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Introduccion

I. INTRODUCCION

Los hongos endofitos estan representados por una amplia variedad de especies de micromicetos
que colonizan los tejidos de su planta hospedera sin causar sintomas aparentes de enfermedad
(Wilson et al., 1995), la mayoria de ellos estan clasificados dentro del grupo de los ascomicetos
(Davis et al., 2003) y se encuentran en una gran variedad de plantas y de ecosistemas (Petrini y
Petrini, 1985); sin embargo, el conocimiento de su papel en las relaciones ecologicas que
establecen aun es muy limitado. Diversos autores han descrito que las relaciones entre los hongos
endofitos y su planta hospedera pueden variar desde la simbiosis (comensalismo o mutualismo)
hasta la patogénesis y el oportunismo (Strobel et al., 2004). Schulz y cols. (1999) y Schulz y
Boyle (2005) proponen que las relaciones entre hongo endéfito-planta hospedera no son neutras,
es decir, en estas interacciones se establece un balance de antagonismo. De esta manera, los
factores de virulencia del hongo compiten contra las defensas de la planta, las cuales limitan el

desarrollo de los endofitos y de la enfermedad.

La gran importancia de los hongos endofitos se debe principalmente, a los metabolitos
secundarios que producen los cuales presentan estructuras quimicas novedosas y diversas
actividades bioldgicas. Ademas, muchos de estos compuestos son utiles en areas como la
medicina y la agricultura (Gamboa, 2006). Por otro lado, el estudio de las relaciones ecoldgicas
de estos microorganismos y la obtencion de los metabolitos secundarios involucrados en dichas
relaciones constituye un campo enorme para el descubrimiento de nuevas moléculas, con
actividades biologicas interesantes (Strobel y Daysi, 2004). Asimismo, el estudio quimico y
bioldgico de estos hongos es relativamente reciente, lo cual los hace un campo de estudio muy
prometedor. Uno de los géneros importantes dentro de los hongos endoéfitos es el género Xylaria

el cual ha permitido la obtencién de moléculas novedosas con actividades bioldgicas importantes.

En este contexto, el presente trabajo de investigacion se desarrolld como parte de un proyecto que
pretende estudiar la diversidad de hongos endéfitos en México y contribuir al entendimiento de la
funcién de estos microorganismos en las relaciones hospedero-endoéfito, asi como el papel que
desempefian los metabolitos secundarios producidos por los hongos endéfitos, en dicha relacion.

En el presente proyecto de tesis se estudio el potencial antagonico del hongo endofito Xylaria sp.

aislado de hojas sanas de Callicarpa acuminata (Verbenaceae), colectadas en la reserva ecoldgica
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Introduccion

“El Edén”, en Quintana Roo, frente a diferentes microorganismos endoéfitos y fitopatdgenos a
través de bioensayos de antagonismo directo, y se evalud el potencial aleloquimico de los
extractos organicos del medio de cultivo y micelio de Xylaria sp. sobre el crecimiento de hongos
y plantas, con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos quimicos involucrados en las
complejas relaciones entre hongos endofitos, asi como aportar conocimientos en el area agricola,
en la cual la identificacion y caracterizacion de compuestos naturales menos daiinos al medio
ambiente y a organismos no blanco, se ha convertido en uno de los principales objetivos de las

industrias relacionadas.
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II. ANTECEDENTES

1. ECOLOGIA Y ECOLOGIA QUIMICA

El término Ecologia fue acunado por Ernst H. Haeckel, y surge del vocablo oekologie (del griego
oikos que significa casa o lugar donde se vive). Esta ciencia trata de las relaciones entre los seres
vivos (de la misma o diferente poblacién) con su ambiente bidtico y de la influencia de los

factores abidticos sobre ellas; todas llevadas a cabo dentro de ecosistemas (Margaleff, 1980).

La ecologia a lo largo de su existencia como ciencia, ha demostrado la complejidad y la
importancia de las interacciones entre organismos, nos ha ensefiado cémo los seres vivos
interactuan de forma variable con los diversos componentes del medio ambiente, como responden
ante ellos y, a su vez, la manera en la que influyen de modo diverso en el ecosistema (Anaya,
2003). De las multiples formas en las que un organismo responde a una situacion particular, la
liberacion de compuestos quimicos o metabolitos secundarios al medio ambiente tiene una
importancia enorme aunque generalmente es poco evidente o dificilmente detectable. Estos
compuestos quimicos afectan significativamente las condiciones del organismo productor e
influyen sobre el crecimiento, la salud, la conducta y en suma, en la biologia poblacional de
plantas, animales y microorganismos de modo distinto al relacionado con la nutricion. Este hecho
determina la existencia de interacciones bidticas particulares, las relaciones quimicas entre

organismos, y es donde la ecologia quimica encuentra su nicho (Anaya, 2003).

Como se explicod anteriormente, los productos quimicos sintetizados y liberados por organismos
son los actores principales en las relaciones que estudia la ecologia quimica. Aun cuando
antiguamente estos compuestos fueron considerados como desechos y no se relacionaron con
funciones vitales del organismo productor, hoy se les atribuyen funciones tan importantes como
atrayentes de polinizadores en plantas, compuestos antialimentarios, estimulantes de ovoposicion,
etc. (Rodriguez y Levin, 1976; Crock et al., 1997; Pichersky y Gershenzon, 2002; Caissard et al.,
2004).
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1.1. LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los compuestos producidos por los organismos, pueden clasificarse en dos grandes grupos. El
primero de ellos esta integrado por compuestos quimicos presentes en todos los organismos vivos
y cuyas funciones estan relacionadas directamente con el desarrollo, la nutricion y la
reproduccion de los sistemas vivos y como es de esperarse, habitualmente ejercen algun efecto en
las células del organismo productor. El segundo grupo es el de los metabolitos secundarios, cuya
distribucion se encuentra restringida y sus efectos son ejercidos en las células de un organismo
receptor; estos compuestos son producidos generalmente por un organismo o grupo de
organismos particulares y son una expresion de la individualidad de cada especie (Dewick, 2009).
A pesar de las definiciones aceptadas para los metabolitos secundarios, resulta dificil una division
bien marcada, por ejemplo, la mayoria de los &4cidos grasos y azucares son considerados
metabolitos primarios, sin embargo, algunos de ellos son extremadamente raros y se encuentran
solo en algunas especies. Otro ejemplo son los esteroides, cuya estructura base estd ampliamente
distribuida y dentro de los cuales existe un grupo cuya presencia estd restringida
taxonémicamente, ademas de que presentan actividades biologicas importantes (Hanson 2003;
Dewik, 2009).

Los metabolitos secundarios no son producidos en todas las condiciones y en la mayoria de las
ocasiones su funcion y beneficio no son conocidos totalmente. En muchos casos, la razon de la
produccion de metabolitos secundarios es indudable y facilmente visible, como ocurre en el caso
de los compuestos toxicos producidos para la defensa contra predadores, asi como con los
metabolitos volatiles biosintetizados para atraer individuos de la misma o de diferente especie, o
los compuestos coloridos que atraen o dan alarma a otras especies. Sin embargo, en muchas otras
situaciones la funcidn no es tan evidente, por lo que es l6gico asumir que todos ellos tienen una
funcion vital para el organismo que los produce y un efecto sobre la biologia del organismo

receptor.

1.2. ALELOPATIA

El término alelopatia fue acunado por Molish (1937) y proviene del griego allelon = de uno para
otro y phatoés = sufrir. El concepto ha sido descrito tradicionalmente por Rice (1984) como

“cualquier efecto directo o indirecto causado por una planta (incluyendo microorganismos) sobre
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otras a través de la produccion de compuestos quimicos que se liberan al medio ambiente”. Una
definicion mas amplia propuesta por la Sociedad Internacional de Alelopatia (1996) es:
“cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por plantas, algas, bacterias
y hongos, que influyan en el crecimiento y en el desarrollo de sistemas biologicos y agricolas™.
En este sentido un alelopatico sera cualquier metabolito secundario capaz de originar el efecto

biologico, producido por un organismo y liberado al medio ambiente (Rizvi et al., 1992).

Aunque el fendmeno no se limita a las plantas, éstas han sido utilizadas como modelo en la
alelopatia, debido a que su existencia sedentaria tiene un impacto profundo en la historia de vida
de los individuos, causando una influencia en la ecologia y en la evolucién de la poblacion
entera. Asi, las plantas que estan sujetas a desarrollarse en el mismo lugar de su germinacion,
experimentan competencia proveniente de sus vecinos de una manera mas agresiva que en el caso
de los animales, donde este sedentarismo y anclaje son menos acentuados y otros tipos de defensa
como el escape, la evasion y el mimetismo, son los que se han perfeccionado evolutivamente
(Oliveros, 2008). La caracteristica de movimiento restringido ha dado lugar a una serie de
defensas, que se subdividen en mecdnicas, fenoldgicas y quimicas (Coley, 1983; Rosenthal G,
1991 y Aide T., 1993). De estas tres categorias, las tiltimas estan relacionadas directamente con la
alelopatia y estan representadas por los metabolitos secundarios que actiian en detrimento del
estrés ocasionado a la planta, por ejemplo, contra la herbivoria, el ataque por afidos o patdgenos y
en otras funciones como la polinizacion o la atraccion de parasitoides (Oliveros, 2008).

Los metabolitos secundarios han mostrado importantes y diversas funciones ecoldgicas y es
debido a estas propiedades que se han convertido en un importante recurso y objeto de estudio.
No es de sorprenderse el éxito que los productos naturales han mostrado actualmente en
diferentes campos. De los 520 farmacos descubiertos entre 1983 y 1994, 39 % son metabolitos
secundarios o derivados de éstos y cuyas principales aplicaciones incluyen antibioticos y
antitumorales (Cragg et al., 1997; Cragg et al., 2006), de los farmacos producidos a partir de
1995, 244 estructuras quimicas han sido seleccionadas como prototipos y de éstas, el 83 %
proviene de fuentes naturales (animales, plantas y microorganismos) y unicamente el 17 %
proviene de sintesis quimica o de modificaciones a compuestos ya existentes (Hayes et al., 1999
Furtado, 2004).

Actualmente los metabolitos secundarios son responsables de una amplia variedad de actividades

biologicas, con evidencia en ensayos in Vitro o in vivo y se les sitiia como una prometedora fuente
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de estudio con importantes aplicaciones médicas y agricolas (Singh et al., 2003). En la
agricultura por ejemplo, el uso de preparaciones “naturales” para el control de enfermedades en
las plantas es ancestral. La corteza de Lonchocarpus sp. (productor de rotenona) se ha utilizado
en el combate de plagas en arboles frutales. En los afios treinta se comercializaban preparaciones
de raiz de Derris eliptica, Lonchocarpus nicuo y Tephrosia sp., como estos, existen un gran
numero de ejemplos de fuentes naturales utilizadas como agroquimicos que fueron substituidos
poco a poco por productos sintéticos (Dubey et al., 2011). Actualmente, se ha vuelto nuevamente
la mirada hacia las moléculas obtenidas de plantas, hongos o bacterias que sean capaces de

ejercer un efecto bioldgico y cuya repercusion en el medio ambiente no sea tan acentuada.

2. LOS HONGOS

Los hongos representan un grupo de organismos con formas, comportamiento y ciclos de vida
muy variables. Son organismos Unicos, capaces de producir un enorme nimero de esporas
asexuales, las cuales son liberadas y dispersadas con gran eficiencia de tal modo que se pueden
encontrar en practicamente cualquier nicho ecoldgico. Se han descrito cerca de 69 000 especies
de hongos y se estima que existen aproximadamente 1,5 millones de especies en el mundo
(Hawksworth, 1991). Debido a que el reino estd representado por una gran riqueza de
organismos, a continuacion se enlistan las caracteristicas que definen a los hongos (Stephenson,

2010):
e Nutricion: heterotréfica (nunca fotosintéticos) y absortiva.

e Talo: unicelular o filamentoso delimitado por una pared rigida. En las especies que tienen
talo filamentoso (miceliar), éste puede ser o no septado, pero aquellos con septos son
funcionalmente cenociticos porque los septos son perforados. Los talos pueden hallarse

dentro o sobre el sustrato u hospedante.

e Pared celular: bien definida tipicamente formada de quitina.. Segun el grupo pueden

presentarse otros polisacaridos (manana, glucana, etc.).

e Movilidad: los hongos son generalmente inmdviles aunque presentan flujo citoplasmatico

dentro del micelio.
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e Nucleo: eucariotas, los talos pueden ser multinucleados, con células homocaridticas, o

heterocaridticas, tipicamente haploides.
e Ciclo de vida: simple o complejo.
e Comportamiento sexual: anamorfo (asexual) o teleomorfico (sexual).
e Esporocarpos: microscopicos 0 macroscOpicos.
e Habitat: son ubicuos.
e Distribucion: cosmopolita.

En los sistemas de clasificacion actual los hongos pertenecen al reino fungi, con tres divisiones
Gymnomycota, Mastigomycota y Amastigomycota. La division Gymnomycota se subdivide a su
vez en Acrasiogimnomicotina 'y Plasmodiogimnomicotina; la Mastigomycota en
Hapolmastigomicotina y Diplomastigomicotina y, por ultimo, la division Amastigomycota se

subdivide en Zigomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Sumbali, 2005).

Los hongos tienen otras caracteristicas importantes: poseen una alta capacidad de produccion
metabdlica, misma que puede ser optimizada con la variacion de condiciones de cultivo o bien
por métodos biotecnoldgicos. Ademas, constituyen recursos renovables y su obtencion a partir
del medio ambiente tiene un bajo impacto, toda vez que se requiere Unicamente una muestra

pequefia para su estudio y evaluacion (Bills, 1995).

Ademas de sus interesantes caracteristicas bioldgicas, los hongos son hoy en dia importantes
objetos de estudio en el area quimica, cuya importancia tiene origen en el descubrimiento de la
penicilina por Fleming y Chain (1930), un poderoso antibidtico producido por Penicillium
notatum (Strobel et al., 2004) y que evidencid a los hongos como una fuente promisoria y rica de
compuestos quimicos novedosos y marco el inicio de las investigaciones quimico/bioldgicas

sobre esta clase de microorganismos.

2.1. HONGOS ENDOFITOS

Los hongos endéfitos son aquellos que durante alguna etapa o durante toda su vida colonizan los

tejidos internos vivos de su hospedero sin que éste muestre signos de enfermedad o dafio aparente
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(Stone et al., 2000). La gran variedad de hongos endofitos se puede dividir en diferentes clases,
de acuerdo con la planta hospedera que colonizan, siendo los siguientes los grupos principales

(Zhang et al., 2006):

Hongos endofitos de la familia Clavicipitaceae.
e Hongos endofitos de dicotiledoneas.

e Hongos endofitos de liquenes.

e Hongos endoéfitos de briofitas y helechos.

e Hongos endoéfitos de plantas lefiosas.

e Hongos endofitos de xilemas.

e Hongos endofitos de raices.

e Hongos endofitos de agallas y quistes.

Endofitos procaridticos (incluidas las bacterias y actinomicetos).

Dentro de estos organismos, los hongos endéfitos de la clase de los ascomicetos han sido los
mayormente estudiados (Davis et al., 2003). Estos organismos principalmente colonizan de
manera asintomatica los tejidos aéreos vivos de las plantas (Carroll, 1986) algunos de ellos

pueden colonizar raices (Saikkonen et al., 1998).

Los hongos endoéfitos forman con sus hospederos relaciones simbidticas complejas y aun existen
un gran numero de interrogantes acerca del funcionamiento de esta simbiosis; Petrini (1991)
propone que existen como hongos saprofitos o bien hongos patdogenos latentes, los cuales una vez
que la planta entra en estado de senescencia comienzan a producir sintomas. Otros estudios han
mostrado que la relacién de los hongos endéfitos con su planta hospedera puede variar desde la
simbiosis hasta relaciones patogénicas. Una hipotesis sobre la funcion de estos hongos, es la
ventaja proporcionada a la planta por medio de compuestos relacionados con la proteccion y
supervivencia; por su parte la hospedera provee de nutrientes a los hongos fomentando una
interaccion beneficiosa para ambos organismos (Strobel et al., 2004). Por lo menos para algunas
plantas, las funciones ecoldgicas relacionadas con sus endofitos son nuevas, por ejemplo: la
termotolerancia en el crecimiento vegetal de Dichanthelium lanuginosum en suelos geotermales
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por ¢l endofito Curvaria sp. (Redman et al., 2001); otra funcion documentada tanto en pastos
como en plantas lefiosas es la producciéon de metabolitos secundarios por hongos endofitos,
capaces de disminuir el ataque por herbivoria (Ganley et al., 2004; Miller et al., 2002), algunas
mas como antagonizar microorganismos fitopatogenos (Mejia et al., 2008), aumentar el
crecimiento de la planta (Ernst et al., 2003), influenciar la biodiversidad dentro de la misma
(Clay et al., 1999), estimular la reproduccion vegetativa (Clay y Schardler, 2002), y aumentar la

eficiencia fotosintética (Pinto et al., 2001).

Los hongos endoéfitos han cobrado gran importancia debido a que desde su descubrimiento en el
siglo XIX (Léveillé, 1846; de Bary, 1866) han demostrado ser una de las mejores opciones en la
identificacion de fuentes naturales de compuestos con estructuras novedosas y una amplia gama
de acciones bioldgicas, cuya importancia radica principalmente en areas como la agricultura o la
medicina (Gamboa, 2006), ya que se han encontrado compuestos antimicrobianos, antivirales,
algunos otros con potencial para el tratamiento de enfermedades, como citotdxicos,
antidiabéticos, agonistas o antagonistas de diferentes enzimas, inmunosupresores, antioxidantes,
asi como compuestos plaguicidas, etc. (Strobel et al., 1999; Stierle et al., 1993; Lee et al., 1995;
Zhang et al., 1999; Demain, 2000; Guo et al., 2000; Strobel et al., 2002). Otra ventaja que
presentan estos compuestos es el menor tiempo de permanencia en el medio ambiente, menor
toxicidad para otros organismos, mayor especificidad y eficacia y menor problema de

contaminacion de suelos y aguas (Strobel et al., 2004).

Estos microorganismos en realidad han sido poco estudiados. De las 300 000 especies de plantas
superiores existentes en la tierra, Unicamente las especies de pastos han sido investigadas
ampliamente en relacion con los endofitos que las habitan; si consideramos ademas que en cada
especie de planta pueden ser encontrados mas de una sola especie de estos microorganismos,
entonces la oportunidad de encontrar nuevos organismos endoéfitos y metabolitos secundarios
bioactivos es enorme (Strobel et al., 2004). En relacion con los hongos endofitos las
oportunidades de encontrar nuevos géneros, especies y biotipos, son también muy altas.
Hawksworth y Rossman estiman que existen cerca de 1.5 millon de especies diferentes, de las
cuales Unicamente se han descrito aproximadamente 100 000 (Hawksworth y Rossmam, 1987;
Hawksworth et al., 2001); por otra parte, Chapela (1994) estima que unicamente el nimero de

hongos endofitos asciende a 1 millon de especies.
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2.2. HONGOS ENDOFITOS TROPICALES

Las selvas tropicales y subtropicales son los ecosistemas terrestres mayormente biodiversos, se
extienden por aproximadamente 1.44 % de la superficie de la tierra resguardando cerca del 60 %
de la biodiversidad terrestre (Mittermeier et al., 1996). Es de esperarse que en zonas de gran
endemicidad de plantas existan también hongos endofitos especificos relacionados con las
especies de plantas endémicas (Strobel, 2002); las selvas tropicales presentan ademads las tasas
evolutivas mas activas para la sobrevivencia, competencia alta, fuentes de nutrientes restringidas,
y un pico en la presion de seleccion, lo que posiciona a las selvas tropicales como una
prometedora fuente de nuevos metabolitos con estructuras novedosas y actividades bioldgicas

importantes (Redell y Gordon, 2002).

Como se sefald anteriormente, la ubicuidad de los hongos es bien reconocida, sin embargo la
biodiversidad de estos en diferentes zonas climaticas ha sido ampliamente discutida
(Hawksworth, 1991; Lodge, 1997; Frohlich y Hyde, 1999); tanto para hongos como para hongos
endofitos las zonas tropicales se han postulado como las mayormente diversas (Bills y Polishook,

1995; Poloshook, 1996; Arnol et al., 2000 y 2001).

Las comunidades de hongos endofitos de grandes latitudes estdn caracterizados por
relativamente pocas especies dentro de muchas clases de Ascomicota, mientras que los hongos
endofitos tropicales pertenecen a un nimero pequefio de clases con un nimero grande de
especies. Los hongos endofitos de plantas tropicales més facilmente cultivables se encuentran en
un amplio rango de hospederos, pero las comunidades dominantes estan representadas por un
gran numero de especies raras y con un intervalo de hospederos poco claro. Las hojas de las
plantas tropicales representan zonas de alta biodiversidad de especies fungicas, muchas de ellas
aun no encontradas en ningtin otro bioma (Arnold et al., 2007).

La biodiversidad fungica tropical es de tal magnitud que en algunos estudios se aislaron mas de
17 especies de endofitos de una sola hoja con una colonizacion localizada generalmente en solo 2
mm de tejido vegetal (Lodge et al., 1996, Gamboa y Bayman, 2001). Observaciones similares
sugieren que existen mas especies de endofitos que la totalidad de hongos hasta ahora conocidos
(Chapela y Dreyfuss, 1994), y la mayoria de la diversidad de estos endofitos, aun no descubierta,

se alberga en las hojas de arboles tropicales (Arnold et al., 2000).
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En este contexto el aislamiento, identificacion y estudio de los hongos endofitos tropicales
representa, no s6lo una importante pieza en el conocimiento de las relaciones en estas zonas, sino

también una enorme area de descubrimiento de nuevas especies y compuestos quimicos.

3. XYLARIALES

3.1. CARACTERISTICAS Y DIVISION DEL ORDEN DE LOS XYLARIALES

Los Xylariales son un orden constituido por un numero considerable de hongos ascomicetes
unitunicados y periteciales. La delimitacion de los Xylariales y las familias dentro del orden ha
sido problemadtica; un gran nimero de clasificaciones han sido aplicadas, la mayoria de ellas
basadas en las caracteristicas morfologicas; se establecieron niimeros desde tres hasta once
familias dentro del orden. Las diferencias tan marcadas dentro de esta clasificacion estan
relacionadas con el gran peso que se les otorga a ciertas caracteristicas y la poca importancia que

se le da a otro tipo de informacion (Smith et al., 2003).

Sin embargo, las caracteristicas aceptadas ampliamente para la unificacion del orden de los
Xylariales, son: la produccion de estromas bien desarrollados, ascomas periteciales con paredes
gruesas, ascas unitunicadas de ocho esporas con un aparato apical J+. Los parafises son
apicalmente libres y se desarrollan de la capa himeneal, las ascosporas, usualmente pigmentadas
tienen poros o hendeduras germinativas y pueden o no estar septadas transversalmente y con una
envoltura mucilaginosa (Hawksworth et al., 1995). Los anamorfos de los Xylariales son

generalmente hifomicetos con produccion conidial holobléastica (Whalley, 1996).

Entre los datos mas recientes de clasificacion, se encuentran los aportados por Eriksson y cols.
(2007) y por Kirk y cols. (2001). El primer autor acepta seis familias Amphisphaeriaceae,
Clypeosphaeriaceae, Diatrypaceae, Graphostromataceae, Hyponectriaceae y Xylariaceae,
mientras que el segundo autor suma ademas otras dos familias, Cainiaceae y Myelospermataceae.
Los dos trabajos anteriores basaron la clasificacion en caracteristicas morfoldgicas; sin embargo,
una parte de la clasificacion de Eriksson y cols. (2007), estd influenciada por datos sobre

secuencia de ADN de la subunidad pequefia ribosomal (18S rDNA).
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3.2. LA FAMILIA XYLARIACEAE

Es una larga y relativamente bien conocida familia de hongos perteneciente a la clase
Pirenomicetes y el orden de los Xylariales. Esta familia engloba al menos 75 géneros y cerca de
800 especies (Kirk et al., 2001; Eriksson, 2007).

Tipicamente, las especies pertenecientes a esta familia son saprofitas, pero es comun aislarlas
también como endodfitas y en algunas ocasiones como patogenas (Pinruan et al., 2007; Sanchez
Marquez et al., 2007; Kodsueb et al., 2008 a y b; Oses et al., 2008). En general, los hongos
pertenecientes a esta familia que han sido probados poseen una fuerte capacidad de degradacion
de lignina y celulosa (Nilsson et al., 1989). Con excepcion de los hongos endoéfitos o de las fases
endofiticas de algunos taxas, la capacidad enzimatica de degradacion ha sido ampliamente

estudiada.

La familia Xylariaceae puede ser categorizada por la posicion o parte del hospedero o substrato

que invade el hongo y por el tiempo de invasion en (Rogers, 2000):

e Especies que invaden hojas y tallos vivos, forman cuerpos fructiferos sobre los tejidos

VIVOS.

e Especies que invaden tallos vivos, permaneciendo latentes hasta que el hospedero
presenta algun tipo de estrés y es cuando el hongo coloniza rdpida y violentamente al

hospedero formando cuerpos fructiferos.

e Especies que descomponen raices y madera viva, se mueven hacia la materia viva desde

materia muerta.

e Especies que pueden formar cuerpos fructiferos en material en descomposicion, pero

pueden ser aislados como endofitos de hospederos vivos.
e Especies que fructifican en semillas y frutos.
e Especies que invaden estiércol.
e Especies que se asocian con hormigas y termitas.
e Especies que habitan en la capa vegetal del suelo y en suelos organicos

e Especies patogenas
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Los hongos de la familia Xylariaceae han sido estudiados extensamente por sus propiedades
bioactivas (Daferner et al., 1999; Singh et al., 1999; Isaka et al., 2000; Quang et al., 2006), y su
quimica (Stadler et al., 2004; Hellwig et al., 2005; Stadler y Hellwig, 2005; Bitzer et al., 2008),

colocandolos como una fuente promisoria de compuestos bioactivos.

La familia Xylariaceae parece ser un grupo que contiene un gran nimero de endofitos. Su bien
conocida capacidad de destruir material lignocelulésico y de causar una gran variedad de
enfermedades basadas en su capacidad de degradacion parecen permitir la aseveracion de que el
“estilo de vida” de estos hongos es el saprofitismo o parasitismo facultativos. De hecho, la
familia Xylariaceae parece competir unicamente con la familia Clavicipitaceae en el niimero y

distribucion de endofitos (Rogers, 2000).

Rogers (2000) explica que el éxito de la familia Xylariaceae como endofitos parece estar
relacionado con su hipotesis del “sneak”. Patogenos como Hypoxylon fragiforme aparentemente,
invaden los tejidos vivos del hospedero sin penetrar o0 moverse a tejidos profundos (Chapela et
al., 1994); esta capacidad para “moverse” a través del hospedero sin la presencia de sintomas
iniciales, parece estar ampliamente distribuido dentro de los Xylariaceae. El parésito puede
invadir al hospedero y permanecer quiescente hasta que exista un cambio en el estado del
hospedero permitiendo entonces la degradacion de la madera y corteza, gracias a la activacion de
la maquinaria enzimatica de degradacion de lignina y celulosa. Esta capacidad de pasar a través
de las defensas del hospedero, permite que muchos hongos Xylariaceos existan como endofitos
mientras la sefal de degradacion no ocurra. Para Rogers, los endo6fitos probablemente persisten
primariamente en sustratos predecibles donde el indculo es colocado, es decir, se comportaran
como endofitos dependiendo del sustrato, como patogenos latentes o bien saprofitos.

Dentro de la familia Xylariaceae se encuentra el género Xylaria, que es el primer hongo descrito
perteneciente a la familia (Martin, 1970). Es uno de los taxones enddfitos mas comunes en los
tropicos; mientras que en las zonas templadas es también comin pero como hongos
descomponedores de madera y no como endofitos (Rodriguez y Samuels, 1990; Rodriguez, 1994;

Petrini et al., 1995).

Una de las primeras hipdtesis sobre el papel de los Xylariales en la ecologia propone que estos
hongos permanecen quiescentes hasta que la planta entra en estado de senescencia, donde el

hongo degrada la celulosa y lignina (Petrini et al., 1995; Walley, 1996), lo que les da una ventaja
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sobre los hongos saprofiticos, teniendo el tejido disponible antes de que comience a
descomponerse. Algunas especies se comportan como saprofiticas, en ocasiones, de ligera a
fuertemente parasiticas para plantas lefiosas, donde forman estromas elongados y erectos,
también encontrados en aserrin, o suelo (Figura 1.) (Lee et al., 2000). Recientemente se ha
encontrado evidencia en la cual se muestra que lo anterior no es necesariamente cierto para todos
los hongos pertenecientes al género donde algunos pueden existir inicamente como endoéfitos

(Davis et al.,, 2003), sin brindarle beneficios aparentes a la planta hospedera.

Figura 1. Estromas de Xylaria sp. formadas en interaccion antagénica con Fusarium sp.

Diversos hongos pertenecientes al género Xylaria han sido encontrados en coniferas,
monocotiledoneas, dicotiledoneas, helechos y licofitas (Brunner y Petrini, 1992), ademas de en
tres divisiones de plantas, en dos continentes diferentes, mostrando asi el rango de plantas que
son sus hospederas (Davis et al., 2003). El papel ecologico del género Xylaria no esta bien
determinado, estudios empiricos muestran mayores caracteristicas relacionadas con el
mutualismo. En estudios con Schefflera (Araliaceac) se encontraron diferentes especies de
Xylaria tanto en hojas vivas como en descomposicion (Laessoe y Lodge, 1994), al igual que en
hojas vivas de Manilkara (Sapotaceae) las especies encontradas de Xylaria son comparables con

las encontradas en hojas descompuestas de la misma planta (Bayman et al., 1998).
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3.3. METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR EL GENERO XYLARIA.

Existe una amplia variedad de metabolitos secundarios aislados de los hongos del género Xylaria,
gran cantidad de ellos con actividad biologica, por ejemplo, compuestos con actividad
antifingica (Boonphong et al., 2001), citotoxicos (Abate et al., 1996; Espada et al., 1997),
inhibidores de la acetil colinesterasa (Lin et al., 2001), entre otros. En el Cuadro 1 se muestran
ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados del género Xylaria, asi como su actividad

biologica.

4. AGRICULTURA EN MEXICO

La agricultura representa la actividad humana mas fuertemente ligada al medio ambiente y a la
supervivencia del ser humano; por un lado debe atender la gran demanda de alimentos debido a la
explosion demografica y la inequidad social y por otro lado esta fuertemente relacionada con el

deterioro, la contaminacién y el agotamiento de recursos naturales.

En México la tierra para agricultura corresponde aproximadamente a 23 millones de hectareas, lo
cual equivale a cerca del 12 % de la superficie total del pais. De 1995 a 2006 la aportacion de
trabajo agricola al producto interno bruto pas6é de un 5 % a un 2.83 % (INEGI, Agosto de 2010),
lo que prueba que la aportacion de esta actividad no es equivalente a la porcion de la poblacion

que participa en ella (Albert, 2005).

La agricultura en México esta sujeta a una gran cantidad de problemas, sin tomar en cuenta los
conflictos de tipo econdmico-politico; el primero de ellos seria, como lo expresé Gabriel Quadri
(2003), el que México ocupa uno de los primeros lugares en el mundo en deforestacion, asociada
principalmente con actividades agricolas, destruyéndose entre 400 mil y un millon de hectareas
de ecosistemas forestales anualmente. Otro grave problema es el uso y el desperdicio del agua,
que en nuestro pais representa el 80 % del consumo total de agua y donde 2/3 partes son
desperdiciadas. El tercer problema es el uso indiscriminado e irracional de plaguicidas y
fertilizantes (Solleiro, 2004), lo cual ha generado consecuencias graves al medio ambiente,

contaminado los mantos acuiferos, el suelo y el aire (Gavrilescu, 2005; Arias et al., 2008).
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4.1 ECOLOGIA QUIMICA Y AGRICULTURA

A pesar de que muchos estimulos son inadvertidos para el hombre; en la naturaleza existen una
serie de complejos estimulos quimicos vitales para plantas y anmales. Estos estimulos han sido
sefalados como responsables de aspectos esenciales como el crecimiento, la salud, el
comportamiento (atraccion, repulsion) o la biologia entre individuos de la misma o diferente
especie. Estas interacciones, tan importantes en los ecosistemas naturales, han cobrado

importancia hoy en dia en el entendimiento y manejo de la agricultura.

La ecologia quimica como la ciencia encargada del estudio de las interacciones producidas por
los compuestos quimicos; su acumulacion, transformacion, dispersion y permanencia en los
ecosistemas, es una herramienta importante para el completo entendimiento de las implicaciones
de los compuestos quimicos en las relaciones ecoldgicas y por lo tanto su posible aplicacion en el
mejoramiento y sustentabilidad de las actividades agricolas. Esta ciencia puede ser vista como un
instrumento capaz de brindar no sélo importantes conocimientos cientificos, sino también puede
ser el recurso mediante el cual se aporte un verdadero desarrollo y bienestar social, siempre que
los conocimientos basicos sean llevados a su aplicaciéon y sean monitoreados a lo largo de
aplicacion en campo, todo ello serd posible gracias a las disciplinas que la ecologia quimica

esgrime y la variedad de técnicas y métodos que utiliza.

Pagina | 16



L1 | euiSeq

Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad biologica.

2,3-Dihidro-5-hidroxi-
2-metil-4H-1-
benzopiran-4-ona

Sordaricina

Antifungicos moderados
Vs
Candida albicans

(C))

Xylaria sp. PSU-
D14

Nombre del Actividad biolégica Estructura quimica Cepa de Xylaria Referencia
compuesto productora
R—O
Xylarosida A
HO
R=Glucosa
0y
R=Glucosa
] OH
Xylarosida B
R—O
2

Pongcharoen et al.,
2008
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad biologica Estructura quimica Cepa de Xylaria Referencia
compuesto productora
) o]
Acido xylari 0
Cngz}ll cho’ Inhibidor de la enzima 2 ] Salvatore et
’ convertidora de || Xylaria sp. | 1994
(ACidO 3-acético-y- interleucina_lB O MF 5809 al.,
pirona) )
Citotoxico en células KB y o \g_/?O Lin et al.,
KBv200. Actividad / O \ 2001
fungiestatica vs Zan
. Clagdos orium /_\—O / NH > Xiaobo et al.,
Xyloalenolide A porit
cladosporioide. ~o 2006
Actividad an‘Fagopist.a .de Feng et al.,
canales L-calcio e inhibidor 2009
de la acetil colinesterasa (6)
0
o] % ;
. Actividad antifiingica vs I o Xylaria sp. Cepa Linetal.,
Eucalipteno Cladosporium — | #2508 2001
cladosporioides
Lin et al.,
2001
Xylocetal B Antioxidante |
Luetal.,
2010
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Cepa
Nombre del )
Actividad biologica Estructura quimica (Xylaria) Referencia
compuesto
productora
O
Me | O-Me
2-Cloro-5-metoxi-3-
me‘Filciclohexg—2,5— cl H
dieno-1,4-diona
o
L )
citoAtgt;ggl\?;lgghi’las Xylaria sp. Tansuwan et
PBR-30 al., 2007
Vero
Xylariaquinona A
Xyloéster A o
Antimicrobiano vs o
HO ™ .
Sta%%ﬁfﬁ;gﬂzt?ﬁgeus’ Xylaria sp. Fanget al.,
S > o) Cepa # 2508 2008
Escherichia coli, y
Sarcina lutea

(1)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del
compuesto

Actividad biologica

Estructura quimica

Cepa (Xylaria)
productora

Referencia

Metil aminobenzoato

Citotoxico Vs células Vero

0
HaCO

OH

(12)

Citocalasina D

Citotoxico Vs células Vero

Desacetilcitocalasina
D

Citotoxico Vs células Vero

5-carboximeleina

Citotoxico Vs células Vero
y antimicobacteriano débil
v.s Micobacterium
tuberculosis

HO™ ~O

5)

Xylaria sp. BCC
9653

Pongcharoen et
al., 2007
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad biologica Estructura quimica Cepa (Xylaria) Referencia
compuesto productora
CH=NOH
4-quinolinecarbo- Citotoxico vs Células | \ Xylaria sp. BCC Pongcharoen
xaldehido-oxima Vero NT 9653 et al., 2007
Espada et al.,
19,20- Antagonista del receptor Xylaria hypoxylon; 199;;;1)8”.@6
Epoxicitocalacina Q quemocina CCR5 Xylaria Obata >
Jayasuriya et
al., 2004
a7
Acido 16-0-D- Citotoxico (Inductor de O—R
manopiran- apoptosis) en células
osiloxyisopimar-7- promielociticas,
en-19-oico myelogenosas y R=M
carcinoma cervical COGH =vianosa
(18) . Shiono et al.,
Xylaria polymorpha 2009
o . . S O0—R
Acido 15-hidroxi- Citotoxico (Inductor de
16-a-D- apoptosis) en células OH
manopiranosiloxiiso | promielociticas, mieloides R=Manosa
pimar-7-en-19-oico y carcinoma cervical COOH
(19)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad bioldgica Estructura quimica Cepa (Xylaria) Referencia
compuesto productora
Citotoxico (Inductor O—R
; de apoptosis) en
Acido 16-a-D- . .

. o células Xylaria .
glucopiranosiloxiiso romiclociticas _ olvmornha Shiono et al., 2009
pimar-7-en-19-oico p ’ R=Manosa pofymorp

myelogenosas y COOH
carcinoma cervical
R=Glucosa
Antibacteriano v.s
Colocosida A Bacillus subtilis y Xylaria sp. Deyrup et al., 2007
Staphylococcus aureus
R—O
|CHO
Ligando selectivo del 0
Xylarenals A receptor NPY Y5 Xylaria persicaria | Smith et al., 2002
(antiobesidad) O\((\/\/\/\/

22)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Cepa (Xylaria)

Nombre del Actividad biologica Estructura quimica Referencia
compuesto productora
CHO
Ligando selectivo del . .
Xylarenals B receptor NPY Y5 ()%(rﬁli?:gﬁa Sml;}(l) g; al,
(antiobesidad) P
7B-Hidroxi- Actividad antiplasmodica
3,11(13)- (Plasmodium falciparum),
eudesmadien-12,8- | citotoxica v.s células vero
olida y anticancerigeno
13-Hidroxi-3,7(11)- Citotoxico y ] . )
eudesmadien-12,8- antiplasmodico ~ Xylaria Pittayakhajonwut
ianthinovelutina etal., 2009

olida

3a,4a,7B-Trihidroxi-
11(13)-eudesmen-
12,8-olida

Citotoxico (varias lineas
celulares) y
antiplasmodico

(26)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad biolégica Estructura quimica Cepa (Xylaria) Referencia
compuesto productora
o . Citotdxico (varias
4(12315;(]))):1}?1?(0 1)(:,)1;?0(_ lineas celulares) y Xylaria Pittayakhajonwut
) antiplasmodico ianthinovelutina etal., 2009
eudesmen-12,8-olida
19,20- Citotoxico (varias
Epoxicitocalasina C lineas celulares)
. . Abate et al.,
e shorle | 1907 i
ylana hypoxy al., 1997

Deacetil-19,20-

epoxi-citocalasina C

Citotoxico (varias
lineas celulares)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad biolégica Estructura quimica Cepa (Xylaria) Referencia
compuesto productora
Clonostacidiol Antihelmintico
Faseolinona Fitotoxico
Xylaria obovata | Abate et al., 1997
Xylobovida Fitotoxico
(32)
Xylobovatina Citotdxico (varias

lineas celulares)

SAUIPIAIUY



97 | euideq

Cuadro 1. Metabolitos secundarios producidos por hongos del género Xylaria con actividad bioldgica (Continuacion).

Nombre del Actividad biolégica Estructura quimica Cepa (Xylaria) Referencia
compuesto productora
OH
A OH
Multiplolida A Antifingico OCO/\)
0]
(€0)) Xylaria Boonphong et
QH o Multiplex BCC 1111 al., 2001
N j\/\/
Multiplolida B Antifingico > e} O
@)
(35
Acido intégrico Inhibidor de la Xylaria sp. S1n%1;9e; al.,

integrasa HIV-1

Punctaporonina B

Antimicrobiano

37

Poronia punctata*

Anderson et al.,
1984

*Nota: Poronia punctata pertence a la familia de los Xylariales.
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III. HIPOTESIS

Los hongos endofitos de plantas tropicales al igual que el ecosistema del que son aislados
forman comunidades de gran biodiversidad que interactiian estrechamente entre si; por ello
es probable que los compuestos que biosintetizan los hongos endéfitos constituyan una

fuente novedosa de metabolitos secundarios que posean actividad bioldgica.
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IV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial antagonico del hongo endéfito Xylaria sp. sobre diferentes especies
de microorganismos endofitos y fitopatdgenos, asi como estudiar el potencial aleloquimico
de los extractos orgéanicos del medio de cultivo y micelio, sobre el crecimiento de
microorganismos y diferentes plantas de prueba, con el fin de contribuir al conocimiento de
los aspectos quimicos involucrados en las relaciones que se establecen entre las plantas
hospederas y los hongos endofitos. Asimismo, contribuir al posible desarrollo de

agroquimicos alternativos para el control de plagas y enfermedades.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer el potencial antagonico del hongo endofito Xylaria sp. mediante
bioensayos de antagonismo directo utilizando dos hongos endofitos: los
aislamientos CsE;; y C4E;3; dos hongos fitopatogenos aislados de Calicarpa
acuminata: Pestalotiopsis sp. y aislamiento CsF; y cuatro microorganismos
fitopatogenos con importancia econémica: Fusarium oxysporum, Alternaria solani,
Rhizoctonia sp. y Phytophthora capsici (fungoide).

e Realizar andlisis microscopicos de los micelios en las zonas donde se establece una
relacion de antagonismo, con la finalidad de establecer si existen cambios
morfoldgicos.

e Establecer las condiciones Optimas de crecimiento in vitro del hongo endoéfito
Xylaria sp., mediante la realizacion de cultivos en pequefia escala (1 L), utilizando
caldo papa dextrosa como medio de cultivo incubando en condiciones de agitacion
y estatico.

e Obtener los extractos orgédnicos a partir del medio de cultivo (particion) y del
micelio (maceracion) del endofito Xylaria sp.

e Evaluar el potencial aleloquimico de los extractos organicos del hongo Xylaria sp.
sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatogenos: F. oxysporum,
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A. solani, Rhizoctonia sp. y Pestalotiopsis sp. y sobre la germinacion, la longitud de
la raiz y la respiracion durante el proceso de germinacion de las semillas de:
Amaranthus hypochondriacus, Lycopersicon esculentum, Lactuca sativa e, Ipomea

tricolor.

Realizar cultivos en mediana escala (15 L) en condiciones estaticas y de agitacion;
preparar los extractos organicos del medio de cultivo y micelio. Verificar la
actividad antifingica y fitotoxica de los extractos organicos resultantes.

Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los extractos
organicos activos del medio de cultivo y micelio de los cultivos en mediana escala,
mediante un fraccionamiento quimico biodirigido utilizando diversos
procedimientos cromatograficos y monitoreando la actividad bioldgica por el
método de dilucion en agar.

Determinar cuantitativamente el potencial aleloquimico de los metabolitos
secundarios mayoritarios aislados de las fracciones activas, sobre el crecimiento de
los hongos y sobre la germinacién y la longitud de la raiz de las plantas blanco.
Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos
mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos y de

difraccion de rayos X.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL FUNGICO

El hongo endofito Xylaria sp. fue aislado en 2008 a partir de hojas sanas de Callicarpa
acuminata Humb et al., (Verbenaceae) colectadas en la reserva ecologica ,,El Edén™ en
Quintana Roo. La identidad de este microorganismo fue establecida con base a sus

caracteristicas morfologicas macro y microscopicas por la M. en C. Aurora Saucedo

Garcia, del Instituto de Ecologia, UNAM.

2. ORGANISMOS DE PRUEBA

2.1. MICROORGANISMOS

Como microorganismos de prueba se utilizaron cinco hongos fitopatdogenos tres de ellos
con importancia agricola: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp. y Alternaria solani
(Eumycota), y dos hongos aislados a partir de hojas de C. acuminata: Pestalotiopsis sp. y el
aislamiento CsF3 y un fungoide fitopatdogeno de importancia agricola: Phytophthora capsici
(Oomycota). Ademds, se utilizaron dos hongos endofitos aislados también de C.
acuminata: los aislamientos C4Ei3 y CsEj;. Los microorganismos fitopatogenos con
importancia agricola fueron donados por la Dra. Olga Gomez, del Colegio de

Postgraduados en Montecillo, Edo. de México.

2.2. PLANTAS

Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae) [amaranto],
Lactuca sativa (Asteraceae) [lechuga], Lycopersicon esculentum (Solanaceae) [jitomate] e
Ipomoea tricolor (Convolvulaceae). Las semillas de amaranto se obtuvieron en el Mercado
de Tulyehualco, México, D.F; las semillas de lechuga fueron adquiridas en la casa

comercial “Cosechando natural”; las de jitomate se compraron en “Semillas Berentsen”,
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Celaya, Guanajuato, México y las de I. tricolor fueron colectadas e identificadas en

Huichapan, Hidalgo por la Dra. Ana Luisa Anaya, del Instituto de Ecologia, UNAM.

3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LOS BIOENSAYOS Y EN LA

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO DE XYLARIA SP.

3.1 PAPA-DEXTROSA-AGAR (PDA)

200 g de papa fresca previamente pelada y cortada en cubos, se hirvieron durante 20
minutos. La decoccion resultante de papa se filtr6 a través de gasa y se le agregaron 20 g de
dextrosa y 15 g de agar, por ultimo, se afnadi6 agua destilada hasta un volumen final de

1000 mL (Ulloa y Hanlin, 1978).

3.2. CALDO-PAPA-DEXTROSA (CPA)

El caldo-papa-dextrosa se prepar6 siguiendo la metodologia indicada para el medio papa-

dextrosa-agar con la diferencia de que no se le adicion6 agar.

4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.1. BIOENSAYOS DE ANTAGONISMO

Los bioensayos de antagonismo se realizaron entre el hongo endo6fito Xylaria sp. y todos

los microorganismos de prueba indicados en el inciso 2.1.

Los microorganismos se inocularon de acuerdo a sus velocidades de crecimiento en cajas
de Petri estériles de 10 cm de didmetro que contenian 20 mL de PDA, preparado con papas
frescas. El hongo endofito Xylaria sp. crece lentamente (Figura 2; Resultados y Discusion)
por lo que se sembro 5 dias antes que sus competidores fitopatogenos (microorganismos de
crecimiento rapido): Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Alternaria solani (Eumycota),

Pestalotiopsis sp., Phytophthora capsici y el aislamiento CsF3. Los competidores endofitos
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C4E 3 y CsEq; son hongos de crecimiento muy lento por lo que se inocularon 7 dias antes
que el endofito Xylaria sp. De manera adicional, se realizd un bioensayo de antagonismo
entre Xylaria sp. y los hongos endofitos C4E;3 y CsEj» inoculandolos al mismo tiempo.
Cada microorganismo competidor se sembré utilizando inéculos de 5 mm de diametro, de

los micelios previamente incubados en PDA por 10 dias.

Los indculos se colocaron equidistantes ocupando sélo un extremo de la caja Petri (Figura
2) y se incubaron a 28 °C con fotoperiodo luz-oscuridad naturales (12:12 hrs). Los
bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. El
procedimiento experimental se efectué en condiciones de esterilidad bajo una campana de

flujo laminar.

Figura 2. Bioensayo de antagonismo en caja de Petri entre el hongo endéfito Xylaria sp. (A) y los
diferentes microorganismos competidores (B). NI B zona de no interaccion de B, NI A zona de no
interaccion de A, IA zona de interaccion de A, IB zona de interaccion de B (Muria, 2010).

Los resultados de crecimiento e interaccion macroscopica y microscopica entre los
microorganismos competidores, se registraron e interpretaron después de 7 dias de haber
sido sembrados los microorganismos fitopatégenos, después de 11 dias de haber inoculado
al mismo tiempo a Xylaria sp. y a sus competidores endofitos y después de 6 dias de haber
sembrado Xylaria sp. en los antagonismos con microorganismos endofitos incubados

previamente por un periddo de 7 dias.
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Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza de una via (ANOVA)

modelo I (o = 0.05) y una prueba de comparacion de medias Tukey HSD, utilizando el
software estadistico STATISTICA version 6.0 (Shearer, 1995; Yuen et al., 1999; Saucedo,
2006; Macias-Rubalcava et al., 2008).

Los resultados de crecimiento radial se expresaron en porcentaje de inhibicion del
crecimiento de cada uno de los microorganismos de prueba, comparando el crecimiento con

el presentado en los controles de crecimiento de acuerdo con la siguiente formula:

L"N'J X 100
NI

I y NI son los radios de Xylaria sp. y de los diferentes microorganismos competidores en la

zona de interaccion (I) y en la de no interaccion (NI) [Figura 3].

Para determinar el potencial antagonico que presenta el hongo endéfito Xylaria sp. sobre

sus competidores se calcul6 el indice de antagonismo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

TA =[(n) (-] + [(0) (-3)] + [() (0)] + [(n) (D] + [(0) ()] + [(0) 3) ]+ [(m) (4) ]

e i e el e R

Ay A, B C D E, E,

Las categorias A, A,, B, C, D, E; 6 E, se asignan de acuerdo con las observaciones
macroscopicas obtenidas al término de los bioensayos de antagonismo, a cada una de ellas
se le atribuy6 un valor numérico de acuerdo con el modificado de interpretacion del tipo de
interaccion descrito por Yuen y colaboradores (1999) [Cuadro 2]; n, corresponde al nimero

de veces que el hongo present6 la categoria de antagonismo correspondiente.
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Cuadro 2. Tipo de interacciones entre microorganismos, categorias y valores numéricos asignados
(modificado de Yuen et al., 1999).

Categorias Tipos de interaccién Puntos
A1 La especie B inhibe a distancia a la especie A. B
A, La especiec B entra en contacto con la especie A 3
reduciendo el crecimiento de A.

B Las hifas de A se mezclan con las del microorganismo B, 0
sin que exista reduccion en el crecimiento de ninguna.

C La especie A crece en contacto con B y cesa el 1
crecimiento de ambas especies.

D La especie B acumula pigmento al estar en contacto con )
A.

E, La e§pecie A e.ntr.a en contacto con la especie B 3
reduciendo el crecimiento de B.

E, La especie A inhibe a distancia a la especie B. 4

4.1.1. ANALISIS MICROSCOPICOS DE LAS HIFAS EN LA ZONA DE INTERACCION

ANTAGONICA ()

Para observar la posible interaccion entre las hifas de los hongos en los bioensayos de
antagonismo directo, se realizd un analisis microscopico de los micelios en las zonas mas
cercanas a la interaccion antagonica (IA e IB) [Figura 3]. Las preparaciones se obtuvieron
tomando pequefias muestras de los micelios y extendiéndolas con ayuda de una aguja de
diseccion y de un microscopio estereoscopico dentro de una gota de rojo congo sobre un
portaobjetos. Posteriormente, se realizaron observaciones en un microscopio optico a 100x
y se registraron las medidas del grosor de las hifas, cambios morfologicos y la formacion y
diametro de vacuolas; utilizando el programa AxioVision (v 4.6.3.0) y se compararon con
las obtenidas a partir de los micelios de los controles de crecimiento de cada

microorganismo (colonias puras).
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4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La determinacion cuantitativa del potencial antifingico de los extractos orgénicos en
pequefia y mediana escala, fracciones primarias y compuesto puro, se realizé mediante la
evaluacion de su efecto sobre el crecimiento radial de los microorganismos fitopatégenos
con importancia econdomica: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Alternaria solani y

Phytophthora capsici utilizando el método de dilucion en agar.

Los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro; las muestras a evaluar se
disolvieron en metanol (~100-400 pL) y se prepararon disoluciones en PDA al 1%. Los
ensayos preliminares se realizaron utilizando los extractos orgénicos del medio de cultivo y
del micelio obtenidos a partir de los cultivos en pequefia escala utilizando una
concentracion de 250 pg/mL. Los extractos obtenidos de los cultivos en mediana escala en
condiciones estaticas y de agitacion, se evaluaron utilizando concentraciones de 100, 200 y
300 pg/mL para el hongo Rhizoctonia sp. y el fungoide P. capsis y de 125, 250 y 500
pg/mL para los hongos A. solani y F. oxyisporum. Las fracciones primarias se evaluaron a

250 pg/mL y la punctaporonina B (37) pura se evalué a 100 pg/mL.

Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.
Las cajas se incubaron de 3 a 5 dias, dependiendo del microorganismo de prueba, a 28 °C
con fotoperiodo luz-oscuridad (12:12 h) con luz fluorescente. Como controles negativos se
utilizaron PDA y PDA-metanol (~100-400 pL). Como control positivo se utilizd el
fungicida comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato)

[20, 50 v 150 pg/mL].

Al final de los bioensayos se tomaron dos medidas perpendiculares del didmetro del
micelio de cada repeticion y de cada especie de hongo de prueba. Los promedios se
analizaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) modelo I (a0 = 0.05) y
una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa STATISTICA version
6.0). Los valores de concentracion inhibitoria media (Clsy) se determinaron mediante el

programa de analisis de probabilidad de Finney (Macias-Rubalcava et al.,, 2008; 2010).
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4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FITOTOXICA

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos organicos del medio
de cultivo y del micelio, de las fracciones primaras y de los compuestos puros, se realizé
mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre la germinacion, la longitud de la raiz
y la respiracion de cuatro especies de plantas de prueba: A. hypochondriacus, L.
esculentum, I. tricolor y L. sativa, utilizando el método de diluciéon en agar (Macias-
Rubalcava et al., 2008; 2010). Estas especies representan a los dos grandes grupos de

plantas superiores: las dicotiledoneas y monocotiledoneas.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Cada una de las
muestras a evaluar se disolvieron en metanol (~100-400 pL) y se prepararon disoluciones
en agar al 1%; los extractos en pequefia escala y fracciones cromatograficas se evaluaron
utilizando una concentracion de 100 pg/mL. Los extractos derivados de los cultivos en
mediana escala se evaluaron utilizando cuatro diferentes concentraciones: 50, 100, 150 y

200 pg/mL.

Para los extractos en pequefia escala y fracciones cromatograficas se evalud unicamente el
efecto fitotoxico sobre la germinacion y la longitud de la raiz de las semillas de A.
hypochondriacus, L. esculentum e I. tricolor. Para ello, se sembraron 10 semillas por caja
de Petri de cada una de las especies de prueba. Para los extractos en mediana escala se
utilizaron las plantas de A. hypochondriacus, L. esculentum y L. sativa y se determino
ademas, el efecto sobre la respiracion, germinando 30 semillas por caja. En todos los casos,

las cajas se incubaron en la oscuridad a 27 °C.

El efecto fitotoxico se registro después de 24 hrs para las semillas de A. hypochondriacus,
36 hrs. para las de I. tricolor y L. sativa y de 48 hrs. para las de L. esculentum.
Paralelamente, se evaluaron controles positivos y negativos. Como control positivo se usé
RIVAL® (Glifosato: sal monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) a 100, 300 y 500
pg/mL para semillas de L. esculentum, a 100, 250 y 500 pg/mL para semillas de L. sativa y
a 250, 500 y 750 pg/mL para A. hypochondriacus y como control negativo agar 1% y agar

1%-metanol (~100-400 uL). Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al
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azar con cuatro repeticiones. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se determiné en
un inicio, el efecto de cada uno de los tratamientos sobre la respiracion mediante el registro
del consumo de oxigeno de las plantulas, utilizando un electrodo de Clark tipo O,
conectado a un oximetro YSI® modelo 5300 a 27°C. Las plantulas de cada una de las cajas
de Petri se transfirieron a un tubo de vidrio, adicionando 5 mL de agua desionizada. El
consumo de oxigeno se registrdé cada 5 segundos durante 3 minutos (King-Diaz, et al.,,
2005). El analisis mediante regresion lineal simple de cada una de las curvas permitid
determinar cuantitativamente el oxigeno consumido por las plantulas de cada una de las
semillas de prueba. Posteriormente, se determinod la longitud de las radiculas. Los
resultados del consumo de oxigeno, del crecimiento de la raiz, y de la germinacion se
analizaron mediante un ANOVA de una via, modelo I (¢=0.05) y una prueba de contrastes
de Tukey HSD (utilizando el programa STATISTICA version 6.0) [Macias-Rubalcava et
al.,, 2008; 2010]. Los valores de Clsy se determinaron mediante el programa de analisis de

probabilidad de Finney.

5. OBTENCION DE LOS CULTIVOS DEL HONGO ENDOFITO XYLARIA SP.

5.1. CULTIVOS EN PEQUENA ESCALA

Los cultivos en pequefia escala (5 L) se llevaron a cabo en condiciones estaticas y de
agitacion, utilizando como medio de cultivo Caldo-Papa-Dextrosa preparado con papas
frescas (CPD), incubacion por un periodo de 30 dias, a temperatura de 28 °C y con

fotoperiodo de luz artificial, obscuridad 12:12 hrs.

Los cultivos en condiciones de agitacion se realizaron en 10 matraces Erlenmeyer de 1000
mL conteniendo 500 mL de medio de cultivo. Los matraces se incubaron utilizando un
agitador orbital (Shaker orbital, Lab Line modelo 1250). Para realizar los cultivos en
condiciones estaticas se utilizaron 5 matraces Fernbach de 2800 mL con 1000 mL de medio
de cultivo. El indculo consistio en cinco cortes circulares del micelio del hongo Xylaria sp.
cultivado en PDA durante 8 dias, realizados con un sacabocado estéril de 5 mm de

diametro. Concluido el proceso de incubacion, se realizaron preparaciones microscopicas
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para verificar la pureza de los cultivos. Posteriormente, se separd el medio de cultivo del

micelio, mediante una filtracion utilizando gasa (Macias-Rubalcava et al.,, 2008; 2010).

5.2. CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA

Para la obtencion del cultivo a mediana escala (15 L) en condiciones estaticas se utilizaron
3 garrafones de vidrio con capacidad para 18 L, se colocaron 5 litros de CPD a cada uno,
los garrafones se taparon con un tapon de gasa y se esterilizaron en autoclave. En
condiciones estériles, cada garrafon se inoculd con 10 cortes del micelio del endofito
Xylaria sp. realizados con un sacabocado estéril de 5 mm de diametro, sobre el micelio de
Xylaria sp. previamente incubado en PDA por 8 dias. Los garrafones se mantuvieron
estaticos a una temperatura de 28°C durante un periodo de 60 dias, con fotoperiodo luz-

oscuridad 12:12 hrs.

Para la obtencion de los cultivos en mediana escala (15 L) con agitacion se utilizaron 3
matraces Erlenmeyer de 6 L de capacidad. A cada uno se le adicion6 5 L de CPD y como
inoculo 10 cortes de 5 mm de diametro del micelio de Xylaria sp. de un cultivo sélido del
endofito previamente incubado en PDA por un periodo de 8 dias. Cada uno de los matraces
se incub6 durante 30 dias a 28 °C con agitacion de 200 rpm utilizando un agitador orbital
(New Brunswick Scientific, Excella E25). Una vez concluidos los periodos de incubacion,
el micelio se separ6 del medio de cultivo mediante filtracion utilizando gasa (Macias-

Rubalcava et al.,, 2008; 2010).

6. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

Los extractos orgédnicos del medio de cultivo y micelio en pequefia y mediana escala se

obtuvieron como se describe a continuacion:

El micelio hiimedo se sometid a un proceso de maceracion con diclorometano (CH,Cl,),
realizandose cinco extracciones con un volumen de 0.5 L de disolvente para los cultivos en

pequenia escala y de 2 L para los de mediana escala, dejando entre cada extraccion un
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periodo de tres dias. Inmediatamente después y con el mismo procedimiento, se realizaron
cinco extracciones mas con acetato de etilo (AcOEt). Al término de la maceracion, los
extractos resultantes se filtraron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentraron al vacio. Los extractos del medio de cultivo y micelio, obtenidos con CH,Cl,
y con AcOEt se compararon por cromatografia en capa fina (CCF), resultado
cromatograficamente similares, por lo que se decidi6 unirlos (extracto del medio de cultivo
CH,Cl,-AcOEt y extracto del micelio CH,Cl,-AcOEt, pequefia y mediana escala,

respectivamente).

Los extractos del micelio se obtuvieron mediante sucesivas particiones empleando también
CH,Cl, y AcOEt como disolventes de extraccion. La fase organica resultante se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentr6 al vacio. Nuevamente, los dos extractos orgénicos

se unieron de acuerdo con el analisis por CCF.

7. FRACCIONAMIENTO QUiMICO BIODIRIGIDO

7.1. METODOS CROMATOGRAFICOS GENERALES

Los extractos organicos obtenidos de los cultivos en mediana escala en condiciones
estaticas del hongo endofito Xylaria sp. se fraccionaron mediante cromatografia de
adsorcion en columna abierta, empleando como adsorbente gel de silice (Silica gel G-60
Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). Los analisis cromatograficos en capa fina
se realizaron siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio
recubiertas de gel de silice (Silica Gel 60 GF,s4 Merck de 0.25 mm de espesor), varios
sistemas de eluyentes (Hex-CH,Cl,, Hex-CH3;COCH;, CH,Cl,, y CH,Cl,-CH;0H en
diversas proporciones) y como agentes cromogénicos una disolucion de &cido sulfurico al
10% y reactivo de Dragendorf; para obtener el desarrollo del color fue necesario calentar
cada cromatoplaca por dos minutos aproximadamente a 110 °C (Waksmundzka et al.,,
2008). Para el fraccionamiento secundario se utilizd cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) utilizando para ello un equipo Waters con modulo de separacion
Alliance 2695 y un detector de fotodiodos Waters 2996. Las condiciones Optimas de

separacion se establecieron utilizando una columna analitica Clipeus C;s (150 x 4.6 mm,
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Sum), mientras que para la separacion de los constituyentes mayoritarios de las fracciones
primarias se utilizd una columna semi-preparativa Clipeus Cig (150 x 10 mm, Sum), en
ambos casos los analisis se realizaron a 30 °C y como fase movil se utiliz6 agua y
acetonitrilo (MeCN) en diferentes gradientes de concentracion y de flujo. En el Cuadro 3 se
resumen las condiciones utilizadas para cada uno de los experimentos. También se utilizd
cromatografia preparativa en capa delgada, empleando placas de vidrio cubiertas con gel de
silice 60 GF,s4 Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 mm de espesor, aplicando en cada
cromatoplaca aproximadamente 5 mg de muestra y utilizando como fase movil cloroformo

(CHCI3) y metanol (MeOH) en proporcion 95:5.

Cuadro 3. Gradientes de flujo y sistemas de elucion utilizados para la separacion optima de los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los extractos y en las fracciones primarias de los
extractos organicos en mediana escala de Xylaria sp.

Muestra Condiciones de corrida

Flujo: 1 mL/min.
Gradiente de fase movil:
Extractos organicos del medio de cultivoy | Inicio: 75 % H,O 25 % MeCN
micelio, obtenidos en condiciones de Final: 50 % H,O 50 % MeCN
agitacion. Duracion del gradiente: 10 min.
Tiempo de corrida: 9 min.
Temperatura: 30 °C

Flujo: 1 mL/min.
Isocratico:

Fracciones primarias 55 % H,0 45 % MeCN
Tiempo de corrida: 9 min.
Temperatura: 30 °C

7.2. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DE CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA

Los extractos activos del medio de cultivo (~6 g de un sélido de color café rojizo) y micelio
(~4 g de un sodlido de color café rojizo) obtenidos en mediana escala en condiciones
estaticas, se fraccionaron mediante una cromatografia en columna abierta, utilizando 250 g
de gel de silice, obteniéndose un total de 163 y 114 fracciones de 100 mL cada una,
respectivamente. Aquellas fracciones que presentaron caracteristicas cromatograficas
similares se combinaron para generar 16 fracciones primarias para el extracto organico del

medio de cultivo y 13 para el extracto organico del micelio. En los cuadros 4 y 5 se
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resumen los sistemas de elucion empleados, las fracciones combinadas y su actividad

bioldgica.

Cuadro 4. Fraccionamiento primario del extracto activo del medio de cultivo en condiciones
estaticas de Xylaria sp.

Eluyente Proporcion (%) Fracciones Peso (mmg) Clave
Hexano 100 1-11
Hexano-CH,Cl, 90:10 12-23
Hexano-CH,Cl, 80:20 24-31 24.8 Me-1
Hexano-CH,Cl, 70:30 32-39
40-42
Hexano-CH,Cl, 50:50 43-48
Hexano-CH,Cl, 30:70 49-56 19.4 Me-I1
57
CH,Cl, 10:90 5363
CH,Cl,-MeOH 100 64-71 191.0 Me-II1
72
CH,Cl,-MeOH 99:1 73-77 457 Me-1V
78-79
59.7 Me-V
80-87
88-91 468.9 Me-VI*°
CHCL-MeOH 98:2 92-95 103.2 Me-VIF*®
96-98
59-100 201.8 Me-VIIT*®
CH,Cl,-MeOH 97:3 110-114
518 187.0 Me-IX*°
CH,Cl,-MeOH 96:4 119-127 X
38 2443 Me-X*
CH,Cl,-MeOH 95:5 129.138 :
3 261.2 Me-XI*
CH,Cl,-MeOH 94:6
2027 Ie 140-146 296.4 Me-XII*
147 296.4 Me-XII*®
, 148-151 380.8 Me-XIIT*°
CH,Cl,-MeOH 20:10 152-153 363.8 Me-XIV"
154-155 236.8 Me-XV*°
CH,CL,-MeOH 80:20 156-163 79.9 Me-XVI

Fracciones fungitoxicas *, Fracciones fitotoxicas
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Cuadro 5. Fraccionamiento primario del extracto activo del micelio en condiciones estaticas de

Xylaria sp.
Eluyente Proporcion (%) Fracciones Peso (mmg) Clave
Hexano 100 1
Hexano-CH,Cl, 90:10 2 1393 Mi-I"
3-7
CH,Cl1,-MeOH 100 8-17
182'120 140.5 Mi-IT**
CH,Cl1,-MeOH 99:1 2299 —
3034 98.6 Mi-III
CH,Cl,-MeOH 98:2 35-52 964.8 Mi-IV*°
53-59 122.5 Mi-V*
CH,Cl1,-MeOH 97:3 60-70
CH,Cl,-MeOH 96:4 71-81 308.8 Mi-VI*
82
CH,Cl1,-MeOH 95:5 83-88 78.6 Mi-VII
89 . .
166.0 Mi-VIII
90-91
92-93 99.8 Mi-X
CH,Cl,-MeOH 90:10 94-96
97-98 316.2 Mi-XT*
99
100-102
CH,Cl,-MeOH 80:20 103-105 .
106-107 481.5 Mi-XII
108-109
CH,Cl,-MeOH 70:30 110-113
29.6 Mi-XIII
CH,Cl,-MeOH 50:50 114

Fracciones fungitoxicas *, Fracciones fitotoxicas
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8. PURIFICACION DEL METABOLITO SECUNDARIO

8.1. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FiSICAS, ESPECTROSCOPICAS Y

ESPECTROMETRICAS

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen sin
corregir. La rotacion Optica se registro en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los
espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RNM-'H) y de carbono-13 (RMN-
*C) se obtuvieron en un aparato Varian UNITY PLUS 500, el cual se operd a una
frecuencia de 300 y 125 MHz, respectivamente. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de los productos naturales se obtuvieron en un aparato Brucker DM X500. Todos
los espectros se registraron en CDCl; y los desplazamientos quimicos (8) se asignaron en
ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) empleado como referencia interna. El espectro en
el infrarrojo (IR) se registro en un espectrofotometro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599B,
en pastilla de bromuro de potasio (KBr). Los espectros de masas se registraron en un
aparato JEOL JMS-AX505 HA mediante introduccion directa a 70 eV. El anadlisis de

difraccion de rayos X se efectud en un difractometro Nicolet R3m.

8.2. OBTENCION DE LA PUNCTAPORONINA B (39)

De la fraccion primaria activa X del extracto de medio de cultivo en condiciones estaticas
(244 mg) precipitd un solido cristalino de color blanco, el cual tras sucesivas
recristalizaciones con una mezcla de CH,Cl,-MeOH (99:1) gener6 15 mg de
punctaporonina B (39) soluble en CH,Cl, y MeOH y con un p.f. de 188°C (Anderson et al.,
1984; Edwards et al., 1989).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de determinar el potencial
antagonico del hongo endéfito Xylaria sp. sobre diferentes especies de microorganismos
endofitos y fitopatdgenos, asi como estudiar el potencial aleloquimico de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio, sobre el crecimiento de microorganismos y
diferentes plantas de prueba, con el fin de contribuir al conocimiento de los aspectos
quimicos involucrados en las relaciones que se establecen entre las plantas hospederas y los
hongos endofitos. Asimismo, contribuir al posible desarrollo de nuevos agentes de control
de plagas y enfermedades en plantas. Los resultados obtenidos se dividen en cuatro partes.
La primera corresponde a la determinacion del potencial antagonico sobre el crecimiento de
diferentes microorganismos endoéfitos y fitopatdogenos. La segunda abarca la obtencion de
cultivos en pequefia escala en condiciones estiticas y de agitacion y la evaluacion
cuantitativa de la actividad antifiingica y fitotoxica de los extractos organicos del medio de
cultivo y micelio. La tercera comprende la obtencion y evaluacion de cultivos en mediana
escala y el aislamiento y purificacion de uno de los metabolitos secundarios mayoritarios
presentes en los extractos y frecciones activas del hongo endéfito Xylaria sp. Por ultimo, la

cuarta parte se enfoca a la caracterizacion de uno de estos compuestos.

1. BIOENSAYOS DE ANTAGONISMO

La determinacion del potencial antagonico del hongo endofito Xylaria sp. se realizo
mediante bioensayos de antagonismo directo entre este endofito y cuatro microorganismos
fitopatdgenos con importancia agricola: F. oxysporum, A. solani, Rhizoctonia sp. y P.
capsici, dos hongos fitopatogenos aislados de C. acuminata: Pestalotiopsis sp. y el
aislamiento CsF3; y dos hongos endofitos aislados también de C. acuminata: los

aislamientos CsE, y C4E;s.
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Con la finalidad de establecer la velocidad de crecimiento del hongo endofito Xylaria sp. se
realiz6 una curva de crecimiento en PDA (Figura 3). La tasa de crecimiento observada para
este microorganismo es de 2.5 cm?/dia. Con base en este resultado se establecio que el
hongo endofito Xylaria sp. aislado de C. acuminata crece lentamente (Figura 3), por lo que
se sembrd cinco dias antes que sus competidores fitopatdgenos todos ellos,
microorganismos de crecimiento rapido. Por el contrario, sus competidores endofitos
(aislamientos CsE;, y C4E;3) son hongos de crecimiento muy lento por lo que se inocularon
de dos maneras; los dos endofitos al mismo tiempo y siete dias antes que el hongo endofito

Xylaria sp.

25 -

20 o

Crecimiento (cm2)

15 o

10 o

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo en dias

Figura 3. Crecimiento del hongo endofito Xylaria sp. en cultivos en PDA

Los resultados de los bioensayos de antagonismo entre Xylaria sp. y los diferentes
microorganismos competidores se registraron e interpretaron siete dias después de haber
sido sembrados los microorganismos fitopatogenos, y once dias después de haber inoculado
al mismo tiempo a Xylaria sp. y a sus competidores endofitos y siete dias después de haber
sembrado Xylaria sp. en los antagonismos con microorganismos endofitos incubados

previamente por un periodo de siete dias.
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1.1. ANTAGONISMO COMPETITIVO ENTRE EL ENDOFITO XYLARIA SP. Y DOS ENDOFITOS
DE CALLICARPA ACUMINATA.

ANTAGONISMO ENTRE XYLARIA SP. Y EL AISLAMIENTO C4E 3

En las Figuras 4 A y B se presenta el antagonismo directo entre los hongos endofitos
Xylaria sp. y el aislamiento C4E ;3 a los 11 dias de interaccion, sembrados al mismo tiempo,
observandose que ambos microorganismos compiten fuertemente, inhibiendo en ambos

casos el crecimiento de su competidor en un 25 %.

Por el contrario, en las Figuras 4 C y D, se observa el antagonismo a los 7 dias de
interaccion antagonica entre el aislamiento C4E ;3 y Xylaria sp., esta Gltima sembrada 7 dias
después que el endofito C4E;3. El aislamiento C4E;; inhibe significativamente el
crecimiento de Xylaria sp., inhibiendo su crecimiento radial en un 44 %. El crecimiento del

endofito C4E 3 no es afectado por la presencia de Xylaria sp. (Cuadro 7).

A B

Figura 4. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. (derecha) y C4E;; (izquierda) a
los 11 dias inoculados al mismo tiempo (A y B) y a los 7 dias de interaccion antagénica, inoculados
con 7 dias de diferencia (C y D). A y C vista superior de los micelios. B y D vista inferior.

C D

Figura 5. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. (derecha) y C4E,; (izquierda) a
los 11 dias inoculados al mismo tiempo (A y B) y a los 7 dias de interaccion antagonica, inoculados
con 7 dias de diferencia (C y D). A y C vista superior de los micelios. B y D vista inferior.
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Con la finalidad de establecer si el potencial antagéonico demostrado por el hongo endéfito
Xylaria sp. provoca cambios en la morfologia de las hifas, de las vacuolas o en el nimero
de estas, se realizd un andlisis microscopico de los micelios en las zonas mas cercanas a la
interaccion antagénica (Figura 2). En la Figura 6 se presentan las observaciones
microscopicas en la zona de interaccion (I) y de no interaccion (NI), observandose que no

hay cambio morfologicos en las estructuras de los dos hongos endofitos.

A B C

Figura 6. Interaccion antagonica entre Xylaria sp. y C4F15. A control de crecimiento Xylaria sp. B
interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha rosa) y C4E,3 (flecha azul). C control de crecimiento
de C4E13.

ANTAGONISMO ENTRE XYLARIA SP. Y AISLAMIENTO CsE 1,

En las Figuras 7 A y B, se muestra el antagonismo entre los hongos endofitos Xylaria sp. y
el aislamiento CsE;; a los 11 dias de antagonismo, inoculando ambos microorganismos al
mismo tiempo. Los micelios de las dos especies endofitas crecen hasta hacer contacto,
Xylaria sp. inhibe el crecimiento del aislamiento CsEi, en un 23 % y aislamiento CsE;;

estimula el crecimiento del Xylaria sp. en un 30 % .

Por otra parte, en las Figuras 7 C y D se presenta el antagonismo directo entre los hongos
endofitos Xylaria sp. y el aislamiento CsEi, a los 7 dias de interaccion antagonica,
inoculando el hongo CsEi,. 7 dias antes que el endofito Xylaria sp. Ambos
microorganismos ejercen un efecto antagonista sobre el crecimiento de su competidor. El
micelio de los endofitos crece en contacto, el aislamiento CsEi, es inhibido
significativamente por la presencia Xylaria sp. en un 39 %. Por su parte, el endofito CsE+,

Pagina | 47



Resultados y Discusion

inhibe el crecimiento de Xylaria sp. en un 15 %. El micelio de ambas especies cambia
morfolégicamente con respecto a los controles de crecimiento; el micelio de Xylaria sp.
reduce la proliferacion de hifas, mientras que el endéfito CsE;, forma una barrera micelial
(Figura 7C), ademas de acumulacion de pigmento rojo en la zona de interaccion (Figura

7D).

A B
C D
E F

Figura 7. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. (izquierda) y CsE, (derecha) a
los 11 dias de interaccidon antagonica inoculados al mismo tiempo (A 'y B) y a los 7 dias de
interaccion antagonica sembrados con 7 dias de diferencia (D y E). A y E vista superior de los
micelios. B y F vista inferior. C acercamiento zona de interaccion (vista superior). D acercamiento
zona de interaccion (vista inferior).
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Las observaciones microscopicas realizadas en la zona de interaccion revelan que no hay
cambios morfologicos entre los micelios de los dos endofitos competidores. Las
mediciones realizadas sobre las hifas, tamafio y nimero de vacuolas, no muestran

diferencias significativas (Figura 8; Cuadro 7).

A B C

Figura 8. Interaccion antagonica entre Xylaria sp y CsFj,. Acontrol de crecimiento Xylaria sp. B
interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha rosa) y CsFy; (flecha azul). C control de crecimiento
de C5F12.

1.2. ANTAGONISMO COMPETITIVO ENTRE EL ENDOFITO XYLARIA SP. Y DIVERSOS
MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS

Con la finalidad de establecer el posible papel de Xylaria sp. en la defensa quimica de su

planta hospedera contra microorganismos fitopatdgenos, se realizaron bioensayos de

antagonismo entre el endofito Xylaria sp. y seis microorganismos fitopatdogenos.

ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y F. OXYSPORUM

En la Figura 9 se presenta el bioensayo de antagonismo entre el hongo endéfito Xylaria sp.
y el hongo fitopatogeno F. oxysporum. Los micelios de los dos microorganismos crecen
hasta entrar en contacto, Xylaria sp. forma una barrera micelial blanca (Figura 9.B),
posiblemente, como respuesta a la presencia del fitopatogeno. El crecimiento de F.
oxysporum es inhibido significativamente en un 49 % por la presencia de Xylaria sp., por

su parte, el crecimiento del endofito Xylaria sp. no es afectado por F. oxysporum.
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A B

Figura 9. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y Fusarium oxysporum a los 7
dias de interaccion antagonica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

En la Figura 10 se muestran las observaciones microscopicas en la zona I, observandose
nuevamente, que no existe diferencia en la morfologia de las hifas o en el niimero de

vacuolas, en ninguno de los dos hongos competidores.

A B C

Figura 10. Interaccion antagonica entre Xylaria sp. y Fusarium oxysporum. A control de
crecimiento Xylaria sp. B interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha rosa) y Fusarium
oxysporum (flecha azul). C control de crecimiento Fusarium oxysporum.

ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y ALTERNARIA SOLANI

En la Figura 11 se presenta el antagonismo entre Xylaria sp. y el hongo fitopatogeno
Alternaria solani. El endéfito Xylaria sp. inhibe a distancia el crecimiento de A. solani de
manera importante, observandose una inhibicion del 94 % después de 7 dias de interaccion
antagonica. A. solani es el competidor fitopatdgeno mas afectado por la presencia de
Xylaria sp. El crecimiento del endofito Xylaria sp. no es inhibido por su competidor

fitopatogeno.
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A B

Figura 11. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y Alternaria solani a los 7 dias
de interaccion antagdnica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

Las observaciones microscopicas realizadas en la zona de interaccion antagénica muestran
un aumento considerable en el numero de vacuolas presentes en las hifas de A. solani,
incrementando en un intervalo de 10-15 a uno de 50-70 por campo; asi mismo, se observd
la formacién de vacuolas mas grandes (Figura 12 B). Las vacuolas observadas en las
preparaciones realizadas con los controles de crecimiento de A. solani presentan un
diametro de 1.06 a 1.45 um, mientras que en la zona de interaccidn se registré un aumento
de 1.65 a 2.68 um (Cuadro 7). Estas observaciones permiten inferir que el potencial
antagonico demostrado en los bioensayos de antagonismo, asi como los cambios
microscopicos observados, se deben a la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antifingica que son difundidos en el medio de cultivo y que inhiben a distancia el

crecimiento de A. solani.

A B C

Figura 12. Interaccion antagonica entre Xylaria sp. y Alternaria solani. A control de crecimiento
Xylaria sp. B interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha rosa) y A. solani (flecha azul) C.
control de crecimiento A. solani.
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ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y RHIZOCTONIA SP.

En la Figura 13, se observa el antagonismo entre Xylaria sp. y el fitopatdgeno Rhizoctonia
sp. El micelio de Xylaria sp. crece en contacto con el de Rhizoctonia sp. e inhibe su
crecimiento en un 57 %. Una vez que los micelios de los dos hongos entran en contacto se
observo un aumento en la proliferacion de las hifas de Xylaria sp. y con ello la formacion

de una barrera micelial de color blanco en la zona de interaccion (Figura 11 B).

A B

Figura 13. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y Rhizoctonia sp. a los 6 dias de
interaccion antagonica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

En la Figura 14 se muestran los resultados del analisis microscopico del bioensayo de
antagonismo, observandose que no existe ningin cambio morfoldgico entre las hifas de los
micelios de los microorganismos (Figura 14 B). Los valores de grosor de hifas y vacuolas,

asi como los de didmetro de las vacuolas no muestran diferencias importantes (Cuadro 7).

A B C

Figura 14. Interaccion antagoénica entre Xylaria sp. y Rhizoctonia sp. A control de crecimiento
Xylaria sp. B interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha roja) y Rhizoctonia sp. (flecha azul)
C. control de crecimiento Rhizoctonia sp.
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ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y P. CAPSICI

En la Figura 15, se presenta el antagonismo entre Xylaria sp. y el fungoide fitopatogeno P.
capsici, como se puede observar después de 6 dias de interaccion Xylaria sp. comienza a
crecer sobre P. capsici inhibiendo su crecimiento en un 64 %, ademas forma una barrera de
hifas de color blanco intenso en donde los micelios de ambos microorganismos se

encuentran (zona I). Por su parte, Xylaria sp. no es inhibida por la presencia de P. capsici.

A B

Figura 15. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y P. capsici a los 7 dias de
interaccion antagonica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

Por otro lado, en el anélisis microscopico en la zona de interaccidon antagoénica no demostro

diferencias importantes (Figura 16).

A B C

Figura 16. Interaccion antagonica entre Xylaria sp. y P. capsici. A control de crecimiento Xylaria
sp. B interaccion antagdnica entre Xylaria sp. y P. capsici. C control de crecimiento P. capsici.
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ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y PESTALOTIOPSIS SP.

En la Figura 17 se muestra el ensayo de antagonismo entre el endofito Xylaria sp. y el
fitopatogeno Pestalotiopsis sp. aislado de C. acuminata. Ambos microorganismos crecen
hasta que sus micelios entran en contacto, Xylaria sp. comienza a crecer sobre el
fitopatdgeno al tiempo que inhibe de manera significativa su crecimiento. El crecimiento de
Pestalotiopsis sp. es inhibido en un 80 % mientras que el crecimiento de Xylaria sp. no es
afectado. A diferencia de lo observado en los antagonismos anteriores, Xylaria sp. no forma
una barrera micelial en este caso las hifas disminuyen su proliferacion en la zona de

interaccion.

A B

Figura 17. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y Pestalotiopsis sp. a los 7 dias
de interaccion antagdnica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

De nueva cuenta, las observaciones microscopicas realizadas en la zona de interaccion
antagdnica demostraron que no hay ninguna modificaciéon morfologica que entre las hifas

del endofito Xylaria sp. y del fitopatogeno Pestalotiopsis sp.

A B C

Figura 18. Interaccion antagdnica entre Xylaria sp. y Pestalotiopsis sp. A control de crecimiento de
Xylaria sp. B interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha roja) y Pestalotiopsis sp. (flecha azul).
C. control de crecimiento de Pestalotiopsis sp.
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ANTAGONISMO DIRECTO ENTRE XYLARIA SP. Y EL AISLAMIENTO CsF3

En la Figura 19 se presenta el bioensayo de antagonismo entre el endofito Xylaria sp. y el
fitopatogeno CsF3. Xylaria sp. inhibe significativamente el crecimiento de su competidor
fitopatogeno CsFs, inhibiendo su crecimiento en un 84 %, por su parte, el hongo CsF3; no

inhibe significativamente el crecimiento de Xylaria sp. (13 %).

En la parte posterior de los micelios se observa claramente una barrera de color amarillo

(Figura 19B).

A B

Figura 19. Bioensayo de antagonismo entre los hongos Xylaria sp. y CsF; a los 7 dias de
interaccion antagonica. A vista superior de los micelios. B vista inferior.

Las observaciones microscopicas realizadas muestran que el control de crecimiento del
hongo fitopatégeno CsF; presenta hifas de mayor grosor en los extremos y con
acumulacion de vacuolas, asi como estructuras tempranas (Figura 20C). Las observaciones
en la zona de interaccidon antagdnica no muestran estructuras “maduras”, engrosadas ni
llenas de vacuolas, unicamente se observan hifas de de menor tamafio y con un contenido

vacuolar menor (Figura 20 B).

En resumen, los resultados de los bioensayos de antagonismo entre el hongo endofito
Xylaria sp. y los diferentes microorganismos competidores, permiten establecer que Xylaria
sp. es un hongo endodfito que posee potencial antifingico, ya que en general inhibio

significativamente el crecimiento de todos sus competidores.
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A B C

Figura 20. Interaccion antagonica entre Xylaria sp y CsF;. A control de crecimiento Xylaria sp. B
interaccion antagonica entre Xylaria sp. (flecha roja) y CsF3 (flecha azul). C control de crecimiento

de C5F3.

Los porcentajes de inhibicion provocados sobre el crecimiento de Xylaria sp. debidos a la

presencia de los diferentes microorganismos competidores confirman que este endofito

presenta importante potencial antifungico, ya que unicamente es inhibido de manera

significativa por el asilamiento C4E ;3 cuando Xylaria sp. se inoculo seis dias después que

su competidor endofito (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de Xylaria sp. y de los diferentes

microorganismos competidores en los bioensayos de antagonismo.

% de inhibicion de

% de inhibicion del

xvlaria s microorganismo
y p- competidor
Bioensayo Endofitos
Xylaria sp. vs
Aislamiento C4E;(indulados con 7 dias 44%* 0%
de diferencia)
Xylaria sp. vs Aislamiento CsE;, o o/ %
(inoculados con 7 dias de diferencia) 15% 39%
Xylaria sp. vs Aislamiento C,E ;3 250 2504%
(inoculados al mismo tiempo)
Xylaria sp. vs Aislamiento CsE;,
-30%*" 23%%*

(inoculados al mismo tiempo)

* n=4 p<0.05; “el signo negativo indica estimulacion del crecimiento radial.
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Cuadro 6. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de Xylaria sp. y de los diferentes
microorganismos competidores en los bioensayos de antagonismo (Continuacion).

% de inhibicion de Xylaria % de inhibicion del
sp. microorganismo competidor
Bioensayos con fitopatogenos
Xylaria sp. vs F. oxysporum 0% 49%*
Xylaria sp. vs A. solani 0% 94%*
Xylaria sp. vs Rhizoctonia sp. 0% 50%%*
Xylaria sp. vs P. capsici 0% 64%%*
Xylaria sp. vs Pestalotiopsis sp. 0% 80%*
Xylaria sp. vs Aislamiento CsF; 13% 84%*

* n=4 p<0.05; “el signo negativo indica estimulacion del crecimiento radial.

Por otra parte, para determinar cuantitativamente el potencial antagénico que presenta
Xylaria sp. sobre los competidores evaluados, se calculo el indice de antagonismo de
acuerdo con el tipo de interaccion observada entre los microorganismos competidores,
asignando un valor numérico conforme con el modificado de interpretacion del tipo de
interaccion descritas por Yuen y colaboradores (1999), permitiendo calcular un indice de
antagonismo de 6 para los hongos endofitos, y de 19 para los microorganismos
fitopatdgenos. Cabe mencionar que los indices de antagonismo reflejan la habilidad de un
hongo para competir contra un grupo de microorganismos, lo que podria indicar que
Xylaria sp. es mas antagdnico contra microorganismos fitopatdgenos que contra endéfitos.
Esto podria ser consecuencia de las interacciones entre endofitos llevadas a cabo dentro de
la planta hospedera, lo que obliga a estos microorganismos a ser mas competitivos por
espacio y nutrientes y quiza la razon por la que en los bioensayos de antagonismo entre
Xylaria sp. y los endofitos, ambos hongos son inhibidos por la presencias de su competidor.
Al mismo tiempo, un indice de antagonismo mayor sobre los microorganismos
fitopatogenos permite inferir que Xylaria sp. podria contribuir directamente en la defensa
de su planta hospedera contra microorganismos fitopatégenos, mediante la produccion de
metabolitos secundarios con actividad antifiingica, o bien, inhibiendo directamente la

colonizacién de los microorganismo fitopatogenos.
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Con respecto al analisis microscopico realizado utilizando los micelios en las zonas mas
cercanas a la interaccién antagonica (zona I), es posible establecer que con excepcion del
fitopatogeno A. solani y del endofito CsF3, no existen modificaciones morfologicas en las
hifas del hongo endo6fito Xylaria sp. ni en las de sus diferentes competidores, ya que no se
observo destruccion de las hifas (lisis) o cambio en su grosor a pesar de que los micelios de
los microorganismos se entremezclaran o de que uno de los microorganismos creciera
encima del otro. Tampoco se observd aumento en el numero de vacuolas o modificaciones
en sus dimensiones. En el Cuadro 7 se presentan los intervalos de las mediciones realizadas
en el grosor y numero de las hifas, asi como en las dimensiones de las vacuolas en los
bioensayos de antagonismo entre Xylaria sp. y los diferentes microorganismos endofitos y

fitopatdgenos evaluados.

Cuadro 7. Resumen de las mediciones realizadas sobre las hifas y vacuolas de Xylaria sp. y de los
diferentes microorganismos fitopatdogenos y endofitos utilizados en los bioensayos de antagonismo.

. B Grosor de hifa | Diametro de | No. de vacuolas por
Bioensayo con endoéfitos

(nm) vacuola (um) campo
xvlari Control Xy 2.19-2.49 ---- ----
y a\:'sa SP- Interaccion Xy 1.89-3.01 - N
) . Interaccion C4E 3 1.45-3.23 0.33-1.59 50-90
Aislamiento C4E;
Control C4E; 1.5-2.81 0.22-1.66 50-90
xvlari Control Xy 2.19-2.49 ---- ----
y a\:'sa Sp- Interaccion Xy 1.80-2.98 - -
. . Interaccion CsF; 1.87-3.54 0.9-2.2 100-150
Aislamiento CsE,
Control CsF; 2.09-3.44 0.9-1.9 100-150

. i Grosor de hifa | Diametro de No.de vacuolas por
Bioensayo con fitopatogenos

(nm) vacuola (um) campo
vlari Control Xy 1,76-3,17 - -
y a\:'sa Sp- Interaccion Xy 1,65-3,10 - -
Interaccion Fu 3,20-4,16 1,29-1,90 15-20
F. oxysporum

Control Fu 3,05-4.07 1,17-1,87 19-23

xvlari Control Xy 1,76-3,17 - -
y a\:'sa SP- Interaccion Xy 1,00-3,89 - -

. Interaccion Al 3.13-4.44 1.65-2.68 10-15

A. solani

Control Al 3.47-5.6 1.06-1.45 50-70
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Cuadro 7. Resumen de las mediciones realizadas sobre las hifas y vacuolas de Xylaria sp. y de los
diferentes microorganismos fitopatdgenos y endofitos utilizados en los bioensayos de antagonismo
(Continuacion).

Bioensayo con Grosor de hifa Diametro de | No.de vacuolas | No.de vacuolas
fitopatogenos (num) vacuola (um) por campo por campo
lari Control Xy 1,76-3,17 - -
Xy a\I;ISa Sp- Interaccion Xy 2.79-3.98 ---- ----
. . Interaccion Rh 2,17-3,00 1,33-1,76 10-23
Rhizoctonia sp.
Control Rh 2,52-2,81 1,09-1,77 11-19
. Control Xy 1,76-3,17 - -——-
Xyla\ll‘;a sp- Interaccion Xy 1,80-3,58 ---- ----
. Interaccion Py 4,25-6,89 1,22-2,96 44-91
P. capsis
Control Py 4,3-5,92 1,07-2,84 50-80
. Control Xy 1,76-3,17 -——-- -——--
Xyla\t/’;a Sp- Interaccion Xy 1,09-2,96 ---- -
.. Interaccion Pe 1,59-3,06 2,35-2,98 15-20
Pastalotiopsis sp.
Control Pe 1,99-2,98 1,08-2,61 15-20
Control Xy 1,76-3,17 -——-- -——--
Xyla\l/';a Sp- Interaccion Xy 1,75-3,67 S S
Aislamiento CsF; Interaccion CsF; 2,04-4,32 1,56-3,09 >200
Control CsF; 2,22-3,96 1,38-2,76 >200

- - - - No present6 vacuolas

Estas observaciones en conjunto, permiten sugerir que las interacciones establecidas entre
Xylaria sp. y los microorganismo fitopatdgenos y endofitos evaluados, son mediadas
principalmente por metabolitos secundarios producidos por los microorganismos
competidores, sin embargo, con los resultados obtenidos hasta este punto no es posible
asegurar que la biosintesis de estos compuestos se produzca en respuesta al
microorganismo presente en el antagonismo, no obstante, si es posible proponer que los
metabolitos secundarios son capaces de intervenir en diferente grado sobre el crecimiento y
desarrollo morfologico de su competidor, tal es el caso de la estimulacion en la produccion
del nimero de vacuolas observadas en A. solani y de la inhibicion de su crecimiento por la
presencia de Xylaria sp.; de la formacion de barreras miceliales por parte de Xylaria sp. en
respuesta a la presencia de F. oxisporum, P.capsici y Rhizoctonia sp.; de la disminucion de

proliferacion micelial de Xylaria sp. en presencia de Pestalotiopsis sp. y del endofito CsE»
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o de la acumulacion de pigmento por parte del endofito CsE; en la zona de interaccion y

del cambio de estructuras microscopicas en el hongo fitopatogeno CsFs.

La gran diversidad de respuestas por parte de los microorganismos en condiciones de
competencia demuestra que las estrategias con las que un hongo responde ante la presencia
de otro microorganismo varian en magnitud y en forma, y son tan especificas y diferentes

como cada uno de los hongos y de las interacciones que es capaz de sostener.

2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO DE XYLARIA SP. Y

EVALUACION DEL POTENCIAL ALELOQUIMICO DE SUS EXTRACTOS ORGANICOS.

Con el proposito de confirmar que el potencial antagéonico demostrado por el endofito
Xylaria sp. se debe principalmente a la produccion de metabolitos secundarios bioactivos,
se evaluo el efecto de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio sobre el
crecimiento de microorganismo fitopatégenos de prueba. De manera adicional, se evalto la
posible interaccion endofito planta mediante evaluacion del efecto de los extractos sobre la

germinacion y la longitud de la raiz de tres plantas objeto de estudio.

2.1. OBTENCION DE CULTIVOS EN PEQUENA ESCALA

En primer lugar, se establecieron las condiciones optimas de crecimiento del hongo Xylaria
sp. mediante la realizacion de cultivos en pequena escala (1L), verificando el desarrollo del
endofito en caldo papa dextrosa (CPD), utilizando condiciones de incubacion estaticas y
con agitacion por un periodo de 30 dias, con fotoperiodo de luz artificial obscuridad 12:12

hrs., a 28 °C.

Cabe mencionar, que el medio de cultivo de papa-dextrosa es un medio ampliamente
utilizado para cultivar microorganismos fingicos (Ulloa, M. Hanlin, R 1978), en trabajos
previos realizados en nuestro laboratorio se encontré que también es un medio de cultivo

altamente eficiente para el crecimiento de hongos endofitos (Muria, 2008; Macias-
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Rubalcava et al.,, 2008; 2010; Sanchez, 2009). Ademas el CPD es un medio de cultivo que
se extrae en muy bajo rendimiento con los disolventes utilizados durante el proceso de

obtencién de los extractos orgénicos.

En ambos casos se obtuvieron los extractos organicos a partir del micelio humedo
(maceracion) y del medio de cultivo (particion), utilizando CH,Cl, y AcOET como
disolventes de extraccion. En el Cuadro 8 se presentan los rendimientos de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio, observandose diferencias significativas en el
rendimiento de los extractos del medio de cultivo en funcion del las condiciones de
incubacion. Los rendimientos de los extractos de los cultivo en condiciones de agitacion

Son mayores.

Cuadro 8. Rendimiento de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de los cultivos en
pequefia y mediana escala del endéfito Xylaria sp.

Rendimiento Rendimiento
Cultivos en pequeiia escala Cultivos en mediana escala
(mg/L) (mg/L)
Medio-estatico (Med-Est-PE) 21.06 Medio estatico (Med-Est-ME) 445.11
Micelio-estatico(Mic-Est-PE) 83.04 Micelio-estatico (Mic-Est-ME) 295.19
Medio-agitacion (Med-Ag-
Medio-agitacion(Med-Ag-PE) 126.5 14.62
ME)
Micelio-agitacion (Mic-Ag- Micelio-agitacién (Mic-Ag-
8 ( 8 90.4 8 ( 8 10.2
PE) ME)

A continuacion, cada uno de los extractos obtenidos se analizé por CCF, observandose
diferencias en la composicion entre los extractos del medio de cultivo y micelio, por lo que

se decidi6 evaluarlos por separado.

Posteriormente, se evalu6 cuantitativamente el potencial efecto alelopatico de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio del endofito Xylaria sp. mediante la
determinacion de su efecto sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos
fitopatogenos de prueba y sobre la germinacién y la longitud de la raiz de tres plantas de
prueba, mediante el método de dilucion en de la caja de Petri.
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2.2 EFECTO ANTIFUNGICO

El posible efecto antifingico de los extractos organicos del hongo endoéfito Xylaria sp. se
evalu6 cuantitativamente mediante la determinacion de su efecto, sobre el crecimiento
radial de cinco hongos fitopatogenos: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Alternaria
solani, Pestalotiopsis sp. y el aislamineto CsF; de C. acuminata.

Cuadro 9. Efecto de los extractos del medio de cultivo y del micelio (200 pg/mL) en condiciones
estaticas del hongo endofito Xylaria sp., sobre el crecimiento radial de cinco hongos fitopatdgenos

% de Inhibicion del crecimiento radial

Tratamientos | Rhizoctonia Fusarium Alternaria | Pestalotiopsis | Aislamiento

(200 pg/mL) sp. oXysporum solani sp. CsF;

Exto. Medio de
32.5+0.15% 43.5+0.21* 732 +0.19*% | 499 +0.27* 425+ 0.15*

cultivo

Exto. Micelio 51.5+0.22% 56.4+0.14* | 75.0+0.22*% | 86.4+0.18* 56.8 £0.14*

Jn=4 p<0.05.

En el Cuadro 9 se presenta el efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio a 200
png/mL en condiciones de incubacion estaticas sobre el crecimiento de los microorganismos
de prueba. El extracto orgdnico de micelio inhibe significativamente el crecimiento de
todos los microorganismos fitopatogenos evaluados, inhibiendo su crecimiento en mas del
50%. Pestalotiopsis sp. es el fitopatdgeno mas afectado por la presencia de esté extracto,
inhibiendo su crecimiento en un 86 %. El extracto del medio de cultivo también inhibe de
manera significativa el crecimiento de todos los microorganismos de prueba, sin embargo,
los porcentajes de inhibicion son menores a los provocados por el extracto del micelio.
Alternaria solani es el fitopatdgeno mas afectado por el extracto del medio de cultivo,
inhibiendo su crecimiento en un 73 % y Rhizoctonia sp. es el hongo menos afectado (33%
de inhibicion).

En el Cuadro 10 se presenta el efecto de los extractos del medio de cultivo y del micelio
obtenidos en condiciones de agitacion sobre el crecimiento de los cinco hongos
fitopatdgenos de prueba. Ambos extractos inhiben significativamente el crecimiento de los

microorganismos evaluados. El extracto del medio de cultivo inhibe en mayor grado el
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crecimiento de Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Pestalotiopsis sp., inhibiendo mas
del 60 % su crecimiento. Por su parte, el extracto orgdnico del micelio es mds activo sobre
el crecimiento de los hongo fitopatdogeno Rhizoctonia sp., Alternaria solani y Pestalotiopsis

sp., de nuevo la inhibicion del crecimiento es mayor al 60%.

Cuadro 10. Efecto de los extractos del medio de cultivo y del micelio (200 pg/mL) del hongo
endofito Xylaria sp. obtenido en condiciones de agitacion, sobre el crecimiento radial de cinco
hongos fitopatdgenos.

%o de Inhibicion del crecimiento radial

Tratamientos | Rhizoctonia Fusarium Alternaria Pestalotiopsis | Aislamiento
(200 pg/mL) sp. oxysporum solani sp. C;sF;
Exto. Medio

) 39.1 £0.16* 63.4+0.25% 69.6 +0.16* 72.4 4+ 0.24% 53.4+0.12*
de cultivo

Exto. Micelio | 64.0 +0.20* 59.7+0.14* 75.2+0.23*% 67.4+0.17* 56.5+0.15*

*n=4 p<0.05

2.3. EFECTO FITOTOXICO

Por otra parte, la determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos
organicos de los cultivos en pequefia escala obtenidos en condiciones de crecimiento -
agitacion y estaticamente, se realiz6 mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre
la germinaciéon y el crecimiento de la raiz de tres especies de plantas de prueba:

Amaranthus hypochondriacus, Lycopersicum esculentum e Ipomoea tricolor.

En los Cuadros 12 y 13 se muestran los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de
las tres plantas blanco. Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio inhiben
significativamente el crecimiento de la raiz de las tres plantas de prueba a una
concentracion de 100 pg/mL, en todos los casos la inhibicion es mayor al 50 %. Los
extractos obtenidos en condiciones de incubacion con agitacion inhiben en mayor grado el
crecimiento radical de todas las especies de prueba, sin embargo, los resultados no

muestran diferencias significativas entre extractos de medio de cultivo y micelio, ni entre
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tipo de condiciones de crecimiento (agitacion VS estatico), es decir el potencial fitotdxico es

muy similar en todos los casos.

Cuadro 11. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (100 pg/mL) del hongo endoéfito
Xylaria sp., obtenidos en condiciones de incubacion estaticas sobre el crecimiento de la raiz de tres
especies de plantas prueba.

% de inhibicion

Tratamientos Amaranthus . Lycopersicon
. Ipomoea tricolor
(100 pg/mL) hypochondriacus esculentum
Exto. del Medio de| 55, 5s 66.8 = 0.23* 58.2 +0.25*
cultivo
Exto. del Micelio 75.5+£0.18* 50.8 £0.22* 76.4 +0.19%
*n=4 p<0.05.

Cuadro 12. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (100 pg/mL) del hongo endofito
Xylaria sp., obtenidos en condiciones de incubacion con agitacion, sobre el crecimiento de la raiz de
tres especies de plantas prueba.

% de inhibicion

Tratamientos Amaranthus . Lycopersicon
: Ipomoea tricolor
(100 pg/mL) hypochondriacus esculentum
Exto. del Medio de cultivo 77.0£0.12%* 71.6+ 0.22%* 71.0 £ 0.26*
Exto. del Micelio 76.3 £0.15%* 60.2 £0.19* 78.2+0.21%*

*n=4 p<0.05.

Con base en la actividad bioldgica demostrada por los extractos organicos obtenidos de los
cultivos del hongo endofito Xylaria sp. incubandolo bajo dos diferentes condiciones y
principalmente los mostrados sobre el crecimiento radial de los hongos fitopatogenos,
podemos confirmar que los metabolitos secundarios producidos por Xylaria sp. son los
responsables del potencial antagéonico demostrado en los bioensayos de antagonismo
directo y que también poseen actividad biologica sobre el crecimiento de las plantas de
prueba. En general, la actividad fitotoxica es mayor que la actividad antifungica.
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3. CULTIVO EN MEDIANA ESCALA

Con la finalidad de realizar un estudio quimico biodirigido de los extractos activos del
medio de cultivo y micelio del hongo endofito Xylaria sp. se obtuvieron cultivos en
mediana escala en condiciones estaticas (15 L) y de agitacion (15 L). En el Cuadro 8 se
muestra el rendimiento de los extractos obtenidos, observandose diferencias considerables,
en los rendimientos de los extractos. Los extractos derivados del cultivo en condiciones
estaticas resultaron mas abundante que los obtenidos previamente en cultivos en pequeia
escala. Por el contrario, el rendimiento de los extractos obtenidos de los cultivos en
condiciones de agitacion son inferiores a los derivados del cultivo en pequefia escala, lo
cual indica que el crecimiento del endofito depende, ademas de las condiciones de cultivo,
de la calidad del in6culo, es decir, del estado metabdlico o de la recombinacion de genes

del fragmento de micelio seleccionado.

Cada uno de los extractos obtenidos, se analizdé por cromatografia CLAR, observandose
que en general, los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos bajo las mismas
condiciones de incubacion no muestran diferencias importantes en el niimero de sefales,
pero si en su abundancia. Sin embargo, se observan diferencias en la composicion
metabolica entre las dos condiciones de incubacion. Los perfiles cromatograficos del medio
de cultivo y micelio en condiciones estaticas presentan mayor cantidad de sefiales (Figura
21). Adicionalmente, el andlisis por CLAR permiti6 identificar tres picos importantes
presentes en todos los extractos organicos y en las fracciones primarias activas (Flechas
rojas). La reaccion positiva con reactivo de Dragendorff y su espectro en UV permitieron
establecer que estos tres compuestos corresponden a una familia de metabolitos secundarios
de naturaleza alcoloidal. A la fecha unicamente se ha logrado la separacion y purificacion

del pico mayoritario.
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Figura 21: Perfiles cromatograficos de los extractos del medio de cultivo (verde) y micelio (azul)
del endofito Xylaria sp. obtenidos en condiciones de incubacion estaticas (B) y con agitacion (A) y
utilizando CLAR a A 239 nm.

A continuacidn, se corrobor6 cuantitativamente la actividad biologica de los extractos de
los cultivos en mediana escala, mediante la evaluacidn de su efecto sobre el crecimiento de

los microorganismos fitopatdgenos y plantas de prueba.

3.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

En el Cuadro 13 se muestra el efecto antifingico de los extractos del medio de cultivo y
micelio en condiciones de incubacion estaticas sobre el crecimiento de los cuatro
microorganismos fitopatégenos con importancia econdmica utilizando tres concentraciones
de prueba. Todas las concentraciones evaluadas inhiben significativamente el crecimiento
radial de los cuatro microorganismos de prueba. Con excepcion de la concentracion
inhibitoria media (Clsy) del extracto del medio de cultivo sobre el crecimiento de
Rhizoctonia sp. todos los valores de Cls resultaron menores a 252 ppm. P. capsici es el

microorganismo mas afectado por la presencia del extracto de micelio.
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Cuadro 13. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en condiciones de
incubacion estaticas, sobre el crecimiento radial de los cuatro microorganismos fitopatogenos a tres
diferentes concentraciones de prueba (C,, C, y C; ug/mL).

Tratamiento (pg/mL) Cls

C C,; C; ng/mL

Microorganismos % de inhibicion del crecimiento radial
fitopatogenos
Extracto del medio de cultivo
P. capsici 3433 +1.5* 43.88+3.7* 57.61 + 0.5%* 240.64
Rhizoctonia sp. 2345+ 1.3* 31.01+ 1.9* 48.87 + 1.6* >300
F.oxysporum 42.08+1.52* 54.34+0.7* 62.18+1.13* 205.14
A. solani 16.73+1.59 58.72+1.74%* 73.67+0.71%* 251.82
Extracto del micelio

P. capsici 37.61 +1.8* 52.54 + 0.9* 75.22 +0.9* 172.72
Rhizoctonia sp. 3495+ 1.8* 50.98 + 0.6* 5431+ 1.6* 217.24
F.oxysporum 46.17+1.5%* 50.94+0.9* 57.41+1.45%* 207.70
A. solani 24.20+0.61* 70.11+1.0* 100.0+0.0* 190.85

* Cl, C2 y C3 corresponden a concentraciones de 100, 200 y 300 pg/mL, respectivamente para los
bioensayos con Rhizoctonia sp. y P. capsici, y concentraciones de 125, 250 y 500 ug/mL para los ensayos con
A. solani y F. oxysporum. *n=4 p<0.05

En el cuadro 14 se presentan los valores de Clsy para los extractos del medio de cultivo y
micelio en condiciones de agitacion. Con excepcion del efecto antifingico provocado por el
extracto del medio de cultivo sobre el crecimiento de Rhizoctonia sp. y del efecto del
extracto del micelio sobre A. solani, los valores de Clso son menores 215 pg/mL. El
oomiceto P. capsici es inhibido potentemente por los extractos del medio de cultivo y

micelio inhibiendo el 50% de su crecimiento a 88.7 y 73.2 ng/mL, respectivamente.

Las ClIs, correspondientes al control positivo (Prozicar ® ) inicamente resultaron menores
en los bioensayos con Rhizoctonia sp. (ICso de 30 pg/mL) y F. oxysporum, en donde la
concentracion mas baja (20 pg/mL) inhibi6 al 100% al microorganismo de prueba; en los
demas casos el Prozicar ® resulto menos efectivo: A. solani (> 150 ug/mL) y P. capsici (90

pg/mkL).

Pagina | 67



Resultados y Discusion

Cuadro 14. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en condiciones de
incubacién con agitacion, sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatdégenos a
tres diferentes concentraciones de prueba (C;, C, y C; ug/mL).

Tratamiento (pg/mL) | C | C, | C; | Cl5 pg/mL
Microorganismos % de inhibicion del crecimiento radial
fitopatégenos

Extacto del medio de cultivo
P. capsici 51.69+18* 79.1+0.6* 100 + 0.0* 88.68
Rhizoctonia sp. 38.58 + 1.0* 4735+ 1.4* 50.98 + 0.6* 266.04
F.oxysporum 42.08+0.7* 52.98+1.2* 62.52+0.7* 210.63
A. solani 25.62+1.55%* 70.824+0.71* 100+0.0* 187.33

Extracto del micelio

P. capsici 55.22 +1.3% 68.96 + 1.9* 74.63 + 0.9* 73.20
Rhizoctonia sp. 40.7 +1.5* 50.38 + 1.5%* 56.43 +0.9* 192.61
F. oxysporum 45.6 + 1.4* 62.5 +1.3* 88.9+ 1.0* 204.98
A. solani 10.68+1.55 51.60+1.0* 70.11+1.0* 286.71

* C1, C2 y C3 corresponden a concentraciones de 100, 200 y 300 pg/mL, respectivamente para los
bioensayos con Rhizoctonia sp. y P. capsici, y concentraciones de 125, 250 y 500 pg/mL para los
ensayos con A, solani y F. oxysporum. *n=4 p<0.05

3.2 ACTIVIDAD FITOTOXICA

CRECIMIENTO RADICULAR

Asimismo, se determino la actividad fitotdxica de los extractos del medio de cultivo y
micelio sobre el crecimiento de las semillas de A. hypochondriacus, L. sativa y L.
esculentum, utilizando cuatro diferentes concentraciones de prueba; 10, 25, 50 y 100
pg/mL. En el Cuadro 15 se presenta el efecto de los extractos orgdnicos derivados del
cultivo en condiciones estaticas. En general, todos los tratamientos inhiben
significativamente y en forma dependiente de la concentracion el crecimiento de la raiz de
las tres plantas de prueba. Los valores de Clsy obtenidos para el extracto del medio de

cultivo son menores a 32 ug/mL y los del micelio menores a 46 pg/mL.

Es importante resaltar que el potencial fitotoxico demostrado por los extractos organicos
del medio de cultivo y micelio del endofito Xylaria sp. es mayor al efecto antifingico

observado (Cuadro 12).
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Cuadro 15. Efecto fitotoxico de los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en
condiciones de incubacion estaticas sobre el crecimiento de la raiz de tres semillas de prueba, a

cuatro diferentes concentraciones (10, 25, 50 y 100 pg/mL). *n=4 p<0.05

Tratamiento (ng/mL) 10 25 50 100 Cls
pg/mL

Planta de Prueba % de inhibicion del crecimiento de la raiz

Extracto del medio de cultivo

A. hypochondriacus 10.64+0.37 | 49.61+0.19* | 71.32+0.07* | 82.32+0.12* 29.94

L. sativa 18.2+0.14 51.9+0.18* 72.0+0.07* 82.8+0.12%* 26.87

L. esculentum 35.70+0.19* | 43.93+0.28* | 53.02+0.19* | 72.18+0.26* 30.91

Extracto del micelio

A. hypochondriacus 21.4740.49* | 39.13+0.39* | 56.49+0.18* | 71.47+0.15* 38.06

L. sativa 24.9+0.46* 40.6+0.39* 57.840.16* 66.3+0.30* 38.40

L. esculentum 24.63+0.42* | 35.84+0.16* | 56.71+0.17* | 61.39+0.08* 45.66

En el Cuadro 16 se muestran los valores de Clsy para los extractos del medio de cultivo y

micelio obtenidos en condiciones de agitaciéon. De nueva cuenta, todas las concentraciones

de prueba inhiben significativamente el crecimiento de la raiz de las tres semillas de prueba

y los valores de Cls para el extracto de micelio (Clsy >51 ug/mL) también son menores a

los del medio de cultivo (Clsp >80 pg/mL). Sin embargo, los extractos obtenidos bajo

condiciones de incubacion estdticas son mas fitotoxicos que los derivados del cultivo en

condiciones de agitacion (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto fitotoxico de los extractos del medio de cultivo y micelio obtenidos en
condiciones de incubacion con agitacion sobre el crecimiento de la raiz de tres semillas de prueba a
tres diferentes concentraciones (C1, C2 y C3 ug/mL) *n=4 p<0.05

Tratamiento ClI;
25 50 100 150 200
(ng/mL) pg/mL
Planta de Prueba %o de inhibicion del crecimiento de la raiz
Extracto del medio de cultivo
A.hypochondriacus 29.62+0.33* | 57.59+0.16* | 67.63+0.1* | 72.46+0.0* | 80.15+0.29* | 49.42
L. sativa 31.0+0.13* | 54.6+0.41* | 66.0+0.14* | 68.2+0.30* | 77.9+0.20* | 50.56
L. esculentum 48.9+0.25* | 67.3+0.20* | 76.0+0.11* | 82.4+0.16* | 81.8+0.25* | 21.79
Extracto del micelio

A.hypochondriacus | 17391024 | 44.99+0.25% | 59.0140.1% | 64.77+0.33% | 68.90+0.13% | 78.81
L. sativa 17.2+0.28 46.1+0.10* | 60.3+0.08* | 65.7+0.16* | 68.0+0.33* | 77.33
L. esculentum 28.5+0.27* | 61.6+0.50* | 77.0+0.23* | 80.4+0.08* | 81.6+0.15* | 43.69
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Cabe mencionar, que en todos los casos los valores de ICsy obtenidos para el herbicida
comercial RIVAL® son mayores a los demostrados por los extractos organicos de Xylaria
sp. La ICs para las semillas de A. hypochondriacus es de 290 ug/mL, para las semillas de
L. sativa de 125.98 pg/mL y para las de L. esculentum de 90 pg/mL.

RESPIRACION CELULAR

Con la finalidad de explorar de forma mas detallada el potencial herbicida demostrado por
los extractos del medio de cultivo y micelio del hongo endofito Xylaria sp., se evaluo el
efecto de los mismos sobre la respiracion durante el proceso de germinacion de las tres

plantas de prueba.

En el Cuadro 17 se presenta el efecto de los extractos organicos derivados del cultivo en
condiciones estaticas, sobre el consumo de oxigeno de las tres plantulas de prueba,
utilizando concentraciones de 50, 100, 150, 200 pg/mL. El andlisis mediante regresion
lineal de cada uno de los tratamientos permitié determinar cuantitativamente el oxigeno
consumido por las plantulas. Con excepcion del efecto inhibitorio del extracto del medio de
cultivo sobre la respiracion de las plantulas de L. sativa, todos los tratamientos inhiben mas
de 55 % el consumo de oxigeno a la maxima concentracion de prueba. Sin embargo, en la
mayoria de los casos el efecto inhibitorio sobre el consumo de oxigeno no es dependiente
de la concentracion, observandose un claro efecto de saturacidon, es decir, no hay
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones evaluadas, y en consecuencia
no es posible determinar la Clsy para todas las plantas utilizadas, siendo mas evidente este

efecto en presencia del extracto del micelio.

A manera de ejemplo en la Figura 22 se muestra el efecto dependiente de la concentracion
del extracto del medio de cultivo obtenido en condiciones de agitacion sobre la respiracion
de las plantulas de L. esculentum y en la Figura 23 se presenta un claro efecto de
saturacion, observandose que no hay diferencias significativas sobre la respiracion de las
plantulas de A. hypochondriacus al incrementar la concentracion del extracto de medio de

cultivo obtenido en condiciones de incubacidn.
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Cuadro 17. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio en condiciones estaticas sobre el
consumo de oxigeno de tres plantas de prueba.

Tratamiento (pg/mL) 50 100 150 200 Cls
pg/mL
Planta de prueba % de inhibicion sobre el consumo de oxigeno
Extracto del medio de cultivo
A. hypochondriacus 24.8+0.04* | 45.3+0.001* | 53.4+0.001* | 61.9+0.01* 127.06
L. sativa 0.0+0.02 23.29+0.02* | 28.66+0.02* | 28.55+0.03* > 200
L. esculentum 18.544+0.02 | 31.40+0.03* | 59.77+0.02* | 65.60+0.01* 131.33
Extracto del micelio
A. hypochondriacus 44.440.01* | 49.9+0.002* | 49.3+0.02* 56.5+0.01* |  -—----
L. sativa 0.0+0.02 0.0+0.01 54.56+0.03* | 57.37+0.02*% | = -—----
L. esculentum 15.10+0.05 | 34.62+0.03* | 46.74+0.04* | 58.22+0.05* 160.27
*n=4 p<0.05
—— Control negativo —=— 50 ppm 100 ppm
——150 ppm —»— 200 ppm
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Figura 22. Efecto del extracto del medio de cultivo obtenido en condiciones agitacion sobre la
respiracion de las plantulas de Lycopersicum esculentum.
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Figura 23. Efecto del extracto del medio de cultivo obtenido en condiciones estaticas sobre la
respiracion de las plantas de Amaranthus hypochondriacus.

Por otra parte, en el Cuadro 18 se muestra el efecto de los extractos orgéanicos de los
cultivos en condiciones de agitacion, sobre la respiracion de las plantas de prueba,
observandose un comportamiento semejante al demostrado por los extractos de los cultivos
estaticos. En general, estos extractos inhiben mas de 50 % el consumo de oxigeno a la
maxima concentracion de prueba (200 pg/mL) y el efecto inhibitorio provocado por los

diferentes tratamientos tampoco es dependiente de la concentracion.

Cabe aclarar que las Cls, obtenidas para el herbicida comercial RIVAL® sobre el consumo
de oxigeno de las tres plantas blanco son mayores a las demostradas por los extractos
organicos de Xylaria sp. En todos los casos los valores de Clsy para el RIVAL® son
mayores a 200 pg/mL. Para Amarantus hypocondriacus el valor de Clsy es de 230 pug/mL,
para la planta de prueba Lactuca sativa fue de 255 pug/mL y por ultimo para Lycopersicum
esculentum fue de 265 pg/mL .
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Cuadro 18. . Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio en condiciones de
agitacion sobre el consumo de oxigeno de tres plantas de prueba.

Tratamiento ClI;,
(ng/mL) 50 100 150 200 pg/mL
Planta de prueba % de inhibicion sobre el consumo de oxigeno
Extacto del medio de cultivo

A. hypochondriacus

yp 31.34+0.004* | 37.53+0.01* 53.47+0.01* | 54.82+0.01* 167.86
L. sativa 0.0 0.0 54.56+0.08* | 57.33+0.06* | = ---—---
L. esculentum 14.58+0.04 31.74+0.01* 58.40+0.03* | 67.27+0.01* 132.17

Extracto del micelio

A. hypochondriacus

yp 35.8+0.05* 34.4+0.02* 33.7+0.02* 38.1+0.03* > 200
L. sativa 0.0+0.02 18.05+0.03 31.57+0.01* | 61.46+0.01* 191.03
L. esculentum 11.46+0.03 17.35+0.05 27.43+0.02* 39.0+0.03* >200
*n=4 p<0.05

Adicionalmente, en la Figura 24 se muestra el efecto fitotoxico provocado por los extractos
del medio de cultivo y micelio, sobre la raiz de las tres plantas de prueba a las
concentraciones evaluadas en los bioensayos de respiracion. El crecimiento de la raiz de las
tres plantulas es inhibido significativamente por todos los tratamientos, ademas se observa
que las radiculas crecen retorcidas en comparacion con el control de crecimiento y que el
nimero de raices secundarias disminuye. Por otro lado, es importante mencionar que la
coloracion blanca de las raices cambia a café, indicando un dafio morfologico y fisiologico

severo, este efecto es observado principalmente en las puntas de las radiculas (Figura 25).

A B C

Figura 24. Efecto fitotoxico del extracto del medio de cultivo (A-C) y micelio (D-F) en condiciones
estaticas sobre el crecimiento de la raiz de Amaranthus hypochondriacus (A y D), Lactuca sativa (B
y E) y Lycopersicon esculentum (C y F).
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D E F

Figura 24. Efecto fitotoxico del extracto del medio de cultivo (A-C) y micelio (D-F) en condiciones
estaticas sobre el crecimiento de la raiz de Amaranthus hypochondriacus (A y D), Lactuca sativa (B
y E) y Lycopersicon esculentum (C y F) (Continuacion).

A B C

Figura 25. Acercamiento del efecto fitotoxico del extracto del medio de cultivo (A y B) y micelio
(C) en condiciones estaticas sobre el crecimiento de la raiz de Lycopersicon esculentum (A) y
Lactuca sativa (B 'y C).

4. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DE LOS EXTRACTOS ACTIVOS DEL MEDIO DE CULTIVO

Y MICELIO EN CONDICIONES ESTATICAS (CULTIVO A MEDIANA ESCALA)

Una vez que se demostrd el potencial aleloquimico de los extractos, se procedio al
aislamiento de los metabolitos secundarios bioactivos a partir de los extractos derivados de
los cultivos en mediana escala, utilizando un procedimiento biodirigido. Con base en los
rendimientos y en la actividad biologica demostrada por los extractos organicos se

seleccionaron a los extractos del medio de cultivo y micelio en condiciones estaticas. Como
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ensayo de monitoreo de la actividad antifingica y fitotoxica se utilizo el método de dilucion

en agar (Macias-Rubalcava et al.,, 2010).

El fraccionamiento biodirigido de los extractos activos del medio de cultivo (~6 g) y
micelio (~4 g) utilizando cromatografia en columna abierta, permitié obtener 16 y 13
grupos de fracciones primarias, respectivamente. En los Cuadros 4 y 5 de la seccioén
experimental, se presentan los rendimientos de las fracciones obtenidas. A continuacion se
describen los resultados obtenidos en la determinacion del potencial aleloquimico de las

fracciones primarias.
4.1 ACTIVIDAD FUNGITOXICA

En la Figura 26 se presenta la actividad antifiingica demostrada por las fracciones primarias
evaluadas del extracto del medio de cultivo, sobre el crecimiento radial de F. oxysporum,
Rhizoctonia sp., A. solani y P. capsici. Las fracciones Me-VI a Me-IX presentan el mayor
potencial antifiingico, en general, inhiben significativamente el crecimiento de todos los
microorganismos de prueba. Las fracciones Me-X a Me-XII inhiben significativamente el
crecimiento de Rhizoctonia sp. y la fraccion primaria Me-XIV no presenta actividad
antifingica sobre las especies evaluadas. Las fracciones Me-XII y Me-XV inhiben
selectivamente el crecimiento de F. oxisporum, inhibiendo su crecimiento en un 100 %.

110 % *

100 -

B F. oxysporum
90

mA. solani
80

B Rhizoctonia sp.

~
o

D P. capsici

% Inhibicion
w1 D
o o

N
o

30
20
10

FVI FVII Fvill FIX FX FXI FXII FXII FXIV FXV

Fracciones
Figura 26. Efecto antifingico de las fracciones primarias del extracto del medio de cultivo (Me),
sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatogenos
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Por otra parte, en la Figura 27 se muestra la actividad antifingica demostrada por las
fracciones primarias evaluadas del extracto del micelio. Las fracciones Mi-IV y Mi-V
inhiben significativamente el crecimiento de los cuatro microorganismos fitopatogenos de
prueba, siendo mas importante el efecto inhibitorio de la fraccion Mi-IV, con excepcion de
F. oxisporum el crecimiento de todos los microorganismos es inhibido mas del 60 %. Las

fracciones Mi-II, Mi-VI, Mi-VIII y Mi-XI inhiben significativamente el crecimiento de P.

capsici.
80
70 F. oxysporum
60 EA.solani
B Rhizoctonia sp.
5 50
g P. capsici
= 40
£
X 30
20
10
0

FI Fll FIV FV FVi Fvill FXI FXIl

Fracciones primarias

Figura 27. Efecto antifungico de las fracciones primarias del extracto del micelio (Mi), sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatogenos.

4.2 ACTIVIDAD FITOTOXICA

En la Figura 28 se presenta el efecto fitotoxico provocado por las fracciones primarias del
extracto del medio de cultivo, sobre el crecimiento de la raiz de las semillas de A.
hypochondriacus, L. esculentum e I. tricolor. Las fracciones Me-VI-Me-XII inhiben
significativamente el crecimiento de la raiz de las tres plantas de prueba, en general,
inhiben su crecimiento mas del 50 %. Las semillas de A. hypochondriacus son las mas
afectadas por la mayoria de los tratamientos, las fracciones Me-VI y Me-VII inhiben en un

100 % su crecimiento.
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Al igual que los extractos del medio de cultivo y micelio, las fracciones primarias son mas

activas sobre el crecimiento de plantas que sobre el de microorganismos.

110 1 , « %

[ A. hypochondriacus
L.esulentum

8 |. tricolor

% Inhibicion

10 - FVI F VI FVilI FIX FX FXI FXI F X1l FXIV FXV

Fracciones primarias

Figura 28. Actividad fitotdxica de las fracciones primarias del extracto del medio de cultivo (Me), sobre el
crecimiento de tres plantas de prueba.

En la Figura 29 se observa que el efecto fitotoxico de las fracciones primarias del extracto
del micelio, se concentro en las fracciones Mi-IV y Mi-V, estds fracciones inhiben
significativamente el crecimiento de las tres semillas de prueba, inhibiendo el crecimiento
de la raiz mas del 60 %. Los resultados de estas evaluaciones confirman que los metabolitos
secundarios producidos por el hongo endéfito Xylaria sp. poseen mayor potencial como

agentes fitotoxicos que como fungitoxicos.

Debido a que las fracciones primarias menos polares no son solubles en un disolvente
adecuado (MeOH, H,O o CH30CHj3;) para realizar los bioensayos con microorganismos

fitopatogenos y plantas, no se pudo determinar su potencial aleloquimicio.
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Figura 29. Actividad fitotdxica de las fracciones primarias del extracto del micelio (Mi), sobre el crecimiento
de tres plantas de prueba.

Como producto del fraccionamiento biodirigido del extracto activo del micelio, utilizando

diversos procedimientos cromatograficos, se aislo y purificé la punctaporonina B (37).

4.3. CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LAS FRACCIONES

La punctaporonina B (37) se aislé6 como un sdélido cristalino incoloro, soluble en CH,Cl, y
con un punto de fusion de 187-188 °C. Su formula molecular se determind por
espectrometria de masas de alta resolucion. El espectro de masas presenta un i6n molecular
en una relacion de masa carga (m/z) de 234 (M-H,O) [Figura 30] y permite establecer una
formula molecular C;5H403, la cual admite un indice de instauraciéon de cuatro (Cuadro
19).El espectro en el infrarrojo (IR) [Figura 31] de este compuesto presenta bandas de
absorcion asociadas con grupos hidroxilo (Umax. 3397 cm™), grupos metilo (Upax. 2962 cm™)

y con la presencia de dobles enlaces (Lmax. 3060cm™) [Cuadro 19].

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-'H y RMN-"C) y
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que el producto
natural contienen un nucleo cariofileno (Anderson et al., 1984b; Edward, et al.,, 1989;
Deyrup, et al.,, 2006). A continuacion se discute en detalle las caracteristicas principales de

los espectros:
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e El espectro de RMN-'"°C (Figura 32) presenta sefiales para 15 4atomos de carbono en
armonia con la férmula molecular establecida por espectrometria de masas. El analisis
del espectro en su modalidad DEPT permitio establecer que cuatro sefales
corresponden a metinos (d¢ 42.0, 123.2 y 125.4 142.5 ppm), cuatro a metilenos (Oc¢
28.9, 33.2 ; 34.1 y 64.2), tres a grupos metilos (d¢c 22.3 , 24.0 y 31.4) y cuatro a
carbonos cuaternarios (d¢ 40.4; 73.7, 80.1 y 139.7).[Cuadro 20, Figura 32].

e El espectro de RMN-'H (Cuadro 14, Figura 33) del compuesto 37 presenta sefiales para
tres grupos hidroxilo en &y 3.53 (OH-1, s), 0 5.10 (OH- 4, s) y 6y 5.5 (OH-14; dd).

e Enlaregion de los protones vinilicos se encuentra un grupo de sefales correspondientes
a tres protones que conforman un sistema ABC [dy~5.67 (CH-6) dt, J;=13.2,] 5 ,3=2.7
Hz; &45.80 dt (CH-7) J;=3.2, J,=1.7; y 64 5.80 m (CH-5)] y que correlacionan con los
carbonos de los metino C-5 (0¢ 142.5), C-6 (6¢ 123.2) y C-7 (8¢ 125.4) en el espectro
de correlacion heteronuclear HSQC.

e A campo alto, el espectro presenta tres sefiales multiples centradas en 6y 1.57 (2 H),
1.84 (1 H) y 2.40 (1 H), asignables a los metilenos de caracter alifatico CH,-2 y CH,-3
el nacleo base de la molécula, cada uno de ellos presenta una correlacion en el espectro
HSQC con los carbonos en dc 34.1 y 28.9, respectivamente. También se observa una
sefial multiple y una sefial doble de doble, la primera en 6 1.5 (m, H-1) y la segunda en
2.16 (dd, J; =9.9 Hz, J, = 12 Hz, H-1) que integran cada una para un hidrégeno,
asignables al metileno CH;-10 el cual correlaciona con la sefial en 8¢ 33.6 en el espectro
HSQC, el segundo grupo de sefiales se aprecia en oy 3.88 (dd,J; = 5.1 Hz, J,= 11.4 Hz,
H-1) y en 65 4.10 (dt, J; = 2.4 Hz, J,= 11.1 Hz, H-1) asignables al metileno CH,-14 del
nicleo base y que se encuentra geminal a uno de los grupos hidroxilo evidenciado
anteriormente (Oy 5.50) y que muestra una correlacién con la sefial en 0¢ 64.2 en el
espectro HSQC. Finalmente, en esta zona del espectro se observa un sefial en oy 3.45
(dd, J; = 9.9 Hz, J, = 12 Hz, H-1) que integra para un hidrégeno, asignable al metino

CH-9, el cual correlaciona con la sefial en 6¢ 42.0 en el espectro HSQC (Cuadro 14).
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e Endyl1.00, 1.11 y 1.20 se observan tres sefales simples atribuibles a tres grupos metilo
cada uno de ellos presenta una correlacién con los carbonos en ¢ 22.3, 24.0 y 31.4,
respectivamente (Cuadro 20).

e Finalmente, los carbonos restantes observados en el espectro de RMN-'>C se asignaron
a cuatro carbonos cuaternarios en d¢ 73.7 (C-1), 80.2 (C-4), 139.7 (C-8) y 40.4 (C-11).
De acuerdo con los desplazamientos quimicos observados, dos de estos carbonos se
encuentran unidos a funciones oxigenadas (C-1, C-4) [Cuadro 20].

e Con base en el analisis espectroscopico anterior, la estructura del producto natural (37)
se establecid como la de la punctaporonina B (Figura 34). Cabe sefialar que todos los
datos espectroscopicos del producto natural 37 se encuentran en armonia con los
descritos previamente en la literatura (Anderson et al., 1984 y 1988; Edward et al.,
1989)

Cuadro 19. Constantes espectroscopicas de IR, y espectrométricas de la punctaporonina B (37).

IR Uy, (KBr) em™ 3397, 2962, 3060
43 (100), 131 (63), 91 (61), 117 (39), 146 (38), 79 (37), 41 (36),
EM-IE m/z
77 (34), 185 (26), 28 (25), 173 (13), 160 (12), 230 (12), 18 (11),
(intensidad relativa) 201 (9), 216 (8), 234 (1)
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Figura 30. Espectro de masas de la punctaporonina B (37)
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Figura 31. Espectro de IR de la punctaporonina B (37)
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Punctaporonina B

13C 1H (3, mult., J en Hz)
Posicion ppm ppm COSY HMBC
1 737 | e
2a 2.40 (m, 1H)
34.1
2b 1.57 (m, H2)
3a 1.84 (m, 1H
28.9
3b 1.57 (m, 2H)
4 8.1 | -
5 142.5 5.80 (m, 1H) H15, OH-14
6 123.2 5.67 (dt, 13.2,2.7, 1H)
7 125.4 5.80 (dt, 13.2, 1.7, 1H) H14, H9
8 1397 | -
9 42.0 3.45(dd, 12, 8.1, 1H) H14, H7
10a 2.16 (dd, 12, 9.9, 1H)
332 H12
10b 1.5 (m, 1H)
11 404 | -
12 24.0 1.11 (s, 3H) H10
13 223 1.00 (s, 3H)
14 a 3.88(dd, 11.4,5.1)
64.2
14b 4.10 (dt, 11.1, 2.4)
15 314 1.20 (s, 3H) H5
OH-1 3.53(9)
OH-4 5.1(9) H5
OH-14 5.50 (dd, 3.6, 5.0,1H)

Cuadro 20 Datos espectroscopicos de RMN 'H (300 MHz, CDCl; y DMSO), de RMN “C (125
MHz, CDCl; y DMSO) de la punctaporonina B (37) y principales correlaciones de los espectros

COSY y HMBC.
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Figura 32. RMN "°C (125 MHz, CDCl; y DMSO) de la punctaporonina B (37)
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Figura 33. RMN 'H (300 MHz, CDCl; y DMSO) de la punctaporonina B (37)
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Figura 34. Estructura de la punctaporonina B (37)

La estructura de punctaporonina B (37) se confirm6 de manera inequivoca mediante un
analisis de difraccion de rayos X. En la Figura 35 se muestra una vista estereoscopica de

este compuesto.

Figura 35. Vista estereoscopica de la punctaporonina B (37)

La punctaporonina B (37) ha sido aislada previamente a partir del hongo coprofilo Poronia
punctata (Anderson et al., 1984a; Anderson et al,. 1984b) y de los saprofitos Hipoxylon
terricola (Edward et al., 1989) y Pestalotiopsis diseminata (Dryp, et al.,,2006). En diversas
fuentes se menciona que la punctaporonina B tiene actividad antimicrobiana, sin embargo,
no mencionan los microorganismos evaluados ni proporcionan los datos de concentracion

minima inhibitoria (Anderson et al., 1984a; Edward et al,. 1989).
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VII.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los bioensayos de antagonismo directo entre el hongo
endofito Xylaria sp. y sus competidores indican que Xylaria sp. presenta una
actividad fungitoxica marcada sobre el crecimiento de los microorganismos
fitopatdgenos y una interaccion mas competitiva con los hongos endofitos,
sugiriendo asi que su papel ecologico puede estar relacionado con la defensa de su
planta hospedera, mediante la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antifungica, o bien, inhibiendo directamente la colonizacion de los microorganismo
fitopatogenos. Es necesario realizar estudios posteriores para fortalecer esta

hipotesis.

Las observaciones microscopicas realizadas en las zonas de interaccion antagénica
también permiten sugerir que las relaciones entre los microorganismos evaluados
son mediadas principalmente por los metabolitos secundarios que produce Xylaria
sp., es decir, en condiciones de antagonismo es probable que Xylaria sp. incremente
la produccion de metabolitos secundarios bioactivos que se difunden en el medio de
cultivo inhibiendo el crecimiento de sus competidores. Asimismo, son los
responsables de inducir mecanismos de defensa en el microorganismo competidor,
dando como resultado diferentes cambios morfoldgicos, por ejemplo, la mayor
produccion de vacuolas observada en la interaccion antagénica con Alternaria

solani.

La determinacién de las condiciones Optimas de crecimiento del hongo endoéfito
Xylaria sp. permitieron establecer que Xylaria sp. crece adecuadamente en caldo
papa dextrosa en condiciones de incubacion estaticas y con agitacion, incubandolo
por un periodo de 30 dias, con fotoperiodo de luz artificial obscuridad 12:12 hrs., a

28 °C.
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Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endofito Xylaria
sp. poseen actividad antifungica significativa sobre el crecimiento de los hongos
fitopatogenos: Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Pestalotiopsis sp.,
Rhizoctonia sp. y el aislamiento CsF3, confirmando que los metabolitos secundarios
producidos por Xylaria sp. son los responsables del potencial antagénico

demostrado por Xylaria sp. en los bioensayos de antagonismo directo.

Los extractos del medio de cultivo y micelio de Xylaria sp. también presentan
actividad biologica significativa sobre el crecimiento de la raiz de Amaranthus
hypochondriacus, Lycopersicon esculentum e Ipomoea tricolor. En general, los
extractos organicos evaluados presentan mayor actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de las plantas de prueba que sobre el crecimiento de los hongos

fitopatogenos evaluados.

Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de Xylaria sp., inhiben
significativamente la respiracion durante el proceso de germinacion de las tres
plantas objeto de evaluacion. En general, todos los tratamientos inhiben mas de 50
% el consumo de oxigeno a la maxima concentracion de prueba. Sin embargo, en la
mayoria de los casos el efecto inhibitorio sobre la respiracién no es dependiente de
la concentracidon, observandose un claro efecto de saturacion. Los valores de Clsg
obtenidos para inhibicion del crecimiento de la raiz y la respiracion celular parecen
indicar que el principal mecanismo de fitotoxicidad no es la respiracion ya que los
valores de ICs de esta ultima, son mayores que los obtenidos sobre la inhibicion de

crecimiento de la raiz de las plantas de prueba.
El estudio quimico biodirigido del extracto activo del medio de cultivo del hongo

endofito Xylaria sp. permitioé el aislamiento y caracterizacion de un sesquiterpeno;

la puntaporonina B y la identificacion de una familia de compuestos de alcaloides.
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El potencial aleloquimico demostrado por los extractos orgdnicos del medio de
cultivo y micelio de Xylaria sp. permiten proponerlo como un posible agente de
biocontrol y como un candidato para el posible desarrollo de agroquimicos

alternativos de origen natural.

El presente proyecto constituye una contribucion al conocimiento de las posibles
relaciones ecoldgicas que establece Xylaria sp. con otros microorganismos
endofitos y fitopatdgenos de su misma planta hospedera, asi como, al posible papel
de sus metabolitos secundarios en estas complejas relaciones. Los estudios sobre la
quimica ecologia de los hongos endofitos ademas de permitir el conocimiento de las
relaciones que se establecen entre los microorganismos colonizadores de una planta,
aportan informacién valiosa para la bisqueda de nuevas estructuras quimicas con

actividad bioldgica y posible utilidad en la agricultura.
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VIII.

PERSPECTIVAS

Clasificar taxonomicamente hasta especie al hongo endofito Xylaria sp. aislado de

Callicarpa acuminata mediante la aplicacion de técnicas moleculares.

Aislar y purificar a los metabolitos secundarios de naturaleza alcaloidea
responsables de la actividad antifingica y fitotoxica demostrada por los extractos

organicos y fracciones cromatograficas del cultivo en mediana escala de Xylaria sp.

Determinar cuantitativamente el efecto antifungico y fitotéxico (incluyendo a
Callicarpa acuminata) de los metabolitos secundarios aislados de las fracciones

activas de los extractos organicos de Xylaria sp.

Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados mediante

técnicas espectroscopicas, espectrométricas y de difraccion de rayos X.

Evaluar el potencial antibacteriano, antifiingico y fitotoxico de la Punctaporonina B.
Determinar el efecto citotoxico de los extractos y de los aleloquimicos aislados
sobre diversas lineas celulares con la finalidad de establecer posibles efectos toxicos
sobre el hombre y los animales.

Profundizar en el estudio del papel ecoldgico de los distintos metabolitos

secundarios en las complejas relaciones que establece Xylaria sp. con su planta

hospedera.
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