id.
1 2.55 2,5-dimetilfurano 2.61 692 693 96 CsHsO 625-86-5 I.K., E.M.
R 2 2.62 Propanoato de etilo 0.82 697 705 102 CsH100, 105-37-3 I.K., E.M.
E 3 3.26 3-metil-1-butanol 4.94 742 741 88 CsH1o 123-51-3 I.K., E.M., S.
4 3.31 2-metil-1-butanol 1.51 745 743 88 CsHio 137-32-6 I.K., E.M., S.
S 5 5.85 a-tujeno 2.48 929 930 136 CioH16 2867-05-2 I.K., E.M.
4-metilen-1-(1-metiletil)-
u 6 639 metilen-1-(1-metiletil) 3.47 977 977 136 CioHis 3387-41-5 1K, E.M.
biciclo[3.1.0]-hexano
L 6.56 B-mirceno 4.74 992 992 136 CioH16 123-35-3 I.K., E.M.
T 6.57 2-pentilfurano 4.68 994 996 138 CoH140 3777-69-3 E.M.
A 6.75 a-felandreno 0.80 1012 1010 136 CioH16 99-83-2 I.K., E.M.
10 6.86 a-terpineno 0.92 1024 1017 136 CioH16 99-86-5 I.K., E.M.
D 11 6.98 p-cimeno 7.66 1038 1030 134 CioH1a 99-87-6 I.K., E.M.
o 12 7 d-limoneno 19.72 1041 1032 136 CioH16 5989-27-5 I.K., E.M,,S.
13 7.03 Eucaliptol 19.73 1044 1046 154 C10H180 470-82-6 I.K., E.M., S.
S 14 7.12 B-ocimeno 1.70 1055 1052 136 CioH16 3779-61-1 I.K., E.M., S.
Y 15 7.26 y-terpineno 1.98 1070 1060 136 CioH16 99-85-4 I.K.,, E.M., S
16 7.42 1-octanol 0.30 1089 1078 130 CsHi30 111-87-5 I.K., E.M.
DI 17 7.51 a- terpinoleno 0.36 1099 1089 136 CioH1s 586-62-9 I.K., E.M., S.
S
C
U #: Numero del compuesto identificado; T.R.: Tiempo de retencion; IRexp: indices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempos de retencién en una columna capilar DB-
5MS; IRy Indices de Kovats reportados en la literatura (Adams, 2007; NIST (http://webbook.nist.gov/chemistry/); Chemspider (http://www.chemspider.com/); PubChem
Si (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/); mVOCs Database (http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=mvocsearch)); P.M.: Peso molecular; CAS: numero de registro CAS;
Id.: Identificacion del posible compuesto por espectrometria de masas (E.M.), indice de Kovats (I.K.) y/o muestra auténtica (S). Los compuestos con una similitud menor al 80% en
los patrones de fragmentacion de la espectrometria de masas fueron eliminados.
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S8
o-a
5,3.5' Cuadro 2. Compuestos organicos volatiles producidos por el hongo endéfito H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los 5 dias de crecimiento en medio PDA,
OC | colectados de la fase de vapor por SPME e identificados por cromatografias de gases-espectrometria de masas (Continuacion).
T.R. z Formul
/ #1 , Nombre Area% IRep, IR P.M.  ormuia CAS Id.
(min) Molecular
182 7.86 2,6-dimetil-2E,4Z,6-octatrieno 0.43 1139 1131 136 CioH16 7216-56-0 I.K., E.M.
R 19 7.91 Alcohol feniletilico 1.02 1145 1121 122 CsH100 60-12-8 E.M., S.
E 20 8.39 2,6,10,14-tetrametil- heptadecano 0.17 1200 1221 296 Co1Hag 18344-37-1 E.M.
21 9.66 Cariofileno-(I1) 0.78 1376 - 204 CisHaa - E.M.
S 22 9.76 B-elemeno 0.70 1390 1392 204 CisHaa 515-13-9 I.K., E.M.
U 23 9.88 Elemeno 2.74 1408 1392 204 CisHa4 515-13-9 E.M.
L 24 10.19 o-guaieno 1.66 1456 1457 204 CisHoa 3691-12-1 I.K., E.M.
3,7,7-trimetil-11-metilen-
25 10.56 e meen 3.85 1515 1499 204 CisHae 18431828 EM.
T spiro[5.5]undec-2-eno
A [1S-(1a,70,8aB)]- 1,2,3,5,6,7,8,8a-
26 10.65 octahidro-1,4-dimetil-7-(1- 10.20 1529 1526 204 CisHaa 3691-11-0 I.K., E.M.
D metiletenil)-, azuleno. (bulneseno)
0]
S
Y
DI
S
C
U #: Numero del compuesto identificado; T.R.: Tiempo de retencion; IRexp: indices de Kovats calculados a partir de los datos de tiempos de retencién en una columna capilar DB-
5MS; IRy Indices de Kovats reportados en la literatura (Adams, 2007; NIST (http://webbook.nist.gov/chemistry/); Chemspider (http://www.chemspider.com/); PubChem
Si (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/); mVOCs Database (http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=mvocsearch)); P.M.: Peso molecular; CAS: numero de registro CAS;
Id.: Identificacién del posible compuesto por espectrometria de masas (E.M.), indice de Kovats (K) y/o muestra auténtica. Los compuestos con una similitud menor al 80% en los
patrones de fragmentacion de la espectrometria de masas fueron eliminados.
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Algunos de los compuestos identificados en la mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum
aislamineto Smeg4, han sido reportados en otras mezclas bioactivas de VOCs producidas por

aislamientos endofiticos, lo que justifica la actividad biolégica observada.

El alcohol 3-metil-1-butanol se ha identificado en la mezcla de VOCs producidos por el hongo
enddfito Muscodor albus, este compuesto es el segundo metabolito mas abundante en la mezcla,
la cual ha evidenciado actividad antibacteriana y antifungica contra: Pythium ultimum,
Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani, Ustilago hordei, Stagnospora nodorum, Sclerotinia
sclerotiorum, Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Verticillum dahliae, Cercospora beticola,
Tapesia yallundae, Xylaria sp., Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus y Bacillus subtilis (Sears et al., 2001). Ademas, ha sido reportado en la mezcla
de VOCs producido por el enddfito Gliocladium sp., en donde mostrd actividad antimicrobiana
contra el hongo V. dahliae y el oomiceto P. ultimum (Stinson et al., 2003). El 3-metil-1-butanol
también, ha sido identificado en la mezcla bioactiva de VOCs producidos por el hongo
M. fengyangensis sp. nov., y la mezcla fue inhibié el crecimiento de hongos y oomicetos: Botrytis
cinerea, Aspergillus clavatus, Colletotrichum fragariae, Didymella bryoniae, Magnaporthe oryzae,
P. ultimum, R. solani, Sclerotium rolfsii y V. dahliae (Lin et al., 2010). También se ha identificado
como el compuesto mayoritario en la mezcla de VOCs producidos por el endofito Phomopsis sp.;
los VOCs producidos por este microorganismo mostraron actividad antifungica contra S.
sclerotiorum (Geary et al., 2011). El 3-metil-1-butanol, también fue identificado como un
componente mayoritario en la mezcla de VOCs producidos por el hongo Xylaria sp. PB3f3, el cual
evidencio efecto fitotoxico sobre el crecimiento de la raiz y la germinacién de A. hypochondriacus y

de Solanum lyocpersicum (Sanchez-Ortiz et al., 2016).

El alcohol 2-metil-1-butanol se ha identificado como el compuesto mayoritario contenido en la
mezcla bioactiva de VOCs producidos por Xylaria sp. PB3f3 a los 20 dias de crecimiento; la
mezcla evidencidé actividad fitotoxica sobre la germinacién, crecimiento de raiz y respiracion de
A. hypochondriacus y S. lycopersicum. En este mismo trabajo, se demostré que el alcohol 2-metil-
1-butanol tiene actividad fitotoxica, inhibiendo el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus con
una ICso de 4.59 pg/mL (Sanchez-Ortiz et al., 2016). Por otra parte, el 2-metil-1-butanol ha sido
identificado en la mezcla de VOCs producidos por Daldinia cf. concentrica, esta mezcla evit6 el
desarrollo de Alternaria alternata y B. cinerea en frutas secas y elimind la infeccion por A. niger en

el mani. El compuesto puro inhibié el crecimiento de A. alternata y B. cinerea (Liarzi et al., 2016).

El alcohol feniletilico ha sido identificado como uno de los constituyentes quimicos volatiles
producidos por Camellia sinensis, por lo que se estudié de manera independiente sobre el hongo

Colletorichum camelliae Massea, agente causal de antracnosis de las hojas de té (C. sinensis). El
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alcohol inhibié el crecimiento fungico en mas del 70% a la concentracion de 1000 pg/mL (Zhang et
al., 2006). En otro estudio se exploré el potencial antifingico del alcohol feniletilico sobre C.
gloeosporioides, agente causal de la antracnosis o chancro en Persea americana Mill (aguacate),
café (Coffea arabica) y citricos (Citrus sp), inhibiendo el crecimiento del hongo en méas del 50% a la
concentracién de 1000 pg/mL (Nidiry, 2003). El alcohol feniletilico se ha identificado en varias
mezclas bioactivas de VOCs producidos por los hongos endoéfitos; M. albus (Sears et al., 2001),
Gliocladium sp. (Lin et al., 2010), y M. fengyangensis sp. Nov. (Stinson et al., 2003) cuyas mezclas
de VOCs inhibieron el crecimiento de hongos, oomicetos y/o bacterias. También, el alcohol
feniletilico se ha identificado en la mezcla de VOCs producidos por el hongo enddfito H.
anthochroum aislamiento Blaeg1, Gseg1 (Medina-Romero et al., 2017) y Haeg2 (Macias-
Rubalcava et al., 2018); la mezcla de VOCs producidos por el enddfito evidencié actividad
antifungica contra Fusarium oxysporum, por lo que se estudié el efecto inhibitorio de diferentes
compuestos puros presentes en la mezcla de VOCs, uno de ellos el alcohol feniletilico sobre dafios
morfolégicos (Macias-Rubalcava et al., 2018) y sobre la membrana del hongo fitopatégeno,
mostrando en ambos casos efectos negativos importantes (Medina-Romero et al., 2017). Ademas,
el alcohol feniletilico ha sido sugerido como un conservador de cosméticos por su actividad

antimicrobiana (Sirilun et al., 2017).

El eucaliptol (1-8-cineol) es el compuesto mayoritario de la mezcla de VOCs producidos por el
aislamiento endofitico Nodulisporium sp. CMU-UPE34. Esta mezcla de VOCs inhibe y/o mata a los
fitopatdgenos: Penicillium digitatum y P. expansum (Suwannarach et al., 2013). La mezcla de
VOCs producida por el hongo enddfito Nodulisporium sp. GS4d2ll1a también estaba constituida
principalmente por eucaliptol (33%) al dia 3 de crecimiento del enddfito creciendo en PDA, vy
evidencid actividad antifungica sobe F. oxysporum y antioomiceto contra P. parasitica, P.
cinnamomi y P. capsici (Sdnchez-Fernandez et al., 2016). De igual forma, la mezcla de VOCs
producidos por el endofito H. anthochroum Blaci estaba conformada principalmente por eucaliptol,
y demostré actividad antifungica sobre A. alternata a los 10 dias de crecimiento en medio PDA.
Ademas, produjo inhibiciéon sobre los procesos de germinacion, crecimiento de raiz y respiracion
de las malezas A. hypochondriacus, P. miliaceum, T. pratense y M. sativa. En este trabajo se
comprobd la actividad fitotoxica del eucaliptol, afectando los tres procesos evaluados sobre las
semillas de A. hypochondriacus en mas del 40% a la concentracién de 75 pg/mL (Ulloa-Benitez et
al., 2016). En un estudio In vivo, se cuantificd la actividad antifingica del eucaliptol sobre F.
oxysporum creciendo sobre jitomate cherry, el cual mostré una ICso de 167.7 pg/mL (Medina-
Romero et al., 2017). El eucaliptol ha sido identificado como componente principal de los VOCs

producidos por los endoéfitos H. anthochroum aislamientos: Blaeg1, Gseg1 y Haeg2 crecidos sobre
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medio arroz al dia 5 de crecimiento. La mezcla de VOCs producidos por los enddfitos inhibieron el
crecimiento, la respiraciéon y causaron danos morfoldgicos sobre el hongo F. oxysporum (Macias-
Rubalcava et al., 2018). En un estudio realizado por Morcia et al. (2011), se determindé la actividad
antifungica del eucaliptol contra: F. subglutinans, F. cerealis, F. verticillioides, F. proliferatum, F.
oxysporum, F. sporotrichioides, A. tubingensis, A. carbonarius, A. alternata y Penicillium sp.
Ademas, el eucaliptol es un componente principal de diferente aceites esenciales de plantas, los
cuales han demostrado tener actividad antifungica (Cardenas-Ortega et al., 2005; Pitarokili et al.,
2003).

El compuesto 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-1,4-dimetil-7-(1-metiletenil)-,[1S-(1a,7a,8aB)]- azuleno,
comunmente llamado bulneseno, fue uno de los compuestos mas afines a la fibra. El bulneseno se
ha identificado en mezclas de VOCs producidos por M. albus crecido sobre diferentes sustratos
(Atmosukarto et al., 2005; Ezra & Strobel, 2003; Sears et al., 2001), asi como en las mezclas de
VOS de diferentes aislamientos enddfiticos; M. brasiliensis sp. (Savi et al.,, 2019), M.
fengyangensis sp.(Lin et al., 2010), Nodulisporium spp. CMU-UPE34 (Suwannarach et al., 2013) y
Xylaria sp. PB3f3 (Sanchez-Ortiz et al., 2016).

Con base en la capacidad de producir una gran diversidad de VOCs con actividad antimicrobiana,
el género de Muscodor se ha utilizado como agente de biocontrol en el desarrollo de
enfermedades postcosecha de uvas durante su transporte (Gabler et al., 2010) y almacenaje de
duraznos (Schnabel & Mercier, 2006). También se ha utilizado para prevenir el dafio provocado
por hongos en cereales (Lin et al., 2010). De igual forma, la especie H. anthochroum ha sido
reportada como productora de VOCs que muestran diferencias cualitativas y cuantitativas en los
metabolitos que biosintetiza y en su actividad biologica, dependiente de la planta hospedera de la
que se aislo y del medio cultivo del microorganismo La mezcla de VOCs posee actividad
antimicrobiana sobre hongos y oomicetos fitopatégenos, poniendo en evidencia su potencial para
el desarrollo de un agente de control biolégico postcosecha o como una fuente de bioplaguicidas
para el control de F. oxysporum (Macias-Rubalcava et al., 2018; Medina-Romero et al., 2017;
Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).

4. ACTIVIDAD FITOTOXICA DE VOCS SELECTOS PRODUCIDOS POR H. ANTHOCHROUM
La mezcla de compuestos organicos volatiles producidos por el hongo endéfito H. anthochroum
Smeg4 tiene actividad fitotdxica significativa sobre la germinacién, el crecimiento de la raiz y la
respiracion de las cuatro malezas de prueba (Seccion 2 y 3). Con la finalidad de evidenciar

algunos de los compuestos responsables de la actividad fitotdxica, se exploré el potencial fitotoxico
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de seis VOCs puros (3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, alcohol feniletilico, eucaliptol, ocimeno y

terpinoleno).

En la mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4 al dia 5 de crecimiento, y que
corresponde al dia de mayor actividad fitotoxica, se identificaron cuatro alcoholes y 12
monoterpenos como los dos grupos quimicos de mayor presencia en la mezcla de VOCs (Figura 3
y Cuadro 2). El alcohol feniletilico, el 2-metil-1-butanol y el 3-metil-1-butanol se seleccionaron
como parte de los alcoholes mas afines a la fibra. Por otra parte, también se eligieron a los
monoterpenos: eucaliptol, ocimeno y terpinoleno, los dos primeros también forman parte de los
constituyentes mas afines a la fibra y por lo tanto de los mas abundantes. Cabe sefialar que los
compuestos seleccionados pertenecen a dos de los grupos quimicos mas abundantes en las
mezclas de VOCs biosintetizados por microorganismos, incluyendo a los hongos enddfitos del
género Hypoxylon. Ademas, como se menciond en la seccion anterior los seis compuestos
seleccionados han mostrado diversas actividades biolégicas, actuando como antifungicos,
antioomicetos, antibacterianos y herbicidas, entre otros (Alpha et al., 2015; Booth et al., 2011;
Kanchiswamy et al., 2015; Macias-Rubalcava et al., 2018; Sanchez-Fernandez et al., 2016;
Spakowicz & Strobel, 2015; Suwannarach et al., 2013; Ulloa-Benitez et al., 2016).

Con el fin de evidenciar si los alcoholes o los terpenos tienen mayor contribucién en el potencial
fitotoxico ocasionado por la mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4 creciendo en
PDA, se evalud la mezcla los seis VOCs selectos (5 pg/mL), de los tres monoterpenos (5 y

500 pg/mL) y de los tres alcoholes (5 ug/mL) en mezcla, empleando el método de fase gas.

4.1. Mezcla de monoterpenos y alcoholes

La mezcla de alcoholes (MA) y la mezcla total (Mtot) afectaron significativamente los tres procesos
fisiologicos estudiados a la concentracion de 5 uyg/mL (Figura 6). En general, provocaron valores
de inhibicion significativos y superiores al 50%. La mezcla de monoterpenos no mostré actividad

fitotoxica sobre los procesos evaluados a la misma concentracion de prueba.

En la Figura 6, se observa que las mezclas de alcoholes (MA) y total (Mtot) a la concentraciéon de
5 pg/mL afectaron significativamente los tres procesos fisiolégicos estudiados. En general,
causaron valores de inhibicidén significativos y superiores al 50%. Por otra parte, a la misma
concentracion, la mezcla de terpenos no mostré actividad fitotdxica sobre los procesos evaluados

a la concentracion de prueba.

En la Figura 6.a se muestra efecto fitotéxico causado por las diferentes mezclas de compuestos

sobre la germinacién de las plantas prueba. De las cuatro semillas blanco, tres de ellas
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(A. hypochondriacus, T. pratense y M. sativa) fueron inhibidas en un 100% por la presencia de la
MA y Mitot. El efecto inhibitorio sobre la germinaciéon de P. miliaceum causado por la Mtot fue del
53%, valor superior al efecto fitotéxico producido por la MA (36%), lo que sugiere que los

monoterpenos generan un efecto sinérgico en mezcla con los alcoholes.

En la Figura 6.b se observa que el crecimiento de la raiz de las semillas A. hypochondriacus,
T. pratense y M. sativa se inhibié en un 100% por la presencia de la MA y la Mtot. Las semillas de
P. miliaceum se inhibieron significativamente y en mas del 57% por la presencia de la MA y en
mas del 61% por la Mtot. Cabe sefalar que entre ambos tratamientos no hubo diferencia
significativa, lo que permite inferir que el efecto inhibitorio producido por las mezclas depende s6lo

de la presencia de los alcoholes.

En la Figura 6.c se resume el efecto fitotoxico sobre la respiracién de las plantas prueba. En
general, los tratamientos con la MA y la Mtot inhibieron significativamente y en mas del 45% el
proceso de respiracion. La respiracion de las semillas de A. hypochondriacus fue la mas afectada
con valores de inhibicién del 85% en presencia de la MA y la Mtot. La respiracion de las semillas
de T. pratense y M. sativa se inhibio significativamente en un 65% por la MA y la Mtot. Para las
semillas de A. hypochondriacus, T. pratense y M. sativa, el efecto fitotdxico observado no fue
estadisticamente significativo entre tratamientos, lo que permite inferir de nueva cuenta que la

presencia de los alcoholes en la mezcla son los responsables de la inhibicidn sobre la respiracion.
La MA y la Mtot provocaron mayor efecto fitotoxico sobre las semillas de malezas dicotiledéneas.

Con base en el efecto fitotdxico de las mezclas MA y Mtot a la concentracién de 5 ug/mL, la
actividad biolégica causada por la mezcla de VOCs biosintetizados por el hongo endéfito
H. anthochroum Smeg4 (Seccion 2) puede ser atribuida en gran medida a la presencia de los

alcoholes feniletilico, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol.
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Figura 6. Efecto fitotoxico de la Il mezcla de alcoholes (alcohol feniletilico, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol),
mezcla de terpenos (eucaliptol, ocimeno y terpinoleno) y [ mezcla total (alcoholes y terpenos) identificados en la
mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4 a la concentracion de 5 ug/mL, sobre: a) germinacion,
b) crecimiento de raiz y ¢) respiracion de cuatro malezas con impacto negativo en la agricultura. Las barras representan
el promedio de cuatro repeticiones. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05).

Tomando en cuenta que la mezcla de monoterpenos no evidencié efecto inhibitorio sobre los
procesos fisioldgicos evaluados sobre las plantas prueba a la concentracion de 5 ug/mL, se realizd
una determinacién a mayor concentracion (500 yg/mL), los resultados se discuten en la siguiente

seccion.
4.2. Evaluacién de alcohol feniletilico, eucaliptol y mezcla de terpenos

Como se sefald en la seccion 3 el alcohol feniletilico (AFE) y eucaliptol (E), han sido identificados

en mezcla de VOCs bioactivos producidos por diversos microorganismos, ambos compuestos
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tienen actividad antimicrobiana (Nidiry, 2003; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Zhang et al., 2006),
en consecuencia es posible que también posean actividad fitotéxica. En este sentido, se evalud el
potencial fitotéxico causado por el AFE, el E y la mezcla de terpenos (MT) a la concentracion de
500 ug/mL, en donde se observa un efecto fitotdxico significativo sobre alguno de los tres procesos

fisioldgicos estudiados en presencia del AFE, el E o MT en al menos una de las plantas prueba.

En la Figura 7.a. se muestra el efecto sobre la germinacion de las plantas prueba. Se observa que
en presencia de los tres tratamientos las semillas mas afectadas fueron las de A. hypochondriacus.
Los compuestos puros AFE y el E inhibieron significativamente y en mas del 90% la germinacién
de A. hypochondriacus, mientras que la MT inhibi6 en mas del 50%. La germinacion de
P. miliaceum se inhibié en 21% y 40% por el E y la MT, respectivamente, lo que permite sugerir un

efecto fitotdxico sinérgico ocasionado por la presencia de los terpenos contenidos en la MT.

En la Figura 7.b. se resume la inhibicién sobre el crecimiento de raiz de las plantas prueba. En
general los tres tratamientos evaluados inhibieron en al menos el 60% el crecimiento de la raiz de
las cuatro malezas, siendo este proceso fisiolégico el mas afectado bajo estas condiciones. El
tratamiento con E afectd significativamente el crecimiento de las cuatro semillas en mas del 90%.
Las semillas de A. hypochondriacus fueron las mas sensibles con valores de inhibicion superiores

al 85% bajo los tres tratamientos utilizados.

En la Figura 7.c. se aprecia el efecto fitotoxico causado por el E, AFE y la MT sobre la respiracion
de las semillas de prueba. Las semillas de A. hypochondriacus y P. miliaceum fueron las semillas

mas afectadas en presencia de los tres tratamientos inhibiendo en mas del 50% su respiracion.

Cabe senalar que en general la actividad fitotdxica ejercida por todos los tratamientos (MT, E y
AFE) es igual o superior al 50%, sin embargo, la concentracion de la MA y la Mtot fue 100 veces
menor (5 pug/mL). Estos resultados permiten inferir que la actividad observada en la seccion 2 fue
causada esencialmente por la presencia de los alcoholes 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol. Por
otra parte, corroboran que las mezclas de VOCs biosintetizados por microorganismos actuan de

manera sinérgica (Medina-Romero et al., 2017).
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Figura 7. Efecto fitotdxico de la M alcohol feniletilico, ™ eucaliptol y ¥ mezcla de terpenos (eucaliptol, ocimeno,
terpinoleno) identificados en la mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4 a la concentracion de
500 ug/mL, sobre: a) germinacion, b) crecimiento de raiz y c) respiracion de cuatro malezas con impacto negativo en la
agricultura. Las barras representan el promedio de cuatro repeticiones. *Valores estadisticamente significativos, ANOVA
(P<0.05).

VI. CONCLUSIONES

La identificacién taxondmica del aislamiento endofitico Smeg4 mediante métodos moleculares
permitié establecer su identidad como Hypoxylon anthochroum. El complejo patron de conidiéforos

en rama corrobor¢ la especie como H. anthochroum.

El hongo endéfito H. anthochroum Smeg4 produce compuestos organicos volatiles con actividad
fitotoxica sobre la germinacién, crecimiento de la raiz y la respiracion de cuatro malezas con

impacto negativo en la agricultura: A. hypochondriacus, T. pratense, M. sativa y P. miliaceum.
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Los VOCs producidos al dia 5 de crecimiento del endofito poseen el mayor potencial fitotoxico, al
inhibir significativamente el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba. Las semillas de A.

hypochondriacus fueron las mas afectadas con valores superiores al 75% inhibicion.

Se identificaron 26 compuestos en la mezcla de VOCs producidos por H. anthochroum Smeg4 al
dia 5 de crecimiento: un alcano, cuatro alcoholes, un éster, dos furanos, 12 monoterpenos y seis
sesquiterpenos. Los tres compuestos mas afines a la fibra fueron los monoterpenos eucaliptol
(19.73%) y d-limoneno (19.72%), bulneseno (10.20%) y el 3-metil-1-butanol (4.94%).

El efecto fitotdxico causado por la presencia de la mezcla de alcohol feniletilico, 3-metil-1-butanol y
2-metil-1-butanol, fue mas activa que la mezcla de los monoterpenos; eucaliptol, ocimeno,
terpinoleno a la concentracion de 5 ug/mL. La actividad fitotdxica provocada por la mezcla total

depende principalmente de la presencia de los alcoholes.

El efecto fitotdxico generado en presencia de la mezcla de los tres alcoholes a la concentracion de
5 ug/mL fue mayor que el ocasionado por el alcohol feniletilico a 500 ug/mL; en consecuencia, es
posible que los alcoholes 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol sean mas fitotoxicos que el alcohol

feniletilico o exista un efecto sinérgico entre los tres alcoholes.

VIl. PERSPECTIVAS

s Establecer la actividad fitotoxica de la mezcla de VOCs producida por el hongo
H. anthochroum aislamiento Smeg4 a los dias 3, 4, 5, 6 y 7 de crecimiento, sobre la
germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracién de las cuatro plantas prueba,
mediante la técnica de fase gas, con la finalidad de corroborar si la mezcla de VOCs al dia
5 de crecimiento del enddfito es la mas activa.

% Determinar las concentraciones inhibitorias medias (ICso), del efecto fitotdxico de los seis
VOCs selectos (tres alcoholes y tres terpenos) puros y en mezclas (MA, MT y Mtot), sobre
la germinacion, el crecimiento de raiz y la respiracion de las cuatro malezas con impacto
negativo en la agricultura, utilizando el método de fase gas.

« Establecer el modo de accion de los seis VOCs selectos puros y en mezclas sobre la

cadena respiratoria mitocondrial, empleando mitocondrias aisladas de M. sativa, y sobre la

integridad de la membrana mitocondrial empleando fluoréforos.
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