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Resumen

Los hongos producen gran variedad de metabolitos secundarios con un amplio
rango de actividades biolégicas. En la actualidad, muchos estudios estan
encaminados a la bisqueda de estos metabolitos y a investigar, entre otras cosas,
su papel ecologico. En este trabajo se presentan los resultados de una
investigacion sobre hongos asociados con plantas de la reserva ecologica E!
Edén, Quintana Roo, en el que se aislaron e identificaron, a nivel de género, 36
aislamientos de hongos asociados con plantas de la selva mediana, ia sabana, el
tintal y las comunidades secundarias, asi como del perifiton de esta Reserva. Los
géneros de hongos identificados fueron: Belfrania (1 aislamiento), Diplodina (1
aislamiento), Doratomyces (1 aislamiento), Fusanum (7 aislamientos), Nigrospora
(1 aislamiento), Pestalotia (22 aislamientos), Phlyctaena (2 aislamientos) y
Verticiflium (1 aislamiento). Se realizaron pruebas in vitro buscando relaciones de
antagonismo entre estos 36 aislamientos. Como resultado de estas pruebas, se
seleccionaron dos aislamientos, uno de Fusanium sporotrichioides, obtenido del
interior de una rama de Piper sp., y uno de Pestalotia sp. obtenido de hojas de
Metopium brownei, ambos aislamientos mostraron un marcado antagonismo
indirecto contra los otros. Los dos hongos se cultivaron a mayor escala, en medio
liquido, para obtener el extracto de acetato de etilo tanto del micelio como del
medio de cultivo. El efecto biolégico de ambos extractos se probd sobre el
crecimiento y la sobrevivencia de tres tipos de organismos prueba: dos hongos
(Altermnaria sp. y Curvularia sp.), tres especies de plantas (Amaranthus
hypochondriacus, Lycopersicon esculentum y Echinochloa crusgalli) y larvas de
Artemia salina. l.os resultados demuestran la presencia de metabolitos bioactivos
en ambos extractos. Existe un potencial para desarrollar nuevas drogas o
agroquimicos que contribuyan a disminuir el impacto negativo de plaguicidas
sintéticos sobre el ambiente, a partir de los metabolitos secundarios con actividad
biologica que muchos organismos presentan. La presente investigacion, forma
parte de la exploracion de la biodiversidad, tanto en el ambito bioldgico como
molecular, y dei descubrimiento del valor agregado de los recursos bidticos,
representado en este caso por los metabolitos secundarios bioactivos de los




hongos asociados a plantas, el cual ayudara a aportar mas y mejores argumentos

en favor de su conservacion.




1. Introduccion

1.1. Generalidades

Los hongos, considerados como un reino separado por Whittaker en 1969,
pueden definirse de manera general como eucariontes (eu=verdadero;
karyon=nucileo); la mayoria de ellos poseen estructuras somaticas tipicamente
filamentosas y ramificadas, con una pared celular, presentan nutricion
osmotréfica y se reproducen sexual y/o asexualmente produciendo
generaimente esporas como producto final (Deacon, 1997).

Los hongos tienen una distribucién cosmopolita, aunque ciertas especies
presentan distribuciones restringidas; habitan en un amplio rango de ambientes
con climas ecuatoriales, tropicales, subtropicales, templados y frios (cuya
temperatura no sea menor a los O° C); desde el nivel del mar hasta altitudes
superiores a 4 000 m, y en lugares hiumedos, semidesérticos y desérticos
(Herrera y Ulloa, 1990).

1.2, Tipos de alimentacién en los hongos.

Por su nutricion heterotrofa, los hongos desempenan diferentes papeles
en el ecosistema: como saprobios, parasitos y mutualistas (Neville y Webster,
1995), por lo que establecen asociaciones con plantas, animales y algunos
microorganismos (incluso otros hongos).

Los hongos saprobios son aquellos que se alimentan de materia organica
no viva, por lo que son fundamentales para el ‘metabolismo global'’ (Margulis y
Sagan, 1995), ya que al producir un vasto rango de enzimas degradan muchos
tipos de substratos, tanto organicos como inorganicos, contribuyendo al reciclaje
y distribucion de los nutrimentos en el ecosistema (Killham, 1994).

Los hongos parasitos son aquellos que obtienen sus nutrimentos a partir
de tejidos vivos de un organismo (su hospedero), con el cual viven en intima
asociacion, causandole ocasionalmente un dafo (Moore-Landecker, 1996).
Algunos de estos hongos destruyen las células de su hospedero
consumiéndolas después, por lo cual su alimentacién es de tipo saprofito

' Metabolismo de los ecosistemas, considerando al planeta Tierra como un solo organismo.



(paré‘sitos necrétrofos); mientras que otros (parasitos bidtrofos) se alimentan a
partir del hospedero vivo (Deacon, 1997).

Los hongos mutualistas son aquellos que se asocian con otros seres
vivos incrementando la adecuacion de ambos, ejemplos de ellos son los
mutualistas de organismos fototroficos como cianobacterias y algas que

conforman liquenes, o como micorrizas y endofitos? en plantas vasculares
(Moore-Landecker, 1996).

1.3. Diversidad

La diversidad biolégica® en hongos es muy grande, Hawksworth en 1991
estimé que existen mas de 1.5 millones de especies de hongos, y aunque May
(1991) sugiere un nimero menor, es indudable que existe una gran cantidad de
hongos aun no descritos (Wildman, 1997).

Guzman (1994) estimdé que la diversidad fungica en México es muy
grande debido a la situacion biogeografica de nuestro pais, donde sedala
ademadas que la vegetacion tropical, incluyendo la subtropical, es la mas rica en
especies fungicas. Este investigador calcula que en México existen
aproximadamente 120,000 especies de hongos (Guzman, 1995).

En hongos resulta dificil medir la biodiversidad debido a que existen
diferentes conceptos de especie (unidad de medida en la biodiversidad) y éstos
varian considerablemente; ademas, las bases genéticas que fundamentan estos
conceptos, con relacion a los hongos, son poco conocidas (Boussienguet, 1991,
Colwell, et al, 1995; Rossman, 1997).

Los hongos mas numerosos y menos conocidos son Ios microscopicos, a
los que cominmente se les denomina micromicetos,
representados en muchos grupos

los cuales estan

taxonomicos; comprendiendo a

quitridiomicetos, zygomicetos, la mayoria de los ascomicetos, parte de

basidiomicetos y todos los deuteromicetos (Rossman, 1997). E! nuamero

2 Se consideran endofitos a los microorganismos que viven dentro de las plantas sin causarles
sintomas de alguna enfermedad aparente (Carroll, 1988)

*Biodiversidad o diversidad biologica se define como la variedad y variabilidad de los seres vivos
y de los complejos ecolégicos que ellos integran (Morrone, 2001)




estimado de micromicetos es de 700,000 a 900,000 especies, de las cuales sélo
se ha estudiado del 10 al 30% (Rossman, 1994).

1.3.1. Diversidad de micromicetos asociados con plantas vasculares en los
trépicos.

Los hongos han estado en intima asociacién con las plantas desde el
Ordovicico tardio y el Silarico (hace aproximadamente 400 millones de ariios)
cuando se inicid la colonizacion del ambiente terrestre; desde entonces los
hongos establecieron asociaciones endéfitas con las primeras plantas (Cooke y
Whipps, 1993).

Actualmente los hongos asociados con plantas vasculares vivas pueden
presentarse como bidtrofos y necrétrofos de hojas, tallos, frutos y semillas;
enddfitos de hojas, tallos, cortezas y raices; colonizadores secundarios de tejido
vegetal muerto (xilema); o como micorrizégenos. También pueden estar
asociados a los exudados de las plantas, sobre las superficies de hojas y frutos,
asi como asociados con néctares y resinas (Hawksworth, et al/, 1996).

Aunque Wicklow (1981) rechaza la idea de que la diversidad de hongos
conidiales aumenta en latitudes calidas, y Zak (1993) argumenta que existe una
mayor diversidad de especies fungicas en las regiones tropicales aridas y
semidaridas debido a la heterogeneidad ambiental de éstas, los micromicetos
tropicales representan un universo inexplorado de biodiversidad y son
relativamente poco conocidos (Rossman, 1997). Samuels y Rossman (1992)
sefalan que pocas especies de hongos son estrictamente tropicales, ya que la
mayoria de los géneros son cosmopolitas.

1.3.2. Hongos enddfitos.

La literatura existente sobre los hongos enddfitos, no nos permite afirmar
que los tropicos tienen una mayor diversidad de especies enddfitas, en
comparacion con los ecosistemas templados; sin embargo, considerando la
mayor diversidad de especies de plantas y de tipos de vegetacion en los
bosques tropicales (Campbell y Hammond, 19889), es logico pensar que exista
también una mayor diversidad de especies fangicas (Rodrigues y Petrini, 1997).

5



Las listas de los hongos enddfitos aislados a partir de un hospedero
determinado son usualmente largas; de esta lista, cuatro o cinco especies son
generalmente abundantes y probablemente son especificas de tales hospederos
(Rodrigues y Petrini, 1997).

1.3.3. Hongos fitopatégenos.

Shivas y Hyde (1997) estiman que en los tropicos existen 270,000
especies de hongos patdgenos de plantas, esta cantidad la calculan con base en
cuatro aspectos: 1) tres cuartas partes de los géneros de plantas conocidos estan
en los trépicos, ii) un género de plantas tiene en promedio 50 patégenos
fangicos; iii) la mitad de los patogenos en un hospedero son especificos al
género del mismo ©o a géneros relacionados cercanamente;, y iv)
comparativamente pocos patoégenos fuangicos (5,000) tienen un amplio rango de
hospederos que estan lejanamente relacionados, es decir se comportan como
generalistas.

Las plantas nativas de los bosques tropicales son indudablemente una
fuente rica de hongos patogenos (Shivas y Alcorn, 1996); pero las enfermedades
de estas plantas han recibido menos atencion que las de plantas cultivadas
tropicales (Shivas y Hyde, 1997).

1.3.4 Pérdida de la biodiversidad de los hongos.

En la actualidad, al mismo tiempo que aumenta el interés por determinar
las especies fungicas del mundo, el nimero de éstas disminuye constantemente
debido particularmente a la perturbacidn de sus habitats y a la contaminaciéon
ambiental (Cherfas, 1991). Esta disminucidn de especies fangicas constituye una
doble tragedia: la pérdida del germoplasma de las especies y la imposibilidad de
determinar o documentar su existencia antes de que desaparezcan. Con la
pérdida de los bosques tropicales del mundo, cientos de especies se extinguen y
con ellos se pierden bancos de material genético que pueden ser
extremadamente utiles para la agricultura, medicina e industria (Wildman, 1997).

Los hongos en general son sensibles a la contaminacion y a la
perturbacion, por lo que estos organismos (incluyendo las especies formadoras



de liquenes) son indicadores de la salud del ecosistema, ya que constantemente
estan sefalando condiciones de disturbio en el suelo y de contaminacion
ambiental (Hawksworth, 1991). Debido a esta sensibilidad, el nimero de hongos
ha disminuido en ciertas regiones, por ejemplo, en Alemania, Austria y los paises
bajos se ha observado una pérdida local de especies del 40 al 560% durante los
altimos 60 anos, principalmente de hongos micorrizégenos, debido a la
contaminacion ambiental (Wilson, 1992).

Desde el punto de vista de su utilidad potencial, algunos hongos son fuente
importante para la tecnologia en la produccién de alimentos (fermentadores,
colorantes, enzimas, vitaminas y productos quimicos); otros son fuentes
potenciales de novedosos componentes utiles para la agricultura (plaguicidas,
agentes de control bioldgico, etc.) y para la industria farmacéutica (antibidticos y
drogas en general) (Fox, 1993; Hyde y Hawksworth, 1997; Wildman, 1997).

1.4. Relaciones hongo-hongo

La distribucion y actividad de los hongos esta determinada parcialmente
por la competencia con otros hongos por los recursos (Cooke y Whipps, 1993).
La competencia se define como el efecto negativo de un organismo sobre otro al
consumir o controlar el acceso a un recurso que es limitado en disponibilidad
(Keddy, 1989).

Entre los hongos existen fundamentalmente dos aspectos diferentes de
competencia: la competencia por explotacion y la competencia por interferencia
{Moore-Landecker, 1996).

Competencia por explotacion.

Esta se presenta cuando dos o mas organismos requieren el mismo
recurso y el organismo que adquiere el recurso de manera mas eficiente,
desplaza al competidor menos eficiente (Tilman, 1982); a! explotar un recurso,
un organismo reduce su disponibilidad para otro. En este tipo de competencia no
es necesario que los dos organismos establezcan contacto directo (Widden,
1997). Esta competencia ocurre principalmente durante la colonizacién primaria
de un habitat y se restringe a los primeros estados de desarrollo de la
comunidad fangica, en donde el éxito de una especie y su predominio sobre




otras depende de las oportunidades de llegar y establecerse velozmente,
mediante la rapida germinacion de sus esporas, un rapido crecimiento micelial,
alta capacidad de digerir los nutrimentos disponibles y la habilidad de tolerar
factores ambientales prevalecientes (Moore-Landecker, 1996). Sin duda esto
depende tanto de la ‘habilidad’ del hongo para colonizar rapidamente el medio,
como de las caracteristicas particulares de éste.

Competencia por interferencia.

En este tipo de competencia, la interferencia puede ser fisica, al
establecerse un contacto hifal directo que puede ser de diversas formas: 1)
formando barreras hifales (proliferacion densa de hifas en el punto de contacto),
2) sobre-crecimiento de una colonia sobre otra, y 3) enrollamiento hifal. La
interferencia también puede ser quimica, mediante la produccién de compuestos
solubles o volatiles que son efectivos a distancia y previenen el crecimiento de
las hifas del competidor, o bien se puede ocasionar lisis quimica de las hifas de
un hongo por accion de otro (Widden, 1997).

En condiciones in vitro se pueden observar distintas interacciones hongo-
hongo cuando dos o mas especies se encuentran creciendo juntas. Las hifas de
las diferentes especies pueden entrecruzarse sin que se perciba de una manera
directa, algin beneficio o desventaja para ellas, aunque es comun que se
presente cierto grado de intolerancia mutua, y uno de los micelios dejara de
crecer después de entrar en contacto con el otro. Un hongo puede responder a
la cercania de otro, construyendo barreras hifales de defensa en el sitio del
micelio mas cercano al otro micelio, para limitar el avance de las hifas aéreas de
éste; esto puede estimular una respuesta en el otro hongo, que entre otras
cosas, involucra un aumento en la produccion de inhibidores metabolicos como
los antibioticos, o bien causa una limitacion en el crecimiento como resultado de
la competencia por nutrimentos, substrato, oxigeno o espacio. A lo anterior se le
define como antagonismo indirecto, ya que no es necesario el contacto de las
hifas para que se lleve a cabo la respuesta. De forma contraria, el antagonismo
directo se produce cuando existe contacto directo entre las hifas de las
diferentes especies, es decir, las hifas del competidor crecen dentro del micelio

de la otra y la destruyen por sobre-crecimiento y por interacciones directas hifa-
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hifa, este fenémeno incluye al micoparasitismo y a la interferencia hifal (Neville y
Webster, 1995).

k La relaciéon de antagonismo entre especies de hongos que compiten
naturalmente, es un fenébmeno que se ha reportado practicamente en todos los
ecosistemas fungicos que se han estudiado hasta ahora, y se ha propuesto que
este tipo de interaccién es un factor que determina la composicion y patrones de
colonizacion fungica dentro de los ecosistemas. La competencia y el complejo de
patrones en la sucesion fdngica, dependen no soélo de relaciones antagonicas
entre ellos, sino también de otros factores: exciusion competitiva, aspectos
nutritivos y ambientales (Gloer, 1996).

1.5. Metabolismo secundario

El término metabolismo secundario fue empleado para describir un amplio
rango de vias biosintéticas cuyos productos no estan directamente implicados en
el metabolismo primario (Deacon, 1997). En general, los metabolitos
secundarios son productos naturales con estructura quimica muy diversa, que no
forzosamente son necesarios para el crecimiento;-se originan a partir del
metabolismo primario y muchos de ellos son de distribucion taxonémica
restringida. Por lo general se producen durante una limitada fase del ciclo
celular, y se originan a través de intermediarios metabdlicos comunes pero por
rutas enzimaticas especiales codificadas por genes especificos (Bennett, 1983).
Los hongos producen gran variedad de metabolitos secundarios que tienen un
amplio rango de actividades biolégicas (Gloer, 1997).

Turner (1971) ,y Turner y Alrige (1983) propusieron una subdivision de los
metabolitos secundarios flngicos de acuerdo a su origen biosintético:
* Metabolitos secundarios originados del acido shikimico: Metabolitos
secundarios alucinégenos como el acido licérgico, psilocibina (Psilocybe) y
muscarina (Amanita muscaria).
* Policétidos: Patulina (Penicillium patulum), griceofulvina (Penicillium
griseofulvum) y aflatoxinas (Aspergillus flavus y A. parasiticus).



* Metabolitos secundarios del ciclo del acido tricarboxilico: Rubratoxina
(Penicillium rubrum) y acido itacénico (Aspergillus spp.).

* Metabolitos secundarios de acidos grasos: Poliacetilenos (micelio y cuerpos
fructiferos de basidiomicetos)

* Terpenos: Micotoxinas de Fusanum spp. como toxina T-2 y los tricotecenos,
fusicoccina (Fusicoccum amygdali), cefalosporinas (Cephalosponum spp.) y
viridina (Trichoderma virens)

* Metabolitos secundarios derivados de aminoacidos: Penicilina (Penicillium
notatum, P. chysogenum) y acido fusarico (Fusarium spp.)

* Miscelanea de metabolitos secundarios.

La produccion de los metabolitos secundarios varia entre diferentes
aislamientos de las mismas especies de hongos procedentes de distintos
habitats y localidades geograficas, pero poco se conoce de la variabilidad
intrinseca que existe en la produccién de los metabolitos secundarios de
diferentes aistamientos de Ila misma especie creciendo dentro de un mismo
habitat particular (Wildman, 1995).

Cualquier factor ambiental (extrinseco) capaz de afectar el crecimiento o
desarrollo, puede también afectar la expresion de caracteristicas quimicas
secundarias (Frank, 1998), y algunos de los factores ambientales que influyen
sobre el metabolismo secundario son: pH, composicién atmosférica (incluyendo
el biéxido de carbono), temperatura y nutrimentos (Ostenfeld, 1998).

Los metabolitos secundarios de los hongos desempeian diversas funciones:
participan induciendo enfermedades de plantas y animales al romper el equilibrio
quimico establecido entre el hongo y su hospedero, tienen accion toxica sobre
diversos animales, confieren resistencia contra la infestacidon o infeccién
microbiana, son agentes de biocontrol de otros hongos, intervienen en las
relaciones antagdnicas entre especies y protegen al hongo que los produce
contra la fungivoria (Gloer, 1996).

Las toxinas fungicas comunmente estan implicadas como posibles defensas
en un sentido general, pero relativamente pocos estudios han detallado la
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estructura quimica de fas mismas, por lo que es necesario realizar investigacion

cuidadosamente controlada para determinar si estos componentes son

realmente significativos en las historias de vida de las especies que los producen
(Gloer, 1995).

Los estudios de especies antagonicas, y en general de la ecologia de los
hongos, proporcionan informacion util, no sélo para la ecologia fungica, sino
también como un complemento valioso para el descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos (Gloer, 1996).

1"




2. Objetivo General

Seleccionar los aislamientos de hongos de algunas plantas de la Reserva
Ecoldgica El Edén Quintana Roo, que hayan mostrado mayor potencial
antagoénico, con el fin de valorar ia actividad biologica de sus extractos
organicos, por medio de bioensayos sobre diversos organismos de prueba como
paso preliminar para aislar e identificar los metabolitos secundarios responsables

de dicha actividad bioldgica.

2.1 Objetivos Particulares

Aislar e identificar a nivel de género, a los hongos asociados con algunas
plantas de distintas comunidades de la reserva ecoldgica El Edén Quintana
Roo, México.

Realizar bioensayos de antagonismo in vitro entre los aislamientos
identificados, con el fin de seleccionar aquellos que muestren un mayor
antagonismo indirecto sobre los otros, particularmente los que formen halos
de inhibicion.Cultivar los hongos seleccionados para obtener los extractos
organicos del micelio y del medio de cultivo de cada uno.

Evaluar in vitro el efecto de los extractos organicos de micelio y medio de
cultivo, sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus,
Lycopersicon esculentum y Echinochloa crusgalli, el crecimiento radial de
Alternaria sp. y Curvularnia sp., y la sobrevivencia de Arternia salina.

12



3. Materiales y Métodos
3.1. Zona de Estudio
La 6olécta del material vegetal se realizdé en la reserva ecologica “El Edén”,
situada en la region denominada Yalahau en el norte de Quintana Roo a 21°
13" Ny 87° 11 O, con una elevacién de 5-10 m. Esta region contiene mas de
* 250,000 ha de ambientes naturales bien preservados que representan los
principales ecosistemas de la Peninsula de Yucatan, asi como del Caribe.
Incluye lagunas y ecosistemas marinos, pastizales marinos, humedales,
manglares, sabanas, dunas y diferentes tipos de selvas tropicales, tintales y
distintos tipos de vegetacidn secundaria. La regién de Yalahau es considerada
como una de las mas biodiversas en la Peninsula de Yucatan y posee una gran
cantidad de endemismos. La zona fue ocupada por la antigua cultura maya, e
incluso hay evidencias de que tuvo una de las mayores poblaciones humanas
en tiempos pasados, aunque actualmente sélo habitan en ella un promedio de
4 personas por Km? (Gémez-Pompa, 1998).

3.2. Recolecta de Material vegetal

En febrero de 1999, se realizé6 la colecta de algunas plantas (hojas
maduras, pequenas ramas y en un caso, frutos): especie no identificada de
Sapotaceae, Byrsonima sp. (Malpighiaceae), Piper sp.(Piperaceae), Metopium
brownei (Jacq.) Urb. (Anacardiaceae), Eugenia sp. (Myrtaceae), Crescentia sp.
(Bignoniaceae), Jacquinia aurantiaca W. T. Aiton (Theophrastaceae) y
ejemplares de dos algas del género Nostoc, laminares y globulares, del
perifiton de la sabana de Ef Edén.

La recolecta del material vegetal se realizé en un transecto de 10 m de
ancho, en zigzag, hasta 100 m de longitud. Las muestras vegetales se
guardaron en bolsas de plastico para ser transportadas al laboratorio e
inmediatamente después se guardaron en el refrigerador a 4° C.



3.3. Aislamiento e identificacion de los hongos asociados al material
vegetal.

Para el aislamiento de los hongos, se hicieron pequefios cores de 5
mm? de las hojas, ramas o frutos, tanto en los bordes de lesiones, como en las
regiones sanas del material. Estos cortes, asi como los correspondientes a las
algas del perifiton, se esterilizaron superficialmente sumergiéndolos en una
solucién de hipoclorito de sodio (NaCIO) al 1% durante un minuto y
enjuagandolos posteriormente con agua destilada estéril, segun la técnica
descrita por Agrios (1997). Tres cortes de cada érgano de las plantas o algas,
se transfirieron a una caja de petri con medio de papa-dextrosa-agar (PDA), en
condiciones estériles y usando pinzas esterilizadas a la flama. Las cajas de
petri con los cortes, por duplicado, se incubaron en un cuarto de cultivo a
23°C.

Después de tres dias de incubacion, los hongos que crecieron a partir de
las muestras se aislaron en nuevas cajas de petri con PDA, realizdndose las
transferencias de micelio necesarias hasta obtener aislamientos puros de cada
hongo.

Los aislamientos puros de los hongos se identificaron hasta género, con
base en la morfologia de sus conidios y sus caracteristicas de crecimiento en el
medio; se utilizd la clave de identificacion de Barnett y Hunter (1972).

3.4. Bioensayos de antagonismo indirecto.

Para realizar los bioensayos de antagonismo indirecto, se eligieron 36
aislamientos de hongos que pudieron ser identificados hasta género; estos
aislamientos fueron los siguientes:

. Beltrania (1 aislamiento)

. Diplodina (1 aislamiento)

. Doratomyces (1 aislamiento)
Fusarium (7 aislamientos)

. Nigrospora (1 aislamiento)

. Pestalotia (22 aislamientos)
. Phlyctaena (2 aislamientos)
. Veerticillium (1 aislamiento)

O NOOAWN
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Para estos bibenS'ayqs ,‘de ér)tagonismo se prepard PDA (Merck) al que
se le anadieron 200'mg/L"'de> rieé‘rbnici’na‘ En cada céja de petri se colocaron
seis cortes circulares’ de Ios ‘distintos aislamientos; uno central y cinco
periféricos (Figura No. 1) haciendose dos repeticiones. Para cortar el micelio,
se utilizaron tubos. de vidrio ‘estériles de 9 mm de diametro. Las cajas se
incubaron a 24° C en un cuarto de cultivo durante 7 dias.

Figura 1 Disposicion de los seis aislamientos de hongos en una caja de petri
para los bioensayos de antagonismo.

Los resultados de crecimiento e interaccién entre los aislamientos, se
registraron e interpretaron después de siete dias de sembrados los hongos,
tomando en cuenta los siguientes criterios con base en la descripcion de
antagonismo de Neville y Webster (1995): 1) el micelio de un aislamiento crecia
encima de otro, 2) crecimiento con contacto; los aislamientos se tocaban pero
no se encimaban, ni se observaban cambios aparentes en los micelios; 3)
formacion de un halo oscuro alrededor de un aistamiento en contacto con otro,
4) formacion de un halo de inhibicion en un aislamiento contiguo a otro (Figura
2)
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Crecimiento encimado

inhibe a es inhibido

Halo oscuro Halo de inhbicién

fFigura 2. Criterios para interpretar el tipo de interaccion entre los diferentes
aislamientos de hongos en los bioensayos de antagonismo.

De todos los aislamientos probados en los bioensayos de antagonismo,
se seleccionaron dos que mostraron el mayor antagonismo contra los demas:
un aislamiento de Pestalotia sp., el cual se obtuvo de las hojas de Metopium
brownei, y otro de Fusarium sp., aislado de las ramas de Piper sp.

3.5. Identificacién a nivel de especie del aislamiento de Fusarium
seleccionado.

La determinacién a nivel de especie del aislamiento de Fusarnium
seleccionado, se realizé segln las técnicas de Booth (1971) y Gerlach y
Nirenberg (1982), que se basan, para diferenciar especies, en las
caracteristicas morfolégicas de los conidiéforos y los conidios. El aislamiento se
sembrd en cajas de petri con dos tipos de medio: 1) papa-sucrosa-agar (PSA) y
2) Syntetischer nahrstuffarmer agar (SNA), con el objeto de valorar en cual de
los dos medios producia mayor cantidad de macroconidios. El primer medio
(PSA) tiene una calidad nutritiva mayor que el segundo (SNA), y se utilizan
ambos debido a que de las distintas especies de Fusanum, algunas forman
macroconidios en medios ricos en nutrimentos, mientras que otras los forman
en medios pobres o bajo estrés luminoso (luz UV). Las cajas se colocaron en
una camara de crecimiento con fotoperiodo (8 h fuz, 16 h oscuridad) con luz UV
y a temperatura ambiente (Gerlach y Nirenberg, 1982)
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Después de diez  dias de crecimiento se hicieron preparaciones
microscopicas del aislamiento, y se observaron y registraron las caracteristicas
morfologicas para el género Fusarium descritas en la clave de Booth (1971) y
Gerlach y Nirenberg (1982). Ei aislamiento fue identificado como F.
sporolrichioides. Este se mantuvo en viales con medio de peptona-agar con
neomicina y cloranfenicol (NCPA), medio modificado a partir del dicloran-
cloranfenicol-peptona-agar (DCPA), sugerido por Burgess et al. (1988), con el
objeto de disminuir las posibilidades de mutacion al maximo posible.

3.6. Cultivo de Fusarium sporotrichioides y Pestalotia sp. para la
extracciéon de posibles toxinas.

Los dos hongos seleccionados se cultivaron masivamente en un medio
basal medio liquido de Czapek-Dox suplementado con acidos-casamino
(DIFCO) al 2 % (w/v). En matraces erlenmeyer de 1 L se vaciaron 500 mi de
este medio, y por cada 100 ml se afadié un corte circular de 5 mm de diametro
del micelio del hongo. Los cortes de F. sporotrichioides se obtuvieron a partir
de un cultivo en NCPA de diez dias, mantenido a 25° C, en cambio los cortes
de Pestalotia sp. se obtuvieron simplemente a partir de un cultivo de diez dias
en PDA mantenido a 25° C.

Tanto los matraces control, Gnicamente con medio de cultivo sin hongo,
como los matraces inoculados con F. sporotrichioides, se incubaron con
agitaciéon constante a 130 rpm (en un Orbit Environ Shaker), en ta oscuridad a
25° C, durante 10 dias (Halimann and Sikora, 1996). Los matraces inoculados
con Pestalotia sp. se incubaron en las mismas condiciones, excepto por la
temperatura que fue de 23° C (Noh, et al, 1999). Posteriommente, se realizaron
preparaciones microscopicas de cada uno de los cultivos para determinar si
estaban o no contaminados por algin otro microorganismo. Después de
verificar que no habia contaminacion, se separ6 el micelio del medio de cuitivo,
filtrandolo a través de cinco capas de gasa en un matraz Bichner,
nuevamente, con papel filtro (Whatman no. 4) al vacio.

y
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3.7. Extraccion del micelio y del medio de F. sporotrichioides y de
Pestalotia sp..

Con el fin de extraer los compuestos potencialmente toxicos, tanto del
micelio como del medio de cuitivo ya separados, se procedié primero a agregar
acetato de etilo a cada uno de los micelios de ambos hongos, hasta cubrirlos
totalmente. Se dejaron macerar los micelios en este solvente durante 72 horas
en un frasco ambar. Posteriormente, el acetato de etilo se decantd; el
procedimiento de extraccion se realizd tres veces. A los dos extractos de
acetato de etilo de micelio, se les elimind el exceso de humedad adadiéndoles
sulfato de sodio anhidro en una proporcion aproximada de 50 g por litro de
extracto. Los extractos de micelio se filtraron con papel filtro (Whatman 4) y se
llevaron a sequedad al vacio en un rotavapor Bichi 461 Water Bath en bano
Maria a 40°C.

Para la extraccién de los medios de cultivo, se realizdé una separacion de
fases, para lo cual, en un embudo de separacion se afadieron 300 ml del
medio de cultivo correspondiente y se afiadieron 200 ml de acetato de etilo;
repitiendo este proceso tres veces. La fase orgdnica del acetato de etilo se
colectd y llevd a sequedad al vacio en un rotavapor en las mismas condiciones
mencionadas. 4

3.8. Bioensayos para probar el efecto bioldgico de los extractos de
micelio y medio de F. sporotrichioides y de Pestalotia sp. sobre diversos
organismos de prueba.

Para evaluar el efecto biolégico de los extractos del micelio y del medio de
cultivo de Pestalotia sp., se disolvieron éstos en metanol-hexano 2:1 (v/v). Los
extractos del micelio y medio de cultivo de F. sporotrichioides, se disolvieron en
metanol (100 %). La diferencia en el uso de solventes se debe a la diferencia
de polaridad de los extractos; el de Fusarium requiere solventes muy polares
para disolverse, mientras que el de Pestalotia se disuelve en solventes de baja
polaridad.
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Los bioensayos que se realizaroh fueron los siguientes:

~ efecto sobré el crecimiento rédichlar de Amaranthus hypochondriacus
(Amaranthaceaé), Lycopersicon ‘esculentum (Solanaceae) y Echinochloa
crusgalli (Poaceae). Estas sémillas fueron seleccionadas por tener una alta
viabilidad. : :

2~ efecto sgbré el crecimiento de los hongos; Altemana sp., obtenido de
un rosal enfermo, y Curvulan'a sp., aislado de Crescentia alata.

&= pruebas de letalidad sobre larvas de Artemia salina.

3.8.1 Evaluacién de los efectos de los extractos del micelio y del medio sobre el
crecimiento radicular de plantas prueba.

BIOENSAYOS SOBRE PAPEL FILTRO. Para probar el efecto de los extractos
sobre e! crecimiento radicular de las plantas de prueba, se utilizd una
concentracion de 100 ppm (concentracion estandar comunmente utilizada para
evaluar el efecto biolégico de una soluciodn), 1a cual se obtuvo pesando 2 mg de
cada extracto y diluyéndolos en 20 ml del disolvente correspondiente. A cada
caja de petri (5 cm) se le colocod un papel filtro Whatman No. 42 y se le
afiadieron 1.5 mi de 1a solucion respectiva. Se dejo evaporar el disolvente del
papel filtro en una campana de extraccion. Después de la evaporacion, se
afadieron 1.5 ml de agua destilada a cada caja. Se prepararon dos controles,
uno conteniendo solo agua destilada sobre el papel filtro (control de agua), y
otro al cual se le afnadi6 el respectivo disolvente, el cual se dejé evaporar a
sequedad, y luego se le anadid agua destilada (control del disolvente). Se
colocaron 10 semillas de cada especie, directamente en el pape! filtro de cada
caja de petri; las cajas se sellaron con parafilm para evitar la evaporaciéon del
agua, y se hicieron 4 repeticiones por tratamiento (Anaya, et al, 1999). Las
cajas con las semillas se colocaron guardaron en una estufa de crecimiento a
27° C, en la oscuridad. Después de 36 h se midié la longitud radicular de las
plantulas de A. hypochondriacus; las de E. crusgalli se midieron a las 48 h, y
las de L. esculentum, a las 72 h. Los datos fueron analizados por medio de un
analisis de varianza (ANVA) de una via (p < 0.05), comparando los grupos por
medio de un analisis de Tukey.

BIOENSAYOS SOBRE AGAR. Se pesaron 8 mg de cada extracto y se
disolvieron en la menor cantidad posible del disolvente correspondiente (+ 0.1
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ml); después se les afiadieron 40 ml de agua destilada para obtener una
solucién patrén a 200 ppm. Las cajas de petri (6 cm) se limpiaron con alcohol y
a cada una se le afadid 3 ml de agar al 2 % (w/v) y 3 ml de la solucién patron,
para obtener la concentracion de 100 ppm del extracto respectivo. El control se
elabord con 3 mi de agar al 2 % mas 3 mi de agua destilada. Una vez
solidificado el agar, se colocaron 10 semillas de cada especie en cada caja, y
se realizaron 4 repeticiones por tratamiento (Anaya, ef al, 1999). Se utilizaron
las mismas especies de semillas que en el bioensayo sobre papel filtro. El
bioensayo se llevd a cabo en las mismas condiciones que el anterior y las
longitudes de las radiculas de las tres especies se midieron en los mismos
tiempos mencionados.

3.8.2 Bioensayos con Hongos.

Para probar los efectos de los extractos sobre el crecimiento radial de
los hongos de prueba, se utilizé una concentracién de 250 ppm, debido a que
los hongos, en general, son mas resistentes que las semillas al efecto de un
extracto obtenido de una planta o de un hongo (Anaya ef al, 1999). Se pesaron
15 mg de cada extracto y se diluyeron en la menor cantidad posible del
disolvente correspondiente (+ 0.1 ml); posteriormente se aforé a un volumen de
30 m! con agua destilada estéril (solucidon patrén). A cada caja de petri de 5 ecm
de diametro se le anadieron 3 mi de la solucion patron y 3 ml de PDA (Merck)
estéril (para obtener la concentracion final de 250 ppm). Se prepararon dos
tipos de control: el del disolvente y el de agua. Se utilizaron como hongos de
prueba, Alternaria sp. y Curvularia sp., los cuales se tomaron de cultivos en
PDA de 10 dias de edad, incubados en la oscuridad en una estufa de
crecimiento a 25° C. Antes de los bioensayos se determinaron ias condiciones
idoneas de crecimiento de ambos hongos con relacion a la presencia de luz y
temperatura. Altemnaria crecié adecuadamente con un fotoperiodo 12:12 h de
luz:oscuridad a temperatura ambiente, mientras que Curvularia crecié mejor en
la oscuridad y a 25° C; por esta razén se usaron las condiciones mencionadas
para cada hongo. Se sembré un corte circular de 5 mm de didmetro del hongo
respectivo en el centro de una caja de petri, realizandose 5 repeticiones por
tratamiento. El crecimiento radial del micelio se midi® a los 3 y 6 dias de
iniciado el bioensayo; se toman dos medidas perpendiculares del diametro y se
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promedian (Aﬁa'yaf ét‘él, 1996). Los datos fuérdn analizados por medio de

ANVA de una via‘(p < 0.05), comparando los grupos con un analisis de Tukey.

3.8.3. Pruebas de letalidad sobre larvas de Arlemia salina.

OBTENCION DE LAS LARVAS DE Artemia salina. Al medio preparado con
cloruro de sodio y sulfato de magnesio conteniendo huevecillos de Artemia
salina (San Francisco Bay Brand INC) se le afladi6 agua destilada (17.5 g/it)
con el fin de cultivar a estos crustaceos. La solucion con los huevecillos se
mantuvo en bafio maria a 30° C con luz constante durante 24 horas, después
de las cuales las larvas eclosionaron.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS. Se prepararon soluciones patrén con 20
mg de cada exiracto disueltos en 2 ml del disolvente respectivo (10,000 ppm).
A partir de estas soluciones, se prepararon tres concentraciones de cada
extracto: 10, 100 y 1000 ppm, afadiendo alicuotas de 500, 50 o 5 puL de las
soluciones patrén en frascos de vidrio. En el control de disolvente se colocaron
500 pul. del disolvente corespondiente. El control de agua no llevaba disolvente.
Los disolventes de todos los tratamientos se dejaron evaporar a temperatura
ambiente durante 24 horas; posteriormente se anadieron 5 ml de agua salina
preparada (36.5 g/L de sal de mar sintética Instant Ocean) a cada frasco y 10
larvas; se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento. El experimento se
mantuvo con luz constante por 24 h. Se conté el nimero de larvas muertas en
cada tratamiento y con los datos se determind la concentracion letal media

(CLso) utilizando el analisis PROBIT (SPSS 10.0 para Windows) (Anderson et
al, 1991).
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4. Resultados

4.1. Identlf‘caclon de Ios géneros de hongos aislados.
De Ios 42 alslamlentos de hongos obtenidos a partir del material vegetal, se

~lograron determmar‘: 36 aislamientos a nivel de género, identificandose los
: Diplodina, Doratomyces, Fusarium, Nigrospora,

Beltranla

- Pestalotia, Phlyctaena y Verticillium.

se presentan las plantas y los 6rganos de las cuales se

2 obtuvneron Ios alslamlentos de hongos.

- Tabla 1 Plantas y algas del perifiton de la Reserva Ecoidgica El Edén con los

hongos aislados.

Tipos de Plantas Parte de la planta [ No. de aislamientos | Géneros de hongos
de la que se aislo el { de hongos. identificados
hongo

Sapotaceae Rama 3 Pestalotia sp. (1)

Pestalotia sp. (2)
Pestalotia sp. (3)
Sapotaceae Hojas 2 Pestalotia sp. (4)
Pestalotia sp. (5)

Jacquinia aurantiaca W. T. [ Rama 6 Fusarium sp. (1)

Aiton Phlyctaena sp. (1)

(Theophrastaceae) Phlyctaena sp. (2)

Nigrospora sp.
Diplodina sp.
ND

Jacquinia aurantiaca W. T. | Hojas 4 . Pestalotia sp. (6)

Aiton Pestalotia sp. (7)

(Theophrastaceae) Fusarium sp. (2)

ND

Jacquinia aurantiaca W. T. | Fruto 3 Fusarium sp. (3)

Aiton Fusarium sp. (4)

(Theophrastaceae) Fusarium sp. (5)
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(Bignoniaceae)

Byrsonima sp. Rama Pestalotia sp. (8)
{Malpighiaceae)
Byrsonima sp. Hojas Pestalofia sp. (9)
(Malpighiaceae)
Lﬁper sp. Rama Pestalotia sp. (10)

(Piperaceae) Fusarium sp. (6)
Doratomyces sp.
ND

Piper sp. Hojas Fusarium sp. (7)

(Piperaceae) ND

Metopium brownei (Jacq.) | Rama Pestalotia sp.-(11)

Urb. Pestalotia sp. (12)

(Anacardiaceae) Pestalotia sp. (13)
Pestalotia sp. (14)

Metopium brownei (Jacq.) | Hojas Pestalotia sp. (15)

Urb. Pestalotia sp. (16)

(Anacardiaceae) ND

Eugenia sp. Rama Pestalotia sp. (17)

(Myrtaceae) Pestalotia sp. (18)

Eugenia sp. Hojas Pestalotia sp. (19)

(Myrtaceae) Pestalotia sp. (20)
Verticillium sp.

Crescentia sp. Hojas Beltrania sp.

Algas

Nostoc sp. Laminar

Pestalotia (21)

Nostoc sp. Esférica

Pestalotia (22)

(En la tabla, los numeros en paréntesis corresponden a los aislamientos para cada género).

ND = No determinado.

En las ramas de Jacquinia aurantiaca se encontré la mayor variedad de

géneros de hongos, seguidas por las de Piper sp. En otros 6rganos tales como ias
ramas y hojas de la Sapotaceae, las de Metopium brownei y los frutos de.

Jacquinia aurantiaca solo se obtuvieron aislamientos de un género de hongos. En

total se identificaron 36 aislamientos a nivel genérico, siendo Pestalotia el mas

abundante con 22- aislamientos encontrados en la mayoria de las especies
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colectadas estando ausente en Crescent/a sp.. Después de Pestalot/a Fusarium
fue el género mas abundante con 7 aislamientos, seguido por Phlyctaena con 2.
De “los generos restantes (Beltrania, Diplodina, Doratomyces, WNigrospora y
Vemo:/l/um) se obtuvo un aislamiento para cada género (Figura 3).

{ Nigrospora
Diplodina 3%
%

Pestalotia

19%

3%
Beltrania Phiyctaena
3% verticillum 6%
3%

Figura 3. Porcentaje de los géneros de hongos aislados e identificados de
las plantas y algas.

4.2, Bioensayos de antagonismo entre todas las cepas

En los bioensayos de antagonismo con cada uno de los ocho géneros
aislados, los resultados de crecimiento e interaccidn entre las cepas, se
registraron e interpretaron considerando: 1) el crecimiento de un mice‘lio ehcima de
otro, 2) crecimiento con contacto; 3) formacién de un halo oscuro alrededor de un

aislamiento en contacto con otro, 4) formacnon de un halo de |nh|b|cuon en un
aislamiento contiguo a otro (Figura 2) e :

La Figura 4 muestra los resultados d los bioensayos de antagonismo del

aislamiento de Beltrania. Como. se bservar,” la forma mayoritaria de
C ‘_é ‘su micelio encima de otros
Vntngu:dad ‘t":c'm' Diplodina, Nigrospora, el
aislamiento 1 de Phlyctaena, el alslamlento 4 de Fusanum y los aislamientos 2-11,

crecimiento de este género. fue’.

aislamientos (64 %), esto ocufric':

13, 15-20y 22 de Pesta/ot/a Su crecnmlento con contacto alcanzd sélo un 6 %, y
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ocurrié al crecer en contigclidad 60hel aisl iéhtd 5 de Fusarium 'y el 14 de

Pesta/otla Beltran/a formo un halo oscuro ecer junto a los aislamientos 2 3,6

y 7 de Fusanum y el 2'de Fhlyctae‘r]a,{! que represento una forma de crecimiento

del 15 %. Presentd halos de inhibicién (3% ‘e, su‘forma de crecimiento) inhibiendo

a Doratomyces, y fue inhibido por los siguientes aislamientos: Verticillium, el
aislamiento’ 1 de Fusarium, y los aislamientos 2 y 12 de Pestalotia, lo que
representd el 12 % en el tipo de crecimiento.

12%

Figura 4. Porcentaje de crecimiento del aislamiento del género Belfrania.

En los bioensayos de antagonismo, el género Diplodina (Figura 5) mostré
un 26 % de crecimiento encima de otros micelios al crecer junto a Bellrania,
Doratomyces, el aislamiento 1 y 2 de Phlyctaena, los aislamientos 4 y 5 de
Fusarium y los 12 16 y 18 de Pestalotia. Tuvo un 29 % de crecimiento con

contacto al crecer junto a | s‘ alslamlentos 2,3y 7 de Fusariumy los 7-11, 13y 17

de Pestalotia. La forma mayontana de crecimiento de Diplodina (39 %), se realizd

con formacion . de; hal oscuro al crecer junto a Nigrospora, Verticillium, el

aislamiento 6 de F um y los aislamientos 1-6, 15, 19-22 de Pestalotia.
Finalmente, Dlplodlna fue lnhlbldo por el aislamiento 1 de Fusarium y el 14 de

Pestalotia (6 % en la forma de crecimiento).
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39%

[Dcreclmlento encimado Cicon contacto M halo oscuro BOes | hlbldo ]

Figura 5. Porcentaje de crecimiento del aislamiento del género Diplodina.

El género Doratomyces, crecid mayoritariamente (71 %) encima de .los
siguientes aislamientos: Diplodina, Nigrospora, Verticillium, los 2 aislamientos de-
Phlyctaena, el aislamiento 3 de Fusariurn, y los aislamientos 1-8, 10-'1 4 16-18, 20-:
22 de Pestalotia, como se muestra en la Figura 6. En cambio, sélo mostro un 3 %

“en la forma de crecimiento con contacto, en contigtiidad con el alslamlento 1 de'
/ 7 de
Fusarium, 1o que significé el 6 % en las formas de crecnmlento Doratomyces se
inhibié al crecer junto a Beltrania, los aislamientos 2,4:°y:6 ‘de Fusanum y Ios
aislamientos 9y 15 de Pestalotia (20 % de las formas de cre :mlento)

Fusarium; y formdé un halo oscuro al crecer con los axslam|ento

T ayor porcentaje
de crecimiento encima de los otros micelios, se decudlo mcubarla junto a un

Debido a que Doratomyces fue la cepa que presento

aislamiento de Pestalotia (sobre la cual . crecid encnma), para observar su
comportamiento y caracteristicas tanto macroscopicas como microscdpicas. En
una caja de petri con PDA, se colocd en un extremo un disco de 5 mm de diametro
del micelio de Doratomyces y en el otro extremo un disco de 5 mm de diametro del
micelio de Pestalotia, los cuales se incubaron en una estufa a 24°C. A los 4 dias
de crecimiento, el micelio de Doratomyces se habia encimado ya al de Pestalotia.
En las preparaciones microscépicas de ambos micelios no se observaron cambios
en el didametro de las hifas de ambos hongos, ni dafio aparente en las hifas del
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aistamiento de Pestalotia. Esté hecho sugiere que Doratomyces no actia como un
micoparasito al crecer encima de Pestalotia.

71%

i

B crecimiento encimado O con contacto M halo oscuro Qes inhibido

Figura 6. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género Doratomyces.

El aislamiento de Nigrospora (Figura 7) mostré 20 % de crecimiento encﬁma
de 6tros micelios: Beltrania, Doratomyces, los aislamientos 3, 5 y 6 de Fus’arij‘ Yy
los 5 y 6 de Pestalotia. El menor porcentaje de crecimiento fue con co_ntacfo" (9 %)'
al crecer junto a el aislamiento 2 de Fusarium y los-11 .y 20 .de ‘Réstaldtia.
Nigrospora crecié principalmente formando haloé oscuros (40%) al éféoér jyunto a
Diplodina, Verticillium, los aislamientos 1,4 y 7 de Fusén'um; y los aislamientos 2,
4, 12-14, 17, 19, 21 y 22 de Pestalotia. Por otro lado, crecié formandb halos de
inhibicion en un 31 % al inhibir a 2 aislamientos de Phlyctaena y a los aislamientos
1,3, 7-10,15,16, y 18 de Pestalotia.
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40%

[Dcrecimiento encimado [ con contacto'- halo oscuro mihhibe a J i

Figura 7. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género Nigrospora.

En la Figura 8, podemos observar que Verticillium crecié encima de otros
aislamientos en 41 % de los casos, en contiglidad a Doratomyces y los
aislamientos 3, 5, 8-10, 12, 14-19 y 22 de Pestalotia; mostréo 9 % de crecimiento
con contacto, junto a los aislamientos 5 ,6 y 7 de Fusanum; formé un 38 % de
halos obscuros, junto a Diplodina, Nigrospora, el aislamiento 1 de Phlyctaena, los
aislamientos 2, 3y 4 de Fusarium, ylos 2, 4,6,7, 11, 13y 20 de Pestalotia. Formad
halos de inhibicién (6 %), al inhibir a Beltrania y al aislamiento 1 de Pestalotia; y
por otro lado, crecid inhibida (6 %) en contigtidad con el aislamiento 1 de
Fusarium y el 2 de Phlyctaena.

9%

Figura 8. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género Verticillium.
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En la Figura 9 se observa el porceritajé de aniagonismo o formas de
crecimiento del aislamiento 1 del género Phlyctaena, el cual presento un 31 % de

crecimiento encima de los siguientes micelios: Be/tran/a D/plodl Doratomycesr .

aislamientos 1, 3-5 de Fusanum y los 1-5, 7, 8, 1o 11 13 14 17 20-22 de'
Pestalotia; fue inhibido en 11 % por Nigrospora y los alslamnentos 2, 6 y: 7 del -
género Fusarium. '

{ O crecimiento éncihado ' W halo oscuro - mk—é é;inhibido ]

Figura 9. Porcentaje de formas de crecimiento del aislamiento No. 1 de
Phlyctaena.

El aislamiento 2 de Phlyctaena (Figura 10) crecid encnma de otros‘

aislamientos - en 23 % de los casos, al crecer:con D/plodm : Doratomyces el

aislamiento 1 de Phlyctaena, los 3 y 5 de Fusanum y Ios 4 12 y 19 de Pestalotla'

Mostré un crecimiento con contacto en 14 % de los casos al crecer con el
aislamiento 4 de Fusarium y los 5-7 y 10 de Pestalotia; formo halos oscuros (57%)
al crecer con Beltrania, los aislamientos 1, 2,6 y 7 de Fusanum y los 1-3, 8, 9, 11,
13-18, 20-22 de Pestalotia; y finalmente, crecio presentando halos de inhibicion (3
%) al inhibir a Verticillium, y fue inhibido por el aislamiento de Nigrospora (3 % de
su forma de crecimientao).
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Figura 10. Porcentaje de formas de crecimiento del aislamiento No. 2 de
Phlyctaena.

En la Figura 11 se muestran las formas de crecimiento de los 7
alslamlentos del género Fusarium en las pruebas de antagonismo.

Fusarium 1 crecié encima (9 % de su forma de crecnmlento) de Ios
aislamientos 13, 15 y. 16 de Pestalotia. Mostré un crecimiento con contacto (37 %)
al crecer junto a Doratomyces, los aislamientos 6- 8, 10, 11, 14 17 Yy 20 de
Pestalotla ylos3y5de Fusarium. Formo halos oscuros (11 %) al crecer contlguo
a Nigrospora, el aislamiento 3 de Pestalotia y los 2 de Phlyctaena; e inhibié (43 %
de los césos) el crecimiento de Beltrania, Diplodina, Verticillium, los aislamientos
1, 2,4, 5,9, 18,21 y 22 de Pestalotia y los aislamientos 2, 4, 6 y 7 de Fusarium.

Fusanum 2 presentd un crecimiento encimado (3 % de los casos)
dnicamente al désarroliarse junto al aislamiento 8 de Pestalotia. El crecimiento con
contacto (40 % : de su forma de crecimiento) lo mostré al crecer contiguo a
Diplodina, ngrospora los aislamientos 4, 8, 10, 12-16 y 19 de Pestalotia y los 3, 5
y 6 de Fusanum Formo halo oscuro {9 %) al crecer con Verticillium, Beltrania y el
" aislamiento 2 de Phlyctaena Su forma mayoritaria de crecimiento fue formando
halos de lnhnbncnon (48 %) al crecer junto a Doratomyces, el aislamiento 1 de
Phlyctaena, los 2-7 11 17 18 y 20-22 de Pestalotia y los 1, 4 y 7 de Fusarium.

Fusanum 3 crecno encima de otros micelios en 14 % de los casos al
desarrollarse junto a quatomyces, Nigrospora, el aislamiento 2 de Phlyctaena y
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a Ios alslamuentos 4-7 de Fusanum y Ios 1 3
Pestalot/a e .

Fusanum 4 crecié encima de Dlplodlna B njienios 1,7,
‘18 y.19. de Pestalot:a (17 % en su formas de crecumle (o]

contacto lo presento en 20 % de los casos junto al alslarmento

recimiento con

e Phlyctaena y
los’ 10 1 1 13,17, 20 y 22 de Pestalotia. Formd halos oscuros Junto a N:grospora

:Vemcﬂllum y el aislamiento 1 de Phlyctena (9 % de sus formas de crecimiento).
lnhlblo a Doratomyces, los aislamientos 1-3 y 5-7 de Fusanum y Ios aislamientos
2.6, 8, 9, 12, 14-16 y 21 de Pestalotia (54 % de sus formas de cremm|ento)
Fusarium 5 crecidé encima de otros aislamientos (17 % de los casos) junto a
‘Diplodina, Nigrospora, el aislamiento 2 de Phlyctaena y los 2, 21 y 22 de
Pestalotia. Presenté crecimiento con contacto (43 %) juntd a Beltrania, Verticillium,
“los aislamientos 1, 2y 7 de Fusanum y los 4-8, 10 13 16-18 de Pestalotia. Los
. halos oscuros los formoé en 6 % de los casos al crecer junto a Doratomyces y el
aislamiento 1 de Phlyctaena‘ Flnalvrnente,vr‘fom]o‘halo»s de inhibicion (34 %),
inhibiendo a los aislamientos 3, 4 y s"qe Fusariur .y,’"css-i; 3,9, 11,12, 14, 15, 19y
20 de Pestalotia. - :

Fusarium 6 se desarrollo encnma de Ni rospora y del aislamiento 6 de
Pestalotia (6 % en su- forma de cremmlento en 20 % de los casos crecidé con
contacto, al desarrollarse junto a Vertn:l/hum

usanum 2 y los aislamientos 12, 15
y 17-19 de Pestalotia. Mostro halos oscuros‘(g ‘%) al crecer junto a Diplodina,

Beltrania y Phlyctaena 2. Prmcnpalmente formo “halos’ de inhibicién (65 % de los
casos), mhnbuendo a Doratomyces Phlyctaena 1, los ~aislamientos 1, 3-5 y 7 de
Fusarnum y los 1-5 7-11 13 14, 16 20-22 de Pestalotia.

Fusarium 7 crecié encima del aislamiento 19 de Pestalotia (3 % de su forma
de crecimiento). Se desarrollo con contacto (43 % de los casos) al crecer junto a
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Dip/odina, Verticillium, el aislamiento § de Fusarium y los 5-7, 9, 12, 14, 16;1 8, 20-
22 de Pestalotia. Los halos oscuros los formd en 20 % de los casos al crecer
contiguo a Beltrania, Doratomyces, Nigrospora, Phlyctaena 2 y los a|s|am|entos 3,
-4 y 11 de Pestalotia. Finalmente inhibié a Phlyctaena 1, Fusarium 14y 6 y los

aislamientos 1, 2, 8, 10, 13 y 15 de Pestalotia, lo que representd 34 % de sus
formas de crecimiento.

]
Fusarium :
100% — e
=
S B0%
8
E 60%
g
K] 40%
2 V.7
104
ug- 20%
0%
1 2 3 4 5 6 7 i
1 B encimado El con contacto halo oscuro M inhibe a ‘: |

U S B S
Figura 11. Porcentaje de antagonismo de cada uno de los siete
aislamientos del género Fusarium.

En la Figura 12 se muestran las formas de crecimiento de cada uno de los
22 aislamientos del género Pestalotia en los bioensayos de antagonismo.

Pestalotia 1 cremo encima de Doratomyces, Fusanium 4y los aislamientos
10-12, 14, 21 y 22 ‘de - Pestalotla lo que represento 23 ‘% de su forma de
crecimiento. El 25 % de su crec:mlento se desarrollé con' contacto junto a los
axslam|entos 2—5 7 9 13, 15 y.20 de Pestalotia. Formo halos oscuros en 23 % de
los casos al crecer ]unto a Diplodina, Ph/yctaena 1 y 2, -y Ios alslamlentos 8, 16-19
" de Pesta/ol/a Formo halos de inhibicion (6:% en: su forma de crecimiento) al
crecer junto a Beltranla y Pesta/oila 6 Flnalmente fueinhxbldo por Nigrospora,

Verticillium y los alslamlentos 1-3 5—7 de Fusanum Io que represento 23 % en su
forma’ de crecnmlento ' . : '
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Pestalotia 2 crecid enci
Beltrania, Doratomyces Fusa

2 de Pestalotla Los halos oscuros los

alslamlentos 4, 6 7 y 18 de Pestalotia. Fue
6 Yy 7 de Fusanum Io que representd 14 % de

sus formas de :

Pestalotia 3 presento un- crecumlento enctmado (29 %) junto a Beltrania,
Doratomyces Vertlc:l//um y los’ alslamlentos 11, 12 18,19 y 21 de Pestalotia;
mostro un 37 % de g:recnmlento con contacto junto a los a!slamlentos 1, 2, 4-9, 17-
19, 21 y 22 de Pestalotia; formd halos 6scuros'(17 %) junto a Diplodina, los dos
aislvamien‘tos de Phlyctaena, Pestalotia 15 .y los aislémiéntos 1y 7 de Fusarium.
Fue inhibido en 17 % de los casos por Nigrospora.y los-aislamientos 2-6 de
Fusarium.

Pestalotia 4 mostré 23 % de crecimiento encimado junto a Beltrania,
Doratomyces, Phlyctaena 2 y los aislamientos 11, 12, 18, 19 y 21 de Pestalotia; el
crecimiento con contacto (26 %) lo presentd con Fusarium 2 y 5, y los aislamientos
1,3, 9, 14, 17, 20 y 22 de Pestalotia. Formod halos oscuros (17 % de los casos) al
crecer junto a Diplodina, Nigrospora, Verticillium, Phlyctaena 1, Fusarium 7 y
Pestalotia 10. Los halos de inhibicion los mostré en 23 % de los casos contiguo a
los aislamientos 2, 58, 13, 15 y 16 de Pestalotia; mientras que fue inhibido (11 %
de los casos) por los aislamientos 1, 3, 4 y 6 de Fusarium.

Pestalotia 5 presentd un crecimiento encimado del 17 % en contigtiidad con
Nigrospora, Doratomyces, Verticillium, Beltrania, y los aislamientos 19 y. 21 de
Pestalotia. Su crecimiento con contacto fue de 46 % junto a Phlyctéena 2, los:
aistamientos 3, 5y 7 de Fusarium y los 1-3, 6-9, 12, 14, 16, 18 y 22 de Pestaldtia;
formé halos oscuros (6 %) con Diplodina y Phlyctaena 1. Los halos de inhi‘bicié‘n
los mostré en 20 % de los casos, inhibiendo a los aislamientos 4, 10, 11, 13, 15
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17 y 20 de Pestalotia; y finalmente, se inhibié en 11 % de los casos al crecer
contiguo a los aislamientos 1,2,4 y 6 de Fusarium. .

Péstalotia 6 crecié encima (23 %) de Beltfania, Doratomyces, Nigrospora,
Phlyctaena 1, Fusarium 6 y' los aislamientos 19, 21 y 22 de Pestalotia; presentd
crecimiento con contacto en 42 % de los casos junto a Phlyctaena 2, Fusarium 1,
5,7 y los aislamientos 3, 5, 8, 9, 11-14, 17, 18 y 20 de Pestalotia. En 9 % de los
casos, formé halos oscuros al crecer juntd a Diplodina, Verticillium y Pestalotia 10,
Formo halos de inhibicion en 17 % de los casos al inhibir é los aislamientos 1,2, 4,
7, 15 y 16 de Pestalotia y fue mhlb:do (9 % en su forma de crecumlento) por los
aislamientos 2, 3 y 4 de Fusarium.

Pestalotia 7 crecio encima de otros
crecer contiguo a Beltrania, Doratomy
19 y 21 de Pestalotia; su crecnmlento

su forma de crecumlento y f nalmente

Nigrospora y Fusarium 2y 6. K
Pestalotia 8 crecié = encima de Be/trama

aislamientos 2, 3, 7 de Fusanum v los 1 345 11 13 14‘5’17 19 21 y 22 de
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Pestalotia. Formé halos oscuros (3 %) Unicamente con Phlyctaena 2, mientras que
los halos de inhibicion los formo en 17 % de los casos, al inhibir a Doratomyces y
los aislamientos 7, 8, 10,15, y 20 de Pesta/ot/a‘ y fmalmente se inhibid en14 % de
los casos junto a throspora y los alslamlentos 1, 4 S5y6de Fusanum ’

Pestalotia 10 crecno encnma de ‘Beltrama Doratomyces Vertlcﬂllum y. Ios
aislamientos 1-3, 19 y 21 ‘de P ’stalo

lo que represento 23 % de s _crecnmiento '
st o' junto a D/p/od/na Phlydaena 2, los
aislamientos 1, 2, 4, 5 de Fusa 7v8 12, 13 17 18 y 22 de ‘Pestalotia.
Formo halos oscuros (17 Yo) Junto a Ph/yctaena 1 Y. los alslamlentos 4 6,14, 16y

el crecimiento con contacto (38

20 de Pestalotia, presento halos de Il’lhlbIClOn (11 %). inhibiendo a los alslamlentos
5,9, 11y 15 de Pesta/ot/a y en, ‘cambio fue inhibido (11 %) por Nigrospora y los
aislamientos 3,6y 7 de Fusanum

Pestalotia 11 crecio encima de Beltrania, Doratomyces, los aislamientos 1-
4,12, 13, 19, 21y 22 de Pesta/otia (32 % de su forma de crecimiento); crecié con '
contacto (32 %) al desarrollarse junto a Diplodina, Nigrospora, los aislamientos 1 y
4 de Fusarium, y los 6, 7, 9, 14, 16-18 de Pestalotia; formo halos oscuros (11 %)
contiguo a Verticillium, Fusarium 7 y los dos aislamientos de Phlyctaena. Presentd -
halos de inhibicion (14 % de los casos), inhibiendo a los aislamientos 5, 8, 10, 15y
21 de Pestalotia, y finalmente, fue inhibido (11 %) por Fusarium 2, 3,5y 6. '

Pestalotia 12 presentd un crecimiento encima de otros micelios en 41 % de
los casos, al desarrollarse junto a Diplodina, Doratomyces, Verticillium, Phlyctaena
1, 2 y los aislamientos 1, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 14 y 18 de Pestalotia. Su crecimiento
con contacto (38 %) lo presentd junto a los aislamientos 1, 2, 6 y 7 de Fusanium y
los 2, 5, 6, 10, 16-18, 20 y 22 de Pestalotia. Formd halos oscuros (6 %) con
Nigrospora y Pestalotia 15; mostrd halos de inhibicion (6 %), inhibiendo a Beltrania
y Pestalotia 8, y se inhibid (9 %) frente a los aislamientos 3, 4 y 5 de Fusarium.

Pestalotia 13 crecidé encima de Beltrania, Doratomyces, Fusarium 1 y los
aislamientos 3, 11, 12 y 14 de Pestalotia, 1o que representd 21 % de su forma de
crecimiento; su crecimiento con contacto (52 %) lo presentd junto a Diplodina,
Fusarium 2-5 y los aislamientos 1, 2, 6, 7, 9, 10, 15-20 y 22 de Pestalotia; mostrd
halos oscuros'(12 %) contiguo a Verticilliurm y Ph/yc(aéna 1y 2 Formd halos de
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desarrollarse junto. a Dorato
15, 19 y 22 de Pesta/ou'
Be/tran/a los anslamuentos

Fusanum y los 4-7, 9, 11, 16-18 y 20 de’

Pestalotia. Formo halos oscuros’ (12 %) con ngrospora y los dos alslamlentos de‘.

Plhyctaena. Mostro halos de'in
fue inhibido (9 %) por Ios alslarﬁlentos 4,5y 6 de Fusarium. ! .

Pestalotia 15" creci® _encima de Beltrania, Verth//I/um Phlyctaena A,
Fusanum 1y Pestalotla 14 (15 % de su forma de crecimiento); crecié con contacto .+
en 26 % de los césoé en contiguidad a los aislamientos 2 y 6 de FusarMm ylos 1,
7, 13, 17-19 y 22 de Pestalotia. Presentd halos oscuros (18 %) con Diplodina, el
aislamiento 2 de Phlyctaena y los 2, 3, 12 y 16 de Pestalotia. Formod halos de
‘inhibicion (26 % de los casos), inhibiendo a Doratomyces y a los aislamientos 4-6,
8-11 y 20 de Pestalotia; por ultimo, fue inhibido por Nigrospora y los aislamientos
3,45y 7 de Fusarium (15 % en su forma de crecimiento).

Pestalotia 16 crecid encima de otros aislamientos en 29 % de los casos al
desarrollarse junto a Beftrania, Diplodina, Doratomyces, Vertic)‘/lium, Phlyctaena 1,
Fusarium 1 y los aislamientos 2, 3, 9 y 19 de Pestalotia;, crecié con contacto en
41% de los casos junto a los aislamientos 2, 3, 5, y 7 de Fusarium y los 5, 7, 11-
14, 17, 18, 20 y 22 de Pestalotia. Formé halos oscuros con Phlyctaeha 2y los
aislamientos 1, 10 y 15 de Pestalotia, lo que representé 12 % de su forma de
crecimiento; los halos de inhibicidn los mostré en 9 % de los casos al inhibir a los

) aislafnientos 4, 6 y 8 de Pestalotia, y finalmente, fue inhibido por Nigrospora y
Fusarium 4 y 6, 1o que representd 9 % en su forma de crecimiento.

Pestalotia 17 crecié encima de Beltrania, Doratomyces, Verticillium y los
aislamientos 2, 7, 18 y 19 de Pestalotia (21 % en su forma de crecimiento); su
crecimiento con contacto (58 %) lo presentd al desarrollarse junto a Diplodina, los
aislamientos 1, 4,-5, 6, y 7 de Fusarium y los 3, 4, 6, 8-16, 20 y 22 de Pestalotia.
Formé halos oscuros (12 % de los casos) contiguo a Nigrospora, los dos
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aislamientos de Phlyctaené y: Peétélotia"1 _valov de: mhlblcuon,(a %) al‘ =

inhibir a” Pestalotia 5, y fnalmente fue |n> ”o‘ (6 %" de’ Ios casds) por Ios

aislamientos 2 y 3 de Fusarium.

Pestalotia 18 crecié encima de otros alslamlentos en29: % de Ios casos ali

desarrollarse junto a Beltrania, Dlp/odlna Doratomyces Ve‘ c:llu)m Phlyctaena 1
Fusarium 4 y los aislamientos 4, 17, 19 y 21 ‘de- Pestalotla crecié con contacto en -
50 % de los casos, contiguo a los alslamlentos 5, 6 y 7 de Fusanum ylos 3, 5-16 y
20 de Pestalotia; mostré halos oscuros (6 %) junto a Pestalotia 1 y Phlyctaena 2.
Los halos de inhibicidn (3 % de los casos) los formé inhibiendo a Pestalotia 2.y
por ultimo, fue inhibido (12 %) por Nigrospora y Fusarium 1,2y 3.

Pestalotia 19 crecid encima de Beltrania, Verticil/ium, Phlyctaena 1y 2, los
aislamientos 4 y 7 de Fusarium y los 4-7,'10f12. 14, 16-18 de Pestalotia, lo que
representd 50 % de su forma de crecimiento; crecio con contacto en 32 % de los
casos junto a los aislamientos 1-3 y 6 de Fus'a(viufrnAy,vlos 2 3, 9,13, 15, 20 y 22 de
Pestalotia; formé halos oscuros (9 %) junto a Diplddiné Nigrbspora y Pesta/otia 1.
Los halos de inhibicidn (6 %) los mostré |nh|blendo a Pestalotla 8 y Doratomyces
y finalmente, fue mhlblda (3% delos casos) por Fusanum 5.

Pestalotia 20 crecio enc:ma de otros alsla\ ienfos: en-9:%_de los.casos, al

desarrollarse junto a Be/tran/a Doratomyces y Pe: cié con contacto
(55 %) en contiglidad con ngrospora Ios
1, 2, 4, 6-8, 12-14, 16-19, 21 y22dePest

casos) junto a Diplodina, Vertlt:/lllum Phlycta

Fusarium y los
0! (;‘4% de los
0 Los halos
s ‘aislamientos 5, 9, 11
y 15 de Pestalotia, y finalmente fue |nh|b|do por.los anslamlento‘s 2,3, 5y6 de
Fusanium (11 %). e

de inhibicion los formoé en 11 % de Ios casos nhibiendo :

Pestalotia 21 creci®é encima de Doratomyces lés aislamientos 3, 5 de
Fusarium, y los 1, 2, 4-8, 10, 11, 18 y 22 de Pesta/otta, lo que representd 55 % de
su forma de crecimiento. Crecié con contacto en 15 % de los casos junto a
Fusarium 7 y los aislamientos 3, 9 y 20 de Pestalotia. Formd halos oscuros en
contigliidad con Diplodina, Nigrospora y Phlyctaena 1y 2 (15 % de su crecimiento)
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y finalmenté fue inhibido en 15 % de los casos al crecer con lds aislamientos 1, 2,
4 y 6 de Fusarium. ;

Pestalotia 22 creclo enc:ma de otros alslamlentos en 29 % de los casos al

(=] ‘c1/l um “ Fusanum 5 y los
ntacto contiguo a los
3,15-17, 19 y 20 de
ento, Formé halos

inhibida por Fusan
crecimiento,: : : :

un' caso interesante. se presento con Ios alslamlentos Pestalotla 3 21 y 22
que fueron aquellos de este género que no inhibieron a ningn otro, intra e
interespecificamente, en los bioensayos de antagonismo.

Pestalotia
100% (T 191177 - - B I 22 B Bt I =TT
TOU AN OO RUREERRE
= - b - P 20 8 H-Yt 2088587
T % Z B ARl | B BT
£ so% (Ll A Bl W A6 -HBHHEBH o £ = £y
£ B= 7 - Z 2 B =
40% 4
ol % L
S 20% N o H- =B y=
0%
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
M encimado 'VIWir’mibe'a'm Dresinhilrziao co

Figura 12. Porcentaje de antagonismo de cada uno de los 22 aislamientos del
geénero Pestalotia.
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4.3. Aislamientos seleccionados para el cultivo y extraccién de metabolitos
bioactivos.

Con base en los resultados anteriores, y considerando por un lado, la gran
abundancia de los aislamientos de Pestalotia, y por el otro la actividad inhibitoria
en las pruebas de antagonismo, se seleccionaron dos aislamientos para su cultivo
y obtencion de sus extractos organicos con mayor actividad biologica:

1. el aislamiento Pestalotia 15, obtenido de una hoja de Metopium
brownei.
2. el aislamiento Fusarium 6, aislado del tallo de Piper sp.

4.4, Identificacion a nivel de especie de el aislamiento 6 del género Fusarium.
El hongo identificado a nivel de especie fue el aislamiento numero 6 del
género Fusarium y se determind como Fusarium sporotrichioides Sherb,
seccion Sporotrichiella. Este hongo crecié en los medios PDA, PSA Y SNA a
temperatura ambiente con fotoperiodo de luz UV. A los 7 dias de incubacién en
PDA creci6 8.5 cm de didmetro, el micelio aéreo fue de color blancb"y en el centro
de color morado. En medio PSA crecié 8 cm de diametro a Ios 7 dlas mlemras]

que en SNA 7 cm, en ambos medlos el micelio aéreo fue de color ros Y. la parte
central del micelio de color, morado tenue. En los medios PSA y SN‘ sef produ;o la

mayor cantidad de macroconudlos Este aislamiento. de Fusanum' presento’
microconidios de dos formas clavados 44—53 X .3-4.4: um Yy ellpsmdes, estosf‘

dltimos aseptados 5 Bix 1 5 (2 9) um y con un seplo (4 4) 5, 8’ (7 3) x -(1.5)
2.9 um, Los l‘l"lICl‘OCOﬂIdIOS se produjeron a pamr de pollf'ahdes en forma de arbol‘ ;

9.2 (14.6) x 2.9 p.m Los kmacroconldlos presentaron de 1'a4 ‘septos (7 3) 14 2

(21.9) x 3 (4.4)umy al |gual que los mlcrocom‘ e produ;eron a partlr de

fidlides 11.2 x 2.9 um. Este-aislamiento formo,‘ Iz

dosporas mtercalares y

apicales, observandose comunmente en cadenas

4 Fidlide: Gr. phiale = vaso. Una célula temminal de un cOnldID oro que produce conldlos de fonna N L

basipétala.
Cilamidospora: Gr, chlamydos = capa, sporos = espora ‘Una espora no sexual y de pared gruesa;
es una célula hifal transformada. : : .
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4.5. Resultados de los bioensayos con los extractos de acetato de etilo del

medio de cultivo y micelio de Fusarium sporotrichioides.

e Bioensayos con semillas
En la figura 15 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con los
extractos de acetato de etilo del micelio y del medio de cuitivo de F.

sporotrichioides a100 ppm, para evaluar su efecto sobre el crecimiento radicular
(mm) de amaranto, jitomate y Echinochloa crusgalli.

3s
30
E
E2s
1.
8
215
£ 10
S
5
o . ;
“p<0.05 Amaranto Jitomate Echinochioa
[7DCommlsohleme " @Contolagua  WExt Mioskio OExt. Medio |

Figura 15. Crecimiento radicular (mm) de las plantas diana con los extractos de

acetato de etilo (100 ppm) de! micelio y del medio de cultivo de F.
sporotrichioides.

Los resultados de la Figura 16 muestran que el extracto con mayor actividad
inhibitoria sobre el crecimiento radicular de las plantas de prueba, es el del
micelio, el cual causd una inhibicion de la raiz de amaranto de 72 %; de 80.5 %
en el jitomate y de 59 % en Echinochloa. También el extracto del medio inhibe
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significativamente, pero en menor grado, el crecimiento radicular de amaranto
(55 %), el de jitomate (32 %) y el de Echinochloa (24 %).

« Bioensayos con hongos

En la figura 16 se muestra el efecto de los extractos de acetato de etilo del
micelio y del medio de cultivo de F. sporotrichioides a 250 ppm, sobre el
crecimiento radial (mm) de Curvularia sp. y Alternaria sp.

Crecimianto radial {mm)
cusad3NE8LEHS

Figura 16. Crecimiento radial (mm) de Curvularia sp. y Alternaria sp. con los
extractos de acetato de etilo (250 ppm) del micelio y del medio de cultivo de F.
sporotrichioides.

Los resultados de la Figura 16 indican que el unico extracto con efecto
inhibitorio sobre el crecimiento radial de los hongos, fue el de! medio de cultivo,
el cual inhibid en mayor grado a Curvularia, 35 % a los tres diasy 17 % a los 6
dias. En el caso de Alternaria, 1a inhibicion fue de 22 % y 13 % a los 3 y 6 dias
respectivamente. El hecho de que la mayor inhibicion del extracto del medio se
presentara a los 3 dias y disminuyera a los 6, habla de que, probablemente, los
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dos hongos de prueba tienen la capacidad de metabolizar el extracto y con ello,
su efecto téxico disminuye.

e Bioensayos con Artemia salina

La Tabla 3 muestra los resultados de los bioensayos realizados para evaluar
el efecto de los extractos de acetato de etilo del micelio y del medio de cultivo de
F. sporotrichioides sobre la sobrevivencia de Artemia salina (evaluacion a las 24
h).

Tabla 3. Efecto de los extractos de acetato de etilo sobre la sobrevivencia de 30

larvas de Artemia salina tratadas.

Tratamiento Extracto del micelio |_Extracto del medio de cultivo
No. de muertes
Contro! solvente o) o}
Control agua 1 1
10 ppm [¢] Q
100 ppm 1 3
1000 ppm 25 1

La dosis letal media del extracto de acetato de etilo del micelio, calculada
por la prueba de Probit, indicd una LDso de 451.5 ppm, ¥y mayor a 1000ppm para
el extracto del medio. Esto indica que el unico extracto que resulté con una

bioactividad significativa fue el del micelio, como puede observarse en la Tabla
3.
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4.6, Resultados de los bioensayos con los extractos de acetato de etilo del
medio de cultivo y micelio de Pestalotia sp.

e Bioensayos con semillas
En la figura 17 se muestran los resultados de los bioensayos realizados para
evaluar el efecto de los extractos de acetato de etilo del micelio y del medio de

cultivo de Pestalotia sp. a 100 ppm, sobre el crecimiento radicular (mm) de
amaranto y jitomate.

Crecimiento radicular {mm}
>

‘p>0.05 Amaranto Jitomate

© Control solvente I8 Control agua W Ext. Micolio C1Ext. Medio

Figura 17. Crecimiento radicular (mm) de las plantas de prueba con los
extractos de acetato de etito (100 ppm) del micelio y del medio de cultivo de
Pestalotia sp

La Figura 17 muestra que los extractos de acetato de etilo del medio de
cultivo de Pestalotia sp., fueron los que tuvieron mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento radicular de las plantas de prueba, a diferencia de F. sporotrichioides
cuyo extracto mas activo fue el del micelio. Amaranto fue inhibido 65 % y
jitomate un 67 % por el extracto del medio de Pestalotia. El extracto de micelio
sélo inhibid significativamente a la raiz de amaranto (31 %). En esta Figura 17 se
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observa ‘también que’ la ;mézfcla' de solventes utilizados para el control
correspondiente (g:loroforrho:,}_h“exano 2:1) resultaron toxicos para el jitomate, por
esta razon el control de éo!veﬁté inhibié un 27 % el crecimiento radicular de esta

La figuré j"18._(:nljé:stré el efecto de los extractos de acetato de etilo del micelio
y medio de" c'u‘l’ti’\"/o’ de Pestalotia sp. a 250 ppm, sobre el crecimiento radial (mm)
de Curvularia sp. y Alternaria sp.

Crocimisnto radial {mm)

Figura 18. Crecimiento radial (mm) de Curvularia sp. y Alternaria sp. con los
extractos de acetato de etilo (250 ppm) del micelio y del medio de cultivo de
Pestalotia sp.

El extracto del medio de Pestalotia sp. causd una inhibicion significativa
sobre el crecimiento radial de los hongos de prueba, al igual que en el caso de F.
sporotrichioides. El crecimiento de Curvularia, la especie mas afectada, fue
inhibido 33 % a los tres dias y 25 % a los 6 dias. El de Alternaria fue inhibido 18
% y 17 % a los 3 y 6 dias respectivamente. La inhibicién causada por el extracto




de acetato de etilo del medio de cultivo de Pestalotia, tiende a disminuir con el
tiempo en el caso de Curvularia; este efecto se presenta también con el extracto
de acetato de etilo de F. sporotrichioides sobre los dos hongos de prueba.

e Bioensayos con Artemia salina

La Tabla 4 muestra los resultados de los bioensayos realizados para evaluar
el efecto de los extractos de acetato de etilo del micelio y del medio de cultivo de
Pesfalotia sp., sobre la sobrevivencia de Artemia salina.

Tabla 4. Efectos de los extractos de acetato de etilo del micelio y de! medio de
cultivo de Pestalotia sp. sobre la sobrevivencia de 30 larvas de Artemia salina.

Tratamiento Extracto del micelio. ] Extracto del medio de cultivo.
No. de muertas

Controt solvente 0 0
Control agua [*] 4]
10ppm [+] (o]
100ppm 0 0
1000ppm 1 27

Contrariamente al caso dé 'F.‘sporotn'chioides, el extracto de acetato de
etilo de Pestalotia sp. que mosiré mayor actividad sobre Artemia, fue el del
medio de cultivo. El analisis Probit indicé un LDsp de 492 ppm para este extracto.
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4.7. Resultados de los bioensayos con el extracto del medio de cultivo
Czapek-Dox sin hongo.

= Bioensayos con semillas

En la Figura 19 se muestran los resuitados de los bioensayos realizados para
evaluar el efecto del extracto de acetato de etilo del medio de cultivo Czapeck-

Dox sin hongos, a 100 ppm, sobre el crecimiento radicular (mm) de amaranto,
jitomate y Echinochioa crusgalli.

Crecimisnto radiculer (mm)

Figura 19. Crecimiento radicular (mm) de las plantas de prueba con los extractos
de acetato de etilo (100 ppm) del medio de cultivo Czapek-Dox sin hongo.

El extracto de medio de Czapek-Dox cultivado sin hongo, no tuvo un efecto

significativo sobre el crecimiento radicular de amaranto y jitomate;

inesperadamente, el crecimiento radicular de Echinochloa se inhibié 24% con
este tratamiento.




« Bioensayos con hongos
En la Figura 20 se muestra el efecto del extracto de acetato de etilo de!

medio de cultivo Czapek-Dox sin hongo a 250ppm sobre el crecimiento radial
(mm) de Curvularia sp. y Altemnaria sp.

Crecimiento radiel (mm)

3dias Bdias
Curvularia Curvularia Alternaria Alternaria
 OConmisohete  mConrolagua  OBxtMedo |

Figura 20. Crecimiento radial (mm) de Curvularia sp. y Alternaria sp. con los
extractos de acetato de etilo (250 ppm) del medio de cultivo. Czapek-Dox sin
hongo.

En este experimento (Figura 20 ) se obtienen dos inhibiciones inesperadas, la
del control de agua que a los 6 dias inhibe significativamente (16 %) el
crecimiento de Curvularia, y la del extracto del medio que inhibe
significativamente (16 %) el crecimiento de este mismo hongo a los tres dias.
Cabe senalar que aunque hubo un efecto inhibitorio en el crecimiento radial de
Curvularia a los 3 dias de crecimiento con el extracto del medio sin hongo, éste
es muy bajo, comparado con el causado por los extractos del medio de cuitivo
de los hongos, e igual que el efecto inhibitorio del control de agua. La inhibicion
a los 3 dias con el extracto del medio de F. sporoftrichioides fue del 35 % y la del
medio de Pestalotia sp. de 33 %, lo que indica que la inhibicion causada por los
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extractos de los hongos esta determinada por la presencia en ellos de
metabolitos secundarios producidos por estos organismos, y no por el extracto
del medio Czapek-Dox. Estos resultados indican que al parecer, Curvularia es
especialmente sensible a las condiciones del medio en el que se encuentra
creciendo in vitro.

« Bioensayos con Artemia salina

La Tabla 5 muestra los resultados de los bioensayos realizados para evaluar
el efecto del extracto de acetato de etilo del medio de cultivo Czapek-Dox sin
hongo, sobre la sobrevivencia de Artemia salina.

Tabla 5. Efectos del extracto de acetato de etilo del medio de cuitivo Czapek-

Dox sin hongo, sobre la sobrevivencia de 30 larvas de Artemnia salina.

Tratamiento Extracto del medio de cultivo sin hongo

No. de muertas/No de tratadas

Control del disolvente

Control agua

10 ppm

100 ppm

©|0|0|0|0

1000 ppm

Como se esperaba, la DLso del extracto del medio de cuitivo Czapek-Dox
sin hongo sobre Artemia salina, fue mayor a 1000ppm; un efecto no significativo.
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5. Discusion y Conclusiones

‘Los hongos aislados en el presente trabajo no constituyen la totalidad de
hongos asociados a las plantas colectadas; para ello, se hubiera requerido, entre
otras cosas, realizar una colecta lo mas amplia posible de los distintos drganos
de las blantas durante diferentes etapas de su ciclo biolégico; sin embargo, esto
no constituyd el objetivo central del presente trabajo. Los aislamientos obtenidos
e identificados fueron aquellos capaces de desarrollarse en un medio de cultivo
general (PDA); su obtencién contribuye al conocimiento de la diversidad de
hongos microscopicos asociados con plantas de la Reserva Ecoldgica E! Edén,
Quintana Roo. Por otro lado, estos hongos pertenecen a géneros cosmopolitas,
lo que coincide con lo mencionado por Samuels y Rossman (1992) quienes
sefialan que la mayoria de géneros de hongos conidiales de los ambientes
tropicales son de distribucion mundial.

Existen pocos estudios sobre los aislamientos asociados a las especies
de plantas que se reportan en el presente trabajo; en estos estudios se
mencionan principalmente hongos fitopatogenos. Por ejemplo, se han reportado
especies de Fusanum en los géneros Fugenia (Mittal et al, 1999.) y Piper
(Mustika, 1991; Raut, y Bhattacharya, 1999); también se han encontrado a
Pestalotia sapotae (Sharma, et al,1987) y Fusanum solani (Kore y Mashalkar,
1987) sobre plantas de la familia Sapotaceae.

En los géneros Byrsonima, Jacquinia, Crescentia y Metopium browneii no
se habian reportado ninguno de los géneros de hongos aislados en el presente
trabajo. Por otro lado, no existe informacion sobre la presencia de Beltrania,
Diplodina, Doratomyces, Nigrospora, Plhyctaena, Verticillium, Pestalotia y
Fusarium como hongos asociados a alguna de las especies de plantas que se
colectaron, por lo que este estudio es el primero que se lleva a cabo sobre
hongos asociados a la mayor parte de las especies de plantas colectadas en
Quintana Roo.

Ciertos 6rganos y especies de las plantas colectadas, presentaron mayor
diversidad de hongos que otras, por ejemplo, las ramas de Jacquinia aurantiaca,
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de las cuales se aislé el mayor niumero de géneros de hongos (4 géneros
diferentes y un aislamiento no determinado), mientras que otras especies de
plantas presentaron un solo género de hongos en sus diversas estructuras,
como las ramas y hojas de la especie de Sapotaceae, Metopiurn brownei y los
frutos de Jacquinia aurantiaca.

De los 36 aislamientos identificados a nivel de género, Pestalotia resultd
ser el mas abundante con 22 aislamientos, los cuales se obtuvieron de todas las
especies colectadas excepto de Crescentia sp. Después de Pestalotia, Fusarium
fue el género mas abundante con 7 aislamientos, obtenidos Unicamente de
Jacquinia aurantiaca y Piper sp. Dos aislamientos del género Phlyctaena, uno de
Diplodina y uno de Nigrospora se aislaron de Jacquinia aurantiaca. Un
aislamiento de Doratomyces se obtuvo de Piper; de Crescentia sp. se obtuvo un
aislamiento de Beltraniay de Eugenia sp. uno de Verticillium.

€l tipo de relacion de estos hongos con las plantas colectadas no fue
determinado, aunque durante el desarrollo del aislamiento se tomaron las
medidas necesarias con el fin de obtener sélo aquellos hongos asociados a los
tejidos vegetales y no los presentes en sus superficies de modo casual o como
producto de la contaminacién durante su traslado. No obstante, los hongos
identificados en el presente trabajo, han sido frecuentemente reportados como
fitopatogenos, aunque es importante tener en cuenta que este aspecto esta
asociado al hecho de que mucha de la investigacion sobre hongos se enfoca en
especial sobre los fitopatbgenos, y por ello los trabajos publicados al respecto
son mucho mas numerosos que aquellos que se refieren a hongos endofitos. El
interés en estos ultimos, ha surgido recientemente. No obstante es importante
considerar que el hecho de que exista una mayor cantidad de estudios sobre
patégenos, no significa que los hongos se comporten dnicamente como tales,
hay que recordar que el comportamiento de los hongos ya sea como patégenos
o como enddfitos, depende de diversos factores como: la susceptibilidad de la
planta asociada en sus diferentes estados de desarrollo, muitiples factores
ambientales y la presencia del hongo en cuestion (Shulz. et al, 1999).
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La temperatura ambiente que fue utilizada en los bioensayos de
antagonismo ( 23° C), pudiera haber sido mas favorable para el crecimiento de
algunos aislamientos, sin embargo no se observé que algunos aislamientos
hayan crecido mejor que otros por este motivo, ya que a los 7 dias de
crecimiento todos los hongos se habian desarrollado adecuadamente, lo que
permitidé observar con claridad el comportamiento de los distintos aislamientos al
interactuar entre si.

En los bioensayos de antagonismo, se pudo apreciar que existen
diferencias entre los géneros, en cuanto a sus formas de crecimiento y
competencia frente a otros hongos. Belftrania, Doratomyces y Verticillium
crecieron principalmente encima de los otros aislamientos; en cambio Pestalotia,
creci® mayoritariamente en contacto con ellos. En Diplodina, Nigrospora y
Phlyctaena prevalece la formacion de halos oscuros; y en Fusanum la formacion
de halos de inhibicién; este género resultd el mas agresivo al crecer con los
demas, seguido por Nigropora. Cada género, e incluso cada aislamiento, posee
mecanismos de competencia y formas de crecimiento distintas, dependiendo de
las circunstancias en las que se encuentre.

Durante los bioensayos se pudo observar en el caso de Doratomyces
(aislamiento que present6 el mayor porcentaje de crecimiento encimado), que no
se comporta como micoparasito al competir con otros, en este caso al crecer
encima de Pestalotia sp.. Se comprobd que su tasa de crecimiento no fue mayor
a la de este Gltimo hongo (una caracteristica del micoparasitismo). Las
preparaciones microscopicas de los micelios de ambos hongos en las zonas
encimadas, mostraron que no habia un dafio aparente en ninguno de los dos
micelios, por lo que se considero que probablemente Doratomyces compite
realizando una interferencia de tipo fisico, o bien, aprovecha diferencialmente los
nutrimentos sin establecer una competencia de exclusion frente a los otros
aislamientos.

Un resultado interesante en los bioensayos de antagonismo, fue observar
que ningun aislamiento de Fusarium, considerado en el presente estudio como el
mas agresivo de los géneros, inhibid el crecimiento de Nigrospora, el siguiente
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mas agresivo; los aislamientos 3, 5 y 6 de Fusarium (el 6 fue el mas antagonico
de todos) crecieron encima de Nigrospora y a pesar de ello, no lo inhibieron.
Probablemente, esto pudiera ser un indicio de que Nigrospora tiene la capacidad
de metabolizar o neutralizar las toxinas que Fusanum produce.

En los bioensayos de antagonismo también se pudo observar que los
aislamientos de los siguientes géneros: 2 de Phlyctaena, 22 de Pestalotia y 7 de
Fusarnium, mostraron cierta tendencia a tener patrones de crecimiento
semejantes; sin embargo, se pudieron apreciar diferencias entre ellos, lo que
probablemente esta influenciado tanto por las caracteristicas bioldgicas de los
hongos como por el tipo de relacion que tienen con las plantas asociadas. Los
hongos que viven en asociacion con una planta, requieren establecer un
equilibrio de defensa quimica con ella cuando son endoéfitos, o bien romper dicho
equilibrio, venciendo las reacciones de defensa de las plantas, cuando son
patogenos (Shulz. et al, 1999). Para lograrlo, los hongos necesitan un arsenal
quimico tal que les permita establecer este equilibrio quimico con su hospedera,
o bien superar las reacciones de defensa de la planta para poderla parasitar. El
aislamiento de Pestalotia que presentdé el porcentaje mas alto de halos de
inhibicién (aislamiento No. 15), probablemente es un ejemplo de un hongo
poseedor de un gran nimero de estas caracteristicas. Este aislamiento fue
obtenido de las hojas de Metopium brownei, una planta con defensas quimicas
muy agresivas, entre las cuales se han identificado urushioles y flavonoides con
actividad fungitéxica (Rivero-Cruz et al, 1997; Anaya et al, 1999). Para que un
hongo se pueda establecer en una planta, requiere, ademas de otro tipo de
defensas, los compuestos quimicos que le permitan contrarrestar los
mecanismos de defensa de la planta. Es importante mencionar que los hongos
asociados a las plantas, no son los Unicos en presentar defensas de tipo
quimico, pues éstas se han observado en hongos que viven en otros ambientes
como los copréfilos (Gloer, 1996; Gloer, 1997) ; en este caso, las defensas

quimicas que producen van dirigidas contra otros microorganismos competidores
en este tipo de sustrato.
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Los hongos seleccionados para buscar en ellos un potencial aleloquimico,
se eligieron considerando su abundancia y la inhibicidn que produjeron sobre los
otros aislamientos contiguos. Fusarium 6 se seleccion6 justamente por ser el
aislamiento que presentd el mayor porcentaje de halos de inhibicidn en sus
formas de crecimiento (66 %) inhibiendo a muchos otros aislamientos, y ademas
por que muy pocos hongos pudieron crecer encima de él (6 %). En el caso de
Pestalotia, que fue el género mas abundante con 22 aislamientos, se considerd
importante seleccionar el mas agresivo de éstos; de este modo, se selecciond a
Pestalotia 15, el cual mostré el mayor porcentaje de inhibicion sobre otros
aislamientos; de hecho, Pestalotia 15 presentd el mismo porcentaje de halos de
inhibicion y crecimiento con contacto (este ultimo, considerado en el presente
trabajo como crecimiento caracteristico del género).

Para el cultivo de los dos hongos seleccionados, se eligio un medio de
cultivo pobre en nutrimentos con el fin de que crecieran bajo condiciones de
estrés, y de este modo, tratar de promover una respuesta similar a la mostrada
por los hongos, al competir por diversos recursos en los bioensayos de
antagonismo. Los extractos organicos, tanto del micelio como del medio de
cultivo de ambos hongos, demostraron tener una importante actividad biologica,
la cual, probablemente, esta determinada por la presencia de moléculas
biodinamicas.

Los extractos del medio de cultivo de Pestalotiasp. y F. sporotrichioides,
fueron los tratamientos que presentaron mayor actividad inhibitoria sobre el
crecimiento radial de los hongos de prueba (Altermaria sp. y Curvularna sp.).
Estos resultados demuestran que el criterio utilizado para seleccionar los
aislamientos con un posible potencial aleloquimico, fue el correcto. En los
bioensayos de antagonismo, ambos hongos inhibieron frecuentemente a los
aislamientos contiguos. Probablemente, las toxinas producidas tanto por F.
sporotrichioides como por Pestalotia sp., se liberan al medio de cultivo, sea éste
solido o liquido, y de esta manera afectan el desarrollo de los otros hongos, lo

que coincide con lo mencionado por Carroll (1988), al referir que los hongos
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asociados con plantas, liberan dentro de los tejidos, toxinas que previenen la
colonizacién por otros microorganismos.

Curvularia sp. fue el hongo de prueba mas inhibido (a los tres dias de
iniciado el bioensayo) por los extractos del medio de cultivo tanto de F.
sporotrichioides como de Pestalotia sp. Esta inhibicion disminuyo a los seis dias,
lo que pudo haberse motivado por ia capacidad de Curvularna sp. de metabolizar
los compuestos activos en los extractos. El mismo resultado se observé con
Alternaria sp., cuyo crecimiento radial fue muy inhibido por el extracto del medio
de cultivo de F. sporotrichioides a los tres dias, disminuyendo este efecto a los
seis dias. Por el contrario, la inhibicion del crecimiento radial de Altermaria sp.
por efecto del extracto del medio de cultivo de Pestalotia sp., se mantuvo
aproximadamente igual a los tres y seis dias del experimento.

El efecto aleloquimico de los extractos organicos de Pestalotia sp. y F.
sporotrichioides, fue mayor sobre las plantas de prueba que sobre los hongos de
prueba. El extracto del micelio de F. sporotrichioides demostré ser mas toxico
que el extracto del medio de cultivo de esta misma especie, pues inhibid el
crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli, amaranto y jitomate, tratadas a
100 ppm (59 %, 72 % y 80.5 % de inhibicion respectivamente); en cambio el
extracto del medio de cultivo inhibid el crecimiento radicular un 24 % en
Echinochloa crusgalli, 32 % en amaranto y 55 % en jitomate, a la misma
concentracion.

El extracto del medio de cuitivo de Pestalotia sp., presentd el mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular de jitomate y amaranto (67 % y
65 % respectivamente), y aunque el crecimiento radicular de amaranto también
fue inhibido por el extracto del micelio, la inhibicion fue dos veces menor que la
presentada con el extracto del medio de cuitivo (31 %).

En los bioensayos para probar el efecto letal de los extractos de los
hongos sobre Artemia salina, la dosis letal media fue muy similar, solo que la
actividad de F. sporotrichioides se presento en el extracto del micelio (DLsg, 451
ppm), mientras que en Pestalotia sp. se presentd en el extracto del medio de
cultivo (DLso, 492 ppm).




Por lo anterior, podemos suponer que [os compuestos activos de
Pestalotia sp. bien se liberan al medio mas facilmente que los de F.
sporotrichioides o presentan un espectro de accion mas amplio, pues en todos
los bioensayos, con semillas, hongos y artemias, el mayor efecto inhibitorio fue
causado por el extracto del medio de cultivo de Pestalotia. En el caso de F.
sporotrichioides, este hecho no se ve con la misma claridad, ya que se observé
cierta selectividad en la actividad de sus extractos; el crecimiento radial de los
hongos de prueba, fue inhibido por el extracto del medio de cultivo, mientras que
el crecimiento radicular de las plantas de prueba y la sobrevivencia de las
artemias, se afectaron mas con el extracto del micelio.

Estos resultados en condiciones naturales podrian indicar que los hongos
asociados al material vegetal, pueden liberar compuestos activos contra otro tipo
de microorganismos que intenten colonizar a la planta; esta suposicion esta
basada en el hecho de que los extractos del medio de cultivo de ambos hongos,
presentan actividad contra los hongos de prueba. Sin embargo, F.
sporotrichioides se muestra menos activo frente a las semillas y a Artemia,
mientras que Pestalotia sp. afecta de manera similar, a los tres tipos de
organismos de prueba. Es necesario realizar mayor investigacion con ambos
aislamientos de los hongos, para determinar si hay especificidad o no en liberar
los compuestos activos dependiendo de la relacidn con distintos tipos de
organismos.

Los estudios de especies antagdnicas asociadas a plantas, proporcionan
informacion util, no sélo desde el punto de vista ecoldgico o de la biologia de los
organismos, sino también como un complemento valioso para el descubrimiento
de nuevos compuestos bioactivos con utilidad potencial, como agroquimicos o
farmacos.

Aunque a la fecha, los hongos tropicales en particular, no han contribuido
de una manera significativa al descubrimiento de nuevos compuestos dtiles al
hombre, lo que puede ser simplemente un reflejo del escaso nomero de estudios
sobre hongos, y de los pocos emprendidos en estas zonas. Por esta razon, en la
actualidad, tenemos que conformarnos con especular en buena medida, sobre el
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potencial ‘de los hongos tropicales como productores de nuevos metabolitos
secundarios con una utilidad potencial (Wildman, 1997).

Muchos organismos en el planeta estan todavia por descubrirse, al igual
que los compuestos activos que producen, especialmente si nos referimos a los
microorganismos. De esta manera, el estudio de ias diversas relaciones entre
plantas y microorganismos, asi como de los metabolitos que intervienen como
mediadores en ellas, puede contribuir al hallazgo de nuevas reiaciones biéticas,
al enriquecimiento del conocimiento de la biodiversidad y al descubrimiento del
valor agregado de los recursos bioticos, el cual ayudara a aportar mas y mejores
argumentos en favor de su conservacion. El presente trabajo es una contribucion
importante en este sentido.
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Anexo 1
MEDIOS DE CULTIVO.
» Papa-dextrosa-agar (PDA)
200 g de papa
20 g dextrosa
15 g agar
en 1 L de agua destilada

e Papa-sucrosa-agar (PSA)
500 mi de extracto de papa
20 g de sucrosa
20 g de agar
en 5§00 ml de agua destilada

- nahrstuffarmer

e« Syntetischer
agar (SNA)
1g de KH,PO4
1 g de KNO;
0.5 g de MgSO4-7 HO
0.5 g de KCI
0.2 g de glucosa
0.2 g de sacarosa
20 g de agar
en 1 L de agua destilada

e Medio de’ peptona-agar -con

k neomicina y cloranfenicol (NCPA)

15 g de peptona

1 g de KHxPO,

0.5 g. de MgS0,4-7H;0
0.2gde cloranfenicol
20 g de agar

en 1 L de agua destilada

« Dicloran-cloranfenicol-peptona-
agar (DCPA)
15 g de peptona
1 g de KHaPO,
0.5 g. de MgS04-7H20
0.2 g de Dicloran
20 g de agar
en 1 L de agua destilada).

e Czapek-Dox
30 g de sacarosa
3 gde NaNO3
1 g de KzHPO,
0.5 g de MgSO,
0.5 g de KCI
0.01 g de FeSO4
en 1 L de agua destilada
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Anexo 2
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Figura 21. Porcentaje de crecimiento del aislamiento del género Beltrania y
su comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 22. Porcentaje de crecimiento del aislamiento del género Diplodina y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 23. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género Doratomyces y

su comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 24. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género

Nigrospora y su comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 25. Porcentaje de formas de crecimiento del aislamiento No. 1 de

Phlyctaena y su comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 26. Porcentaje de Formas de crecimiento del aislamiento No. 2 de

Phlyctaena y su comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él
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Figura 27. Porcentaje de antagonismo del aislamiento del género Verticillium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 28. Porcentaje de antagonismo del aisiamiento 1 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 29. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 2 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 30. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 3 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 31. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 4 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él

|

—
&
e

=
a2

E

(]
o
S
@
o
P
Q
€
E
S
e

. o 2 ¢ & . -}
& & F P I A T o
¥ KX 00\'39 & ¥ N & &
| Dencimado  Econcontacto  Ehalooscuro

Figura 32. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 5 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a €l
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Figura 33. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 6 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 34. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 7 de Fusarium y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 35. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 1 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 36. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 2 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 37. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 3 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 38. Porcentaje de antagonismo del aislamientoc 4 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 39. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 5 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 40. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 6 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.

72




100%
80%
60%
40%
20%

0%

Formas de crecimiento (%)

@ & @ &
& & &
P (&
ST P oY ¢ &

[E encimado B con contacto B halo oscuro @ inhibe a Tl es inhibldo l

Figura 41. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 7 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 42. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 8 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él
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Figura 43. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 9 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 44. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 10 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 45. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 11 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 46. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 12 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 47. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 13 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 48. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 14 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 49. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 15 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 50. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 16 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 51. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 17 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.

100%

80%
60%
40%

20%

Formas de cracimiento (%)

0%

('\\'b Nl 5l
& = \Q@*&

< & Q@ Q\\‘\ \\%{L &0

r Bencimado HEconcontacto Mhalooscuro Minhibea Dles Inhibldo—l |

Figura 52. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 18 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 53. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 19 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 54. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 20 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 55. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 21 de Pestalotia y su

comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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Figura 56. Porcentaje de antagonismo del aislamiento 22 de Pestalotia y su
comportamiento con los otros géneros al crecer contiguos a él.
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