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l. Introduccion

Las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre debido a que no
s6lo perjudican a las plantas, sino también a sus productos. Para los millones de
personas que habitan la Tierra y cuya existencia depende de los productos
vegetales, las enfermedades de las plantas pueden marcar la diferencia entre una
vida normal y una acosada por el hambre, o incluso conducir a la muerte por
inanicion. Asimismo, provocan que los agricultores sufran pérdidas economicas y

propician el aumento en el precio de los productos (Agrios, 2010).

En la actualidad, es necesario el uso intensivo de agroquimicos para reducir las
pérdidas ocasionadas por malezas, insectos y microorganismos fitopatégenos,
como los hongos, oomicetos, bacterias y virus. Sin embargo, algunos de estos
compuestos, han ocasionado resistencia y graves danos toxicologicos vy
ambientales, haciendo evidente la necesidad de desarrollar nuevos agentes
agroquimicos especificos y efectivos, para tratar las enfermedades y combatir las
plagas de las plantas, y que en lo posible, sean menos toxicos para el organismo
blanco, los animales, para los seres humanos y con un menor impacto ambiental
(Lira-Saldivar, 2007; Gond et al., 2010).

Los productos naturales aislados a partir de plantas y microorganismos
representan una alternativa valiosa para la obtencion de compuestos
biolégicamente activos. En las ultimas décadas, se ha incrementado el estudio de
los productos naturales derivados de hongos debido a su elevado potencial para
producir compuestos biolégicamente activos y estructuralmente novedosos (Lira-
Saldivar, 2007; Gond et al., 2010).

Los hongos son un grupo extenso de microorganismos distribuidos ampliamente
en la naturaleza, habitan en ambientes extremadamente competitivos y en
consecuencia, algunos de ellos son capaces de producir metabolitos secundarios
con diversas actividades bioldgicas, y algunos otros, son por si mismos muy
eficientes como agentes de biocontrol (Mejia et al., 2008; Strobel et al., 2004).

Particularmente, los hongos endodfitos constituyen un campo prometedor para el



descubrimiento de productos naturales con actividad biolégica sobre diversos
organismos. Los hongos endofitos son microorganismos que viven dentro de los
tejidos de las plantas sin causar sintomas aparentes de enfermedad. Estos
pueden brindarle proteccibn a su hospedera contra herbivoros y/o
microorganismos fitopatdgenos mediante diferentes mecanismos (Gao et al.,
2010; Rodriguez et al., 2009).

El estudio quimico y biologico de los hongos endofitos es relativamente reciente, lo
cual los hace un campo de estudio muy prometedor. Los estudios llevados a cabo
sobre el potencial antagdnico de los microorganismos enddfitos, pueden ser de
gran interés para el conocimiento de la ecologia de los hongos y para la busqueda
de nuevos compuestos con actividad biolégica que muestren un potencial
promisorio para el desarrollo de nuevos agroquimicos y farmacos (Debbab et al.,
2009; Duke et al., 2010; Gond et al., 2010; Li & Tao, 2009; Strobel et al., 2004).

En este contexto, el presente proyecto de tesis se realizdé con la finalidad de
establecer el potencial antagonico de 26 hongos endofitos aislados de la planta
Gliricidia sepium, colectada en la zona de alta biodiversidad denominada
“‘Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla” (REBIOSH). Para ello, se llevaron a
cabo bioensayos in vitro de antagonismo directo entre hongos enddfitos y contra
cinco microorganismos fitopatdégenos con importancia agricola. De esta manera,
se evidenciaron los candidatos utiles para llevar a cabo estudios quimicos
biodirigidos, enfocados en la obtencion de metabolitos secundarios bioactivos.
Con este estudio pretende contribuir también al conocimiento de los hongos
enddfitos de G. sepium, asi como inferir su posible papel ecolégico en la relacién
que establecen con su hospedera y su posible aplicacibn como agentes de
biocontrol, o como productores de metabolitos secundarios con potencial

antifungico.



Il. Antecedentes
1. Agricultura en México

México cuenta con un territorio nacional de 198 millones de hectareas, de las
cuales 145 millones se dedican a la actividad agropecuaria y cerca de 30 millones
son tierras de cultivo. La agricultura en México es mas que un sector productivo
importante. Mas alld de su participacion en el Producto Interno Bruto (PIB)
nacional, que es de apenas 4% (INEGI, 2009), las multiples funciones de la
agricultura en el desarrollo econémico, social y ambiental, determinan que su
incidencia en el desarrollo sea mucho mayor de lo que ese indicador implicaria.
Practicamente toda la produccion de alimentos se origina en este sector, ademas
de ser una actividad fundamental en el medio rural, en el cual habita todavia una
parte altamente significativa de la poblacion nacional. La erradicacion de la
pobreza representa, sin duda, una prioridad nacional y en esa lucha el desarrollo

agricola y rural tiene un papel preponderante (FAO, 2009).
1.1 Problematica en la agricultura

El crecimiento y el rendimiento de las plantas dependen de la disponibilidad del
agua y de los nutrientes del suelo donde se desarrollan, asi como de algunos
factores ambientales, como la temperatura, la luz y la humedad. También
dependen de la proteccion que tengan contra el ataque de plagas, malezas y
microorganismos fitopatégenos. Todos los factores que afectan la salud de las
plantas influyen en su crecimiento y produccion, lo cual disminuye de manera
notable su utilidad para la naturaleza y para la humanidad. Las causas mas
comunes del crecimiento deficiente de las plantas y de la destruccidon de cosechas
son los microorganismos fitopatégenos (virus, bacterias, hongos, oomicetos, entre

otros), el clima desfavorable, las malezas y las plagas de insectos (Agrios, 2010).

Entre los microorganismos fitopatégenos con mayor importancia agricola se
encuentran los hongos y los oomicetos. Estos ultimos han sido asociados con la
pudricion de cultivos econdmicamente importantes como la papa y la zanahoria.

Por ejemplo, varias especies de Pythium sp., incluyendo P. irregulare, P.



mastophorum, y P. ultimum, causan la podredumbre de las plantulas de zanahoria
(Ciancio & Mukerji, 2007; Strobel & Daisy, 2003).

Frecuentemente, los hongos y los oomicetos son confundidos por los agricultores,
pues ambos microorganismos presentan un crecimiento filamentoso, produccion
de micelio y su reproduccion es tanto sexual como asexual. Sin embargo, algunas
de sus diferencias residen en la constitucion de su pared celular. En los hongos
esta constituida principalmente por quitina, en tanto que, la pared celular de los
oomicetos contiene celulosa. Otra diferencia de gran relevancia radica en que los
hongos poseen esporas no moviles, mientras que los oomicetos presentan
zoosporas moviles. Esto también constituye un importante factor de virulencia por
parte de los oomicetos, ya que la dispersion de las zoosporas moviles provoca un
aumento sustancial en la incidencia de enfermedades en las plantas (Arnold et al.,
2003; Ciancio & Mukeriji, 2007; Strobel & Daisy, 2003).

2. Agroquimicos

El empleo de agroquimicos sintéticos ha permitido grandes avances en la
productividad de la agricultura pero, por otra parte, algunas de las sustancias que
se introducen en el medio ambiente pueden resultar perjudiciales (Reyes et al.,
2005). Su uso indiscriminado y durante largos periodos ha generado resistencia
entre los microorganismos fitopatégenos, por lo tanto, las concentraciones
empleadas para el control de plagas ha incrementado. Esto genera problemas de
salud para los trabajadores del campo y los consumidores. Asimismo, conlleva a
una mayor bioacumulacion en el suelo pues la mayoria de los productos quimicos
empleados no son biodegradables (Lira-Saldivar, 2007; Gond et al., 2010). En
consecuencia, existe una busqueda constante de compuestos antifungicos vy
herbicidas, y de agentes de biocontrol que sean mas eficaces y menos dafinos

con el planeta.

Los productos naturales constituyen una importante fuente para encontrar
compuestos novedosos con actividad biolégica utiles en diversas areas como la

medicina, la farmacia y la agricultura, siendo estos compuestos menos agresivos



con el medio ambiente (Debbab et al., 2009; Pachlatko, 1998; Strobel et al., 2004;
Yu et al., 2010).

Existe una gran diversidad de organismos productores de compuestos naturales,
sin embargo, el interés por los microorganismos se ha incrementado en los ultimo
afos, pues se estima que se conocen menos del 1% de las especies bacterianas y
menos del 5% de las especies de hongos (entomopatégenos, fitopatdogenos,
epifitos y endofitos, entre otros), lo que sugiere que existen millones de especies
por descubrir y, por lo tanto, una amplia variedad de compuestos novedosos por
estudiar (Davidson, 1995; Gunatilaka, 2006; Strobel et al., 2004).

3. Hongos endéfitos

La palabra “endofito” etimolégicamente significa “dentro de la planta” (endon:
dentro, phyton: planta) (Kusari & Spiteller, 2011). Los microorganismos endofitos
son aquellos que viven en los tejidos de las plantas sin que éstas manifiesten
sintomas de enfermedad. Estos se han encontrado en todas las plantas (pastos,
algas, musgos y plantas vasculares) de todos los ecosistemas del Planeta Tierra.
Los bosques templados y tropicales presentan una gran biodiversidad de plantas y
éstas parecen albergar también una cantidad significativa de hongos enddfitos
(Arnold, 2007).

Las relaciones ecolégicas entre hongos enddfitos y sus respectivas plantas
hospederas son complejas. Un hongo enddfito puede sobrevivir en una planta
como un simbionte proporcionando sustancias protectoras (por ejemplo,
metabolitos secundarios antifungicos y antibacterianos) que pueden inhibir o matar
los patdgenos invasores de tejido (Strobel et al., 2004), mientras que la planta

también proporciona proteccion y nutrientes a los hongos.

Analisis estadisticos recientes muestran que el 51% de los metabolitos
biolégicamente activos obtenidos de hongos enddéfitos son desconocidos, en
comparacién con solo el 38% de sustancias nuevas obtenidas a partir de la
microflora del suelo. Los endéfitos han sido reconocidos como fuentes importantes

de una variedad de metabolitos secundarios estructuralmente novedosos que
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presentan actividad anticancerigena, antiviral, antibacteriana, antifungica,
antioomiceto, insecticidas y herbicidas, entre otras (Saikkonen, 2007; Strobel et
al., 2004; Yang et al., 2011). Un ejemplo es el hongo Endothia gyrosa IFB-E023
(Cryphonectriaceae), endofito de Vatica mangachapo (Dipterocarpaceae), el cual
produce el alcaloide citocalasina Z10, un compuesto citotéxico (Figura 1) con

actividad en lineas celulares de leucemia K562 (Xu et al., 2009).

Figura 1. Citocalasina Z10 aislado del hongo endéfito Endothia gyrosa.

También se ha encontrado que Penicillium sp. (Trichocomaceae), enddfito de
Mauritia flexuosa (Arecaceae) produce un alcaloide a-carbolinico, la glandicolina B
(Figura 2), con actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,

Micrococcus luteus y Escherichia coli (Ferreira Koolen et al., 2012).

Figura 2. Glandicolina B aislado del hongo enddfito Penicillium sp.



Entre los enddfitos también se encuentran microorganismos productores de
compuestos antivirales. Un ejemplo es Pestalotiopsis fici (Amphisphaeriaceae),
enddfito de un arbol no identificado colectado en Hangzhou, Republica Popular
China, el cual produce cloropupukeananina, un compuesto con actividad antiviral
(Figura 3) que inhibe la replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (HIV-1)
(Liu et al., 2008).

OCH;

Figura 3. Cloropupukeananina aislado del hongo enddéfito Pestalotiopsis fici.

Un ejemplo de enddfito productor de compuestos con propiedades antifungicas es
Morinia  logiappendiculata  (Amphisphaeriaceae), enddfito de  Sanfolina
rosmarinifolia  (Asteraceae), Helichrysum stoechas (Asteraceae), Thymus
mastichina (Lamiaceae) y Calluna vulgarisin (Ericaceae), el cual produce
moriniafungina, un diterpeno tipo sordiarina que inhibe el crecimiento de
Cryptococcus neoformans, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei y C.

lusitaniae (Figura 4) (Basilio et al., 2006).

Figura 4. Moriniafungina aislado del hongo enddfito Morinia logiappendiculata.



Como ejemplo de enddfito productor de compuestos con actividad antioomiceto se
encuentra Pestalotiopsis jesteri (Amphisphaeri-aceae), endofito de Fragraeae
bodenii (Gentianaceae), el cual produce jesterona e hidroxi-jesterona, dos

moléculas (Figura 5) con actividad contra los microorganismos Pythium ultimum,

Aphanomyces sp., Phytophthora citrophthora y Phytophthora cinnamomi (Li &
Strobel, 2001).

Jesterona Hidroxi-jesterona
Figura 5. Jesterona e hidroxi-jesterona aislados del hongo endofito Pestalotiopsis jesteri.

El cordianhidrido B (Figura 6) es un metabolito secundario que posee actividad
insecticida el cual es producido por Dwayaangam colodena (Orbiliaceae) un
enddfito de Picea rubens (Pinaceae) y muestra actividad contra el lepidoptero

Choristoneura fumiferana (Sumarah et al., 2010).

Figura 6. Cordianhidrido B aislado del hongo enddfito Dwayaangam colodena.



Por dultimo, Edenia gomezpompae (Pleosporaceae), endofito de Callicarpa
acuminata (Verbenaceae) produce cuatro palmarumicinas y cuatro preusomerinas
(Figura 7) con actividad antifungica contra los hongos Alternaria solani'y Fusarium
oxysporum, y potente actividad antioomiceto contra Phytophthora parasitica y
Phytophthora capsici (Macias-Rubalcava et al., 2008). Estos metabolitos
secundarios también poseen actividad fitotoxica sobre la germinacion, el
crecimiento de la raiz y la respiracion durante el proceso de germinacion de las
semillas de Amaranthus hypchondriacus, Solanum lycopersicum y Echinochloa
crus-galli. Estos compuestos ejercen su efecto fitotoxico a nivel del fotosistema Il

de la fotosintesis (Macias-Rubalcava et al., 2014).

Preusomerina Preusomerina Preusomerina Preusomerina
EG; EG, EG; EG,

OMe OH O OH O OH OMe OH

0o~ O 0~ O 0O~ O OH 0O~ O OH
Palmarumicina Palmarumicina Palmarumicina Palmarumicina

Figura 7. Compuestos aislados del endéfito Edenia gomezpompae.



4. Proteccion a su hospedera

Los hongos enddfitos benefician a su planta hospedera promoviendo su
crecimiento y brindandole proteccién contra enfermedades e insectos, asi como
aumentando su resistencia a multiples factores de estrés. Investigaciones
recientes se centran en el estudio de endéfitos como agentes de control biolégico
de patdgenos e insectos (Lira-Saldivar, 2007; Mejia et al., 2008). Uno de los
principales mecanismos a través del cual los hongos enddfitos protegen a su
hospedera contra el ataque de patdogenos podria ser mediante la induccion de la
produccion de fitoalexinas y por la ocupacién ecolégica. Se ha propuesto que los
mecanismos por los cuales los hongos endéfitos protegen a su planta hospedera
son distintos, incluidos los efectos directos, efectos indirectos y los efectos

ecoldgicos (Gao et al., 2010).

1) Efectos directos: mediante enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad
contra patdégenos, producidos directamente por el hongo endéfito. Un ejemplo es
la producciéon de compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés)
del hongo endofito Muscodor yucatanensis, aislado de Bursera simaruba
(Burseraceae), los cuales son letales para los fitopatdogenos Alternaria solani,
Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica. Algunos de los
VOCs identificados son: octano, 2-pentilfurano, cariofileno, aromadendreno,
derivados del naftaleno, entre otros (Gao et al., 2010; Macias-Rubalcava et al.,
2010; Pachlatko, 1998)

2) Efectos indirectos: consisten en la induccién o incremento de la expresion de
mecanismos de defensa quimicos o fisiolégicos intrinsecos a su planta hospedera.
Un ejemplo es la resistencia en la cebada (Hordeum vulgare, Poaceae) al ataque
de microorganismos patdogenos debida a la colonizacion de las raices por el
endofito Piriformospora indica. En las plantas inoculadas con el enddfito e
infectadas con los patdgenos Fusarium culmorum KF 350 y Cochliobolus sativus
fue menor la pérdida de la biomasa y la severidad de la enfermedad causada por
estos microorganismos. Dichos efectos estan relacionados con la estimulacién

mediada por el enddfito P. indica para inducir la produccion de niveles mas altos
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de ascorbato, el cual se encuentra en las raices. El ascorbato funciona como
antioxidante y por lo tanto puede proteger a su hospedera de la muerte celular

(Waller et al., 2005; Kageyama, Mandyam & Jumpponen, 2008).

3) Efectos ecolégicos: se llevan a cabo por ocupacién del nicho ecoldgico,
hiperparasitismo y predacion. Un ejemplo son los estudios realizados a una cepa
no patogena de Fusarium oxysporum denominada Fo47, la cual inhibe al patégeno
F. oxysporum f. sp. radicislycopersici y reduce los sintomas de la pudricién de la
raiz en el tomate. La inoculacion en plantas de tomate de una carga de esporas 50
veces mayor que la del patdégeno, asegura que las esporas de la cepa no
patdgena compitan con las esporas del patégeno por la misma fuente de carbono,
lo cual reduce la disponibilidad de nutrientes para este microorganismo. Ambas
cepas presentan estrategias similares de colonizacién, por lo tanto, F. oxysporum
Fo47 puede ocupar y reducir el numero de sitios adecuados para la fijacion de

esporas Y la colonizacion de la cepa patégena de Fusarium (Bolwerk et al., 2005).

Estos mecanismos pueden actuar de manera simultanea bajo diversas
condiciones de estrés (Sanchez-Fernandez et al., 2013; Kageyama, Mandyam, &

Jumpponen, 2008).
5. Interacciones interespecificas entre hongos endéfitos

Los hongos enddfitos, ademas de interactuar con su planta hospedera,
interactuan entre ellos dentro de la planta. Estas interacciones llevadas a cabo
entre distintas especies de hongos (interacciones interespecificas), estan regidas
por mecanismos fisicos o directos, como son las interacciones entre hifas, la
interferencia hifal (micoparasitismo) y el contacto de micelio, y por mecanismos
quimicos o indirectos, los cuales estan mediados por la produccién de compuestos
solubles, metabolitos secundarios, enzimas o por compuestos volatiles efectivos a
distancia que limitan el crecimiento del competidor (Arnold et al., 2003; Macias-
Rubalcava et al., 2008; Sanchez-Fernandez et al., 2013). Estos mecanismos han
sido evidenciados en interacciones en cultivos in vitro donde los hongos

antagonistas producen metabolitos secundarios con propiedades antifungicas o
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muestran una clara interferencia. Los cambios visibles en la morfologia y la
fisiologia durante las interacciones se asocian con cambios bioquimicos, tales
como el aumento de la actividad enzimatica y la produccién de compuestos
organicos difusibles (DOCs, por sus siglas en inglés) y VOCs (Arnold et al., 2003;
Boddy, 2000; Macias-Rubalcava et al., 2008; Rotheray et al., 2011).

En la actualidad, son escasos los estudios que establecen cual es el modo de
accién y cuales son los compuestos activos implicados en las interacciones
interespecificas dentro de las comunidades fungicas en la naturaleza (Macias-
Rubalcava et al., 2008; Rotheray et al., 2011). Realizar el estudio quimico y
biologico de estas interacciones conduce al descubrimiento de metabolitos
secundarios bioactivos estructuralmente diversos y novedosos, lo cual constituye
una fuente prometedora de moléculas potencialmente utiles para su uso en la
agricultura, la medicina y la industria. Ademas, mediante estos estudios es posible
seleccionar especies utiles como agentes de control biolégico (Strobel et al., 2004,
Tan & Zou, 2001; Yuen et al., 1999).

6. Agentes de control biolégico

La necesidad creciente de métodos alternativos de control de plagas agricolas
amables con el medioambiente se debe a los efectos negativos de los plaguicidas
sintéticos, utilizados masivamente en décadas anteriores, asi, como a la apariciéon
de resistencia en los organismos considerados plaga, a la pérdida de la
biodiversidad, a la contaminacion del suelo y el agua, y a los efectos negativos
para la salud. Ademas, la necesidad creciente de producir alimentos en ciertas
zonas del planeta es un problema global afiadido a los mencionados (Lira-
Saldivar, 2007; Tamez-Guerra et al., 2007).

Las enfermedades postcosecha han sido controladas eficazmente mediante el
empleo de fungicidas quimicos sintéticos. Sin embargo, recientemente se han
observado diferentes efectos nocivos particularmente en los consumidores,
aspecto que ha propiciado el estudio sobre diferentes alternativas naturales para

controlar los patdégenos postcosecha. Se han evaluado diferentes opciones, entre
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las que se encuentran el empleo de microorganismos antagonistas y de extractos
vegetales, entre otros. Estas opciones tienen como factor comun lograr el control
eficiente de los patégenos postcosecha basados en la actividad antifungica de los

productos empleados (Ciancio & Mukerji, 2007).

Los microorganismos antagonistas como son las bacterias, levaduras y hongos
ejercen un efecto de control biolégico, el cual se define como el “uso de
organismos vivos como agentes para el control de plagas” (Greathead & Waage,
1983), sobre diferentes patdogenos de interés, y se han empleado para controlar
diversas enfermedades en frutos y vegetales. La seleccion del microorganismo
idoneo se debe realizar considerando principalmente la habilidad para competir
con los patdégenos por los nutrientes, y su capacidad de sobrevivir en diferentes
condiciones ambientales (Ciancio & Mukerji, 2007), sin dafiar el cultivo o cosecha.
Es importante conocer y comprender el modo de accién de los antagonistas,
aspectos que pueden permitir un desarrollo mas seguro de los procesos de
aplicacién de estos y, al mismo tiempo, proporcionar una base para seleccionar
nuevos antagonistas efectivos. Como principales métodos de accién se han
descrito fundamentalmente: la antibiosis, la produccion de enzimas liticas, el
parasitismo, la induccidn de resistencia, y la competencia por nutrientes y espacio.
Cabe destacar que, en general, mas de un mecanismo puede estar implicado en

el efecto de biocontrol (Lira-Saldivar, 2007).

Un ejemplo que sirve para evidenciar el uso potencial de hongos enddfitos como
agentes de control biologico, son los estudios realizados a endodfitos de
Theobroma cacao, los cuales restringen el crecimiento in vitro de tres patégenos
del cacao (Phytophthora palmivora, Moniliophthora roreri, y Moniliophthora
perniciosa). Estos resultados también fueron corroborados en invernadero (Arnold
et al., 2003; Rubini et al., 2005) y en el campo (Mejia et al., 2008). Investigaciones
como estas son particularmente utiles para identificar posibles candidatos para ser
usados como agentes de biocontrol y para establecer los mecanismos por los
cuales reducen el dafo provocado por los patdégenos, en este caso particular a
Theobroma cacao ( Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008; Rubini et al., 2005).
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Otro grupo de hongos endéfitos ampliamente estudiados por su potencial uso
como agentes de control biolégico es el género Muscodor. Este género
comprende 14 especies, todas ellas producen VOCs bioactivos, entre los que
destacan numerosos alcoholes, cetonas, ésteres, acidos, compuestos aromaticos
simples, derivados de naftaleno, y moterpenos, entre otros. La mezcla VOCs
inhibe in vitro el crecimiento de hongos, plantas y bacterias, actuando de manera
sinérgica, por lo que poseen alto potencial para en la agricultura moderna.
Actualmente, Muscodor albus es empleada como agente de control biolégico, en
especial en la proteccion de cultivos postcosecha (Banerjee et al, 2014; Strobel,
2006; Macias-Rubalcava et al., 2010).
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lll. Hipo6tesis

Los hongos enddfitos, al estar en constante interaccion con otros microorganismos
dentro de su hospedera, pueden desarrollar la capacidad de antagonizar e inhibir
el crecimiento de patégenos potenciales; por esta razon, el estudio de los hongos
enddfitos de la planta Gliricidia sepium, puede llevar al descubrimiento de hongos
enddfitos con potencial antagdnico que podrian ser utilizados como agentes de

control biologico.
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IV. Objetivos
1. Objetivos generales

Establecer las caracteristicas macro y microscépicas de los hongos enddfitos y
fitopatdogenos aislados de la planta G. sepium y seleccionar a los hongos endofitos
con mayor potencial antagonico mediante bioensayos de antagonismo directo
entre ellos; y contra microorganismos fitopatdégenos con importancia agricola. Para
asi contribuir al conocimiento de las relaciones que establecen los hongos
enddfitos con otros hongos enddfitos, microorganismos fitopatégenos y con su
planta hospedera y a investigar su posible uso en el desarrollo de agentes de

control biologico.

2. Objetivos particulares

» Corroborar la pureza de 26 aislamientos de hongos enddfitos y de 2

aislamientos de hongos fitopatégenos de G. sepium.

» Establecer las caracteristicas macro y microscépicas de hongos enddfitos y
fitopatdgenos aislados de G. sepium mediante inspeccidon sensorial y

mediante observaciones de su micelio tefiido con azul de lactofenol.

» Determinar la tasa de crecimiento de los hongos endofitos en estudio,

realizando curvas de crecimiento en agar papa dextrosa.

» Realizar bioensayos in vitro de antagonismo directo, entre hongos endofitos
con tasa de crecimiento similar, y determinar el porcentaje de inhibicion y el
indice de antagonismo (IA). Con base en su porcentaje de inhibicion y de su

IA seleccionar las especies que presenten el mayor potencial antagdnico.

» Efectuar bioensayos de antagonismo directo entre los hongos enddfitos con

mayor potencial antagonico.
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-

Llevar a cabo antagonismos directos entre los endodfitos con mayor
potencial antagonico y microorganismos con importancia agricola: Fusarium
oxysporum, Alternaria solani, Pythium aphanidermatum, Phytophthora

capsici 'y Phytophthora parasitica.

Poner en evidencia las posibles interacciones que establecen los hongos
enddfitos y fitopatégenos dentro de su hospedera, y como son capaces de
subsistir compitiendo por espacio y nutrientes. Asimismo, evidenciar los
mecanismos por los cuales limitan el crecimiento de sus competidores, ya
sea por medio de mecanismos fisicos (barreras miceliares, mayor
produccion de micelio, etc.) o quimicos (produccion de compuestos que
difunden en el medio de cultivo o volatiles). Inferir el posible papel de
defensa de los enddéfitos hacia su hospedera por el ataque de

microorganismos patogenos.
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V. Materiales y métodos
1. Organismos de prueba
1.1 Hongos endéfitos

Se emplearon un total de 26 hongos enddfitos puros aislados a partir de hojas
sanas de la planta G. sepium (Fabaceae), colectada en septiembre de 2010 en la
,Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH)", la cual es una zona de alta
biodiversidad, ubicada en el municipio de Quilamula, Estado de Morelos, México
(Fernandez-Saldaia et al., 2007).

1.2 Hongos fitopatégenos

Se emplearon dos hongos fitopatégenos aislados a partir de hojas de G. sepium
colectadas en la REBIOSH con signos de enfermedad pero sin dafo por insectos

ni herbivoros.

Como microorganismos de prueba también se utilizaron cinco fitopatdégenos con
importancia econdmica en la agricultura, los hongos F. oxysporum y A. solani
(Eumycota); y los oomicetos P. capsici, P. parasitica y P. aphanidermatum
(Oomycota). Las cepas fueron donadas por la Dra. Olga Gémez y la M. en C.
Bertha Tlalpal Bolafos del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de

México.

2. Composicion de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento

de los hongos enddéfitos y fitopatégenos.
2.1 Papa-dextrosa-agar (PDA)

Se pesaron 200 g de papa fresca previamente pelada y cortada en cubos, se
hirvieron durante 20 min con agua destilada. Se filtr6 la infusidn a través de gasa,
Se agregaron 20 g de dextrosa y 15 g de agar. Se anadié agua destilada hasta un
volumen total de 1000 mL, se homogeneiz6 y esteriliz6 en autoclave a 121°C

durante 15 min.
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3. Determinacion de las caracteristicas macro y microscépicas de los

hongos endéfitos y fitopatégenos aislados de Gliricidia sepium.

Los hongos enddfitos y fitopatdégenos aislados de G. sepium se resembraron en
cajas de Petri empleando medio PDA a partir de cultivos en tubos con agar
inclinado. Una vez confirmada la pureza de los hongos, se sembraron por
triplicado en cajas de Petri de 9 cm, empleando medio PDA e incubandolos a
temperatura ambiente. En cada caja se colocé un inéculo de 5 mm de diametro del
microorganismo previamente incubado en PDA por 8 dias a temperatura ambiente
y se establecieron las caracteristicas macro y microscopicas, asi como su tasa de

crecimiento.

Las caracteristicas macroscopicas se establecieron mediante inspeccion visual de
tres cultivos en cajas de Petri de cada uno de los microorganimos en estudio,
registrando con ayuda de un microscopio estereoscopico: textura, color del micelio
en el anverso (parte superior del micelio) y reverso (parte inferior del micelio),
superficie, consistencia y tipo de crecimiento del micelio, difusion de pigmentos
coloridos en el medio de cultivo, presencia de exudado, asi como la presencia de
estructuras de reproduccion. Las observaciones se realizaron periédicamente

hasta que el micelio ya no presentara cambios.

Las caracteristicas microscopicas se establecieron a partir de tinciones de los
micelios con azul de lactofenol, por observaciéon con un microscépico 6ptico marca
Motic (modelo BA410) a 40x y 100x, registrandose asi el tipo de micelio (septado o
cenocitico), color de las hifas (dematiaceas o incoloras) estructuras reproductivas
(esporas o conidios, ascas). Por ultimo, se fotografiaron las estructuras
observadas utilizando una camara digital Moticam 2000 de 2.0 (Digital

microscopy).

La tasa de crecimiento de cada microorganismo se determindé midiendo cada dos
dias su crecimiento radial o irregular, hasta llegar a los limites de las cajas de
Petri, y se determino el area de crecimiento (cm?) utilizando un escaner HP Laser

Jet M1005 MFP. A partir de las medidas del area del micelio se realizd una curva
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de crecimiento para determinar la tasa de crecimiento de cada hongo enddfito. Se
utilizaron los valores promedio de las 3 cajas de cultivo y se grafico el crecimiento
de los hongos en cm? vs dias de crecimiento, en donde la pendiente de la fase
exponencial corresponde a la tasa de crecimiento. Finalmente, se clasificaron en 5

grupos de acuerdo a su tasa de crecimiento.
4. Bioensayos de antagonismo directo.
4.1 Hongos enddfitos vs hongos endofitos

Los bioensayos de antagonismo directo se realizaron entre hongos endéfitos con

tasa de crecimiento similar:

1) Hongos de crecimiento lento y muy lento de micelio color blanco.
2) Hongos de crecimiento lento y micelio de diferentes colores.

3) Hongos de crecimiento muy lento y micelio de diferentes colores.

4) Hongos de crecimiento muy lento y micelio color blanco en el anverso y café en

el reverso.

5) Hongos de crecimiento medio y micelio de diferentes colores.
6) Hongos de crecimiento medio y micelio de diferentes colores
7) Hongos de crecimiento rapido y micelio color verde grisaceo.

Los microorganismos competidores se inocularon por cuadruplicado en cajas de
Petri estériles de 9 cm de diametro, conteniendo 15 mL de medio PDA. Cada
enddfito se sembré utilizando inéculos de 5 mm de diametro de los micelios de los
microorganismos previamente incubados en PDA por 8 dias. Los inoculos se
colocaron equidistantes ocupando soélo un extremo de la caja Petri. Las cajas de
Petri se incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo luz-oscuridad naturales
12:12 h. Paralelamente, fueron inoculados por triplicado controles de crecimiento

de cada enddfito. Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al
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azar y todo el procedimiento experimental se efectué en condiciones de esterilidad

bajo una campana de flujo laminar.

Los resultados de crecimiento e interaccion macroscopica entre los
microorganismos competidores, se registré e interpretdé cada 3 dias durante tres
semanas después de haber hecho contacto sus micelios. En cada determinacion
se registro el crecimiento de los enddfitos y todos los cambios observados en la

interaccion micelio-micelio.

Los resultados de crecimiento se expresaron en % de inhibicion del crecimiento de
los diferentes competidores, comparando su crecimiento con respecto a los

controles de crecimiento de acuerdo con la siguiente formula:

a—hb
I

x 100 |= % de inhibicién

Donde a y b son los radios de los hongos endofitos competidores en la zona de
interaccion (a) y en la zona de no interacciéon (b). En la Figura 8 se muestra el

modelo utilizado para realizar los bioensayos de antagonismo directo.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis t-Student pareada de dos
colas (0=0.05) utilizando el programa GraphPad Prism version 5.01 (Zar, 2010;

Macias-Rubalcava et al. 2014; Sandoval-Espinosa, 2014).

El tipo de interaccion entre los microorganismos competidores se establecio
asignando una categoria y un valor numérico de acuerdo al Cuadro 1. Una vez
asignada la categoria correspondiente y su valor numérico, se calculd el indice de

antagonismo (IA) de cada microorganismo competidor de la siguiente manera:

IA=A(nx0)+B1(nx1)+B2(nx1)+C(nx2)+D(nx3)+E1(nx4)+E2(nx
4)

Donde n es el numero de veces que el hongo presenté la categoria de

antagonismo correspondiente (modificado de Yuen et al., 1999).
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endoﬁto endoﬁto
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Figura 8. Bioensayo de antagonismo directo en caja de Petri entre los hongos enddfitos

de Gliricidia sepium; a (zona de interaccion) y b (zona de no interaccion) representan los

radios de crecimiento de cada endofito; A representa al

‘enddfito de prueba” y B

representa al “enddfito competidor”; ZI indica la zona de interaccion micelio-micelio.

Cuadro 1. Tipo de interacciones entre microorganismos y valores numeéricos

asignados (modificado de Yuen et al., 1999).

Categoria Tipo de interaccion Valor numérico
A El crecimiento de A se entremezcla con el de B, 0
sin que exista reduccion en el crecimiento de
alguna de ellas.
B1 La especie A reduce su crecimiento cuando la 1
especie B crece encima de ella.
B2 La especie A detiene su crecimiento cuando la 1
especie B crece hasta y alrededor de ella.
C La especie A crece casi en contacto con B y cesa 2

el crecimiento de ambas especies.
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Cuadro 1. Tipo de interacciones entre microorganismos y valores numeéricos

asignados (modificado de Yuen et al., 1999) (continuacién).

Categoria Tipo de interaccién Valor numérico
D Las especies A y B se inhiben a distancia. 3
E1 La especie A crece encima de la especie B 4

reduciendo el crecimiento de B.

E2 La especie A crece hasta y alrededor de la especie 4
B.

4.2 Hongos endéfitos con potencial antagonico vs hongos endéfitos

con potencial antagoénico

Los hongos endéfitos con mayor potencial antagénico de cada grupo (crecimiento
rapido, medio y lento) se antagonizaron entre ellos. Los microorganismos se
inocularon de acuerdo a sus tasas de crecimiento, empleando la metodologia
indicada en el punto anterior. Una vez que alcanzaron su maximo crecimiento, se

registraron e interpretaron los resultados obtenidos.

4.3 Hongos endoéfitos con potencial antagénico vs microorganismos

fitopatogenos con importancia agricola

Los hongos enddfitos con mayor potencial antagénico también se sometieron a
bioensayos de antagonismo directo vs cinco microorganismos fitopatégenos con
importancia econdmica en la agricultura: F. oxysporum, A. solani, P.
aphanidermatum, P. capsici, y P. parasitica, siguiendo la metodologia utilizada
para realizar los bioensayos de antagonismo directo entre hongos enddfitos, asi

como para el registro e interpretacion los resultados obtenidos.
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VI. Resultados y discusién

La presente investigacion se realizd con el proposito de establecer el potencial
antagénico de hongos endodfitos aislados de G. sepium, para asi, evidenciar la
presencia de metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endofitos, utiles en la
agricultura, su posible papel protector a su planta hospedera, y su potencial uso como

agentes de control bioldgico.

Los resultados obtenidos se dividen en cuatro secciones: 1) Determinaciéon de las
caracteristicas macro y microscopicas de los hongos enddfitos y fitopatdgenos aislados
de G. sepium, 2) Bioensayos de antagonismo directo entre hongos endéfitos 3)
Bioensayos de antagonismo directo entre hongos enddfitos con el mayor potencial
antagoénico y 4) Bioensayos de antagonismo directo entre hongos endofitos con el
mayor potencial antagdnico y microorganismos fitopatégenos con importancia

economica en la agricultura.

1. Determinacién de las caracteristicas macro y microscopicas de los

hongos enddfitos y fitopatdogenos aislados de Gliricidia sepium

El presente estudio se llevd a cabo con 26 aislamientos de hongos endéfitos de hojas
sanas de la planta G. sepium y con dos de hongos fitopatégenos aislados a partir de
hojas con sintomas de enfermedad. G. sepium colectadas en la ,Reserva de la Biosfera
de la Sierra de Huautla" (REBIOSH), en el estado de Morelos. El criterio de seleccién
fue ecoldgico (Guiraldo, 2008), es decir, no presentaba ningun dafo por patégenos o
herbivoros al momento de su colecta, ademas de ser una especie que crece en una
aérea de gran diversidad biolégica. Cabe destacar que no hay reportes en la literatura

acerca del aislamiento e identificacion de hongos endoéfitos de G. sepium.

Las caracteristicas macroscopicas de los hongos puros se determinaron a partir de
cultivos en PDA, mediante inspeccion visual con ayuda de un microscopio

estereoscopico registrando: textura, color del micelio en el anverso y reverso, superficie,
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consistencia y tipo de crecimiento del micelio, difusidn de pigmentos coloridos en el
medio de cultivo, presencia de exudado, asi como la presencia de estructuras de
reproduccion. También, se determind la tasa de crecimiento mediante la elaboracion de
curvas de crecimiento graficando el area en cm? vs tiempo en dias, donde la pendiente

indica la tasa de crecimiento (cm?dia).

Las caracteristicas microscopicas se establecieron a partir de tinciones de los micelios
con azul de lactofenol por observacién con un microscépico Optico, registrando el tipo
de micelio (septado o cenocitico), color de las hifas (dematiaceas o incoloras)
estructuras reproductivas (esporangioforos, conidioforos, ascas) y/o esporas

observadas.

A continuacién se describen las caracteristicas macro y microscopicas de los hongos

enddfitos y fitopatdgenos puros, aislados de la planta G. sepium.
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1.1 Hongos endéfitos aislados de Gliricidia sepium

GsE1

En el anverso se observa la producciéon de micelio aéreo color blanco de apariencia
algodonosa, superficie plana y de consistencia blanda. El color blanco del micelio
permanece con el transcurso del tiempo. Presenta crecimiento radial con bordes
regulares. Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio
de cultivo (Figura 9 A). En el reverso, el micelio es color beige con algunas manchas
color café claro (Figura 9 B). La tasa de crecimiento de este hongo endofito es de 4.9
cm?dia (Figura 9 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas muy
delgadas, hialinas y septadas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar
estructuras de reproduccion (Figura 9 D).
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Figura 9. Enddfito GsE1. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso). B. Crecimiento
de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo puro en PDA.
D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE2

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa de color

blanco, superficie plana y de consistencia blanda. El color del micelio permanece con el

transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes

son regulares. Produce exudado incoloro y no produce pigmentos difusibles en el medio

de cultivo (Figura 10 A). En el reverso, el micelio es color beige con algunas manchas

cafés (Figura 10 B). La tasa de crecimiento del hongo endéfito GS E2 es de 5.1 cm?/dia

(Figura 10 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas delgadas,

hialinas, no se aprecia si estan septadas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logro

observar estructuras de reproduccion (Figura 10 D).
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Figura 10. Enddfito GsE2. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso). B. Crecimiento

de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo puro en PDA.

D. Observacibn  microscopica

en 40X, tenida con azul de lactofenol.
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GsE3

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de
color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el
micelio adquiere un ligero color beige con manchas café claro. Su crecimiento es
radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado
incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 11
A). En el reverso, el micelio es color beige con algunas manchas cafés (Figura 11
B). La tasa de crecimiento de este hongo enddfito es de 5.0 cm?/dia (Figura 11 C).
Las caracteristicas microscépicas observadas son: hifas delgadas, dematiaceas.
Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de

reproduccion (Figura 11 D).
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Figura 11. Enddfito GsE3. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscépica en 40X, tefiida con azul de lactofenol.
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GsE4

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa, color blanco, de
superficie plana y consistencia blanda. El color del micelio permanece con el
transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial estrellado. Produce exudado
incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 12
A). En el reverso, el micelio es color blanco (Figura 12 B). La tasa de crecimiento
de este hongo enddfito es de 5.3 cm? dia (Figura 12 C). Las caracteristicas
microscopicas observadas son: hifas hialinas, esqueléticas observadas a 100x.
Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré6 observar estructuras de

reproduccion (Figura 12 D).
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Figura 12. Enddfito GsE4. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscépica en 100X, tefiida con azul de lactofenol.
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GsE5

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/flocosa, inicialmente
de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo
el micelio adquiere un ligero color beige. Su crecimiento es radial y sus bordes son
regulares. Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que difundan en el
medio de cultivo (Figura 13 A). En el reverso, el micelio es color durazno (Figura
13 B). La tasa de crecimiento del hongo enddfito GSE5 es de 4.7 cm?/dia (Figura
13 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas delgadas, hialinas,
cenociticas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de
reproduccion (Figura 13 D).
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Figura 13. Enddfito GsE5. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, teiida con azul de lactofenol.
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GsE6

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa

inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el

paso del tiempo el micelio adquiere un ligero color beige con manchas cafés. Su

crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares.

Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de

cultivo (Figura 14 A). En el reverso, el micelio es color beige (Figura 14 B). La tasa

de crecimiento de éste hongo endéfito es de 6.2 cm?dia (Figura 14 C). Las

caracteristicas microscopicas observadas son: hifas muy delgadas, hialinas,

cenociticas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de

reproduccion (Figura 14 D).
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Figura 14. Enddfito GsE6. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).

B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE7

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa,
inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el
paso del tiempo el micelio adquiere una coloracion grisacea y verde olivo, con
manchas negras. Su crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes
son irregulares. Produce exudado color amarillo y no produce pigmentos que
difundan en el medio de cultivo (Figura 15 A). En el reverso, el micelio inicialmente
es color blanco con anillos concéntricos cafés y centro verde limon. Con el paso
del tiempo adquiere una coloracion negra con manchas verde limén en la orilla
(Figura 15 B). La tasa de crecimiento del hongo endéfito GsE7es de 8.7 cm?/dia
(Figura 15 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas gruesas,

dematiaceas, septadas y esporas redondas de color café (Figura 15 D).
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Figura 15. Enddfito GsE7. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefiida con azul de lactofenol.
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GsES8

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa y polvosa,
inicialmente de color blanco, de superficie umbonada y consistencia blanda. Con
el paso del tiempo el hongo produce polvo (esporas) color café, y el centro
adquiere éste color, su superficie se vuelve plana. Su crecimiento es radial y sus
bordes son regulares. Produce exudado color ambar y no produce pigmentos que
difundan en el medio de cultivo (Figura 16 A). En el reverso, el micelio del endofito
GsE10 es de color blanco con algunas zonas cafés, se observa el crecimiento de
las hifas hacia la izquierda formando un “remolino” (Figura 16 B). La tasa de
crecimiento de éste hongo enddfito es de 10.0 cm?dia (Figura 16 C). Las
caracteristicas microscopicas observadas son: hifas delgadas, hialinas, septadas y
esporas ovaladas de color café parecidas a las producidas por hongos del género

Nodulisporium sp.(Ireland et al., 2008) (Figura 16 D).
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Figura 16. Enddfito GsE8. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tenida con azul de lactofenol.
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GsE9

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa y polvoso,
inicialmente de color blanco con centro amarillo, de superficie umbonada y
consistencia blanda. Con el paso del tiempo el hongo produce esporas de color
café y algunas zonas se pigmentan de color ambar, su superficie se vuelve plana.
Su crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares.
Produce exudado color ambar y no produce pigmentos que difundan en el medio
de cultivo (Figura 17 A). En el reverso, el micelio es color blanco con algunas
zonas cafés (Figura 17 B). La tasa de crecimiento de éste hongo endofito es de
11.1 cm?/ dia (Figura 17 C). Las caracteristicas microscdpicas observadas son:
hifas delgadas, dematiaceas, septadas y esporas ovaladas color café, algunas se
encuentran libres y otras agrupadas en racimos parecidas a las producidas por

hongos del género Nodulisporium sp. (Ireland et al., 2008) (Figura 17 D).
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Figura 17. Enddfito GsE9. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, teiida con azul de lactofenol.
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GsE10

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa y polvosa,
inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el
paso del tiempo produce esporas de color café que cubren todo el micelio blanco.
Su crecimiento es radial, forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares.
Produce exudado incoloro y amarillo. No produce pigmentos que difundan en el
medio de cultivo (Figura 18 A). En el reverso, el micelio del endofito GSE10 es de
color blanco con centro café (Figura 18 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 9.4 cm?dia (Figura 18 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, dematiaceas, septadas y esporas ovaladas de
color café parecidas a las producidas por hongos del género Nodulisporium sp.
(Figura 18 D) (Ireland et al., 2008).
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Figura 18. Enddfito GsE10. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE11

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/flocosa, de color
rosa/durazno y centro color ambar, de superficie plana y consistencia blanda. El
color del micelio permanece con el transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial,
forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro y
no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 19 A). En el
reverso, el micelio es color durazno con centro color café claro (Figura 19 B). La
tasa de crecimiento de éste hongo enddfito es de 11.7 cm?/dia (Figura 19 C). Las
caracteristicas microscopicas observadas son: hifas delgadas, hialinas, septadas y
macroconidias parecidas a las producidas por hongos del género Fusarium sp.
(Riveros et al., 2001) (Figura 19 D).
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Figura 19. Enddfito GsE11. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE12

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de
color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el
micelio adquiere una pigmentacién color verde grisaceo. Su crecimiento es radial y
sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que
difundan en el medio de cultivo (Figura 20 A). En el reverso, el micelio inicialmente
es de color blanco y gradualmente adquiere una coloracion negra (Figura 20 B).
La tasa de crecimiento del hongo endéfito GSE12 es de 13.4 cm?/dia (Figura 20
C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas delgadas,
dematiaceas, septadas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar

estructuras de reproduccion (Figura 20 D).
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Figura 20. Enddfito GsE12. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE13

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de
color blanco y centro grisaceo, de superficie plana y consistencia blanda. Con el
paso del tiempo el micelio se pigmenta de color verde olivo-grisaceo con algunas
zonas negras. Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce
exudado color amarillo y no produce pigmentos que difundan en el medio de
cultivo (Figura 21 A). En el reverso el micelio es inicialmente de color blanco con
centro amarillo, con el paso del tiempo adquiere una coloracion completamente
negra (Figura 21 B). La tasa de crecimiento de éste hongo endéfito es de 13.4
cm?/dia (Figura 21 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas
delgadas, dematiaceas, septadas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logro

observar estructuras de reproduccion (Figura 21 D).
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Figura 21. Enddfito GsE13. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA reverso. C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscépica en 40X, tefiida con azul de lactofenol. .
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GsE14

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa,
inicialmente de color blanco y centro verde grisaceo, de superficie plana y
consistencia blanda. Con el paso del tiempo adquiere una pigmentacion gris
oscuro-verdosa. Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce
exudado incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo
(Figura 22 A). En el reverso, el micelio inicialmente es de color blanco con centro
verde botella, con el paso del tiempo se torna color negro (Figura 22 B). La tasa de
crecimiento del hongo enddfito GsE14 es de 12.5 cm?/dia (Figura 22 C). Las
caracteristicas microscépicas observadas son: hifas delgadas, dematiaceas,

septadas y esporas ovaladas de color café (Figura 22 D).
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Figura 22. Enddfito GsE14. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE15

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/esponjosa,
inicialmente color blanco con centro gris verdoso, superficie plana y consistencia
blanda. Con el paso del tiempo el micelio se pigmenta completamente de color gris
verdoso y forma estromas color café. Su crecimiento radial y sus bordes son
regulares. Produce exudado color verde botella y amarillo. No produce pigmentos
que difundan en el medio de cultivo (Figura 23 A). En el reverso, el micelio
inicialmente es de color blanco, con el paso del tiempo se pigmenta
completamente color negro (Figura 23 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 12.3 cm?dia (Figura 23 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, dematiaceas, septadas y esporas ovaladas de

color café (libres y en fialides) (Figura 23 D).
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Figura 23. Enddfito GsE15. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscoépica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE16

En el anverso se observa micelio aéreo e inmerso de apariencia vellosa y
esponjosa, de superficie plana y consistencia blanda. El micelio aéreo es de color
blanco y el micelio inmerso es de color amarillo, con el transcurso del tiempo
permanece constante. Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares.
Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que difundan en el medio de
cultivo (Figura 24 A). En el anverso, el micelio es color beige con centro color
amarillo (Figura 24 B). La tasa de crecimiento del hongo enddfito GSE16 es de 2.3
cm?dia (Figura 24 C). Las caracteristicas microscdpicas observadas son: hifas
hialinas, esqueléticas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar

estructuras de reproduccion (Figura 24 D).
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Figura 24. Enddfito GsE16. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE17

En el anverso se observa micelio aéreo e inmerso de apariencia vellosa,
inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el
paso del tiempo el micelio adquiere una pigmentacion completamente café. Su
crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro y no
produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 25 A). El anverso,
el micelio es color beige (Figura 25 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 2.4 cm?dia (Figura 25 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas esqueléticas, dematiaceas, septadas. Bajo estas
condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de reproducciéon (Figura
25 D).
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Figura 25. Enddfito GsE17. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, teiida con azul de lactofenol.
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GsE18

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia plumosa, inicialmente de
color beige con bordes color verde botella, de superficie plana y consistencia dura.
Con el tiempo el micelio adquiere una coloracién verde botella. Su crecimiento es
radial y sus bordes son lobulados. Produce exudado color ambar y no produce
pigmentos que difundan en el medio de cultivo, las caracteristicas macroscopicas
son similares a las mostradas por las colonias de hongos pertenecientes al género
Xylaria sp. (Deacon, 2005) (Figura 26 A). En el reverso, el micelio es color beige
con zonas color negro (Figura 26 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 3.3 cm?dia (Figura 26 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, dematiaceas, septadas y algunas esporas

redondas de color café (Figura 26 D).
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Figura 26. Enddfito GsE18. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE19

En el anverso se observa micelio aéreo e inmerso de apariencia plumosal/vellosa,
de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. El color del micelio
permanece con el transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial limitado, forma
anillos concéntricos y sus bordes son lobulados. Produce exudado incoloro y no
produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 27 A). En el
reverso el micelio inicialmente es color blanco, con el paso del tiempo adquiere
una coloracion amarillo paja (Figura 27 B). Las tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 1.4 cm?dia (Figura 27 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas muy delgadas, hialinas, cenociticas. Bajo estas condiciones

de cultivo, no se logro observar estructuras de reproduccion (Figura 27 D).
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Figura 27. Enddfito GsE19. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefiida con azul de lactofenol.
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GsE20

En el anverso se observa micelio inmerso de color café y micelio aéreo
inicialmente de color blanco, apariencia algodonosa y de superficie plana y
consistencia blanda. Con el paso del tiempo el micelio se pigmenta de color café
con zonas blancas y de apariencia esponjosas. Su crecimiento es radial limitado y
sus bordes son regulares. Produce exudado de color café-anaranjado y no
produce pigmentos que difundan al medio de cultivo (Figura 28 A). En el reverso,
el micelio es color café (Figura 28 B). La tasa de crecimiento del hongo endofito
GsE 20 es de 1.1 cm?dia (Figura 28 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, hialinas, septadas. Bajo estas condiciones de

cultivo, no se logré observar estructuras de reproduccion (Figura 28 D).
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Figura 28. Enddfito GsE20. A .Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA reverso. C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE21

En el anverso se observa micelio inmerso de color café y micelio aéreo de color
blanco con zonas color beige, de apariencia algodonosa y de superficie plana y
consistencia blanda. El color del micelio permanece con el transcurso del tiempo.
Su crecimiento es radial y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro y
no produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 29 A). En el
reverso, el micelio es color blanco con café (Figura 29 B). La tasa de crecimiento
de éste hongo enddfito es de 3.1 cm?dia (Figura 29 C). Las caracteristicas
microscopicas observadas son: hifas hialinas, esqueléticas, no se distinguen
septos. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de

reproduccion (Figura 29 D).
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Figura 29. Enddfito GsE21. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE22

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de
color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo el
micelio se torna color blanco con gris. Su crecimiento es radial y sus bordes son
regulares. Produce exudado color ambar. No produce pigmentos que difundan en
el medio de cultivo (Figura 30 A). En el reverso, el micelio es color beige con café
(Figura 30 B). La tasa de crecimiento del hongo endéfito GsE22 es de 3.0 cm?/dia
(Figura 30 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas hialinas,
esqueléticas, no se distinguen septos. Bajo estas condiciones de cultivo, no se

logré observar estructuras de reproduccion (Figura 30 D).
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Figura 30. Enddfito GsE22. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, teiida con azul de lactofenol.
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GsE23

En el anverso se observa micelio aéreo e inmerso de apariencia plumosa y
algodonosa, inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia
blanda. Con el paso del tiempo adquiere un ligero color beige. Su crecimiento es
radial y sus bordes son irregulares. Produce exudado color durazno e incoloro. No
produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 31 A). En el
reverso, el micelio inicialmente es de color beige, con el paso del tiempo el centro
adquiere una coloracién café (Figura 31 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
enddfito es de 3.0 cm?dia (Figura 31 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, hialinas, septadas y esporas redondas en cadena
(Figura 31 D).
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Figura 31. Enddfito GsE23. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscoépica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE24

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa, de color
blanco, de superficie plana y consistencia blanda. El color del micelio permanece
con el transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial, forma un anillo concéntrico
color café y sus bordes son regulares. Produce exudado incoloro y no produce
pigmentos que difundan en el medio de cultivo (Figura 32 A). En el reverso, el
micelio es color beige (Figura 32 B). La tasa de crecimiento del hongo enddfito
GsE24 es de 4.9 cm?dia (Figura 32 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas muy delgadas, hialinas, y cenociticas. Bajo estas
condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de reproduccion (Figura
32 D).
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Figura 32. Enddfito GsE24. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.

49



GsE25

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa,
inicialmente de color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el
paso del tiempo el micelio adquiere una coloracién beige. Su crecimiento es radial,
forma anillos concéntricos y sus bordes son regulares. Produce exudado color
durazno y ambar. No produce pigmentos que difundan en el medio de cultivo
(Figura 33 A). En el reverso, el micelio inicialmente es de color blanco y con el
paso del tiempo se torna color café claro (Figura 33 B). La tasa de crecimiento de
éste hongo enddfito es de 4.3 cm?dia (Figura 33 C). Las caracteristicas
microscopicas observadas son: hifas delgadas, hialinas, se aprecian algunos

clamidoconidios (Figura 33 D).
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Figura 33. Enddfito GsE25. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscoépica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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GsE26

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia algodonosa, inicialmente de
color blanco, de superficie plana y consistencia blanda. Con el paso del tiempo
algunas zonas del micelio se pigmentan de color café. Su crecimiento es radial y
sus bordes son irregulares. No produce exudado ni pigmentos que difundan en el
medio de cultivo (Figura 34 A). En el reverso, el micelio inicialmente es de color
blanco, con el paso del tiempo adquiere una coloracién café en algunas zonas
(Figura 34 B). La tasa de crecimiento de éste hongo enddfito es de 4.0 cm?/dia
(Figura 34 C). Las caracteristicas microscopicas observadas son: hifas muy
delgadas, hialinas, cenociticas. Bajo estas condiciones de cultivo, no se logré

observar estructuras de reproduccion (Figura 34 D).
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Figura 34. Enddfito GsE26. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo
puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, tefida con azul de lactofenol.
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1.2 Hongos fitopatégenos aislados de Gliricidia sepium
GsF1

En el anverso se observa micelio inmerso y aéreo de apariencia algodonosa,
inicialmente de color gris oxford con la orilla blanca, de superficie plana y
consistencia blanda. Con el paso del tiempo se pigmenta de color verde oscuro en
algunas zonas y orilla blanca. Su crecimiento es radial limitado y sus bordes son
irregulares. Produce exudado hialino y de color negro. No produce pigmentos que
difundan en el medio de cultivo (Figura 35 A). En el reverso, el micelio es de color
negro con la orilla blanca (Figura 35 B). La tasa de crecimiento del hongo
fitopatdgeno GsF1 es de 1.1 cm?dia (Figura 35 C). Las caracteristicas
microscopicas observadas son: hifas delgadas, dematiaceas, septadas. Bajo estas
condiciones de cultivo, no se logré observar estructuras de reproduccion (Figura
35 D).
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Figura 35. Fitopatégeno GsF1. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscépica en 40X, tefiida con azul de lactofenol.
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GsF2

En el anverso se observa micelio aéreo de apariencia vellosa/algodonosa, de color
lila en el centro y orilla blanca, de superficie plana y consistencia blanda. El color
del micelio permanece con el transcurso del tiempo. Su crecimiento es radial y sus
bordes son irregulares. Produce exudado incoloro y no produce pigmentos que
difundan en el medio de cultivo. (Figura 36 A). En el reverso, el micelio es de color
morado y orilla blanca (Figura 36 B). La tasa de crecimiento de éste hongo
fitopatdgeno es de 4.2 cm?/dia (Figura 36 C). Las caracteristicas microscopicas
observadas son: hifas delgadas, hialinas, septadas, esporas ovaladas agrupadas

al final de la hifa y esporas libres (Figura 36 D).
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Figura 36. Fitopatogeno GsF2. A. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (anverso).
B. Crecimiento de 25 dias en medio PDA (reverso). C. Curva de crecimiento del cultivo

puro en PDA. D. Observacion microscopica en 40X, teiida con azul de lactofenol.
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Cabe mencionar que la homogeneidad observada durante la determinacién de las
caracteristicas macro y microscopicas de los hongos enddfitos y fitopatdgenos
aislados de G. sepium, permiti6 corroborar su pureza. Por otra parte y
considerando que las cuatro repeticiones empleadas en esta determinacion
crecieron a la misma tasa de crecimiento, permitié confirmar que los aislamientos

en estudio pertenecen a un solo morfotipo.

En el caso particular de los hongos GsE8, GsE9, GsE10, GsE11 y GsE18 el
analisis detallado de sus caracteristicas macro y microscépicas, llevadas a cabo
en medio PDA y mediante la observacion de preparaciones frescas de sus
micelios, fue posible establecer que probablemente pertenecen a los géneros
Nodulisporium sp., Fusarium sp. y Xylaria, respectivamente. Sin embargo, para
identificar el género y especie inequivocamente, de todos los hongos aislados de
G. sepium es necesario un analisis profundo de las caracteristicas macro y
microscopicas observadas en diferentes medios de cultivo y realizar estudios

moleculares.

Con base en la tasa de crecimiento de cada hongo, se clasificaron arbitrariamente
en 5 categorias. En el Cuadro 2 se muestra la categoria en la cual se ubicaron los

26 hongos enddfitos y los 2 hongos fitopatdégenos aislados de Gliricidia sepium.

Cuadro 2. Clasificacion de los hongos enddfitos y fitopatégeos de Gliricidia

sepium con base en su tasa de crecimiento.

Tasa de crecimiento
2 1 Hongos
(cm®/dia)
Muy lenta GsE16, GSE17, GSE18, GSE19, GSE20,
10-4.0 GsE21, GSE22, GSE23, GSE26, GsF1
Lenta GsE1, GSE2, GSE3, GsE4, GSE5, GSES.
(41-65) GSE24, GSE25, GsF2
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Cuadro 2. Clasificacion de los hongos enddfitos y fitopatdogeos de Gliricidia

sepium con base en su tasa de crecimiento (continuacion).

Tasa de crecimiento Hongos
(cm?/dia)
Moderada
GsE7
(6.6-9.0)
Rapida
GsE8, GsE9, GsE10, GsE11
(9.1-12.0)
Muy rapida
GsE12, GsE13, GsE14, GSE15

(12.1-13.5)

Con respecto a la tasa de crecimiento de los hongos en estudio mostrada en las

Figuras 12 C-15 C, se observa que en las curvas de crecimiento, no se aprecia la

fase de latencia de los microorganismos. Esto se atribuye a que los inéculos se

tomaron de cultivos en condiciones optimas de crecimiento, por lo tanto, el hongo

no tuvo que adaptarse debido a que se inocul6 en un medio de cultivo con la

misma composicion. Es por esto que, como primera fase de crecimiento se

observa la logaritmica o exponencial, seguida de la fase estacionaria que indica

que el cultivo ha llegado al equilibrio celular, es decir, que la tasa de crecimiento

es igual a la tasa de muerte. Esta fase es la mas importante si lo que se desea

obtener son los metabolitos secundarios biosintetizados (French & Hebert, 1980;

Hernandez et al., 2003).

55



2. Bioensayos de antagonismo directo entre hongos endéfitos

Una vez que se confirmé la pureza de los aislamientos, se procedié a realizar

bioensayos in vitro de antagonismo directo entre hongos enddfitos aislados de G.

sepium con el fin de seleccionar a los endofitos con mayor potencial antagonico.

En el Cuadro 3 se muestran los grupos en los cuales fueron asignados los hongos

enddfitos en estudio, con base en su tasa crecimiento y su morfotipo establecido

de acuerdo con el color de su micelio.

Cuadro 3. Grupos asignados a los hongos endofitos puros de G. sepium con base

en su tasa crecimiento y morfotipo.

Tasa de
Grupo o Morfotipos Hongos endéfitos
Crecimiento
Muy lenta GsE1, GsE2, GsE3,
I Micelio Blanco
y lenta GsE4, GsES5, GsE®6.
| Muy lenta Micelio de diferente color
al blanco GsE16, GseE17, GSE18.
Muy lenta Micelio de diferente color
11 al blanco GsE19, GsE20, GsF1.
Micelio color blanco en el
Muy lenta anverso y café en el
v GsE21, GsE22, GsE23
reverso
Lont Micelio de diferente color | GsE24, GsE25, GsSE26,
enta
\Y al blanco GsF2.
Micelio de diferente color
Vi Media GsE7, GskS8, GsE9,
al blanco
GsE10, GsE11.
_ Micelio color verde
Vi Rapida GsE12, GsE13, GsE14,

grisaceo

GsE15.
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2.1. Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo |

En la Figura 37 se muestra a manera de ejemplo el antagonismo entre los hongos
enddfitos GsE1 vs GsE3 y los hongos GsE2 vs GsE4, a las 3 semanas después
de que alcanzaron su maximo crecimiento. En ambos casos se observa que el tipo
de interaccién es similar, los hongos de prueba compiten fuertemente por espacio
y nutrientes creciendo sin entremezclar sus micelios. Los endoéfitos GsE1 y GsE2
crecen casi en contacto con sus competidores GsE3 GsE4, respectivamente y
cesan su crecimiento antes de que sus hifas hagan contacto (interaccion tipo C;
Cuadro 1).

En general, todos los antagonismos entre los endofitos de este grupo, presentan el
mismo tipo de interaccidon. En ningun bioensayo realizado los hongos crecieron por
encima de su competidor, ni tampoco mostraron inhibicion considerable a
distancia. Este comportamiento puede atribuirse, ademas de la fuerte competencia
por espacios y nutrientes, a la produccion de metabolitos secundarios con
propiedades antifungicas, por parte de ambos enddfitos, y que se difunden en el
medio de cultivo (no necesariamente coloridos), cesando el crecimiento de ambas
especies y, en consecuencia, sus micelios no hacen contacto (Boddy, 2000). Sin
embargo, no hay inhibicion aparente debida a la presencia de metabolitos
secundarios volatiles (VOCs), efectivos a distancia, debido a que ambos
competidores crecen de manera normal, deteniendo su crecimiento hasta que se

encuentran cerca.
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Figura 37. Antagonismo directo entre hongos endoéfitos del grupo I, 3 semanas después
de haber alcanzado su maximo crecimiento. A. Antagonismo entre los hongos GsE2 vs
GsE4. Anverso (izq.) y reverso (der.). B Antagonismo entre los hongos GsE1 vs GsE3.

Anverso (izg.) y reverso (der.).

En el Cuadro 4 se presentan los porcentajes de inhibicion de los 6 hongos
endofitos antagonizados entre si, 3 semanas después de haber alcanzado su
maximo crecimiento en las cajas de Petri. Como es de esperarse, debido a la
fuerte competencia entre los microorganismos de este grupo, los porcentajes de
inhibicion provocados por los enddfitos de prueba sobre el crecimiento de sus
competidores no muestra valores altos, a pesar de ser estadisticamente
significativos. En general, se observa que los porcentajes de inhibicion no son
mayores al 30.0%. El hongo GsE1 no inhibié de manera significativa a ninguno de
sus competidores. En contraste, el hongo GSE6 inhibe significativamente a la
mayoria de sus competidores. Asimismo, el hongo GsE6 no fue inhibido de

manera significativa por ninguno de sus competidores.

Por otra parte, no se observd modificacion macroscépica de ninguno de los

micelios de los hongos competidores.
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Cuadro 4. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los endofitos GsE1-GsE6 en bioensayos de antagonismo directo, 3

semanas después de haber alcanzado su maximo crecimiento en la caja de Petri.

Hongo
endéfito GsE1 GsE2 GsE3 GsE4 GsES5 GsE6

GsE1 e 0.0£0.0 0.0£0.0 9.310.4 0.0£0.0 4.7+0.2
GsE2 23.1%2.2* ---- 7.412.5 0.0£0.0 0.0£0.0 12.542.6
GsE3 25.0%3.7* 27.4%2.2* - 4.8+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0
GsE4 19.7+2.0* 19.7+2.0* 14.3+2.1* ---- 0.0+0.0 0.0£0.0
GsE5 14.3+2 1 22.2+1.6* 14.5+2.5 12.9+3.8 ---- 5.0+0.3
GsE6 15.3+2.4* 22.9+2.5* 10.1£2.5 18.5%2.0* 28.3+1.8* -

6§

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas.




En la Grafica 1 se muestra el indice de antagonismo (IA) calculado para cada
hongo competidor. Todos los enddfitos de este grupo presentan un IA de 10. Este
valor corrobora que todos los hongos enddfitos dentro de esta categoria compiten
fuertemente y, al mostrar todos ellos una interaccién tipo C (Cuadro 1), los valores
asignados a su IA son iguales para todos los microorganismos, indicando que
todos poseen un importante potencial antagénico. En consecuencia, en esta
categoria el |IA no aporta suficiente informacion para establecer cual o cuales
enddfitos son los que presentan mayor potencial antagénico. Por lo anterior y para
reducir el numero de enddfitos en estudio con potencial antagodnico, de este grupo
s6lo se tomo en cuenta el porcentaje de inhibicion. Como se indico anteriormente,
el enddfito GSE6 es el hongo que inhibe significativamente al mayor numero de
competidores, inhibiendo significativamente a cuatro de los cinco microorganismos
y también es el unico hongo de este grupo que no es inhibido de manera
significativa por sus competidores (Cuadro 4). Con base en esta informacién se
selecciond al hongo GsE6 como el hongo con mayor potencial antagénico del

grupo | (hongos endofitos de crecimiento muy lento de morfotipo blanco).

indice de antagonismo

GsE1
GsE2
GsE3
GsE4
GsE>5
GsE®6

Hongo endéfito

Grafica 1. indice de antagonismo de los hongos endéfitos GsE1-GsEB.
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2.2. Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo Il

En la Figura 38 se muestran las interacciones antagonicas entre los hongos
GsE16 vs GsE17, GsE16 vs GsE18 y GsE17 vs GsE18, pertenecientes a los
enddfitos del grupo Il, observandose que los competidores no entremezclan sus
hifas. Ambos microorganismos detienen su crecimiento, debido posiblemente a la
produccion de metabolitos secundarios y/o enzimas que difunden en el medio de
cultivo (Boddy, 2000; Rotheray et al., 2011). En el caso particular de la interaccion
entre Gse16 y GsE17 (Figura 38 A) se observa en la zona de interaccion
antagodnica una disminuciéon en la produccién de las hifas del hongo GsE17. Por
otra parte, en la Figura 38 B y C se aprecia que el hongo GsE18 crece encima de
sus competidores y detiene su crecimiento. Ademas, en la Figura 38 B se observa
que el enddfito GsE18 crece por completo encima y debajo del micelio del hongo
GsE16, mientras que en el caso del competidor GsE17 su crecimiento es solo por
encima y en forma moderada, sin embargo, si inhibe su crecimiento de manera

significativa.

Figura 38. Antagonismo directo entre los hongos enddfitos del grupo Il, 3 semanas
después de haber hecho contacto. A. Antagonismo entre los hongos GSE16 vs GsE17.
Anverso (izq.) y reverso (der.). B. Antagonismo entre los hongos GsE16 vs GsE18.
Anverso (izq.) y reverso (der.). C. Antagonismo entre los hongos GsE17 vs GsE18.

Anverso (izg.) y reverso (der.).
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En el Cuadro 5 se muestran los porcentajes de inhibicidon de los 3 hongos de este
grupo, 3 semanas después de que hicieron contacto sus micelios. De manera muy
clara se aprecia que el hongo GsE18 es el unico que inhibié a sus competidores

de manera significativa, inhibiendo al hongo GsE16 en un 100.0%.

Cuadro 5. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los enddfitos GsE16-
GsE18 en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas después de haber

hecho contacto sus micelios.

Hongo endéfito GsE16 GsE17 GsE18
GsE16 - 15.9+2.3 0.0+0.0
GsE17 15.7+2.4 - 0.0+£0.0
GsE18 100.0+0.0* 27.1%2.5* -

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.

En la Grafica 2 se observa el IA calculado para los hongos del grupo Il. El enddfito
GsE18 presenta el mayor IA, este microorganismo, al crecer por encima de sus
competidores pertenece a la categoria E1, una de las dos categorias de
interaccién entre microorganismos con mayor puntaje (Cuadro 1). En contraste,
los hongos GsE16 y GsE17 pertenecen a la categoria B1 con menor nimero de
puntos. Con base en el porcentaje de inhibicion y el indice de antagonismo, se
selecciond al endofito GsE18 como el hongo con mayor potencial antagénico de

este grupo (hongos enddfitos de crecimiento muy lento de diferentes colores).
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indice de antagonismo

GsE16
GsE17
GsE18

Hongo endofito

Grafica 2. indice de antagonismo de los hongos endéfitos GsE16-GsE18.

2.3 Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo lll

En la Figura 39 se muestran las interacciones antagdnicas entre los hongos
GsE19 vs GsE20, GsE19 vs GsF1 y GsE20 vs GsF1. En la Figura 39 A se
observa que el enddfito GsE19 crece moderadamente por encima de su
competidor. En la Figura 39 B se observa que ambos microorganismos detienen
su crecimiento, debido posiblemente a la produccion de metabolitos
secundarios y/o enzimas que se difunden en el medio de cultivo (Evans et al.,
2008; Rotheray et al., 2011). Por otra parte, en la Figura 39 C se observa en la
zona de interaccion antagénica que el endofito GsE20 produce compuestos
color café que se difunden al medio de cultivo, también se aprecia al produccion
de una barrera miceliar que impide el crecimiento de su competidor y ambos

hongos cesan su crecimiento (Boddy, 2000).
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Figura 39. Antagonismo directo entre hongos del grupo lll, 3 semanas después de haber
alcanzado su maximo crecimiento. A Antagonismo entre los hongos GsE19 vs GsF1.
Anverso (izg.) y reverso (der.). B Antagonismo entre los hongos GsE19 vs GsEZ20.
Anverso (izq.) y reverso (der.). C Antagonismo entre los hongos GsF1 vs GsE20. Anverso

(izg.) y reverso (der.).

En el Cuadro 6 se muestran los porcentajes de inhibicion de los hongos
competidores, 3 semanas después de que hicieron contacto sus micelios. Aunque
en las imagenes de los bioensayos de antagonismo directo entre los hongos de
esta categoria podemos notar interacciones interesantes que permiten inferir
posibles mecanismos de defensa fisicos como es la formacion de barreras
miceliares, y quimicos como la produccion de pigmentos que difunden en el medio
(potenciales metabolitos secundarios), ninguno de los hongos antagonizados
inhibié de manera significativa a sus dos competidores. Indicando de nueva cuenta
que son enddfitos con alto potencial antagénico y que posiblemente estos
microorganismos desempefien un importante papel de defensa hacia su
hospedera (Boddy, 2000; Hall & Brunswick, 2007; Mejia et al., 2008).
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Cuadro 6. Porcentajes de inhibicidén del crecimiento radial de los hongos GsE19,

GsE20 y GsF1 en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas después de

haber hecho contacto sus micelios.

Hongo GsE19 GsE20 GsF1
GsE19 - 0.0+0.0 0.0+0.0
GsE20 39.1+1.4* ---- 0.0£0.0
GsF1 0.0£0.0 0.0+0.0 -

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.

En la Grafica 3 se muestra el IA calculado para los hongos del grupo lll. Se

aprecia que, en general, ninguno obtuvo valores de |IA mayores a 4, debido a que

no se observaron interacciones que fueran del todo inhibitorias hacia el

competidor, es por esto que, con base en los porcentajes de inhibicion donde se

determiné que ninguno de los hongos inhibié de manera significativa a sus dos

competidores y observando que ningun hongo presenta un IA mayor a 4, no se

selecciond a ningun hongo perteneciente al grupo Il (hongos endodfitos de

crecimiento muy lento y micelio de diferentes colores).

indice de antagonismo

GsE19

GsE20

GsF1

Hongo endéfito

Grafica 3. indice de antagonismo de los hongos GSE19, GsE20 y GsF1.
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2.4 Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo IV

En la Figura 40 se muestran las interacciones antagodnicas entre los enddfitos
GsE21 vs GsE22, GsE21 vs GsE23 y GsE22 vs GsE23. Se observa que en los
tres casos (Figura 40 A, B y C) los competidores dejan un espacio entre ellos en la
zona de interaccion, ambos microorganismos cesan su crecimiento y por lo tanto
sus hifas no llegan a entremezclarse, esto se debe posiblemente a la produccion
de metabolitos secundarios y/o enzimas (Boddy, 2000; Rotheray et al., 2011).

Ademas, el hongo GsE21 crece alrededor de sus competidores (Figura40 Ay B) e

inhibe, de manera moderada, el crecimiento de estos.

Figura 40. Antagonismo directo entre hongos del grupo 1V, 3 semanas después de haber
alcanzado su maximo crecimiento. A. Antagonismo entre los hongos GsE21 vs GsE22.
Anverso (izq.) y reverso (der.). B. Antagonismo entre los hongos GsE21 vs GsEZ23.
Anverso (izq.) y reverso (der.). C. Antagonismo entre los hongos GsE22 vs GsEZ23.

Anverso (izq.) y reverso (der.).

En el Cuadro 7 se muestran los porcentajes de inhibicion de los hongos enddfitos
antagonizados pertenecientes al grupo IV. Como se observa, ninguno de los

enddfitos inhibe de manera significativa el crecimiento de sus competidores.
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Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los hongos GsE21-

GsE23 en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas después de haber

alcanzado su maximo crecimiento.

Hongo endéfito GsE21 GsE22 GsE23
Gse21 | - 13.3£2.9 11.41£2.0
GsE22 0.0£0.0 ---- 0.0+0.0
GsE23 0.0£0.0 0.0+0.0 -

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.

En la Grafica 4 se muestra el |A calculado para los enddfitos del grupo IV. Se
aprecia que al valor mas alto pertenece al hongo GsE21, esto es la consecuencia
de su crecimiento alrededor de sus competidores (Figura 40 A y B), por lo tanto
pertenece a la categoria E2, la cual es una de las dos categorias de interacciones
entre microorganismos con mas puntos (Cuadro 1). Cabe mencionar que el hongo
GsE21 crece completamente alrededor de sus competidores después de 5
semanas de interaccion antagonica. Con base en estas observaciones y en su IA,
se eligié al hongo GsE21 como el endofito mas antagénico del grupo IV (hongos
enddfitos de crecimiento muy lento y micelio color blanco en el anverso y café en

el reverso).
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Grafica 4. indice de antagonismo de los hongos GsE21-GsE23.
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2.5 Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo V

En la Figura 41 se muestran tres ejemplos de los bioensayos de antagonismo
realizados entre hongos del grupo V, los enddfitos GsE24, GsE25 y GSE26 vs el
fitopatdbgeno GsF2. En la Figura 41 A se observa que el hongo GsE24 se defiende
ante su competidor mediante la produccion de prolongaciones que salen de su
micelio en forma de “dedos”, que crecen sobre el micelio del hongo GsF2 y forman
una barrera que impide que éste siga creciendo. En el reverso de la caja de Petri
se observa que el hongo GsF2 produce pigmento rojizo que difunde en el medio
de cultivo. Sin embargo, éste no impide que el enddéfito GsE24 crezca sobre su
micelio. En la Figura 41 B se observa que el enddfito GsE25 cambia
morfolégicamente cuando esta en antagonismo con su competidor GsF2, el
enddfito GsE25 produce micelio mas esponjoso y grueso. Asimismo crece sobre el
micelio de GsF2 e inhibe por completo su crecimiento. En el reverso de la caja de
Petri se aprecia que el hongo GsF2 produce un pigmento rojizo que difunde en el
medio de cultivo. Sin embargo, una vez mas, no es lo suficientemente potente
para impedir que el enddfito GsE25 crezca sobre su micelio. Por ultimo, en la
Figura 41 C se muestra un ejemplo en donde el hongo GsF2 cesa el crecimiento

de su competidor creciendo alrededor de éste.
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Figura 41. Antagonismo directo entre hongos del grupo V, 3 semanas después de haber
hecho contacto. A Antagonismo entre los hongos GsE24 vs GsF2. Anverso (izq.) y
reverso (der.). B Antagonismo entre los hongos GsEZ25 vs GsF2. Anverso (izq.) y reverso

(der.). C Antagonismo entre los hongos GsE26 vs GsF2. Anverso (izq.) y reverso (der.).

En el Cuadro 8 se muestran los porcentajes de inhibicion de los cuatro hongos
antagonizados pertenecientes al grupo V. Se aprecia que los endofitos GsE24 y
GsE25 presentan un alto potencial antagodnico al inhibir de manera significativa el
crecimiento del fitopatégeno GsF2. Particularmente, el endofito GsE25 inhibe en
un 100.0% al hongo GsF2.

Cuadro 8. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los hongos GsE21-
GsE23 y el hongo GsF2 en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas

después de haber hecho contacto sus micelios.

Hongo GsE24 GsE25 GsE26 GsF2
GsE24 - 0.0+0.0 0.0+0.0 57.9%0.0*
GsE25 0.04+0.0 - 17.0+2.9* 100.0+0.0*
GsE26 10.1£2.5 0.0+0.0 ---- 0.0+0.0
GsF2 0.04+0.0 0.0+0.0 34.1+3.2* ----

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.
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En la Grafica 5 se presenta el |IA calculado para los hongos del grupo V. Los
hongos GsE24 y GsE25 presentan los valores mas altos al inhibir a uno y dos de
sus competidores, respectivamente. Ambos microorganismos pertenecen a la
categoria E1 pues inhiben a sus competidores al crecer por encima de ellos
(Cuadro 1). Con base en el IA y los porcentajes de inhibicion determinados, se
eligieron a los endofitos GsE24 y GsE25 como lo hongos con mayor potencial
antagonico del grupo V (hongos enddfitos de crecimiento lento y micelios de

diferentes colores).
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Grafica 5. indice de antagonismo de los hongos GsE24-GsE26 y GsF2.

2.6 Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo VI

En la Figura 42 se muestran a manera de ejemplo los bioensayos de antagonismo
realizados entre los endofitos GsE7 vs GsE9, GsE7 vs GsE10 y GsE8 vs GsE10. En
la Figura 42 A se observa que el hongo GsE9 crece sobre su competidor GSE7 e
inhibe su crecimiento. En la Figura 42 B se observa que el enddéfito GsE10 inhibe

el crecimiento de su competidor, el hongo GsE7, creciendo sobre este.
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Por ultimo, se muestra la interaccién entre los hongos GsE10 y GsE8, ambos

endofitos crecen entremezclando sus micelios, sin inhibirse (Figura 42 C).

Figura 42. Antagonismo directo entre hongos del grupo VI, 3 semanas después de haber
hecho contacto sus micelios. A. Antagonismo entre los hongos GsE7 vs GsE9. Anverso
(izg.) y reverso (der.). B. Antagonismo entre los hongos GsE7 vs GsE10. Anverso (izq.) y
reverso (der.). C. Antagonismo entre los hongos GsE8 vs GsE10. Anverso (izq.) y reverso
(der.).

En el Cuadro 9 se presentan los porcentajes de inhibicién de los cinco hongos
antagonizados. Los enddfitos GsE7 y GsE11 no inhiben significativamente a
ninguno de sus competidores. En general, los hongos de morfotipo café (GsES,
GsE9 y GsE10) inhiben mas del 40% el crecimiento del enddfito GSE7. El endofito
GsE10 es el unico que inhibe de manera significativa al endofito GsE11. También
se aprecia que entre los enddfitos de morfotipo café no hay inhibicion, ya que sus

micelios crecen entremezclados.
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Cuadro 9. Porcentajes de inhibicidon del crecimiento radial de los hongos GsE7-

GsE11 en bioensayos de antagonismo

hecho contacto sus micelios.

directo, 3 semanas después de haber

Hongo

GsE7 GsE8 GsE9 GsE10 GsE11

Endéfito

GsE7 - 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
GsES8 53.5%+1.5% - 21.9+1.2 12.4+£3.0 16.2+2.8
GsE9 45.7+3.1* 2.2+3.1 - 14.0£0.5 17.0£1.7
GsE10 63.4+1.3* 6.312.8 14.91+2.5 - 27.9%0.9*
GsE11 19.613.1 11.1+£2.8 0.0£0.0 0.0£0.0 -

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.

En la Gréafica 6 se muestra el IA calculado para cada hongo del grupo VI. Los

hongos de morfotipo café muestran los valores de |IA mas altos. El endofito GSE10

presenta el mayor valor de IA, debido a la inhibicién provocada sobre el endéfito

GsE11 al crecer por encima de éste (categoria E1, Cuadro 1). Con base enel IAy

en los porcentajes de inhibicion, se eligio al hongo GsE10 como el hongo con

mayor potencial antagénico del grupo VI (hongos enddfitos de tasa de crecimiento

media y micelios de diferentes colores).

indice de antagonismo

Grafica 6. indice de antagonismo de los hongos GSE7-GsE11.
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2.7 Antagonismo directo entre hongos pertenecientes al Grupo VII.

En la Figura 43 se muestran los bioensayos de antagonismo realizados entre los
hongos GsE13 vs GsE15 y GsE12 vs GsE15, tres de los cuatro hongos enddfitos de
esta categoria. En la Figura 43 A se observa que el enddfito GsE13 forma una
barrera de micelio con estromas que inhiben el paso de su competidor. Este tipo
de interaccion se observd en todos los bioensayos realizados con el enddfito
GsE13. En la Figura 43 B se muestra el antagonismo entre los endéfitos GsE12 vs
GsE15. Como se puede apreciar, los hongos crecen entremezclando sus micelios
y no es facil diferenciar el crecimiento de cada hongo competidor. En general, los
bioensayos de antagonismo entre los endéfitos del grupo VII, que no involucran al
hongo GsE13, presentaron este tipo de interaccidén antagodnica; es decir, todos los
hongos entremezclan su micelio con el de su competidor sin existir ningun tipo de

inhibicion.

Figura 43. Antagonismo directo entre hongos del grupo VII, 3 semanas después de que

sus micelios hicieron contacto. A. Antagonismo entre los hongos GsE13 vs GsE15.
Anverso (izq.) y reverso (der.). B. Antagonismo entre los hongos GsE12 vs GsE15.

Anverso (izg.) y reverso (der.).

En el Cuadro 10 se presentan los porcentajes de inhibicidon en los bioensayos de
antagonismo calculados para los hongos del grupo VII. En general, ningun
enddfito inhibe mas del 25.0% el crecimiento de sus competidores y tampoco
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inhiben a mas de dos competidores. En el caso particular del hongo GsE13 se

observa que ninguno de sus competidores pudo inhibirlo de manera significativa.

Cuadro 10. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los hongos GsE12-

GsE15 en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas después de haber

hecho contacto sus micelios.

Hongo
GsE12 GsE13 GsE14 GsE15
endofito
GsE12 -—-- 11.1+£2.3 21.5%2.1* 8.3+3.0
GsE13 14.3+2.1 -—-- 21.0%+2.5* 15.6+2.3
GsE14 0.0+0.0 0.0+0.0 ———- 20.0+2.4*
GsE15 19.1%+2.1* 10.4+£2.3 5.7+2.3 ———-

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de

cuatro repeticiones realizadas.

En la Grafica 7 se muestra el IA de los enddfitos GsE12-GsE15. El hongo GsE13
muestra el mayor IA, es el unico hongo que logré producir una barrera de micelio y
estromas encima de sus competidores inhibiendo asi su crecimiento. Estas
caracteristicas pertenecen a la categoria E1, la cual, es una categoria con alto
valor (Cuadro 1). Con base en el porcentaje de inhibicion y el IA, se eligié al hongo
GsE13 como el mas antagonico del grupo VIl (hongos endoéfitos de crecimiento

rapido de micelio color verde grisaceo).
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Grafica 7. indice de antagonismo de los hongos GsE12-GsE15.
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2.8 Antagonismo directo entre hongos con potencial antagénico de

Gliricidia sepium.

En la Figura 44 se muestran tres ejemplos de las interacciones antagdnicas entre
los hongos de G. sepium con mayor potencial antagénico. En la Figura 44 A se
observa el antagonismo entre los hongos enddfitos GSE18 vs GsE13, se aprecia
que el hongo GsE18 crece encima de su competidor GSE13 y cesa el crecimiento
de este. En el reverso de la caja de Petri se observa la produccion de pigmentos
color café, que se difunden en el medio de cultivo en la zona de interaccion
antagonica, probablemente estos pigmentos correspondan a metabolitos
secundarios con propiedades antifungicas y sean los responsables de la inhibicién
del crecimiento de sus competidores. Aunado a estas caracteristicas el enddfito
GsE18 se comporta como micoparasito, haciendo evidente su posible empleo en
la agricultura moderna como un agente de control biolégico o como productor de
moléculas bioactivas (Boddy, 2000; Mejia et al., 2008). En la Figura 44 B se
observa el antagonismo entre los hongos GsE13 vs GsE10. En la zona de
interaccidon antagonica el hongo GsE13 produce una barrera miceliar que impide el
crecimiento de su competidor, ambos microorganismos cesan su crecimiento. Por
ultimo, en la Figura 44 C se muestra la interaccion entre los hongos GsSEG vs
GsE21, en este caso particular, los hongos crecen dejando un espacio entre ellos,
lo cual se atribuye, ademas de la fuerte competencia por espacios y nutrientes, a
la produccion de metabolitos secundarios con propiedades antifungicas,
posiblemente por parte de ambos enddfitos, y que se difunden en el medio de
cultivo (no necesariamente coloridos) cesando el crecimiento de ambas especies;
en consecuencia sus micelios no hacen contacto (Boddy, 2000; Rotheray et al.,
2011).
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Figura 44. Antagonismo directo entre hongos con potencial antagénico, 3 semanas
después de haber alcanzado su maximo crecimiento. A. Antagonismo entre los hongos
GsE18 vs GsE13. Anverso (izq.) y reverso (der.). B. Antagonismo entre los hongos
GsE13 vs GsE10. Anverso (izq.) y reverso (der.). C. Antagonismo entre los hongos GsE6

vs GsE21. Anverso (izg.) y reverso (der.).

En el Cuadro 11 se presentan los porcentajes de inhibicion calculados en los
bioensayos de antagonismo de los hongos endofitos de G. sepium con mayor
potencial antagénico. Los hongos GsE6 y GsE21 no inhiben de manera
significativa a ninguno de sus competidores, mientras que ellos son inhibidos por
al menos dos de los endofitos competidores. Los hongos GsE24 y GSE25 inhiben
de manera significativa y en mas del 45.0%, al menos a tres de sus competidores
y son los unicos enddfitos que no son inhibidos de manera significativa por ningun
microorganismo. El hongo GsE18 inhibe en un 100.0% a tres de sus competidores
y su crecimiento s6lo es inhibido por la presencia de los hongos GsE24 y GSE25.
Cabe destacar que los enddéfitos GsE18, GsE25 y GsE26 presentan un
comportamiento como micoparasitos, pues crecen encima de sus competidores y
los utilizan como sustrato, por lo tanto, cesan su crecimiento (Boddy, 2000; Harry
et al., 2003; Hu et al., 2013).
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Cuadro 11. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los endoéfitos con mayor potencial antagénico de G.

sepium en bioensayos de antagonismo directo, 3 semanas después de haber alcanzado su maximo crecimiento.

Hongo
GsE6 GsE10 GsE13 GsE18 GsE21 GsE24 | GsE25
endofito
GsE6 - 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 | 0.0£0.0
GsE10 20.912.6 - 0.0£0.0 0.0£0.0 100.0+0.0* | 0.0+£0.0 | 0.0£0.0
GsE13 100.0+0.0* 0.0£0.0 -—-- 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 | 0.0+0.0
GsE18 100.0+0.0* 100.0+0.0* 100.0+0.0* - 0.0£0.0 0.0+£0.0 | 0.0£0.0
GsE21 14.942.2 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 - 0.0£0.0 | 0.0£0.0
GsE24 23.91£3.1 96.9+2.7* 43.2+3.2 100.0+0.0* 62.7+1.6* - 0.0£0.0
GsE25 65.2+2.6* 88.9+2.7* 16.6+2.1 45.5%+0.0* 4.4+0.1 0.0£0.0 -

* Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas.
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En la Grafica 8 se muestra el IA calculado para los hongos enddfitos que
presentaron mayor potencial antagonico. Como es de esperarse, los hongos
GsE18, GsE24 y GsE25 fueron asignados la categoria E1 de acuerdo con el tipo

de interaccion que presentaron (Cuadro 1), mostrando los mayores IA.
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Grafica 8. indice de antagonismo de los hongos endéfitos con mayor potencial

antagonico.

Como parte del establecimiento del potencial antagénico de los hongos enddfitos
de G. sepium, los hongos endéfitos GsE6, GsE10, GsE13, GsE18, GsE21, GsE24
y GsE25 también se antagonizaron en presencia de cinco microorganismos
fitopatdgenos con importancia en la agricultura: A. solani, F. oxysporum, P.
aphanidermatum, P. capsici y P. parasitica. A continuacion, se muestran los

resultados obtenidos.

2.9 Antagonismo directo entre hongos endoéfitos de G. sepium con
potencial antagoénico vs microorganismos fitopatégenos con

importancia agricola.

En la Figura 45 se muestran cinco ejemplos representativos de los bioensayos de

antagonismo directo realizados entre los hongos endoéfitos de G. sepium con
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mayor potencial antagonico sobre el crecimiento de los microorganismos
fitopatdégenos: A solani, F. oxysporum, P. aphanidermatum, P. capsici y P.
parasitica. En la Figura 45 A se observa el antagonismo entre el enddfito GSE18 y
el fitopatdgeno A. solani. En el anverso y reverso de la caja de Petri se aprecia
que el hongo GsE18 crece encima de su competidor, comportandose quiza como
un micoparasito; por lo tanto inhibe el crecimiento de su competidor. En la Figura
45 B, se presenta el antagonismo entre el enddfito GsE24 vy el fitopatdégeno F.
oxysporum. Se aprecia que el enddéfito cambia su morfotipo, su micelio se torna
color café verdoso cuando esta en interaccion con su competidor, lo cual puede
ser parte de sus mecanismos de defensa permitiéndole crecer por encima del
fitopatdbgeno y, comportarse como un micoparasito al utilizar como sustrato el
micelio del fitopatogeno (Boddy, 2000; Hu et al., 2013; Rotheray et al., 2011). En la
Figura 45 C se presenta el antagonismo entre el endoéfito GsE21 vy el fitopatégeno
P. aphanidermatum. En esta interaccion el endofito GsE21 cambia su morfologia
produciendo micelio de apariencia muy algodonosa, al mismo tiempo crea una
barrera miceliar que impide el crecimiento del fitopatégeno competidor y crece por
encima de este. En la Figura 45 D se muestra el antagonismo entre el hongo
GsE10 y P. capsici. Se aprecia de manera muy clara que el hongo GsE10 crece
completamente por encima de su competidor por lo cual es probable que su
comportamiento sea el de un micoparasito. En la Figura 45 E se muestra el
antagonismo entre el hongo GSE16 y P. parasitca. En el anverso de la caja de
Petri se aprecia que el endofito GsE6 produce micelio de apariencia muy
algodonosa que en primera instancia crea una barrera miceliar para después
crecer por encima de su competidor. En el reverso de la caja se observa la
produccion de pigmentos morados por parte del fitopatégeno, en respuesta al
ataque del enddfito y que se difunden en el medio de cultivo en la zona de
interaccién antagonica; sin embargo, no son lo suficientemente potentes para
impedir que el enddéfito GSE6 crezca sobre su micelio. En general, todos los
endofitos que fueron seleccionados inhiben a los fitopatdgenos mediante el
crecimiento de su micelio sobre su competidor, por lo cual todos estos

probablemente establecen una relacion de micoparasitismo y constituyen

79



candidatos potenciales para el desarrollo de agentes de control biolégico (Boddy,
2000; Evans et al., 2008; Lira-Saldivar, 2007; Rotheray et al., 2011).

Figura 45. Antagonismo directo entre hongos con el mayor potencial antagdnico contra
microorganismos fitopatégenos con importancia agricola, 3 semanas después de haber
hecho contacto sus micelios. A. Antagonismo entre GSE18 vs A. solani. Anverso (izq.) y
reverso (der.). B. Antagonismo entre GsE24 vs F. oxysporum. Anverso (izq.) y reverso
(der.). C. Antagonismo entre GsE21 vs Pythium aphanidermatum. Anverso (izq.) y reverso
(der.). D. Antagonismo entre GsE10 vs Phytophthora capsici. Anverso (izq.) y reverso
(der.). E. Antagonismo entre GsE6 vs Phytophthora parasitica. Anverso (izq.) y reverso
(der.).
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En el Cuadro 12 se muestran los porcentajes de inhibicion en los bioensayos de
antagonismo directo entre los hongos enddfitos seleccionados contra los cinco
microorganismos con importancia agricola. Se observa que con excepcion del
enddfito GsE21, todos los hongos enddfitos inhiben de manera significativa al
menos a cuatro de sus competidores fitopatégenos. Cabe destacar que, aunque
inhiben de manera significativa a sus competidores, los microorganismos que mas
se ven afectados son los oomicetos. En general, todos los endofitos inhiben el
crecimiento de estos microorganismos de manera significativa; en el caso de los
hongos GsE6, GSE10 y GsE24, la inhibicién de su crecimiento es del 100.0%.
También se aprecia que el enddfito GsE21 no inhibe el crecimiento de los dos
hongos verdaderos de prueba, mostrando un efecto selectivo hacia los oomicetos.
Los hongos GsiE13 y GsE24 son los unicos dos enddfitos que inhiben

significativamente a sus cinco competidores

En la Grafica 9 se muestra el IA calculado para los hongos endofitos que
presentaron mayor potencial antagonico sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatdgenos con importancia agricola. Como se aprecia todos
los enddfitos presentan valor alto de IA, debido a que en su mayoria el tipo de
interaccidn antagonica que mostraron pertenece a la categoria E1 (Cuadro 1), al
crecer por encima de su competidor y establecer una relacion de micoparasitismo
(Boddy, 2000; Hu et al., 2013; Rotheray et al., 2011).
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Cuadro 12. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los microorganismos fitopatogenos de prueba en
bioensayos de antagonismo directo en presencia de los enddfitos de G. sepium con mayor potencial antagénico, 3

semanas después de haber alcanzado su maximo crecimiento.

Hongo enddfito/
microorganismo A. solani F. oxysporum | P.aphanidermatum P. capsici P. parasitica
de prueba
GsEG6 72.9%2.3* 16.7£2.9 100.0+0.0* 100.0+0.0* 100.0+0.0*
GsE10
48.3%+2.9* 0.0£0.0 100.0+0.0* 100.0+0.0* 100.0%0.0*
GsE13
100.0+0.0* 83.1+2.0* 57.6%2.5* 38.6%1.6* 98.5%+2.9*
GsE18
98.3+2.9* 33.9+2.3* 0.0+0.0 59.9+2.5* 18.012.2
GsE21
0.0£0.0 0.0£0.0 29.9%3.0* 100.0+0.0* 17.542.2
GsE24
100.0+0.0* 35.1%0.2* 100.0+0.0* 100.0+0.0* 100.0+0.0*
GsE25
100.0+0.0* 24 1£2.7* 12.54£3.5 100.0%+0.0* 100.0%0.0*

*Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas.
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Grafica 9. indice de antagonismo de los hongos endéfitos con mayor potencial

antagonico sobre microorganismos fitopatégenos con importancia agricola.

Los hongos GsEG, GSE10, GsE13, GsE18, GsE21, GsE24 y GsE25 aislados de G.
sepium constituyen especies prometedoras para llevar a cabo su estudio quimico
biodirigido, con el fin de aislar metabolitos secundarios con potencial antifungico,
utiles para el desarrollo de agroquimicos alternativos, y al mismo tiempo, confirmar
si los efectos antagodnicos observados en los bioensayos de antagonismo directo
en presencias de otros enddfitos y de los microorganismos fitopatégenos de
prueba, son mediados por la produccion de metabolitos secundarios con actividad

antifungica.

Ademas, constituyen una fuente viable para el desarrollo de agentes de control
bilégico, en particular sobre el hongo fitopatégeno A. solani y los oomicetos P.

capsici y P. parasitica.
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VII. Conclusiones

El analisis detallado de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de 26
hongos enddfitos y de 2 hongos fitopatégenos, de hojas sanas y enfermas de G.
sepium, respectivamente, permitid determinar la pureza de los microorganismos y
su tasa de crecimiento. Asimismo, permitio inferir el posible género de los hongos
enddfitos GsES8, GsE9 y GsE10 los cuales presentan caracteristicas similares a los
hongos de los géneros Nodulisporium, asi como de los endofitos GSE11 y GsE18,
que muestran caracteristicas propias de los géneros Fusarium y Xylaria,

respectivamente.

Con base en su tasa de crecimiento, se encontraron diez endéfitos de crecimiento
muy lento, nueve de crecimiento lento, uno de crecimiento medio, cuatro de

crecimiento rapido y cuatro de crecimiento muy rapido.

Mediante bioensayos de antagonismo directo llevados a cabo entre hongos
enddfitos con la misma tasa de crecimiento, se seleccionaron a los hongos
enddfitos GseE6, GsE10, GsE13, GsE18, GsE21, GsE24 y GsE25 como los

hongos endofitos con mayor potencial antagénico de G. sepium.

En general, todos los hongos seleccionados inhibieron significativamente el
crecimiento de sus competidores, mostrando los mayores porcentajes de
inhibicion, y los valores mas altos de indice de antagonismo. El principal
mecanismo por medio del cual inhibieron el crecimiento de sus competidores, es
aparentemente es fisico debido a que crecieron encima de ellos, utilizandolos

como sustrato, y por lo tanto comportandose como micoparasitos.

Los hongos enddfitos GsE24 y GsE25 inhiben de manera significativa y en mas
del 45.0%, al menos a tres de sus competidores, y son los Unicos enddfitos que no

son inhibidos de manera significativa por ningun microorganismo competidor.

Los bioensayos in vitro de antagonismo directo, representan las posibles
interacciones que establecen los hongos enddfitos y fitopatégenos dentro de su
hospedera, y cdmo son capaces de subsistir compitiendo por espacio y nutrientes.

Asimismo, permiten evidenciar los mecanismos por los cuales limitan el
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crecimiento de sus competidores, ya sea por medio de mecanismos fisicos
(barreras miceliares, mayor produccidon de micelio, etc.) o quimicos (produccion de
compuestos que difunden en el medio de cultivo o volatiles). Los bioensayos de
antagonismo directo, permiten inferir el posible papel de defensa de los enddfitos

hacia su hospedera por el ataque de microorganismos patdgenos.

Los hongos enddfitos GsE6, GsE10, GsE13, GsE18, GsE21, GsE24 y GsE25
presentaron potencial antagonico sobre el crecimiento los microorganismos
fitopatdgenos con importancia agricola: A. solani, F. oxysporum, P.
aphanidermatum, P. capsici y P. parasitica. En general, inhiben de manera
significativa a sus competidores, siendo los oomicetos los microorganismos
fitopatogenos mas afectados. El principal mecanismo por el cual inhibieron a sus
competidores fitopatdégenos fue estableciendo una relacion de micoparasitismo al

crecer encima de ellos.

Los hongos GsE13 y GsE24 son los unicos que inhiben significativamente el

crecimiento de sus cinco competidores fitopatégenos.

Los efectos antagdnicos observados en todos los antagonismos llevados a cabo
entre hongos enddfitos de G. sepium, son resultado de la suma de los mecanismo

fisicos y quimicos.

Los hongos enddfitos GsE6, GsE10, GsE13, GsE18, GsE21, GsE24 y GsE25

constituyen una fuente viable para el desarrollo de agentes de control bioldgico.

La presente investigacion contribuye al conocimiento de los hongos enddfitos, de
las distintas interacciones que establecen con otros enddfitos y con
microorganismos fitopatégenos, asi como al posible beneficio que los hongos
enddfitos ofrecen a su planta hospedera por medio de mecanismos de defensa
fisicos o quimicos, indirectos o directos los cuales juegan un importante papel

ecoldgico en la proteccion de su hospedera.
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VIII. Perspectivas

¢ Clasificar taxondmicamente hasta especie a los hongos endodfitos aislados
de G. sepium.

e Cultivar en pequefia escala a los hongos enddfitos mas antagoénicos de G.
sepium y obtener los extractos organicos derivados de los cultivos.

e Determinar cuantitativamente el potencial antifungico de los extractos
organicos sobre el crecimiento de microorganismos con importancia
agricola y evaluar su actividad fitotoxica sobre la germinacion, crecimiento
de raiz y la respiracion durante el proceso de germinacion de semillas de
prueba.

e Seleccionar a los enddfitos con la mayor bioactividad y cultivarlos en
mediana escala. Obtener sus extractos organicos y verificar su potencial
bioldgico.

e Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de los extractos organicos
de los hongos endodfitos mas activos. Aislar y caracterizar a los metabolitos
secundarios responsables de la actividad antifungica y/o herbicida.

e Evaluar la actividad biologica de los metabolitos secundarios mayoritarios
aislados de las fracciones activas sobre microorganismos fitopatégenos con
importancia agricola y sobre especies vegetales de prueba.

e Evaluar la produccion de metabolitos secundarios de los hongos
seleccionados en condiciones de antagonismo, estudiando los perfiles
cromatograficos mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
(CLAR) en la zona mas cercana al area donde se establece la interaccion
antagonica, para confirmar si la relacion de competencia, es mediada por
un aumento en el metabolismo secundario.

e Determinar preliminarmente la toxicidad de los extractos organicos y
compuestos puros con el fin de establecer posibles efectos toxicos sobre el

hombre y los animales.
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