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l. Introduccion

La agricultura ha sido la base del desarrollo y la subsistencia de la sociedad
humana, de esta practica se derivan los alimentos basicos que conforman los pilares
de la dieta de la poblacién mundial (Vinchira-Villarraga y Moreno-Sarmiento, 2019).
Tan solo en México los registros de la actividad agricola datan del Posclasico, en
donde los mexicas (1200 a 1350 DC) disefiaron un sistema de hidroponia llamado
“Chinampas”, en el que se utilizaba el lecho de los fangosos lagos de Xochimilco y
Chalco, para establecer sus cultivos (Bastida-Tapia, 2017).

Con la llegada de los europeos a México se afadio a la agricultura novedosos
utensilios de labranza y animales de tiro, ademas de que se establecieron los
monocultivos, incorporando nuevos cultivos como el trigo, la cafa de azucar, el
tabaco, el algoddn y el café, alterando el equilibrio agroecolégico que mantenian los
pueblos indigenas, iniciando el desgaste de los suelos mexicanos y dando inicio asi
a un sinnumero de cambios en la produccion agricola (WRM, 2004).

Posteriormente, en 1940 surge la Revolucion Verde en respuesta a crisis
alimentarias y con el objetivo de combatir la hambruna, atribuyendo el problema a
la escasez de produccion de alimentos y ofreciendo como solucién el aumento de
la productividad mediante el desarrollo tecnolégico de la industria agricola (de la
Rosa y Suarez, 2022; Harwood, 2020). Esta revolucion adapté y modernizo la
agricultura de todo el mundo por su notable aumento en la produccion (Huerta-
Sobalvarro y Martinez-Centeno, 2018). Dicho movimiento abarcé tanto la
investigacion con respecto al aumento de la productividad de las plantas como la
puesta en practica de distintas técnicas de cultivo basadas en el uso indiscriminado
de agroquimicos (Gouttefanjat, 2021); por lo que, aunque la Revolucién Verde
cumplio su objetivo, también provoco dafios ambientales, sociales y econdémicos (de
la Rosa y Suarez, 2022).

De acuerdo con la FAO (1995) la Revolucién Verde nos planted una serie de
aprendizajes, algunos de los cuales son que dichas tecnologias impulsadas en la

década de los 50 revelaron que el extenso uso de agroquimicos usados en contra



de las plagas y malezas debe despertar preocupaciones acerca de sus efectos en
el ambiente y la salud humana. Se establecioé entonces que la agricultura impulsada
por la Revolucién Verde es altamente dependiente de insumos quimicos que
contribuyen al deterioro del suelo, atentan en contra de la biodiversidad e incluso la
salud humana (Lechdén y Chicaiza, 2019; Sarandén, 2020); por lo que en la
actualidad a nivel mundial se increment6 la tendencia a implementar una agricultura
sustentable, con el fin de reducir plaguicidas quimicos sintéticos y, por otro lado,
promover el uso de microorganismos de biocontrol y el manejo integrado de plagas,
con el fin de prevenir y suprimir las plagas con un impacto en la salud y el ambiente
(Wilches, 2019).

El uso de microorganismos como hongos y bacterias es una herramienta
basica para el desarrollo de una agricultura limpia y amigable con el entorno (Viera-
Arroyo, 2020), los productos naturales derivados de estos microorganismos poseen
una valiosa actividad biolégica antibacteriana, antiviral, antiparasitica, antifungica y
herbicida, entre otras, que es importante para el desarrollo de plaguicidas y
farmacos (Wang y Wang, 2023).

Los hongos enddfitos son un grupo fascinante de microorganismos que
colonizan en algun punto de su ciclo de vida los tejidos de las plantas, sin causar
dano aparente al hospedero, manteniendo asi una relacion transitoria con la planta
que le permite amortiguar el estrés ambiental externo y la competencia microbiana
(Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005). Esta relacién puede producir metabolitos
secundarios complejos que son capaces de tener aplicaciones en la agricultura
moderna (Alam et al., 2021; Paramanantham et al., 2019). Las recientes tendencias
dentro de la agricultura organica apuntan a que la biosintesis de nuevos metabolitos
bioactivos producidos por hongos endoéfitos ayudara a superar los nuevos desafios
que la agricultura sustentable supone (Rodrigo et al., 2021; Tiwari et al., 2021).

Con la finalidad de contribuir en la busqueda de nuevos compuestos utiles
para el desarrollo de novedosos herbicidas con menor toxicidad e impacto
ambiental, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el potencial fitotoxico de

extractos y compuestos organicos volatiles de hongos endofitos aislamientos de las



plantas Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens, sobre los procesos de
germinacion, respiracion y crecimiento de raiz de Amaranthus hypochondriacus,

Trifolium pratense, Panicum miliaceum y Medicago sativa.



Il. Antecedentes

1. Agricultura en México

México cuenta con un sector agricola lider en América Latina, y se posiciona como
el séptimo a nivel mundial (FAO, 2020), aunque las condiciones fisicas del suelo,
como su relieve y calidad, asi como las caracteristicas climaticas limitan la
disponibilidad natural de las zonas aptas para el desarrollo de esta actividad. La
superficie agricola del territorio mexicano es de 198 millones de hectareas. Se
considera que de dichos 198 millones el 14% (27.4 millones) se destina a uso
agricola, mientras que el 58% (115 millones) es para produccién ganaderay el 28%
(55.5 millones) restante se distribuye en bosques y selvas (Torres y Rojas, 2018).

Desde hace mas de 50 afios, el desarrollo agricola mexicano ha estado
fuertemente vinculado con el crecimiento econdmico y social. Este jugé un papel
fundamental en el progreso del mercado interno, la produccién industrial y el
aumento de exportaciones, asi como también proporcioné los alimentos necesarios
para la creciente poblacién, lo que permitié que México pasara de ser una sociedad
rural a una urbana (Amaro-Rosales y Gortari-Rabiela, 2016; Ramirez-Juarez, 2022).
En la actualidad la produccion agroalimentaria beneficia la economia del pais,
produce mas del 2% del Producto Interno Bruto y un flujo constante de inversién
extranjera que en 2020 superd los 80 millones de ddlares estadounidenses (Statista,
2020).

Por otro lado, la industria agricola enfrenta grandes retos, aunado al
crecimiento demografico que obliga a duplicar la produccion en los préximos 30
afios. Sin embargo, no hay mas superficie disponible y constantemente se pierden
tierras agricolas para otros usos; ademas, el suelo fértil estd disminuyendo, los
productores agricolas reportan pérdidas significativas debido al cambio climatico,
asi como el aumento en la incidencia de plagas y enfermedades (INEGI, 2014;

Torres y Rojas, 2018).



1.1 Problemas actuales

Los sistemas de produccion alimentaria y agricola de todo el mundo se enfrentan a
grandes desafios a causa de la creciente demanda de alimentos por una poblacién
en auge, los efectos adversos del cambio climatico y la sobreexplotacion de
recursos naturales, sumado al desmedido uso de agroquimicos sintéticos para
controlar el ataque de organismos no deseados como malezas, insectos, hongos y
virus (FAO, 2021; Gan y Wickings, 2017).

El uso de agroquimicos sintéticos representa un riesgo para la salud y el
ambiente. Estas practicas agricolas contaminan el sistema subterraneo de agua por
escurrimiento, infiltracion y erosiéon del suelo. Cuando esta agua contaminada es
usada nuevamente en la superficie transmite sus efectos nocivos en el ecosistema
(Khanna y Gupta, 2018; Torres y Rojas, 2018). A su vez, los compuestos organicos
presentes en las formulaciones de los plaguicidas sintéticos han generado
preocupacion al no existir un mecanismo de control en su uso, debido a que tienen
una alta persistencia en el ambiente, con la capacidad de acumularse y aumentar
su toxicidad en los distintos niveles de la cadena tréfica (CEDRSSA, 2020).

La agricultura tradicional es cada vez mas insostenible debido a, entre otros
factores: la pérdida en la calidad del producto final; infestacion del suelo; la
produccion de toxinas en la postcosecha por parte de patdogenos presentes en
productos almacenados; incremento en los costos de produccion; y manejo y
predisposicidon de las plantas a enfermedades. Ademas, existe un creciente
problema de plagas resistentes a plaguicidas que estan forzando a la industria
agricola a buscar alternativas diferentes de manejo (Mesa, et al., 2019).



1.2 Control de plagas

Hasta antes del siglo XX, el control de plagas y enfermedades agricolas se hacia
con métodos menos agresivos con el ambiente como la rotacién de cultivos y el
descanso de la tierra. Después de la segunda guerra mundial, la explosion
demografica cambio la forma de producir y de consumir, pues hubo la necesidad de
incrementar la produccion de alimentos, lo que justificd intensificar el uso de
productos sintéticos para controlar plantas, microorganismos y animales
indeseables (CEDRSSA, 2020).

En el periodo comprendido de 1990-2018, el consumo mundial de plaguicidas
crecié un 79%. Particularmente, el grupo de herbicidas mostré el mayor incremento,
reportando un 106% de aumento, mientras que el uso de fungicidas crecio un 35%.
Desde una perspectiva mundial, México concentra el 1.3% de consumo de
plaguicidas, posicionandolo en el onceavo lugar con mas consumo de plaguicidas
(CEDRSSA, 2020).

En México se reporta el uso de 277 plaguicidas formulados con un solo
ingrediente activo, de los cuales 137 se encuentran clasificados dentro de la lista de
plaguicidas altamente peligrosos del Pesticide Action Network International (INECC,
2018). Dentro de los plaguicidas reportados con mayor frecuencia estan el
endosulfan, dicloro difenil tricloroetano (DDT), captafol, pentaclorofenol y paration
metilitico; los cuales estan prohibidos por lo menos en 31 paises debido a su alto
grado de toxicidad. Ademas de las sustancias mencionadas, en el periodo de 2010
a 2019 el glifosato, sustancia catalogada como probable cancerigeno por la
Organizacion Mundial de la Salud, fue uno de los mas aplicados en México para el
control de malezas en los cultivos (Mendoza e Ize, 2017).

Diversas entidades administrativas trabajan en la resolucion para prohibir de
manera definitiva estas sustancias, para priorizar el bienestar ambiental y salud de
los seres vivos. Se trata de una emergencia medioambiental a nivel mundial para la
cual se estan impulsando métodos agroecoldgicos y el manejo integrado de plagas
(SEMARNAT, 2019).



1.2.1 Malezas

En términos generales las malezas o malas hierbas se consideran plantas que
crecen en lugares donde no son deseadas. Existen numerosas definiciones para las
malezas, pero todas se basan en el impacto que causan en las actividades humanas
(Oerke et al., 1994).

Las malezas son consideradas plagas debido a que disminuyen la
produccion y la calidad de los cultivos, tan solo en México existen 2,839 especies
de malezas, pertenecientes a 90 familias botanicas. Las malezas compiten con los
cultivos por nutrientes, espacio para desarrollarse, agua y luz, entre otros. Son
especies que tienen la capacidad de crecer en condiciones adversas, madurar
rapidamente y reproducirse en etapas tempranas, logrando una mayor dispersion
de semillas (CEDRSSA, 2020). Debido a su gran capacidad competitiva es esencial
contar con un manejo adecuado de control de malezas para evadir la disminucién
en la produccion de los cultivos (Zoschke y Quadranti, 2002).

Las malezas pueden ocasionar una pérdida directa del 10% de la produccién
agricola; razén por la cual, la identificacion y disminucién de malezas es necesaria
para el éxito de cualquier programa de manejo de malezas (CIMMYT, 2021; Lopez
y Ortega, 2017). Un manejo correcto de malezas tiene el potencial no solo de
restringir las poblaciones de malezas, sino también de reducir el impacto ambiental
de practicas basadas en el uso exclusivo de agroquimicos sintéticos; asi como
incrementar la sostenibilidad de los sistemas de cultivos y reducir la resistencia a
herbicidas (Harker y O'Donovan, 2013).



2. Productos naturales como fuente de agroquimicos

Los productos naturales se definen como una parte de un organismo (hoja, flor,
glandulas aisladas, etc.), un extracto, un exudado, un preparado parcialmente
fraccionado o0 compuestos puros aislamientos (Elufioye y Badal, 2017).
Histéricamente, los productos naturales han sido fuente inagotable de compuestos
utiles por si mismos o de inspiracion para crear compuestos que protejan a los
cultivos o con aplicaciones en la industria farmacéutica. En la actualidad, existe una
creciente busqueda de una produccion alimentaria mas amigable con el ambiente y
los seres vivos con el fin de evitar los efectos negativos que tienen los agroquimicos
sintéticos. Primordialmente, las investigaciones, se han centrado en el desarrollo e
implementacion de herramientas alternativas a los agroquimicos, como el uso de
compuestos producidos por el metabolismo secundario de microorganismos y
plantas (Castillo-Reyes, et al., 2018; Sparks y Duke, 2021).

Los productos naturales a menudo destacan como fuente de metabolitos
bioactivos y de estructuras quimicas novedosas y complejas que ofrecen una
originalidad dificil de igualar en el laboratorio (Bertinetti, 2012; Sparks et al., 2023).
Los productos naturales y agentes de biocontrol estan volviéndose cada vez mas
populares y se estan considerando como una opcion viable para reemplazar los
métodos de control de enfermedades usados actualmente y en algunos casos son
la unica opcidn en contra de patdgenos resistentes (Singh y Yadav, 2020).

Debido a la creciente preocupacion por crear una produccion agroalimentaria
sostenible para controlar plagas y enfermedades en los cultivos, se plantea como
una alternativa la implementacion el uso de bioplaguicidas y agentes de biocontrol
(Zelaya-Molina et al., 2022).



2.1 Bioplaguicidas y agentes de biocontrol

De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental (2010) los bioplaguicidas son
productos quimicos o sustancias derivadas de organismos vivos como
microorganismos, hongos o plantas, altamente especificos contra plagas objetivo y
que generalmente representan poco 0 ningun riesgo para las personas o el
ambiente. Ademas de controlar las plagas en los cultivos, también conservan la
calidad e inocuidad del producto (Kumar et al., 2021).

Utilizar los metabolitos producidos por bacterias, hongos y virus como
bioplaguicidas ha recibido una atencidon cada vez mayor en las ultimas tres décadas
y, de manera particular el mercado global de bioplaguicidas microbianos ubica a los
hongos como la segunda potencia en el mercado, después de las bacterias
(Bautista y Gémez Alvarez, 2018; Royet-Barroso, 2020).

Por su parte el control bioldgico aplicado a enfermedades de plantas implica
la supresion de los patogenos haciendo uso de los enemigos naturales de las plagas
con el fin de reducir o eliminar las poblaciones sin afectar a los cultivos (Carreén y
Fentanes, 2007; Heimpel y Mills, 2017). Las estrategias de manejo de fitopatégenos
dependen en muchas ocasiones del patdégeno, el organismo usado como
biocontrolador y el ambiente en el cual se desarrolla la interaccion (de Ledn y Mier,
2011; Vinchira-Villarraga y Moreno-Sarmiento, 2019).

Los hongos al ser antagonistas de nematodos, animales vertebrados,
plantas, insectos y otros hongos patégenos destacan como posibles agentes de
biocontrol, ademas tienen una alta capacidad reproductiva, especificidad,
produccion de esporas resistentes o el desarrollo de fases saprofitas en ausencia

de sus huéspedes (Fernandez-Jiménez, 2019).



3. Hongos.

Los hongos representan uno de los mas grandes acervos de biodiversidad pues
dentro de este grupo se estiman un aproximado de 1.5 millones de especies
(Hawksworth, 2001). Basandose en como los hongos se comportan en la naturaleza
y el laboratorio, estos se pueden definir por las siguientes caracteristicas:
organismos de células eucariotas alargadas, generalmente filamentosos con
crecimiento apical, (algunos pueden estar formados por una sola célula como es el
caso de las levaduras), de alimentacion heterotrofa por absorcion, de reproduccion
asexual y sexual por medio de esporas y con pared celular principalmente
constituida por quitina o celulosa (Herrera y Ulloa, 1990; Webster y Weber, 2007).
Son de distribucidén cosmopolita y tienen roles ecoldgicos importantes como
saprofitos, mutualistas y parasitos (Webster y Weber, 2007).

Son organismos que destacan por la produccion de una amplia gama de
metabolitos secundarios (Calvo et al., 2002) que, a diferencia de los metabolitos
primarios, no se requieren directamente para asegurar el crecimiento de los
organismos que los producen (Brakhage, 2013). Tanto hongos como bacterias son
capaces de producir una extensa variedad de metabolitos secundarios, los cuales
se atribuyen a los complejos ecosistemas en los que estos microorganismos
compiten e interactuan con otros organismos como bacterias, hongos, algas e
incluso animales (Brakhage, et al., 2009; Yim et al., 2007). Por lo tanto, es probable
que la evolucion de los metabolitos secundarios en microorganismos a lo largo de
cientos de millones de anos se haya producido porque funcionaron como senales
quimicas para defender su habitat o para inhibir el crecimiento de sus competidores
(Yim et al., 2007).

Al constituir una fuente promisoria de productos naturales, los hongos sirven
como inspiracion de empresas y organismos de investigacion por su potencial en el
control de enfermedades de los cultivos sin perjudicar al ambiente y la salud humana
(Bertinetti, 2012; Mesa-Vanegas, et al., 2019). En la actualidad ya existen hongos

representantes dentro de la industria agroquimica, como el género Trichoderma, el
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cual se ha consolidado como el mas estudiado para su uso como control de plagas
producidas por hongos por sus habilidades micoparasitas (Harman y Kubicek, 2014;
Viera-Arroyo, et al., 2020). La capacidad de producir diversos metabolitos y de
adaptacion a distintas condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma

la posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnoldgica (Martinez et al., 2013).

3.1 Hongos endoéfitos

Se le denomina hongos enddfitos a aquellos que colonizan los tejidos de la planta
sin causar dano aparente durante la mayor parte o todo su ciclo de vida (Saikkonen
et al., 1998; Petrini, 1991). Por lo que dentro de este grupo se incluye una gran
variedad de hongos, desde hongos patdgenos de plantas y saproéfitos que tienen
largos periodos de latencia antes de que aparezcan senales de enfermedad en la
planta hospedera (Sinclair y Cerkauskas, 1996) hasta hongos mutualistas obligados
de pastos (Stone y Petrini, 1997). La evidencia indica que los enddfitos se pueden
encontrar en todas las plantas y ecosistemas, son abundantes y a menudo son muy
diversos (Faeth, 2002).

El registro fésil de microorganismos asociados a plantas que se encuentran
en tejidos fosilizados como hojas y tallos ha revelado que las asociaciones planta-
endofito pueden haber evolucionado desde el momento en que las plantas
colonizaron la tierra (Redecker et al., 2000; Rodriguez et al., 2009). Durante este
proceso evolutivo se han formado gradualmente interacciones entre estos
microorganismos Yy las plantas, interacciones que de manera general tienen un
impacto beneficioso en la supervivencia de las plantas (Saikkonen et al., 1998). Por
ejemplo, muchos hongos endofitos tienen el potencial de sintetizar metabolitos
bioactivos que pueden ser usados de manera directa o indirecta como agentes en
contra de distintas enfermedades causadas por otros hongos, bacterias vy
nematodos, ademas de que también ayudan a combatir el estrés abidtico (Kusari,
et al., 2012; Heredia-Abarca, 2020; Yan et al., 2019).

1



Esta interaccion planta-endofito se ha tratado de explicar a través de la
hipétesis del antagonismo balanceado (Figura 1). De manera inicial esta hipoétesis
fue propuesta para abordar como un enddfito evita activar las respuestas del
huésped y logra crecer dentro sin mostrar manifestaciones de infeccion o
enfermedad. Se propuso que la colonizacion asintomatica es un equilibrio de
antagonismos entre el huésped y enddfito (Schulz et al., 1999; Schulz y Boyle,
2005). La comunidad de hongos endofitos produce factores de virulencia, como
exoenzimas, péptidos y metabolitos fitotoxicos, con una amplia variedad de
estructuras quimicas. Por su parte, la planta puede responder a los estimulos de
hongos enddfitos, hongos patdgenos y el ambiente activando sus respuestas de
defensa. Si los factores de virulencia y las respuestas de defensa de la planta estan
balanceadas, la asociacion permanece aparentemente asintomatica (Figura 1A).
Esta fase es transitoria, ya que los factores ambientales y su interacciéon con otros
microorganismos juegan un rol importante para desestabilizar el balance de
antagonismos (Kusari et al., 2012; Wiewiora et al., 2015). Si los mecanismos de
defensa contrarrestan por completo los factores de virulencia de hongo, el hongo
perecera. Por el contrario, si la planta sucumbe a los factores de virulencia del
hongo, una relacion planta-patégeno provocaria una enfermedad en la planta
(Figura 1B). Ya que muchos endofitos son posiblemente patégenos latentes,
pueden ser influenciados por factores intrinsecos o ambientales para expresar
patogenicidad (Figura 1C).

Recientemente, se ha demostrado que la interaccién planta-patégeno puede
que no sea solo un equilibrio entre factores de virulencia y respuestas de defensa,
sino una interaccién mucho mas compleja y precisa (Figura 1D). Por ejemplo, se
han encontrado adaptaciones similares en endéfitos que infectan la misma planta,
independientemente de su capacidad biosintética (Kusari et al., 2012).

Con el fin de crecer y sobrevivir dentro de la planta, la comunidad de hongos
enddfitos debe mantener un balance de antagonismo no solo con la planta huésped,

sino con los microorganismos competidores, los metabolitos secundarios son
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factores importantes para mantener este equilibrio. El resultado es una simbiosis

compatible y una planta sana (Figura 1E) (Kusari et al.,2012; Schulz, 2015).

Factores
ambientales

Plantas

f

Ke)

\

\
Balance de
sinergismo

Metabolitos secundarios
asociados a la planta

= > Patégenos

Factores
ambientales

Factores
ambientales

Figura 1. Representacion esquematica quimico-ecoldgica de las interacciones
planta-hongo costo-beneficio con énfasis en los hongos enddfitos. A) Hipotesis del
balance antagonico. B) Enfermedad entre las plantas y los hongos patogenos. C)
Reciprocidad entre enddfito y patdgeno. D) Estrategia de sobrevivencia del enddfito.
E) Balance sinérgico. Modificada de Kusari et al., 2012.

Se ha demostrado que los metabolitos secundarios biosintetizados por
hongos enddfitos poseen una gran actividad bioldgica, lo que los evidencia como
agentes fitotdéxicos y antimicrobianos, entre otros. En consecuencia, los hongos
enddfitos son un importante recurso en la industria agroquimica por su capacidad
de sintetizar moléculas activas (Strobel et al., 2004).
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3.2.1 Metabolitos secundarios producidos por hongos

endofitos

En la constante busqueda de nuevas moléculas para la industria agroquimica y
farmacéutica, los metabolitos secundarios producidos por hongos endofitos
representan una fuente importante de compuestos bioactivos. Por un lado, las cepas
provenientes de aislamientos de hongos enddfitos pueden producir compuestos que
no estan presentes en los tejidos de sus plantas hospederas y, en algunas
ocasiones, sintetizan metabolitos secundarios con mayor actividad o con mayor
rendimiento que sus anfitriones (Rustamova et al., 2020). Como es el caso de Taxus
brevifolia (taxol) en el que se necesita un aproximado de 10 toneladas de corteza
para tratar a 500 pacientes con cancer, elevando su costo y haciéndolo inaccesible
para ciertos sectores de la poblacion (Liao et al., 2006). A principios de los afios 90
se aislé de T. brevifolia el hongo endofito Taxomyces andrenae que tiene la
capacidad de sintetizar taxol (Strobel et al., 1995; Strobel y Daisy, 2003).
Posteriormente, fueron identificados un gran numero de hongos productores de
taxol con mayor rendimiento in vitro tales como como Pestalotiopsis microscopa y
T. wallicbiana (Yuan et al., 2006).

La diversidad de metabolitos secundarios producidos por hongos endoéfitos
se origina en diferentes rutas biosintéticas tales como la ruta del acido shikimico, la
ruta del acetato mevalonato y ruta de los policétidos (Zeilinger et al., 2015), las
estructuras de dichos compuestos naturales incluyen alcaloides, terpenoides,
policétidos, isocumarinas, flavonoides, péptidos, esteroides, fenoles, entre otros,
algunos de los cuales son unicos (Rustamova et al., 2020; Sanchez-Fernandez, et
al., 2013). Una gran cantidad de estos compuestos y sus analogos han resultado
ser bioactivos (Tiwari y Bae, 2022). En el Cuadro 1 se describen ejemplos selectos
de metabolitos secundarios aislamientos de hongos endodfitos, asi como

su actividad biologica.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos
enddfitos.

Hongo enddfito, planta

Metabolitos secundarios / estructura
hospedera y

Actividad biolégica
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos

endofitos (continuacion).

Hongo enddfito, planta
hospederay
referencia

Metabolitos secundarios / estructura
quimica

Actividad biolégica

Taxomyces andreanae,
Taxus brevifolia

(Stierle y Strobel, 1995)

Xylaria sp.,
Garcinia dulcis

(Pongcharoen et al.,
2008)

Eutypella scoparia PSU-
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G. dulcis
(Pongcharoen et al.,
2006)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos

endofitos (continuacion).

Hongo enddfito, planta

Metabolitos secundarios / estructura
hospederay

Actividad biolégica

referencia quimica
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos

endofitos (continuacion).

Hongo enddfito, planta

hospederay
referencia

Metabolitos secundarios / estructura
quimica

Actividad biolégica

Xylaria sp,
Juniperus cedrus
(Dai et al., 2006)

Daldinia
eschscholtzii GSE13,
Gliricidia sepium
(Flores-Reséndiz et al.,
2021).
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos

endofitos (continuacion).

Hongo enddfito, planta

Metabolitos secundarios / estructura
hospederay

Actividad biolégica

referencia quimica
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislamientos de hongos

endofitos (continuacion).

Hongo enddfito, planta

Metabolitos secundarios / estructura
hospederay

1 _ quimica Actividad biolégica
referencia
CH;
- _;Ii::..
H j.f ™ i OH
el T /
il
[ I || ‘97_'—'_'_ ‘“\_,.ﬂ_;;_"'.:-'-fhhh,_\_
R HN'“‘;J;*’F h‘ll
s y/ -
Xylaria cubensis et /Ir
Aislada de Eugenia i
brasiliensis / ,%HT\\ Fitotoxico
(Biasetto et al., 2019). =

Citocalasina D

CH,4
™, f-'lll
Mool
H /7' N aly
= e A /
f_,.-'-"' \:"‘-\x{\_-\_,-"'- *-\-..‘_\T_'__.-' ke __'___Jl.'
II _;'?} //ﬂ.,f
- HN—__ & -
S .{:l_.-" r

Citocalasina C

20



3.2.2 Metabolitos secundarios volatiles de hongos

endofitos

Los compuestos organicos volatiles (VOCs, organic volatile compounds por sus
siglas en inglés) son compuestos de bajo peso molecular que contienen carbono,
se evaporan facilmente a temperatura y presion ambientales normales, son
hidrofébicos (Inamdar et al., 2020; Kaddes et al., 2019) y pueden atravesar las
membranas celulares, por lo que juegan un papel importante en el funcionamiento
del ecosistema (Dudareva et al., 2013).

La biosintesis de los VOCs depende de la disponibilidad de carbono,
nitrogeno y sulfuro, asi como de la energia proporcionada por el metabolismo
primario. Los hongos enddfitos son capaces de interactuar con sus hospederos y
producir una mezcla de moléculas VOCs, permitiendo a las plantas transmitir
sefales complejas y comunicarse con su ambiente pues estan involucrados en
innumerables interacciones entre plantas, simbiontes mutualistas y antagonistas
(Dudareva et al., 2013; Kaddes et al., 2019). La suma de todos los volatiles
producidos por los organismos es conocida como volatiloma o “huella quimica”
(Bruisson et al., 2023). Algunas de las principales funciones que pueden ser
mediadas por los VOCs son: defensa en contra de herbivoros y patdégenos,
comunicacion entre diferentes drganos de las plantas y con otras plantas, asi como
la atraccion de organismos benéficos para la planta, como polinizadores vy
dispersores de semillas (Farré-Armengol et al., 2016). Por otro lado, se ha
comprobado hay una fuerte relacion entre la produccién de VOCs vy la fitotoxicidad
debido a efectos alelopaticos en plantas vecinas (Arimura et al., 2010; Xie et al.,
2021). La emision de VOCs es un mecanismo antifungico predominante en los
microorganismos antagonistas (Zhao et al., 2022). Desempenan un papel
importante en la formacion y regulacion de asociaciones simbidticas ya que estan
involucrados en el reconocimiento, la defensa y competencia entre comunidades de
microbios (Effmert et al., 2012).
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Se ha puesto especial atencién en el uso y aplicacion de VOCs dentro de la
industria agroquimica en el control post cosecha evitando la produccion de
micotoxinas (Inamdar et al., 2020). Por ejemplo, el hongo Muscodor yucatensis
aislado del arbol Bursera simaruba produce una mezcla de 38 VOCs (identificados
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas), entre los que
destaca la presencia de octano, 2-pentilfurano, cariofileno, aromadendreno y
derivados del naftaleno. Esta mezcla de VOCs es efectiva contra hongos
fitopatogenos, como Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Alternaria solani,
Rhizoctonia. sp., Phytophthora capsiciy Phytophthora parasitica. Ademas, inhibe el
crecimiento de la raiz de algunas especies vegetales como
Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli y Solanum lycopersicon
(Macias-Rubalcava et al., 2010).

Los hongos endofitos producen una amplia gama de compuestos volatiles y
no volatiles que pueden ser utilizados para el control biolégico (Mousa y Raizada,
2013). Su actividad antagonica ha sido evidenciada, por ejemplo, en el desarrollo
de nematicidas alternativos (Anke y Sterner 1997), fungicidas e insecticidas (Andrés
et al., 2017), bactericidas y estimuladores de crecimiento. Por ejemplo, los
metabolitos secundarios de Trichoderma spp. han probado su actividad al suprimir
el crecimiento de microorganismos patdgenos y favorecer el crecimiento de las
plantas (Contreras-Cornejo et al., 2015).

Los hongos enddfitos han sido usados en el control de enfermedades post
cosecha, por ser antagonistas que inhiben el crecimiento del micelio de
fitopatdgenos. Por ejemplo, los hongos enddfitos Cylindrocarpon sp., Stachybotrys
elegans, y Choiromyces aboriginum, aislamientos de la cafa, penetran y causan la
lisis enzimatica de las hifas de los hongos patdégenos Phytium aphanidermatum vy
R. solani (Cao et al., 2009). Por su parte, Muscodor albus, aislado de Cinnamomum
zeylanicum, ha sido usado como biofumigante en control post cosecha para
controlar el crecimiento del moho gris (Botrytis cinerea) en manzana y la
podredumbre (Monilinia fructicola) del durazno (Mercier et al., 2007; Strobel et al.,
2011).
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4. Sitio de colecta

La Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH) es un territorio de alta
biodiversidad que abarca una extension de 59,030.94 ha y se encuentra ubicada en
los estados de Morelos, Puebla y Guerrero (Figura 2). Se caracteriza por su
diversidad de ecosistemas que incluyen selva baja caducifolia, bosque de encino y
vegetacion introducida. Presenta un clima calido y semicalido humedo con una
precipitacion anual de aproximadamente 900 milimetros (CONANP, 2005;
CONANP, 2021).

Figura 2. Mapa de la Reserva de la Biosfera de Huautla, México. Tomada de
Orozco-Lugo et al., 2013.
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Dado que los criterios de seleccion de plantas hospederas que incluyen entre
otros aspectos, a las plantas que crecen en zonas de alta biodiversidad, sin
aparente enfermedad o dafios por herbivoros (criterio ecolégico), asi como aquellas
con antecedentes etnomédicos (Strobel et al., 2004; Strobel y Daisy, 2003), la
REBIOSH se considera una zona de interés para el estudio de hongos endofitos.
Esto se debe a que en esta reserva existe una mayor posibilidad de aislar una
amplia variedad de hongos enddfitos de plantas hospederas, los cuales podrian
potencialmente producir metabolitos secundarios con una elevada actividad
bioldgica (Strobel et al., 2004).

Bajo este contexto se seleccionaron de acuerdo con el criterio ecoldgico, las
especies Hippocratea acapulcensis (Celastreceae) y Hamelia patens (Rubiaceae),
llamadas comunmente mata piojo y coralillo, respectivamente para el estudio de sus
hongos endofitos. Es importante destacar que H. patens se utiliza como hierba
medicinal contra picaduras de insecto, reumatismo, asma y desbérdenes
menstruales y ha mostrado actividad analgésica y antiséptica (Scofield, 1998). En
el area agroquimica, se ha estudiado su actividad antifungica contra hongos de
importancia agricola como Fusarium oxysporum 'y Rhizoctonia solani (Abubacker et

al., 2013). No obstante, no se dispone de informacion sobre su actividad fitotdxica.

Por otro lado, H. acapulcensis también posee usos medicinales
documentados, incluyendo su aplicacidon para disminuir la acidez estomacal y como
remedio contra plagas del cuero cabelludo (Garcia-Loza, 2016; Mena-Jiménez,
2018). Ademas, se ha registrado que esta planta actua como hospedera de hongos

enddfitos con actividad antifungica (Macias-Rubalcava et al., 2018).
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lll. Hipétesis

Dada la gran diversidad de hongos endodfitos que comunmente colonizan las
plantas, al realizar el aislamiento de hongos endéfitos a partir de hojas sanas de las
plantas Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens, se espera evidenciar la
produccion in vitro de metabolitos secundarios bioactivos volatiles y no volatiles con
potencial fitotéxico y con ello contribuir al conocimiento de nuevos agentes de

biocontrol o bioplaguicidas.
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IV. Objetivos

1. Objetivo general

Evaluar el potencial fitotoxico de los metabolitos secundarios volatiles y no volatiles
sintetizados por hongos endofitos aislados de las plantas Hippocratea acapulcensis
y Hamelia patens, recolectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, para
contribuir al posible desarrollo de nuevos agentes herbicidas de origen natural con

menor toxicidad e impacto ambiental.
2. Objetivos particulares

> Aislar 'y purificar hongos enddéfitos de hojas sanas de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens.

> Documentar las caracteristicas macro y microscoépicas de las cepas puras de
hongos endofitos para su posterior identificacion taxondmica.

> Cultivar a los hongos enddfitos puros utilizando medio arroz y condiciones
estaticas de incubacion.

> Obtener los extractos organicos a partir del medio de cultivo, mediante un
proceso de maceracion exhaustivo, empleando disolventes organicos.

> Realizar el analisis del perfil metabolémico de los extractos organicos
obtenidos, utilizando cromatografia en capa fina.

> Evaluar el potencial fitotoxico de los extractos fungicos sobre la germinacion,
crecimiento de raiz 'y respiracion de las plantulas de
Amaranthus hypochondriacus, Panicum miliaceum, Trifolium pratense 'y
Medicago sativa.

> Evidenciar la produccidon de compuestos organicos volatiles y determinar su
efecto fitotdxico sobre la germinacion, crecimiento de raiz y respiracién de
las especies de plantas en estudio.
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V. Desarrollo experimental

1. Material Vegetal

La recolecta del material vegetal utilizado para este estudio se llevé a cabo en la
Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), en la estacion biologica de la
localidad de Quilamula en el municipio de Tlaquiltenango, (8°30°4.1"N - 98° 51'52"0O’
y 18°32’12.2"N - 99° 02'05"0O 1080-1230 msnm), Morelos, en mayo de 2019. Bajo
el criterio de seleccion de plantas que crecen en zonas de alta biodiversidad aunado
al criterio ecoldgico (Yu et al., 2010) se recolectaron hojas sanas de la parte media
de tres plantas para cada especie y fueron almacenadas dentro de bolsas con cierre
hermético a temperatura controlada, las cuales fueron procesadas dentro de las

primeras 24 h después del muestreo.

2. Aislamiento y purificacién de hongos endéfitos

El material vegetal se lavd con agua purificada y agua destilada estéril.
A continuacion, dentro de una campana de extraccion se esterilizd de manera
superficial empleando la siguiente secuencia de soluciones: etanol al 75%, agua
destilada estéril, NaCIO al 3.4%, agua destilada estéril, etanol al 75% y agua
destilada estéril, todas ellas durante 1 min. Una vez esterilizadas, las hojas se
secaron con papel absorbente estéril. Con ayuda de un bisturi esterilizado a la flama
se obtuvieron cortes de aproximadamente 2x 2 mm de la parte central de las hojas,
sin tomar nervaduras (Schulz et al., 1993). Al azar, se seleccionaron 4 segmentos
por hoja y se colocaron en cajas Petri con agar-papa-dextrosa (PDA) + cloranfenicol
(500 mg/L) y otros 4 segmentos en medio agar-agua destilada al 2% (AA) +
cloranfenicol (600 mg/L; Flores-Reséndiz et al., 2021; Sanchez-Fernandez, 2010;
2016).
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Las cajas se incubaron a temperatura ambiente con ciclos de luz artificial-
oscuridad (12:12 h) y se revisaron periédicamente durante seis semanas. De cada
segmento de hoja emergieron colonias distintas de hongos endofitos que fueron
transferidos a cajas de Petri con PDA. Para obtener cultivos puros se realizaron las
resiembras necesarias utilizando distintos medios de cultivo selectivos, como AA,
rosa de bengala y PDA con y sin cloranfenicol (500 mg/L; Sanchez-Fernandez,
2010; 2016; Sanchez-Ortiz, 2016).

3. Caracterizacion macroscopica y microscopica de los
hongos aislados de Hippocratea acapulcensis 'y

Hamelia patens

Las caracteristicas macroscopicas se obtuvieron sembrando por cuadruplicado en
el centro de una caja Petri con PDA un in6culo de 5 mm de diametro obtenido a
partir del micelio de un cultivo puro de 8 dias de crecimiento. Las cajas se
mantuvieron a temperatura ambiente con fotoperiodos de 12:12 h luz artificial-
oscuridad. Cuando los hongos crecieron hasta el limite de las cajas Petri se
registraron las caracteristicas del micelio en el anverso y reverso: color, textura,
consistencia, produccion de pigmento, tipo de crecimiento, asi como la presencia
de exudados (Sanchez-Fernandez, 2010; 2016; Sanchez-Ortiz, 2016).

Para observaciones preliminares, se utilizé el método de la cinta adhesiva
transparente. Se colocd un pedazo de cinta de aproximadamente 4 cm, sostenido
con la ayuda de pinzas estériles, en contacto con la superficie del cultivo a analizar.
Posteriormente, se presion6 suavemente el lado adhesivo sobre la superficie del
micelio aéreo para adherir sus estructuras. Luego, se colocé la cinta sobre un
portaobjetos con gotas de azul de lactofenol y/o rojo Congo y se observaron a través
de objetivos de 10x y 40X las caracteristicas morfolégicas del micelio y 6rganos
reproductivos (Sanchez-Fernandez, 2016; Sanchez-Ortiz, 2016; Pacasa-Quisbert,
2017; Villanueva-Silva, 2017).
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Las caracteristicas microscopicas se establecieron mediante la observacion
microscopica de microcultivos, siguiendo la técnica descrita por Prats (2006) que
consistié en preparar una camara humeda estéril, utilizando una caja de Petri, en
cuyo fondo se coloco agua estéril, papel filtro y un triangulo de vidrio, encima del
mismo se coloco un portaobjetos y sobre éste un cuadrado de 2 cm x 2 cm de PDA
al 2%, cortado con ayuda de bisturi. El cuadro de PDA se inocul6 en las cuatro
aristas con micelio de un cultivo puro, mediante picadura con asa micolégica, sobre
el bloque del medio ya inoculado se coloco otro portaobjetos y se incub6 durante 7
dias a temperatura ambiente con fotoperiodos de 12:12 h luz artificial-oscuridad.
Una vez terminado el periodo de incubacion, se retiré uno de los dos cubreobjetos
y se coloco en el cubreobjetos sin PDA de una a dos gotas de azul lactofenol y/o de
rojo Congo para después ser observar al microscopio el micelio y o6rganos
reproductivos in situ con objetivos de 10x y 40X (Arenas, 1993).

Las caracteristicas microscopicas observadas fueron comparadas con las
claves taxondmicas de Barnett y Hunter 1998; Berlanger y Powelson, 2000; Dugan
et al., 2006, Ellis et al., 2007; Pitt y Hocking, 2009; Sciortino, 2017.

4. Cultivos en medio arroz

Los aislamientos de hongos enddfitos se cultivaron en medio arroz (MA), el cual
beneficia el crecimiento de los hongos filamentosos y permite la optimizacion en la
produccion de metabolitos secundarios (Sandoval-Espinosa, 2014; Aly et al., 2008).
Se prepard con 30 g de arroz lavado y remojado durante 1 h en agua destilada.
Posteriormente, se filtr6 a través de malla de plastico y se colocé en un frasco de
vidrio de 300 mL, por ultimo, se agregaron 40 mL de agua destilada. Se prepararon
4 frascos con medio para cada aislado de hongo enddfito en cultivo. El medio se
esterilizé en autoclave a 121° C durante 15 min. En cada frasco se introdujeron 5
in6culos de agar de 1 cm de diametro, provenientes del cultivo sélido del

microorganismo previamente incubado en PDA por 15 dias. EI MA se incubo en
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condiciones estaticas por 30 dias a temperatura ambiente con un fotoperiodo de
12:12 h luz artificial-oscuridad (Sanchez-Fernandez, 2016; Sanchez-Ortiz, 2016).

4.1 Obtencion de extractos organicos del medio de

cultivo y micelio

Una vez finalizado el periodo de incubacién, se obtuvieron los extractos organicos
de cada uno de los hongos endofitos puros mediante maceracion exhaustiva con
hexano. El proceso de extraccion se realizé durante cinco dias consecutivos con
250 mL hexano y posteriormente se repitié el mismo procedimiento con AcOEt. Los
extractos se concentraron al vacio con rotavapor y se registré su rendimiento de

extraccion (Flores-Reséndiz, et al., 2021).

4.2 Analisis del perfil metabolémico de los extractos

organicos

Los extractos secos se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) con un
sistema de elucion: CH2Cl2:CH3OH (97:3) y fueron observadas con luz UV a 365nm
y 254nm, y fueron reveladas con H2SO4 al 10% a 80°C. Se compararon los perfiles
metaboldmicos obtenidos con hexano y AcOEt y se unificaron aquellos que

presentaron mayor similitud (Villanueva-Silva, 2017).

5. Evaluacioén de la actividad fitotoxica de extractos
organicos

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos organicos se
llevé a cabo mediante la evaluacién de su efecto sobre la germinacion, longitud de

raiz 'y respiracion de plantulas de Amaranthus hypochondriacus,
Panicum miliaceum, Trifolium pratense y Medicago sativa, obtenidas de Casa Cobo,
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S.A. de C.V. (Central de Abastos, Ciudad de México) utilizando el método de
dilucion en agar en caja Petri (Flores-Reséndiz, et al., 2021).

Los bioensayos de fitotoxicidad se realizaron en condiciones estériles en
cajas Petri de 5 cm de diametro. Se pesaron 8 mg de extracto y se disolvieron en
0.1-0.3 mL de metanol, a continuacion, se agregaron 40 mL de agua destilada y
40 mL de AA al 2%, para obtener una concentracién final de 100 pg/mL.
Posteriormente, se vertieron 5 mL de las disoluciones en cajas Petri y se dejaron
solidificar por completo, para finalizar se colocaron 30 semillas por caja de cada una
de las especies.

Las cajas Petri se incubaron durante 48 h en la oscuridad a 28°C y la
actividad fitotoxica se registr6 contando el numero de semillas germinadas y
midiendo la longitud de las raices con el procesador de imagenes Imaged. De
manera paralela se evaluaron los controles negativos siguientes: AA al 1%,
AA 1%/metanol (0.3 mL) y el herbicida comercial RIVAL (Glifosato: sal
monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) como control positivo, a una
concentracion de 100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL.

El efecto de los extractos organicos sobre la respiracion de las plantulas se
obtuvo mediante el registro del consumo de oxigeno, utilizando un electrodo de
oxigeno tipo Clark, conectado a un oximetro YSI. Una vez transcurrido el periodo
de incubacion (48 h), las 30 plantulas de cada una de las cajas de Petri se
transfirieron a una celda de vidrio y se adicionaron 5 mL de agua desionizada. El
consumo de Oz2 de las plantulas se registré cada 5 s durante 4 min. El analisis de la
regresion lineal simple de cada una de las curvas permitid6 determinar
cuantitativamente el O2 consumido por las plantulas de cada una de las semillas de
prueba (Flores-Reséndiz, et al., 2021).

Los promedios de porcentajes de inhibicion se analizaron mediante un
analisis de varianza de una via (ANOVA) con una a = 0.05 y una prueba de
contrastes de Tukey HDS, utilizando el programa GraphPad Prism version 9

(Macias-Rubalcava et al. 2014; Meléndez-Gonzalez et al., 2015).
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6. Evaluacion del potencial fitotoxico de los compuestos

organicos volatiles

La determinacion cuantitativa de la actividad fitotoxica de los compuestos organicos
volatiles (VOCs) producidos por los hongos endéfitos aislados se realizé en cajas
de Petri de 9 cm de diametro con dos compartimentos, uno con 10 mL de PDA al
2% y el otro con 10 mL de AA. La divisidon entre compartimentos impide el paso de
los compuestos solubles producidos por el hongo enddfito de prueba y permite el
libre movimiento de VOCs (Ulloa-Benitez et al., 2016).

En el compartimiento de la caja con PDA se colocé una fila de tres in6culos
de 5 mm de diametro equidistantes de 10 aislamientos de hongos enddfitos debido
a su capacidad de desprender olores particulares y/o a que producen exudado
aromatico (Kanchiswamy et al., 2015; Netzker et al., 2020; Schulz, et al., 2015). Las
cajas se incubaron a temperatura ambiente en fotoperiodos de 12:12 h luz artificial-
oscuridad durante 7 dias. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se colocaron
30 semillas de cada una de las plantas de prueba en el compartimiento con AA al
2%, las cajas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 28° C en la oscuridad. De
manera paralela se evaluaron los controles siguientes: el medio de cultivo sin
inocular como control negativo y la mezcla de los alcoholes 3-metil-1-butanol, 2-
metil-1-butanol y alcohol feniletilico a una concentracién de 1.25 pg/mL como control
positivo, dentro de un vial colocado en el centro de la caja Petri (Roque-Flores,
2019).

La actividad fitotdxica se registr6 contando el numero de semillas
germinadas, midiendo la longitud de las radiculas y determinando el consumo de
O:2 de las plantulas después de 48 h como se describio en el Inciso 5. Evaluacion

de la actividad fitotoxica de extractos organicos.
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VI. Resultados y discusion

La presente investigacion se desarrollé con el propdsito de aislar y purificar hongos
enddfitos con potencial antagonico de las plantas Hippocratea acapulcensis y
Hamelia patens, las cuales fueron recolectadas en una zona de alta biodiversidad.
Ademas, se busco determinar la actividad fitotoxica de los extractos organicos
obtenidos a partir del cultivo de los hongos endofitos en MA, asi como evaluar el
potencial fitotoxico de los compuestos volatiles organicos (VOCs) producidos por
los hongos endofitos aislados.
Los resultados obtenidos se dividen en cuatro partes:

La primera comprende el aislamiento y purificacion de los hongos enddéfitos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens, asi como la determinacion de las
caracteristicas macro y microscépicas de los hongos aislados. La segunda se
enfoca en la obtencién de extractos organicos a partir de cultivos de los hongos
enddfitos puros en medio arroz, asi como en la determinacion de los perfiles
cromatograficos por cromatografia en capa fina. La tercera engloba la evaluacién
cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos organicos obtenidos
(compuestos no volatiles) sobre la germinacion, crecimiento de raiz y respiracion de
cuatro plantas prueba. Finalmente, la cuarta establece cuantitativamente el
potencial fitotoxico de los VOCs producidos por los hongos endoéfitos sobre las

plantas prueba en los procesos fisioldgicos en estudio.
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1. Aislamiento y purificacion de hongos endoéfitos.

El aislamiento realizado a partir de las hojas sanas de Hippocratea acapulcensis 'y
Hamelia patens dio como resultado 27 aislamientos de hongos endofitos, de los
cuales se determinaron los morfotipos, basandose en la morfologia macroscépica,
agrupandolos como miembros similares (macroscopicamente) para su clasificacion
temporal y analisis (Allaby, 2010). Se determin6 un total de 9 morfotipos para
H. acapulcensis y 5 para H. patens (Cuadro 2), confirmando asi que los criterios
utilizados para la seleccion de plantas hospederas garantizan diversos morfotipos
de hongos endofitos (Sanchez-Fernandez, et al., 2013; Strobel et al., 2003; Strobel
et al., 2004).

Cuadro 2. Numero total de aislamientos y morfotipos obtenidos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens.

Planta Clave Aislamientos Numero total de
puros totales morfotipos
Hippocratea acapulcensis HAE 14 9
Hamelia patens HPE 13 5

A cada aislamiento se le asign6 una clave que consto de: la primera letra del
género y especie de la planta hospedera, mas la letra E identificandolo como
enddfito, por ultimo, se adiciond un numero consecutivo para diferenciar los

morfotipos.
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1.2 Caracterizacion macroscopica y microscoépica de los
hongos aislados de Hippocratea acapulcensis y

Hamelia patens

Las caracteristicas macroscopicas de los 14 morfotipos de hongos endéfitos
aislados obtenidos se determinaron mediante la observacion detallada de los
cultivos en medio PDA con ayuda un microscopio estereoscopico. Para cada
aislamiento se registro el color, textura, tipo de crecimiento de la colonia, borde,
presencia de pigmentos, anillos de crecimiento o exudados, asi como también el
tiempo que les tomo crecer al limite de la caja Petri. Para el analisis de las
estructuras microscopicas se utilizo la técnica de microcultivos y tincién con azul de
lactofenol y/o rojo Congo. Con esta técnica se registré la presencia de estructuras
reproductivas, como conidios y conidiéforos, asi como el tipo de hifas que
conforman el micelio.

El estudio detallado de las caracteristicas macro y microscépicas de los
aislamientos de hongos enddfitos (Cuadro 3) permitio la identificacion tentativa de
los morfotipos HPE1, HPE3, HPE4, HPES5, HAE5, HAE6 y HAE7 como
pertenecientes al género Verticillium, a los aislamientos HPE2, HAE3, HAE8 y HAE9
como potenciales integrantes del género Acremonium, a los aislamientos HAE2 y
HAE4 como posibles pertenecientes al género Paecilomyces y por ultimo el
aislamiento HAE1 permanece sin identificar.

El género Verticillium (Figura 3A) suele incluir colonias de rapido crecimiento
con coloracién blanca a amarilla que se tornan color marrén, rojo o verde, presentan
texturas aterciopeladas, vellosas o algodonosas. El reverso se caracteriza por
presentar coloracion marrdn, rojizo o amarillo (Ellis et al., 2007). Microscopicamente
el micelio vegetativo es hialino, septado y multinucleado (Berlanger y Powelson,
2000). Tienen conidiéforos delgados, ramificados y verticilados, conidios de formas
ovoides a elipsoides, hialinos, unicelulares, nacidos en la parte apical de la fialide

de manera individual o en grupos, las fialides son divergentes, largas y delgadas
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(Barnett y Hunter, 1998; Dugan et al., 2006; Ellis et al., 2007; Inderbitzin et al., 2011).
Verticillium ha sido encontrado como enddfito en diversas plantas de importancia
médica, ademas se sabe que algunos metabolitos secundarios sintetizados por este
género poseen actividad antifungica sobre hongos fitopatdégenos, como Pyricularia
oryzae (patdégeno del arroz; You, et al., 2009; Wheeler, 2018).

El género Acremonium (Figura 3B) generalmente incluye colonias de
crecimiento lento, pueden ser blancas, grises, rosadas, crema o anaranjadas,
humedas al principio y con la edad se vuelven polvorientas parecidas a la gamuza
(Ellis et al., 2007). El reverso a menudo intensifica su color con respecto al anverso
de la colonia (Sciortino, 2017). Microscopicamente el micelio vegetativo esta
formado por hifas delgadas, septadas y hialinas (Perdomo et al., 2011; Pitt y
Hocking, 2009). Presenta fialides largas, delgadas con punta fina que forman grupos
o cadenas de conidios en el apice. Algunas fialides pueden tener un solo conidio en
la punta, especialmente los cultivos jovenes, los conidios se agrupan en forma de
cabeza, tienen forma ovalada o circular y generalmente son unicelulares (Sciortino,
2017; Barnett y Hunter, 1998). Acremonium es reconocido como enddfito en
distintos pastos perennes, confiriendo resistencia a los insectos herbivoros y al
estrés ambiental (Khan et al., 2021). También ha sido aislado como hongo enddfito
de plantas lefosas de clima tropical y algunos metabolitos secundarios producidos
por éste demostraron actividad contra oomicetos fitopatdogenos, como Phytophthora
parasitica y Phytophthora capsici (Meléndez-Gonzalez et al., 2015). Ademas,
estudios previos lo han evidenciado como enddfito presente en H. patens (Gomez-
Rivera et al., 2016).

El género Paecilomyces (Figura 3C), es generalmente descrito por tener
colonias de rapido crecimiento, con colores amarillos, 6xido, dorados, lila, rosa,
marrén o blanco. Las colonias nunca son de color verde brillante o azul verdoso,
diferenciandose asi de Penicillium, la textura de la colonia es polvorienta, lanuda,
algodonosa o aterciopelada. El reverso es crema, rosa, amarillo o marrén claro (Ellis
et al., 2007; Sciortino, 2017). Microscépicamente el micelio esta formado por hifas

hialinas y septadas. Las fidlides estan hinchadas de la base y disminuye
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gradualmente en un cuello largo y delgado, estan espaciadas y distantes en forma
de V o W. Los conidios se presentan en cadenas largas y delgadas, de colores
hialinos a oscuros, de formas alargadas y ovoides (Barnett y Hunter, 1998; Ellis et
al., 2007; Sciortino, 2017). Algunos endofitos de este género son productores de
fitohormonas, como las auxinas y giberelinas (Khan et al., 2012), compuestos
antifungicos (Wang et al., 2002) y algunas especies son antagonistas de hongos
fitopatogenos, como Biscogniauxia mediterranea, Fusarium moniliforme 'y
oomicetos como Phytophthora cinnamomi (Rodrigo et al., 2017). Es importante
mencionar que no hay reportes previos en la literatura de que los metabolitos
secundarios sintetizados por hongos enddfitos de estos tres géneros sean
productores de compuestos fitotoxicos.

Por otra parte, es importante sefialar que todos los hongos aislados en la
presente investigacion presentaron un crecimiento lento y micelio de color blanco.
Algunos morfotipos, como el HAE1, no presentaron estructuras de reproduccion, las
cuales son caracteristicas pertenecientes a los hongos endoéfitos, ademas de que
todos presentaron distintas tasas de crecimiento indicando la presencia de

diferentes morfotipos (Selim et al., 2012).

OO 0 f“} f/"i
b

n 0

Verticillium Acremonium Paecilomyces

Figura 3. Esquemas representativos de los géneros propuestos, modificada de
Barnett y Hunter, 1998.
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Cuadro 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos endéfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens.

Caracteristicas Microscoépicas

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas
propuesto
HPE1
Verticillium
A. Micelio color blanco, algodonoso, con crecimiento
radial y borde filamentoso. Produce un exudado incoloro.
B. Reverso presenta un anillo en el centro con
pigmentacion marrdn claro. 12 dias de crecimiento.
HPE2
Acremonium

A. Micelio color blanco, algodonoso en el centro de la
colonia y aterciopelado hacia los extremos, de
crecimiento radial y borde uniforme. No produce
exudado. B. Reverso con coloracién blanca y manchas
concéntricas color marrén claro. 20 dias de crecimiento

Micrografias (400X) tenldas con azul de lactofenol (izq. ) y rojo Congo
(der.). Hifas septadas y hialinas. Hay presencia de conidios ovalados,
alargados de forma libre y agrupados en conidiéforos dispuestos en
largas fidlides divergentes con disposicion opuesta.

Micrografias (400X) tenldas con azuI de Iactofenol

Hifas septadas, hialinas, con presencia de conidios hialinos, ovalados,
alargados y agrupados en conidioforos en la parte apical de las fidlides
simulando una cabeza.
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos enddfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
HPE3
Verticillium
A. Micelio color crema, de textura algodonosa con poca Micrografias (400X) tefidas con azul de lactofenol (A) y rojo Congo
densidad, con crecimiento radial de borde irregular y (der.). Hay presencia de conidios ovalados y hialinos, agrupados en
produce un exudado incoloro. B. Reverso con coloracion conidiéforos dispuestos en largas fialides que divergen.
blanca y color marrén claro al centro.
10 dias de crecimiento.
-
HPE4
Verticillium

e / . -
A. Micelio de color blanco, aterciopelado con poco micelio Micrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol (izg.) y rojo Congo
aéreo. Presenta crecimiento radial y borde uniforme, no (der.). Hifas septadas y hialinas. Hay presencia de conidios ovalados
hay produccion de exudado. B. Reverso con coloracion de forma libre y agrupados en conidiéforos dispuestos en fialides largas
marron claro y alta densidad de micelio. y delgadas que divergen.
15 dias de crecimiento
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

enddfitos aislados de

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
v ~ ad Al L ¥
) )
HPES5 Iz ‘:“ ~
,'-“ = 3 ’
Verticillium $: # ‘
| PR
A B » -
- R | . Re ! . L .
A. Micelio color blanco de textura algodonosa, elevado al Micrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol. Hay presencia de
centro de la colonia y plano hacia los extremos. Presenta conidios ovalados de forma libre y agrupados en conidioéforos
crecimiento radial y borde uniforme. B. Reverso color dispuestos en fidlides delgadas y divergentes con disposicién opuesta.
blanco, con anillos de crecimiento color marrén claro.
15 dias de crecimiento.
HAE1

A. Micelio blanco, de textura polvosa, con crecimiento Micrografias tefidas con azul de lactofenol observadas a 400X.
radial y borde uniforme, no presenta produccion de Hifas delgadas, hialinas y septadas.

exudado. B. Reverso color marron claro y con anillos de

crecimiento.

17 dias de crecimiento.
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos enddfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
| ZZ bV | ™~
v %
HAE2 Y }
: M »r
¢ -~
Paecilomyces = :
3 ’
A. Micelio color blanco de textura plumosa, elevado al |\jicrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol. Hifas delgadas,
centro de la colonia y con menos densidad a l0s geptadas y hialinas. Hay presencia de conidios redondos y hialinos que
extremos. Presenta crecimiento radial y borde uniforme,  se encuentran de forma libre y agrupados en conidisforos, producen
ademas de la produccion de exudado incoloro. B. cadenas cortas de conidios ovalados, presenta fidlides en grupos de
Reverso con coloracion marron claro y anillos de tpgg.
crecimiento con leve pigmentacion café.
15 dias de crecimiento.
HAE3
Acremonium

A. Micelio color blanco de textura polvosa. Presenta
crecimiento radial y bordes irregulares, con alta
produccion de exudado incoloro. B. Reverso color blanco
con pigmentacion marrén claro al centro.18 dias de
crecimiento.

ctofenol
Hifas septadas, hialinas, con presencia de conidios hialinos, ovalados,
alargados y agrupados en conidi6foros en la parte apical de las fidlides
simulando una cabeza
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos enddfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
HAE4
Paecilomyces
A. Micelio color amarillo al centro de la colonia 'y blanco a Micrografias (400X) tefidas con azul de lactofenol. Se observan hifas
los extremos, de textura lanuda, con crecimiento radial y delgadas, septadas y hialinas. Hay presencia de conidios redondos y
bordes filamentosos. No produce exudado. B. Reverso hialinos que se encuentran de forma libre y agrupados en conidi6foros,
de color marrdn claro y anillado, micelio menos denso a producen cadenas cortas de conidios ovalados, presenta fialides en
la periferia. grupos de tres.
20 dias de crecimiento.
HAE5 ® & ~.
~ -
Verticillium \

" | = \

- -
A. Micelio color blanco con textura algodonosa, de Micrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol. Hay presencia de
crecimiento radial y borde uniforme. B. Reverso de color conidios ovalados de forma libre y agrupados en conidiéforos
blanco y micelio poco denso en la periferia. dispuestos en fidlides delgadas, largas y divergentes.
15 dias de crecimiento.
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos enddfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
HAEG
Verticillium
] » » ‘
e .o, sl ? A
A. Micelio color blanco de textura plumosa, elevado en el Micrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol (izg.) y rojo Congo
centro de la colonia con crecimiento radial y borde (der). Se observan hifas septadas y hialinas. Hay presencia de conidios
uniforme. Presenta un exudado incoloro. B. Reverso ovalados de forma libre y agrupados en conidiéforos dispuestos en
coloracién blanca con anillos de crecimiento. largas fialides divergentes
15 dias de crecimiento.
HAE7
Verticillium

A. Micelio color blanco con tonalidades marrén claro, de
textura aterciopelada, con crecimiento radial anillado y
borde filamentoso. No presenta produccion de exudado
B. Reverso color blanco con marcados anillos de
crecimiento marron claro. 10 dias de crecimiento.

\ Qa j 4
Mlcrograflas (400X) tenidas con rojo Congo (izg.) y azul de lactofenol
(der). Se observan hifas septadas y hialinas. Hay presencia de conidios
ovalados de forma libre y agrupados en conidiéforos dispuestos en
largas fidlides divergentes.
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los hongos enddfitos aislados de

Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens (continuacion).

Hongo y
género Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
propuesto
HAES8 y
: <
Acremonium b
& i ¢ el A%
A. Micelio de color blanco, de textura aterciopelada, con Micrografias (400X) tefiidas con azul de lactofenol.
crecimiento radial y borde filamentoso. No produce Hifas septadas, hialinas, con presencia de conidios hialinos, ovalados,
exudado. B. Reverso color crema con marcados anillos alargados y agrupados en conidiéforos en la parte apical de las fialides
de crecimiento color marrén claro. simulando una cabeza.
18 dias de crecimiento.
HAE9 4
Acremonium

r ¥ ' y

A. Micelio color blanco de textura polvosa, con Micrografias (400X) tenidas con rojo Congo.
crecimiento radial y borde uniforme. No presenta Hifas septadas, hialinas, con presencia de conidios hialinos, ovalados,
produccion de exudado. B. Reverso color marron claro alargados y agrupados en conidioforos en la parte apical de las fidlides
con pigmentacion café y rompimiento de agar al centro. simulando una cabeza.

15 dias de crecimiento

44



2. Obtencion de extractos organicos del medio de cultivo

y micelio

Con la finalidad de evaluar el efecto fitotoxico de los metabolitos secundarios
producidos por los hongos endéfitos aislados, se cultivaron utilizando arroz como
medio solido de crecimiento.

En todos los cultivos los aislamientos de hongos endofitos crecieron
favorablemente colonizando todo el medio de cultivo en el periodo de incubacion
establecido y no hubo problemas de contaminacion, ademas se obtuvieron
rendimientos de extracto organico ideales (10 mg) para realizar pruebas de
potencial fitotdxico en este estudio.

En el Cuadro 4 se muestran los rendimientos promedio de las cuatro réplicas
de los extractos organicos obtenidos del cultivo en medio arroz de los 14 endofitos
aislados de Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens. Los mejores rendimientos
se obtuvieron utilizando AcOEt como disolvente de extraccién, siendo mayores a
10 mg por gramo de arroz, con excepcion de los extractos derivados de los hongos
endofitos HAE6 y HAE9, en los cuales el rendimiento fue menor a 10 mg/g. Los
extractos de los aislamientos HPE5 y HAES5 fueron los mas abundantes,

obteniéndose mas de 2 g totales derivados de los cuatro cultivos realizados.
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Cuadro 4. Rendimiento y gramos totales de los extractos organicos por aislado. Se

muestra el promedio de las cuatro repeticiones y su desviacion estandar.

Rendimiento (mg de extracto/ g

g totales de extractos

Hongo de arroz) organicos
enddfito Extracto (mg) Extracto (mg) Extracto (g) Extracto (g)
hexano AcOEt hexano AcOEt

HPE1 4.31+0.84 10.83 £ 0.32 0.52 1.30
HPE2 4.36 £ 0.26 12.78 £ 0.17 0.39 1.53
HPE3 4.04 £0.35 19.28 + 0.79 0.57 1.76
HPE4 6.35 1+ 0.57 15.10 £ 0.21 0.82 1.43
HPES 501042 17.41 £ 0.30 0.60 2.09
HAE1 4,26 + 042 10.87 £ 0.22 0.51 1.30
HAE2 5.25+0.11 15.84 + 0.40 0.63 1.90
HAE3 3.79+0.25 18.32 £ 0.32 0.45 1.42
HAE4 7.15+0.29 14.05+0.12 1.01 1.69
HAE5 8.14 £ 0.88 19.80 + 0.27 0.98 2.52
HAEG6 3.81+0.14 6.18 £ 0.13 0.46 0.74
HAE7 5.70+0.33 12.31£0.24 0.86 1.48
HAES8 9.90+0.18 12.39 £ 0.31 0.89 1.49
HAE9 3.28 +1.04 8.10 £ 0.97 0.30 0.97
Control 1.83+0.19 229+ 0.1 0.11 0.14

2.1 Analisis cromatografico en capa fina de los extractos

organicos

Asimismo, con el fin de realizar pruebas biolégicas se analizaron los perfiles
cromatograficos de los 28 extractos obtenidos con ambos disolventes, dos para
cada aislamiento puro. La CCF mostré que cada par de extractos (hexano y AcOEt)
presenta similitud cromatografica en la composicidon metabdlica. Sin embargo,

tomando en cuenta que los extractos obtenidos con hexano presentaron diferencias
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fisicas dada su naturaleza poco polar y al ser extractos cerosos, los cuales
generalmente corresponden a acidos grasos provenientes del cultivo de los
microorganismos en MA (lbarra-Martinez, 2015), se decidi6 no unirlos con los
extractos obtenidos con AcOEt, ya que dada su abundancia podrian enmascarar la
actividad biolégica de los principales metabolitos secundarios biosintetizados por

los endodfitos en estudio (Figura 4).

Figura 4. Extractos organicos derivados de 3 distintos aislamientos de hongos
enddfitos. A) Extractos obtenidos con hexano. B) Extractos obtenidos con AcOEt.
Los numeros representan extractos de tres diferentes aislamientos: 1. HPE1; 2.
HPE3; y 3. HAES.

A manera de ejemplo, se muestra en la Figura 5 el perfil cromatografico
comparativo de los extractos organicos derivados del aislamiento HAES, cultivado
en MA. Se observa que el extracto obtenido con el disolvente hexano contiene en
mayor cantidad compuestos no polares, mientras que el extracto obtenido con

AcOEt incluye compuestos de naturaleza medianamente polar y polar.
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Figura 5. Cromatografia en capa fina de los extractos organicos derivados del
aislamiento HAES. Sistema de elucion: CH2Cl2:CHsOH (97:3). A. Cromatografia
observada con luz UV a 365nm B. Cromatografia revelada con H2SO4 al 10% / 80°C.
C. Cromatografia observada con luz UV a 254nm. 1. Extracto obtenido con hexano
2. Extracto obtenido con AcOEt.

Debido a que los extractos de hexano muestran los perfiles cromatograficos
menos complejos y cuentan con caracteristicas fisicas de consistencia cerosa se
determind unicamente el potencial fitotoxico de los 14 extractos fungicos obtenidos
con AcOEt.

3. Evaluacion de la actividad fitotoxica de los extractos

organicos de AcOEt

El potencial fitotdxico de los extractos organicos obtenidos con AcOEt a partir de los
14 hongos enddfitos aislados, se establecidé sobre la germinacion, el crecimiento de
raiz 'y la respiracion de las semillas Amaranthus hypochondriacus,
Trifolium pratense, Medicago sativa 'y Panicum miliaceum, a una concentracion de
100 pg/mL y utilizando el método de dilucién en agar en cajas Petri.

En la Figura 6 se muestra el efecto fitotoxico sobre las semillas de

A. hypochondriacus. El crecimiento de la raiz fue el proceso fisiolégico mas afectado
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durante el bioensayo, los tratamientos resultaron estadisticamente significativos (p
< 0.05) con respecto al control negativo, con excepcion del extracto derivado del
hongo HAE4 (5.8%). A su vez, los extractos organicos HPE1, HPE3, HAE1, HAES,
HAES5, HAE7, HAE8 y HAE9 alcanzaron un porcentaje de inhibicion superior al 40%.
El extracto derivado del aislamiento HAE1 tuvo el mayor porcentaje de inhibicion
(62.4%), comparable al generado por el control positivo RIVAL 100 pg/mL (66.8%).
Con respecto a la respiracion de las plantulas sélo tres tratamientos presentaron
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a los controles negativos: HPE4
(30.2 %), HAE2 (29.1%) y HAES (30.0%). Por ultimo, el proceso de geminacion no
fue afectado, pues no se obtuvieron resultados significativos (p < 0.05) al comparar

los extractos con los controles negativos.
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Figura 6. Efecto fitotoxico de los extractos organicos (AcOEt) de los aislamientos
de Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens cultivados en medio arroz, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Amaranthus
hypochondriacus evaluados a 100 ug/mL. RIVAL: control positivo evaluado a 100,
200 y 300 pg/mL. *Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente
significativos respecto al control negativo, Tukey HSD (p< 0.05). Las barras
representan la desviacion estandar del promedio de las cuatro repeticiones.

En la Figura 7 se observa el efecto fitotoxico sobre las semillas de
T. patrense, donde se muestra que el crecimiento de raiz fue el proceso mas

afectado, los tratamientos son estadisticamente significativos (p < 0.05) con
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respecto al control negativo, exceptuando el extracto derivado del endofito HAEG
(17.0%). En su mayoria los porcentajes de inhibicion de los extractos organicos son
superiores al 40%, omitiendo a los extractos de los aislamientos HPE3 (37.0%),
HPE4 (37.4%), HPE5 (32.8%), HAE2 (36.2%), HAE4 (35.0%) y HAES8 (39.9%).
Asimismo, con excepcion del efecto del extracto de HAEG, todos los tratamientos
mostraron efecto fitotoxico superior al provocado por el control positivo RIVAL
(19.1%) evaluado a la misma concentracion de prueba (100 ug/mL) y comparable o
superior al efecto provocado por el RIVAL® a 300 pg/mL. En lo que concierne a la
inhibicion de la respiracion, sélo hubo un valor significativo (p <0.05) con el
aislamiento HAE3 (26%). Finalmente, el proceso de germinacion no sufrid

afectaciones significativas (p < 0.05) con ningun tratamiento.
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Figura 7. Efecto fitotoxico de los extractos organicos (AcOEt) de los aislamientos
de Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens cultivados en medio arroz, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Trifolium patrense
evaluados 100 ug/mL. Rival: control positivo evaluado a 100, 200 y 300 pg/mL. *Los
valores de inhibicidn de crecimiento son estadisticamente significativos respecto al
control negativo, Tukey HSD (p< 0.05). Las barras representan la desviacién
estandar del promedio de las cuatro repeticiones.

En la Figura 8 se observa el efecto fitotoxico de los extractos organicos sobre
las semillas de P. miliaceum, mostrando en todos los casos resultados significativos

(p <0.05), con respecto al control negativo sobre el crecimiento de raiz y, en general
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con porcentajes de inhibicién superiores al 30%. Los tratamientos HPE2 (52.1%),
HAE1 (51.7%) y HAEG (55.4%) generaron el mayor efecto fitotéxico. Con respecto
a la respiracion, la mayoria de los extractos causaron un efecto inhibitorio
significativo (p < 0.05) con respecto al control negativo: HPE1 (41.0%), HPE3
(27.4%), HPE4 (42.5%), HAE2 (23.3%) y HAEG (29.4%). Por ultimo, el proceso de
germinaciéon fue inhibido significativamente (p < 0.05) en presencia del extracto
derivado del aislado HPE4 (19%). En ninguno de los casos el porcentaje de

inhibicion fue comparable al obtenido con el control positivo RIVAL a 100 pg/mL.

100
920
80
70
60
50 * #*

40 |4 * *

30 i o

20

10
0

Porcentaje de inhibicién

00 050 §F

> VO > O
Qf{"sz?“'@%&%q?“'

¢ & L OO
FF X FF ¥

Endoéfito

m Crecimiento de laraiz  ®mRespiracion = Germinacion

Figura 8. Efecto fitotoxico de los extractos organicos (AcOEt) de los aislamientos
de Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens cultivados en medio arroz, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Panicum miliaceum
evaluados 100 pg/mL. Rival: control positivo evaluado a 100, 200 y 300 pg/mL. **Los
valores de inhibicidn de crecimiento son estadisticamente significativos respecto al
control negativo, Tukey HSD (p< 0.05). Las barras representan la desviacién
estandar del promedio de las cuatro repeticiones.

Para finalizar, en la Figura 9 se observan los porcentajes de inhibicion sobre
las semillas de M. sativa. Iniciando por la inhibicion de crecimiento de raiz, los

extractos mostraron valores significativos (p < 0.05), exceptuando HPE3 (18.0%)
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con respecto al control negativo y, con excepcion de HPE4 (22.4%), todos son
superiores al valor obtenido con el control RIVAL (23.7%) a 100 yg/mL. De manera
particular, el extracto del aislado HAE4 sobresalié por inhibir este proceso en un
50.4%, siendo superior al generado por el RIVAL (38.6%) a 300 pg/mL. Con
respecto a la inhibicion de la respiracion, solo el tratamiento HAE4 (20.8%) resultd
significativo (p < 0.05). Por ultimo, la inhibicién del proceso de germinacion no tuvo

resultados significativos.
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Figura 9. Efecto fitotoxico de los extractos organicos (AcOEt) de aislamientos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens cultivados en medio arroz, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Medicago sativa
evaluados 100 pg/mL. Rival: control positivo evaluado a 100, 200 y 300 pg/mL. *Los
valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente significativos respecto al
control negativo, Tukey HSD (p< 0.05). Las barras representan la desviacion
estandar del promedio de las cuatro repeticiones.

En la Figura 10 se muestran imagenes representativas del potencial
fitotoxico a las 48 h de crecimiento de las plantas prueba en presencia de algunos
de los extractos organicos con mayor actividad biolégica. El crecimiento de raiz de

las semillas de A. hypochondriacus se inhibié en un 62.4% en presencia del extracto
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organico obtenido del aislado HAE1. EI crecimiento de la raiz de las semillas de
T. pratense se inhibié en un 55.2% al evaluar el extracto del aislamiento HAES. En
semillas de P. miliaceum, el crecimiento de la raiz se inhibié en un 55.4% por el
extracto del aislamiento HAEG. Por ultimo, el crecimiento de la raiz de las semillas
de M. sativa se inhibié en un 50.4% en presencia del extracto organico del enddfito
HAE4.

Figura 10. Efecto de los extractos organicos de los hongos endéfitos aislados con
mayor inhibicién sobre las plantas de prueba. A) Controles negativos a las 48 h de
crecimiento. B) Plantas de prueba a las 48 h de exposicién a los metabolitos
secundarios presentes en los extractos fungicos. 1. Amaranthus hypochondriacus,
2. Trifolium pratense, 3. Panicum miliaceum, y 4. Medicago sativa.

De manera general, se observo un efecto fitotoxico significativo sobre los
procesos fisiolégicos evaluados en presencia de la mayoria de los extractos
organicos de los hongos enddfitos de H. acapulcensis y H. patens, 1o que sugiere
que los extractos fungicos obtenidos poseen metabolitos secundarios con
propiedades fitotdoxicas, los cuales posiblemente estan involucrados en los
mecanismos de defensa de su hospedera y le beneficien evitando la presencia de
competidores vegetales (Sanchez-Fernandez, 2016; Garcia-Méndez, et al., 2016;

Schulz et al., 2015). Cabe resaltar que la planta mas afectada fue

53



A. hypochondriacus y las inhibiciones mas altas se obtuvieron utilizando los
extractos de los aislamientos HAE1, HAE9, HAEG y HAE4, estos aislamientos se
perfilan como candidatos prometedores para futuras investigaciones orientadas en
su estudio quimico biodirigido con la finalidad de aislar y caracterizar bioplaguicidas
con uso potencial en aplicaciones agroquimicas como agentes herbicidas

alternativos.

4. Evaluacién del potencial fitotoxico de los compuestos

volatiles organicos

Con la finalidad de establecer si los hongos enddfitos aislados de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens sintetizan VOCs bioactivos, se
seleccionaron diez hongos endofitos. Para evaluar el potencial fitotoxico de la
mezcla de VOCs se llevaron a cabo bioensayos en cajas de Petri divididas con el
enddfito de prueba y las semillas prueba. El control positivo consistiéo en una mezcla
de los alcoholes 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol y alcohol feniletilico a la
concentracion de 1.25 ug/mL. Para el control negativo se elaboraron cajas con
semillas, pero sin los aislamientos de hongo (Roque-Flores, 2019). Cabe mencionar
que estos alcoholes se han aislado previamente como parte de los constituyentes
de las mezclas de VOCs producidos por diferentes hongos enddfitos del género
Hypoxylon y Xylaria, entre otros (Macias-Rubalcava et al., 2018; Roque-Flores,
2019; Sanchez-Ortiz et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016). De manera general,
los VOCs producidos a los 7 dias de crecimiento por los hongos enddfitos
seleccionados presentaron un efecto inhibitorio significativo sobre los tres procesos
fisiologicos evaluados.

En la Figura 11 se muestran los porcentajes de inhibicién sobre las semillas
de A. hypochondriacus. Todos los tratamientos, exceptuando la mezcla de VOCs
producidos por el aislado HAE3 (16.9%) presentaron una inhibicién
estadisticamente significativa (p < 0.05), con respecto al control negativo sobre el
crecimiento de raiz y en algunos casos mayor que el provocado por la mezcla de
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alcoholes (69.0%) utilizada como control positivo. Los VOCs sintetizados por los
aislamientos HAE1, HAES5, HAE6 y HAES8 lograron inhibir por completo el
crecimiento de la raiz. Con respecto a la inhibicion de la respiracidén, cinco
aislamientos produjeron resultados significativos (p < 0.05): HPE1 (43.3%), HPES
(40%) HAE1 (40.6%), HAES (55.4%) y HAEG (53.4%), los ultimos dos siendo
mejores que el control positivo (45.0%). Por ultimo, la mezcla de VOCs producidos
por los aislamientos HAE1, HAES y HAEG inhibieron la germinacion en un 100% y
los tratamientos con los VOCs producidos por los aislamientos HPE1 (70%), HPE4
(22.5%), HPES (51.1%) también fueron significativos (p< 0.05).
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Figura 11. Efecto fitotdxico de los VOCs producidos por los aislamientos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens a los 7 dias de crecimiento, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Amaranthus
hypochondriacus. Mezcla de alcoholes 3-metil-1-butanol y alcohol feniletilico
evaluados 1.25 pg/mL. *Los valores de inhibicion de crecimiento son
estadisticamente significativos respecto al control negativo, Tukey HSD (p< 0.05).
Las barras representan la desviacion estandar del promedio de las cuatro
repeticiones.

En la Figura 12 se muestra el porcentaje de inhibicion de la mezcla de VOCs
producidos por los aislamientos en estudio sobre las semillas de T. pratense. Se

obtuvieron valores de inhibicidon del 100% sobre el crecimiento de raiz en presencia

de los VOCs de los aislamientos HPE1, HPE4, HAE1, HAE4, HAES y HAEG, con
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mejor porcentaje de inhibicién que el obtenido con el control positivo (66.0%). El
aislamiento HAE4 fue el que tuvo el menor porcentaje de inhibicion (40.7%)
significativa (p< 0.05) con respecto al control negativo. En cuanto a la inhibicion de
respiracion, también se obtuvieron resultados significativos (p< 0.05) en siete
tratamientos: HPE1 (51.4%), HPE4 (65.6%), HPES (75.0%), HAE1 (84.1%), HAES
(80.1), HAE6 (50.2%) y HAES8 (73.8%), en donde todos inhibieron en mayor
porcentaje que el control positivo (36.0%). Cabe destacar que el tratamiento con los
VOCs del aislamiento HPES no inhibe significativamente (p< 0.05) el crecimiento de
la raiz (2.7%), inhibe en un 75.0% la respiracion de las plantulas. La germinacién
fue inhibida en un 100% por la mezcla de VOCs producidos por los aislamientos
HPE1, HPE4, HAE1, HAE5, HAE6 y HAES. El porcentaje de inhibicién del control
positivo fue menor al de estos aislamientos (62.0%). Aunque con menor porcentaje
de inhibicién, los resultados de los aislamientos HPE5 (25.6%) y HAE4 (26.7%)

también fueron estadisticamente significativos con respecto al control negativo.
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Figura 12. Efecto fitotoxico de los VOCs producidos por los hongos enddfitos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens a los 7 dias de crecimiento, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Trifolium pratense.
Mezcla de alcoholes 3-metil-1-butanol y alcohol feniletilico evaluados 1.25 ug/mL.
*Los valores de inhibicién de crecimiento son estadisticamente significativos
respecto al control negativo, Tukey HSD (p< 0.05). Las barras representan la
desviacién estandar del promedio de las cuatro repeticiones.
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En la Figura 13 y se observan los porcentajes de inhibicion causados por la
mezcla de VOCs de los enddfitos selectos sobre las semillas de P. miliciaceum. Se
registraron como valores significativos (p < 0.05) con respecto al control negativo
sobre el crecimiento de la raiz los tratamientos: HPE4, HAE1, HAE3, HAES y HAEG
con una inhibicion del 100%, asi como los tratamientos, HPE1 (59.3%), HPES
(57.2%) HAE4 (47.4%) y HAE8 (44.21%), todos con un mayor porcentaje de
inhibicion que el control positivo (38.0%). Con respecto a la respiracion todos los
tratamientos fueron significativos (p < 0.05), exceptuando a los VOCs producidos
por el aislamiento HPE2. Los aislamientos HPE4 (87.9%), HAE1 (61.56%), HAE3
(55.8%), HAEG6 (52.9%) y HAES8 (49.53%) presentaron una inhibicion mayor a la
obtenida con el control positivo (25.0%). Por ultimo, el proceso de germinacion
también fue significativamente (p <0.05) afectado por los VOCs de los aislamientos
HPE4, HAE1, HAE3, HAE5 y HAE6 en un 100%, asi como también por los
tratamientos HPE1 y HPES (ambos, 48%), en todos los casos la inhibicién fue mayor

que el control positivo (35.0%).
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Figura 13. Efecto fitotdxico de los VOCs producidos por los aislamientos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens a los 7 dias de crecimiento, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacién de las semillas de Panicum
miliaceum. Mezcla de alcoholes 3-metil-1-butanol y alcohol feniletilico evaluados
1.25 pg/mL. *Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente
significativos respecto al control negativo, Tukey HSD. Las barras representan la
desviacién estandar del promedio de las cuatro repeticiones.
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En la Figura 14 se muestra la inhibicion obtenida en presencia la mezcla de
VOCs producidos por los hongos endodfitos en estudio sobre las semillas de
M. sativa. El crecimiento de raiz presento inhibicidn significativa (p < 0.05), con
respecto al control negativo en todos los tratamientos, destacando a los endéfitos
HPE1, HPE4, HPES, HAE1, HAE4, HAEG6 y HAES por inhibir el crecimiento de raiz
en su totalidad, obteniendo ademas mejores resultados que con el control positivo
(42.0%). En lo que concierne a la respiracion, los VOCs producidos por los
aislamientos HPES (20%), HAE1 (69.7%), HAES (32.3%), HAEG (72.9%) y HAES8
(75.9%) redujeron significativamente este proceso y, ademas, con un porcentaje de
inhibicibn mayor al obtenido con el control positivo (24.0%). Por ultimo, la
germinacién también fue significativamente inhibida por los aislamientos HPE1,
HPE4, HPES5, HAE1, HAE4, HAE6 y HAES8 en un 100%, superando al control
positivo (62.0%). Los aislamientos HPE2 (20%), HAE3 (25%) y HAE5 (40%) también

inhibieron significativamente la germinacion.

120

100

80 + +

+
60
*
40
20
| 1] |11

HPE1 HPE2 HPE4 HPE5 HAE1 HAE3 HAE4 HAE5 HAE6 HAE8 Mezcla
Endofito

Porcentaje d einhibicién

m Crecimiento de raiz  mRespiracion  ® Germinacion

Figura 14. Efecto fitotoxico de los VOCs producidos por los aislamientos de
Hippocratea acapulcensis y Hamelia patens a los 7 dias de crecimiento, sobre el
crecimiento de raiz, respiracion y germinacion de las semillas de Medicago sativa.
Mezcla de alcoholes 3-metil-1-butanol y alcohol feniletilico evaluados 1.25 ug/mL.
*Los valores de inhibicion de crecimiento son estadisticamente significativos,
ANOVA (p< 0.05). Las barras representan la desviacién estandar del promedio de
las cuatro repeticiones.
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Por ultimo, en la Figura 15 se muestran imagenes del potencial fitotdxico de
la mezcla de VOCs producidos por el aislamiento HAE1 a los 7 dias de incubacion.

Este el unico aislado que inhibié por completo la germinacién y el crecimiento de la

raiz de las cuatro plantas maleza y redujo la tasa de respiracion en mas del 40%.

Figura 15. Efecto fitotdxico de los compuestos organicos volatiles del hongo
enddfito HAE1 a los 7 dias de crecimiento sobre las plantas pruebas. A) Plantas
prueba control negativo a las 48 h de crecimiento. B) Plantas prueba a las 48 h de
exposicion a los VOCs del endofito HAE1. 1. Amaranthus hypochondriacus, 2.
Trifolium pratense, 3. Panicum miliaceum, 4. Medicago sativa.

Los resultados obtenidos evidenciaron que los diez aislamientos de hongos
enddfitos seleccionados producen VOCs con elevado potencial fitotoxico. Esto
sugiere que es probable que los compuestos volatiles funjan papeles importantes
en la defensa de habitat e inhibicion de crecimiento de sus competidores (Yim et al.,
2007), dada su alta fitotoxicidad. Es importante mencionar que las plantas mas
afectadas fueron T. pratense y M. sativa y que el aislado HAE1 mostré un efecto
inhibitorio del 100% sobre la germinacion y crecimiento de raiz de todas las plantas

prueba.
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VIl. Resumen y conclusiones

Se obtuvieron 27 aislamientos de hongos endofitos, de los cuales 14 son
pertenecientes a Hippocratea acapulcensis y 13 a Hamelia patens. De los
aislamientos antes mencionados, se reconocieron nueve morfotipos para
H. acapulcensis y cinco para H. patens.

El analisis detallado de las caracteristicas microscopicas y macroscoépicas de
los morfotipos aislados permiti6 determinar preliminarmente a los aislamientos
HPE1, HPE3, HPE4, HPES5, HAES5, HAEG6 y HAE7 como pertenecientes al género
Verticillium, a los aislamientos HPE2, HAE3, HAE8 y HAE9 como integrantes del
género Acremonium, a los aislamientos HAE2 y HAE4 como pertenecientes al
género Paecilomyces y, por ultimo, el género del aislamiento HAE1 sigue
indeterminado.

El cultivo de los hongos enddfitos en condiciones estaticas utilizando medio
arroz permiti6 un buen desarrollo de micelio y un rendimiento apropiado de los
extractos organicos para llevar a cabo su evaluacion biologica. En todos los casos
el mejor rendimiento de extraccion se obtuvo utilizando AcOEt, generando un
rendimiento mayor a 10 mg por gramo de arroz con excepcion de los extractos
obtenidos a partir de los endofitos HAE6 y HAEDO.

De los 14 extractos fungicos obtenidos con AcOEt y evaluados, 13 mostraron
un efecto fitotdxico significativo sobre las semillas de Amaranthus hypochondriacus.
El extracto derivado del endofito HAE1 presentd el mayor porcentaje de inhibicion
(62.4%) sobre el crecimiento de raiz, siendo el unico comparable con el control
positivo el herbicida comercial Rival evaluado a 100 pg/mL.

Trece de los 14 extractos fungicos evaluados a la concentracion de 100
pg/mL resultaron estadisticamente significativos (p < 0.05) con respecto al control
negativo, el mayor efecto fitotoxico sobre el crecimiento de la raiz se presento al
utilizar el extracto del aislamiento HAE9 (55.2%). El efecto fitotoxico generado por
los extractos de los enddfitos HPE2, HAE1, HAE3, HAE7 y HAE9 fue mayor al
obtenido con el herbicida comercial Rival a la concentracion de 300 pg/mL.
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Todos extractos fungicos evaluados a 100 ug/mL mostraron efecto fitotoxico
significativo sobre el crecimiento de raiz de Panicum miliaceum, no obstante, ningun
tratamiento generd porcentaje de inhibicidon comparable con el control positivo Rival
a la misma concentracion de estudio.

Los 14 extractos fungicos evaluados a la concentracion de 100 pg/mL
presentaron efecto fitotoxico significativo sobre el crecimiento de raiz de
Medicago sativa. El extracto del aislado HAE4 obtuvo el mayor porcentaje inhibicidn
(50.4%) en crecimiento de raiz y de manera general, los porcentajes de inhibicion
fueron comparables 0 mayores que los causados por el control positivo Rival (100
Mg/mL). Los extractos obtenidos de los enddfitos HPE1, HPE2, HPES, HAE1, HAE2,
HAE3, HAE4, HAES5, HAE7, HAE8 y HAE9 provocaron mayor fitotoxicidad que el
control positivo a la concentracion de 300 pg/mL.

La planta mas afectada por los extractos fungicos evaluados fue
A. hypochondriacus y el extracto organico del hongo endoéfito HAE1 destaco por
mantener su alta actividad fitotoxica sobre el crecimiento de la raiz en tres de las
cuatro plantas prueba inhibiendo su crecimiento en mas del 50%: A.
hypochondriacus, T. patrense y P. miliaceum.

De los 14 hongos enddfitos aislados de Hippocratea acapulcensis y Hamelia

patens, diez morfotipos demostraron la capacidad para producir VOCs.
Los VOCs de nueve aislamientos presentaron potencial fitotoxico significativo sobre
el crecimiento de la raiz de A. hypochondriacus. Los enddfitos HAE1, HAES, y HAEG
inhibieron en un 100% la germinacion y el crecimiento de raiz de las semillas. El
endofito HPE1 inhibié en un 70% la geminacion y en un 82.5% el crecimiento de la
raiz, indicando que, a pesar de que el 30% de las semillas de A. hypochondriacus
lograron germinar, enfrentan dificultades para subsistir.

Siete de los 10 aislamientos evaluados por producir VOCs, presentaron
potencial fitotoxico significativo sobre las semillas de T. pratense. Los hongos
endofitos HPE1, HPE4, HAE1, HAE5, HAE6 y HAES8 inhibieron en un 100% la
germinacioén y el crecimiento de raiz de la planta y en mas del 50% la respiracion.
El enddfito HPES inhibié en 75% de la respiracion de las plantas, sin afectar el

crecimiento de la raiz.
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Los VOCs de ocho aislados exhibieron potencial fitotoxico significativo sobre
P. miliaceum. Los enddfitos HPE4, HAE1, HAE3, HAE5 y HAEG inhibieron en un
100% la germinacion y el crecimiento de raiz de la planta y con excepcion del hongo
HPE4 (87.9%) inhibieron entre 40-60% la respiracion de las semillas.

Siete de los hongos enddfitos productores de VOCs demostraron potencial
fitotoxico significativo sobre las semillas de M. sativa. Los hongos enddfitos HPE1,
HPE4, HPES, HAE1, HAE4, HAEG6 y HAES inhibieron en un 100% la germinacion y
el crecimiento de raiz de M. sativa. Los morfotipos HPE1, HAEG y HAES inhibieron
en 70% o mas la respiracion de las semillas.

Se evidencio la produccion de compuestos organicos volatiles con potencial
fitotoxico significativo en diez hongos asilados de H. acapulcensis y H. patens. Las
plantas mas afectadas fueron T. pratense y M. sativa. El hongo enddfito HAE1
inhibié por completo la germinacion y el crecimiento de raiz de todas las plantas
prueba.

La presente investigacion evidencié la produccion de metabolitos
secundarios volatiles y no volatiles en hongos endéfitos de H. acapulcensis y
H. patens, los cuales podrian jugar un importante papel en la proteccion de la
hospedera. Ademas, se demostré la actividad biolégica a nivel de extractos
organicos y de compuestos organicos volatiles, exponiendo asi la presencia de
metabolitos secundarios con actividad fitotoxica, generando un interés académico
en los hongos enddfitos utilizados en este proyecto, para realizar estudios
biodirigidos con el fin de obtener compuestos utiles y novedosos en el desarrollo de

herbicidas con un menor impacto ambiental.
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VIIl. Perspectivas

e Clasificar taxondmicamente con ayuda de meétodos moleculares los 14
hongos enddfitos aislados.

e Obtener los perfiles metabdlicos de los extractos organicos mediante HPLC.

e Cultivar en distintos medios y condiciones a los hongos enddfitos con mayor
potencial bioldgico para establecer las mejores condiciones de cultivo.

e Aislar y purificar mediante estudios quimicos biodirigidos a los metabolitos
secundarios bioactivos presentes en los extractos organicos.

e Establecer la concentracion inhibitoria media los extractos fungicos y
metabolitos secundarios sobre los procesos de germinacion, crecimiento de
la raiz y respiracion de las plantas de prueba.

e Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios
aislamientos mediante técnicas espectroscopicas, espectrométricas y de
difraccion de rayos X.

e Determinar la composicion del volatioma de los hongos endodfitos
productores de metabolitos secundarios volatiles, utilizando microextraccion
en fase sélida seguida de cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas.
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