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.  Introduccién

Actualmente, la imperante necesidad por el descubrimiento de nuevos
compuestos de utilidad en la agricultura, que ayuden a resolver los problemas que
la aquejan, es cada vez mayor. Las principales dificultades que enfrenta la
agricultura moderna son: la presencia de microorganismos en los cultivos con
importancia agricola y forestal, en particular la incidencia de las infecciones por
hongos, la resistencia de los agentes patégenos, la invasion de plantas nocivas, la
aparicion de virus potencialmente nocivos, los problemas toxicologicos vy
ambientales ocasionados por el uso indiscriminado de los agentes agroquimicos

sintéticos, entre otras (Strobel et al., 2004; Agrios, 2004).

Por otro lado, las causas inmediatas de la malnutricibn son complejas y
multidimensionales. Entre ellas figura la insuficiente disponibilidad de alimentos
inocuos, variados y nutritivos (FAO, 2009). En este sentido, parte de la pérdida de
la produccion agricola, y de la calidad de los alimentos, es la presencia de

enfermedades en las plantas con importancia en la agricultura (Agrios, 2004).

Las plagas y las enfermedades siempre han repercutido en la produccion de
alimentos, ya sea directamente causando pérdidas en las cosechas y, en la
produccioén pecuaria, o indirectamente por la disminucién de los ingresos, debido a
la escases de las cosechas de los cultivos de importancia comercial. Es
importante mencionar que las pérdidas econdmicas ocasionadas en las plantas,
por microorganismos fitopatdgenos, el atague de insectos y el crecimiento
competitivo de malezas, son mas importantes en paises en desarrollo que en los
paises desarrollados, debido a la escases de recursos destinados para su estudio
(Agrios, 2004). Adicionalmente, el cambio climéatico ha traido como consecuencia
la modificacién de las temperaturas, la humedad y los gases de la atmosfera
propiciando el crecimiento y la capacidad con que se generan las plantas, hongos
e insectos, alterando la interaccion entre las plagas, sus enemigos naturales y sus
huéspedes (FAO, 2009).




El uso de plaguicidas sintéticos para proteger los cultivos y combatir las plagas, ha
desencadenado otros problemas como la contaminacién de los recursos hidricos,
el aire del ambiente, la lluvia y los suelos, asi como problemas para la salud
(Bolognesi & Merlo, 2011). Dado esta situacion, se busca reemplazar el uso de
agroquimicos sintéticos por productos naturales que presenten un menor impacto

ambiental.

Actualmente, los hongos enddfitos representan una fuente excepcional de
productos naturales bioactivos y se han obtenidos a partir de estos, metabolitos
secundarios con potencial uso en el ambito farmacéutico y agroquimico (Strobel et
al., 2004).

En este contexto, el presente trabajo de investigacién se desarroll6 con la finalidad
de poner en evidencia el potencial antagdnico de hongos endofitos aislados de las
plantas Mimosa affinis y Sapium macrocarpum, colectadas en la Reserva de la
Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), con la finalidad de contribuir al
conocimiento de los aspectos quimicos involucrados en las complejas relaciones
que establecen con sus hospederas, y con otros hongos enddfitos. Ademas,
proponer algunos hongos endéfitos como agentes de biocontrol y/o aportar
conocimientos para el desarrollo de antifungicos de origen natural que sean

eficaces y nobles con el ambiente.

Asi, el presente proyecto comprende: 1) La descripcion de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de hongos endofitos puros aislados de las plantas
M. affinis y S. macrocarpum, 2) La determinacion de su tasa de crecimiento en el
medio de cultivo agar-papa-dextrosa (PDA), 3) La evaluacién del potencial
antagonico entre los hongos enddfitos con tasa de crecimiento similar de cada
planta hospedera, 4) La seleccién de los hongos endéfitos con el mayor porcentaje
de inhibicién sobre el crecimiento radial de sus competidores y con el mayor indice
de antagonismo, como posibles candidatos para el desarrollo de agentes de

control bioloégico o como productores de metabolitos secundarios bioactivos.




[I. Antecedentes

1. Agricultura en México

La agricultura en México esta situada como una de las principales actividades
primarias del pais. De acuerdo a la informacion del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), en 2012 las actividades primarias en México
tuvieron una participacion del 3.4% en el Producto Interno Bruto (PIB), siendo la
agricultura la rama de las actividades primarias con mayor participacion, con un
65.9%, seguida de la ganaderia con un 28.8%. Adicionalmente, el 11.7% de la
poblacién estuvieron ocupadas en la agricultura (Programa Sectorial de Desarrollo

Agropecuario 2013).

México es el octavo productor mundial de agroalimentos; es el primer productor
mundial de aguacate y de jugo de citricos concentrado, el segundo en harina de
maiz, el tercero en limén, lima, chile, pimiento y alfalfa, el cuarto en vegetales
congelados, y el quinto en la cosecha de brdcoli, coliflores, esparragos y toronjas.
Adicionalmente, se ubica entre los principales paises exportadores de alimentos a
nivel mundial, ocupando los primeros lugares en la exportacion de aguacate,
cebolla, frambuesa, esparrago, pepino, tomate, calabaza y chile. Sin embargo, la
produccién nacional es insuficiente para abastecer la demanda interna de algunos

alimentos béasicos (Programa Sectorial de Desarrollo Agropecuario 2013).

Los problemas a los que se enfrenta la agricultura impactan sobre la economia
nacional, y modifican la cantidad de productos agroalimentarios que puedan estar
disponibles para el consumo nacional e internacional. Ademas, la actividad
agropecuaria esta expuesta a diversos factores, como son las contingencias
climaticas, plagas y enfermedades que pueden alterar los resultados esperados y
mermar el ingreso y el bienestar de los productores tras la siembra, captura o cria

(Programa Sectorial de Desarrollo Agropecuario 2013).




2. Control de enfermedades de las plantas

En el actual escenario mundial, el manejo de enfermedades de las plantas es
necesario, con el fin de mantener la disponibilidad y la seguridad alimentaria de la
poblacion humana que sigue en constante incremento (Agrios, 2004;
Jayaprakashvel & Mathivanan 2011). Ya que directa o indirectamente, las plantas
constituyen la principal fuente de alimentacion tanto de animales como de
humanos. En este sentido, los animales dependen de las plantas para su
alimentacion y los humanos dependemos, en parte, de los productos como leche,

huevo y carne obtenida de ellos (Agrios, 2004).

La falta de control 6ptimo, de las enfermedades de las plantas resulta en menos
alimento y en consecuencia, en el incremento de su valor comercial, o bien, en
alimentos de mala calidad. Es importante resaltar que las pérdidas econémicas en
conjunto, debido a enfermedades de plantas, el ataque de insectos y el
crecimiento competitivo de malezas, son mas altas en paises en desarrollo
(Agrios, 2004; Strange & Scott, 2005).

Por otro parte, el cambio climatico y algunos agentes biolégicos pueden afectar a
las plantas en los ecosistemas naturales y agricolas. Los agentes biolégicos que
causan enfermedades en las plantas son los mismos o muy similares a los que
causan enfermedades en los seres humanos (Agrios, 2004). Estos incluyen
microorganismos patdgenos, tales como viroides, virus, bacterias, hongos,
oomicetos, protozoos y nematodos (Jayaprakashvel & Mathivanan, 2011; Strange
& Scott, 2005; Agrios, 2004). Sin embargo, los hongos y los oomicetos cubren la

mayoria de los patdégenos eucariotas de las plantas (Latijnhouwers et al., 2003).

La alta toxicidad de los plaguicidas utilizados, la aparicion de patdégenos
resistentes a los fungicidas comunmente utilizados, y la persistencia de algunos
plaguicidas en animales y en el medio ambiente, han impulsado el desarrollo de

nuevas estrategias en el control de enfermedades de las plantas (Agrios, 2004).




3. Alternativas para el control de plagas

De las estrategias que se han desarrollado para el control de las enfermedades de
las plantas las mas importantes son el control biolégico y el uso de agroquimicos
de origen natural (Strobel & Daisy, 2003), la busqueda de microorganismos no
patdogenos que se puedan aplicar a las plantas antes o después de la infeccion
con un patégeno, y que puedan antagonizar al patdbgeno y/o mantener a la planta
sin infeccidn (Agrios, 2004). Se ha demostrado recientemente que incluso algunos
hongos y bacterias patdogenos de plantas pueden ser controlados por el
tratamiento previo de la planta con una cepa no virulenta o hipovirulenta de la

misma especie, en particular de hongos (Agrios, 2004).

4. Hongos

Los hongos constituyen un grupo de organismos diversos y extenso, dentro del

dominio Eukarya (Figura 1) (Madigan et al., 2009; Latijnhouwers et al., 2003).

Estos microorganismos son quimioorganotrofos, es decir, obtienen energia de la
oxidacion de compuestos organicos (Maczulak, 2011; Madigan et al.,, 2009) y
poseen un tipo de nutricién absorbente (Arx, 1981). Los hongos secretan enzimas
que hidrolizan polimeros organicos naturales (almidén vy celulosa) vy
posteriormente, transportan las subunidades al interior de las células (Maheshwari,
2005). La mayoria de los hongos son aerobios (Madigan et al., 2009) y para su
crecimiento necesitan fuentes de carbono (carbohidratos), nitrégeno (proteinas y/o
sales de nitr6geno), agua, potasio, fosforo, calcio y magnesio, y en menor cantidad
de hierro, cobre, zinc y molibdeno. Ademas, pueden sintetizar las vitaminas

necesarias para su crecimiento y reproduccion (Bonifaz, 2012).




DOMINIO EUKARYA

Apicomplejos Animales

b
Ciliados

Diatomeas —__

Hongos

) mucilaginosos
Oomicetos

Plantas Euglanozoos

Figura 1. Esquema de las relaciones filogenéticas entre los principales grupos de
Eukaryotas (Modificado de Judelson, 2007)

Estructuralmente, la membrana celular de los hongos contiene proteinas y lipidos,
siendo el ergosterol el principal componente (Bonifaz, 2012). Ademas, poseen una
pared celular compuesta de polisacaridos (quitina, glucanos, mananos, quitosano
y galactosano), lipidos y proteinas, que le confieren rigidez a la célula (Bonifaz,
2012; Maheshwari, 2005; Madigan et al., 2009).

La morfologia de los hongos es variada, desde organismos microscopicos
unicelulares, como las levaduras, y multicelulares filamentosas como los mohos y
hasta formas macroscépicas como las setas. En el caso de los hongos
filamentosos, las células forman estructuras microscopicas tubulares denominadas
hifas y el conjunto de estas, forma el micelio que puede observarse a simple vista.
Las hifas pueden presentar divisiones o septos (hifas septadas) o carecer de estos
(hifas cenociticas) y pueden presentar pigmentacion por la presencia de melanina
(dematiacias) (Bonifaz, 2012; Mier et al., 2013).

La mayoria de los hongos filamentosos se reproducen principalmente de modo
asexual mediante crecimiento y elongacion de las hifas, y mediante la produccién

de conidios (Maheshwari, 2005; Bonifaz, 2012). Algunos hongos, realizan
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reproduccion sexual mediante la fusion de gametos unicelulares o por la fusién de
hifas, produciendo como resultado esporas (Maczulak, 2011; Madigan et al.,
2009).

Un gran numero de hongos son parasitos de plantas y pueden causar muchas de
las enfermedades con relevancia econdmica en plantas cultivadas en todo el
mundo. Sin embargo, otras especies de hongos pueden establecer asociaciones
simbidticas con las plantas facilitAndoles la adquisicion de nutrientes (Madigan et
al., 2009) y/o otorgandoles defensas contra el medio ambiente u otros organismos
(Schulz & Boyle, 2005). Por otro lado, existen hongos saprobios que
descomponen material organico muerto como restos de hojas, troncos caidos y
plantas muertas. Adicionalmente, algunos hongos son patégenos de animales,
incluido el hombre (Bonifaz, 2012; Madigan et al., 2009).

Los hongos filamentosos se encuentran entre los grupos de microorganismos mas
importantes que se estan explorando intensamente debido a los metabolitos
secundarios que producen y que tienen potencial aplicacion clinica,
biotecnoldgica, y para el desarrollo de nuevos agroquimicos (Suryanarayanan et
al., 2009).

La identificacion taxonémica de los hongos se lleva a cabo mediante el estudio de
la morfologia colonial, el andlisis microscopico del desarrollo de estructuras
sexuales o asexuales en diferentes medios de cultivo y mediante el uso de

métodos moleculares (Maczulak, 2011; Schulz & Boyle, 2005).

5. Hongos endofitos

La palabra enddfito significa literalmente “dentro de la planta” (endon Gr, dentro;
phyton, planta) (Schulz & Boyle, 2005). Las bacterias y los hongos son los
microorganismos mas comunmente encontrados como endoéfitos. Sin embargo, los
hongos son los enddfitos mas frecuentemente aislados (Strobel et al., 2004). En

este sentido, los hongos enddéfitos comprenden un grupo diverso de
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microorganismos. Se cree que de las 300, 000 especies de plantas vasculares que
existen en la tierra, cada planta es hospedera de uno o mas endofitos, y se estima
que puede haber al menos 1 millon de especies de hongos enddfitos (Strobel et
al., 2004). Los hongos aislados con mayor frecuencia son del grupo de hongos
imperfectos o deuteromicetos; basicamente, producen esporas asexuales sobre
diferentes cuerpos fructiferos. Ademas, es bastante comun aislar enddéfitos que no

producen ningun tipo de cuerpos fructiferos (Mycelia sterilia) (Strobel et al., 2004).

Los hongos enddfitos colonizan los tejidos de la planta hospedera entre y/o dentro
de las células sin causar efectos negativos inmediatos o sintomas visibles de
alguna enfermedad. Los endéfitos crecen dentro de las raices, tallos y/u hojas
(Rodriguez et al., 2009; Schulz et al.,1999; Tan & Zou, 2001). La interaccion entre
los hongos endofitos y sus hospederas varia del mutualismo al antagonismo,
dependiendo de la especie, el estado fisiol6gico, la quimica de la planta
hospedera, el estrés ambiental, y otras condiciones abidticas (Arnold et al., 2003;
Macias-Rubalcava et al., 2010). A pesar de que los hongos enddfitos crecen a
expensas del metabolismo de la hospedera, los enddfitos les confieren una
ventaja adaptativa y competitiva. Algunos hongos endoéfitos producen metabolitos
secundarios que pueden actuar como fitohormonas, aumentando el crecimiento de
las hospederas, o con efectos alelopéaticos, que las protegen del ataque de
patdgenos y de herbivoros (Bayman, 2007; Strobel, 2004; Tan & Zou, 2001).

Rodriguez y colaboradores (2009) agruparon a los hongos endoéfitos en
Clavicipitaceos y no Clavicipitaceos (Cuadro 1). Esta clasificacion toma en cuenta
diversas caracteristicas como son: su taxonomia, sus hospederas, su evolucioén, y

sus funciones ecoldgicas (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

En el caso de los endéfitos de los pastos la infeccién endofitica es intercelular, y
de forma sistémica sobre los o6rganos de la planta y las semillas, por lo que los
hongos pueden transmitirse de manera vertical (Schulz & Boyle, 2005). Por otro
lado, se ha descrito que las hojas de los arboles emergen sin endofitos vy

posteriormente son colonizadas, los hongos endéfitos de las plantas lefiosas se




transmiten principalmente de forma horizontal entre hospederas (Rodriguez et al.,
2009; Arnold et al., 2003).

Cuadro 1. Grupos y clases de hongos endofitos (Rodriguez et al., 2009; Sanchez-
Ferndndez et al., 2013).

Clavicipitaceos

No Clavicipitaceos

Criterio
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de .
9 Reducido Extenso Extenso Extenso
hospederos
.. . Tallos, hojas,
Tejidos que Tallos y rizomas Tallos, hojas y corteza roJres Raices
colonizan y rizomas ' '
frutos
Colonizacion . . L .
in planta Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
Biodiversidad . . .
: Baja Baja Alta Desconocida
in planta
. Vertical Vertical . .
Transmision . y : y Horizontal Horizontal
horizontal horizontal
Incrementan la Inducen
Incrementan la biomasa de la resistencia a las
biomasa de la pla_nta, enfermedades, Inhiben el
. confieren . L
planta, confieren tolerancia al proteccion contra | crecimiento de
tolerancia a la NP los herbivoros atébgenos
Funcioén sequiay esirés bigtico y modifican la g ppro%uceny
P abidtico y - )
ecoldgica producen protegen contra sensibilidad al metabolitos
metabolitos los hongos estrés abiotico secundarios
secundarios . mediante la toxicos para
. patégenos por 2 ,p
téxicos para los accion de los produccién de los | los herbivoros.
herbivoros. metabolitos metabolitos
secundarios.

secundarios.

*Transmisién de hongos endodfitos en las plantas: vertical, a través de las semillas, y
horizontal, se adquieren del medio ambiente.




La hipétesis del antagonismo balanceado muestra la posible interaccion entre los
endofitos y la planta hospedera, y entre los hongos fitopatégenos y la hospedera
(Figura 2). Enfatizando en el antagonismo activo que existe entre estos
organismos para tratar de explicar la ausencia de sintomas aparentes de
enfermedad, cuando un hongo endofito crece dentro de la planta. Los endofitos
producen factores de virulencia herbicidas contra la planta hospedera para superar
las defensas de la planta e infectar y colonizar sus tejidos. A la vez, la hospedera
activa sus mecanismos de defensa contra el microorganismo. Tanto la planta
como los microorganismos producen metabolitos que resultan toxicos para el otro
organismo. Si ambos organismos toleran la interaccion, se establece un
antagonismo balanceado sin el desarrollo de enfermedad. Sin embargo, la
perturbacion de este equilibrio, por cambios ambientales o senescencia de la
hospedera, resultan a favor del hongo enddfito y esté podria expresarse como
patégeno (Schulz & Boyle, 2005).

Cabe mencionar que los hongos endéfitos se encuentran colonizando a sus
hospedaras en mosaicos de microorganismos, estableciendo entre ellos complejas

interacciones, que les permiten sobrevivir (Gamboa et al., 2002).

Factores Ambientales

Senescencia
Estrés

Factores de virulencia g
Endéfito ey

Figura 2. Hipotesis del antagonismo balanceado (Shulz & Boyle, 2005).
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6. Competencia entre hongos

Cuando la relacion entre dos 0 mas especies se ve afectada de forma negativa
ocurre la competencia interespecifica. Este tipo de relacion puede ocurrir entre
hongos (Smith & Smith, 2007; Yuen, et al., 1999). La competencia entre
organismos es comunmente considerada ya sea por interferencia o por
explotacion (Boddy, 2000; Smith & Smith, 2007). La primera se refiere a la
situacion en la que un competidor inhibe a otro y la competencia por explotacion,
por otro lado, se produce cuando un organismo utiliza un recurso y en
consecuencia reduce su disponibilidad para otro. En las circunstancias en las que
los hongos estan restringidos a una sola fuente de nutrientes ambos tipos de
competencia no pueden ser divididos (Boddy, 2000).

La competencia entre hongos puede estar mediada por diferentes mecanismos
antagonicos como la produccion de compuestos volatiles o que difunden en el
medio y que inhiben a distancia el crecimiento. Otros mecanismos involucran el
contacto directo entre hifas como la interferencia hifal y el micoparasitismo. La
primera ocurre cuando una hifa hace contacto con otra hifa o espora, y resulta en
la muerte de los compartimentos en contacto. Por otro lado, el micoparasitismo, o
parasitismo de una hifa por otra, inicia con el contacto entre éstas, seguido de la
penetracibn u opresion y el crecimiento sobre la superficie de las hifas del
competidor. Adicionalmente, en cultivos in vitro la morfologia del micelio cambia
durante las interacciones, con la formacion de barreras de micelio resistente a la
invasion como resultado del engrosamiento del micelio en interaccién, o la

produccion de pigmentos inter e intracelulares (Boddy, 2000).

El antagonismo a distancia por lo general se atribuye a compuestos que presentan
la capacidad de difundir o volatilizar, que esencialmente son agentes antifingicos
naturales (Boddy, 2000; Gloer, 2007). En este sentido, se han estudiado los
compuestos organicos volatiles (VOCs por sus siglas en inglés) producidos por
especies de Muscodor y se ha observado su actividad contra muchos hongos

patogenos de plantas y bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. En
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consecuencia, el género Muscodor es potencialmente importante para el

biocontrol (Suwannarach et al., 2013).

Dado que los antifungicos potenciales pueden ser producidos por los hongos
antagonicos, en algunas interacciones competitivas, los estudios de los patrones
de interaccion pueden producir estrategias efectivas para el desarrollo de agentes
de control biolégico (Yuen et al., 1999).

7. Estrategias de seleccion de hospederas para el aislamiento de hongos

endofitos

Debido a que el numero de especies de plantas es muy grande, Yue y
colaboradores (2010) proponen utilizar estrategias racionales o criterios de
seleccién de hospederas para limitar rapidamente la busqueda de nuevos hongos

endofitos con potencial bioldgico (Yu et al., 2010). Estas estrategias son:

e Plantas que habiten en situaciones ambientales Unicas, especialmente
aguellas con biologia extraordinaria, y que posean nuevas estrategias para
Su supervivencia.

e Plantas sin sintomas de enfermedad que crecen rodeadas de otras plantas
infectadas por diversos patégenos o atacadas por herbivoros (criterio
ecolégico), las cuales pueden estar colonizadas por endéfitos productores
de metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas e insecticidas
(Sanchez-Fernandez et al., 2013).

e Plantas con antecedentes etnobotanicos, que se relacionan con algin uso
especifico o aplicaciones relacionadas a los intereses de la investigacion.

e Plantas endémicas, que tienen una longevidad inusual o que han habitado
en extensiones de tierra poco convencionales.

e Plantas que crecen en zonas de alta biodiversidad y que por lo tanto,

pueden alojar endofitos igualmente diversos.
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Considerando este ultimo criterio, aquellos ecosistemas que tienen la mayor
biodiversidad parecen ser los que también tienen un amplio nimero, y los mas
diversos en microorganismos. La diversidad biologica implica diversidad quimica
estructural debido a la constante innovacion quimica que se requiere para
sobrevivir en ecosistemas donde la competencia evolutiva para sobrevivir es mas
activa (Strobel et al., 2004).

8. Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla

La Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) es una extension natural
ubicada en el Estado de Morelos, México, con una superficie total de 59,030
hectareas; se compone por selva baja caducifolia (SBC) y algunas areas con
bosque templado, principalmente dominado por encinos (Saldafia-Fernandez et
al., 2007; Dorado et al., 2006).

La REBIOSH es una zona que cuenta con gran diversidad biolégica. En cuanto a
vegetacion, en la REBIOSH existen varias especies que dominan el territorio,
siendo las mas comunes Conzattia multiflora, Lysiloma acapulcense, L. divaricata
(Fabaceae), y varias especies de los géneros Bursera (Burseraceae) y Ceiba
(Bombacaceae). Adicionalmente, se encuentran arbustos espinosos mimosoideos
(Fabaceae), con especies de los géneros Acacia, Mimosa y Prosopis, entre otras
(Dorado et al., 2006).

Por otra parte, en la REBIOSH habitan diversas especies de arboles no
dominantes, con uso etnobotanico, como son Gliricidia sepium (Fabaceae),
Haematoxylon brasiletto (Fabaceae), Hippocratea acapulcensis (Celastraceae),
Leucaena macrophylla (Fabaceae), Piper leucophyllum (Piperaceae), y Sapium
macrocarpum (Euphorbiaceae), entre otras (Sanchez-Fernandez et al., 2013;

Saldafa-Fernandez et al., 2007).
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Las plantas Mimosa affinis y Sapium macrocarpum son especies nativas de la
REBIOSH. Por un lado, M. affinis se caracteriza por ser una planta pequefia y
anual, de la cual se desconocen antecedentes etnobotanicos (Wang et al., 1999;
Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana). Por otro, Sapium
macrocarpum, conocida popularmente como &rbol de leche de fruto grande,
amatillo y lechon, entre otros, es una planta que secreta latex el cual se usa contra
la picadura de alacran, fiebre y algunos problemas de la piel como verrugas. Cabe
mencionar, que los estudios quimicos y de actividad biolégica de ambas plantas
son escasos y no hay estudios previos sobre sus hongos enddfitos (Ruiz-Teran et
al., 2008; Silvestre-Castarieda, 2008).

9. Metabolitos secundarios de hongos endéfitos

Los hongos enddfitos son una excelente fuente de metabolitos secundarios
activos. Las investigaciones realizadas por Schulz (2002), permitieron establecer
que de 135 metabolitos aislados y caracterizados a partir de hongos enddfitos el
51% muestran nuevas estructuras, esto es considerablemente mayor que las
producidas por aislamientos fungicos de suelo (Schulz et al., 2002). Ademas de
esta razon, existen varias para estudiar a los hongos endoéfitos como fuente de
nuevos compuestos bioactivos. Por un lado, al ser microorganismos poco
estudiados es mas probable que los metabolitos aislados sean nucleos
estructuralmente novedosos. Ademas, las complejas interacciones que se
establecen entre endofitos y entre los endofito con su hospedera pueden favorecer

la sintesis de metabolitos secundarios biol6gicamente activos (Schulz et al., 2002).

Actualmente, existen en la literatura numerosos reportes de la diversidad fuangica
de los hongos enddfitos que se han aislado, asi como de la diversidad estructural
y actividad biologica de los metabolitos secundarios producidos por los hongos
endofitos (Yu et al., 2010; Suryanarayanan et al., 2009; Gunatilaka et al., 2006;
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Strobel et al., 2004; Tan & Zou, 2001). Estos producen una amplia variedad de
metabolitos pertenecientes a diversos grupos como esteroides, xantonas, fenoles,
isocumarinas, derivados de perileno, quinonas, furanodionas, terpenoides,
depsipéptidos, citocalasinas, palmarumicinas, preusomerinas, benzopiranonas y
enniantinas, entre otros (Schulz et al.,, 2002). Las actividades biologicas de los
metabolitos de hongos enddfitos incluyen principalmente, antibacterianas,
antivirales, antifingicas, antioxidantes y anticancerigenas (Gunatilaka, 2006). A
continuacion se presentan ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados
de hongos enddfitos, destacando el tipo de estructura quimica, el microorganismo

del que fue aislado y la planta hospedera.

De éstos, el Taxol (1) (Placlitaxel®), diterpeno aislado por primera vez de la
corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia, Taxaceae) y que se utiliza como
farmaco en el tratamiento de algunos tipos de cancer (Sanchez-Fernandez et al.,
2013; Tan & Zou, 2001). Es un ejemplo de los metabolitos secundarios que en un
inicio fueron aislados de una planta y que la investigacién posterior de sus hongos
enddfitos, determiné que los metabolitos secundarios que produce la hospedera
también los producen algunos de sus hongos endéfitos (Strobel & Daisy, 2003).
Taxomyces andreanae fue el primer hongo enddfito al que se le atribuy6 la
produccion de 1 (Stierle & Strobel, 1995). Posteriormente, se descubrié que 1 es
producido en cultivo por otros hongos enddfitos de Taxus sp. y otras plantas
hospederas (Strobel, 2003). Se especula que la capacidad de cualquier endofito
para biosintetizar 1 puede haber surgido del intercambio de material genético entre
el arbol del tejo hacia uno 0o mas microorganismos que viven en estrecha
asociacion con él, y que en la naturaleza podria poseer cierta actividad antifingica
(Strobel, 2003).
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Adicionalmente, otros metabolitos secundarios con actividad anticancerigena de
interés obtenidos de hongos endoéfitos son la vincristina (2), aislada de Fusarium
oxysporum 97CG3 un endofito de Catharanthus roseus (Gunatilaka, 2006) y el
compuesto conocido como brefeldina A (3), macrdlido obtenido de Aspergillus
clavatus y Paecilomyses sp H-036 y W-001, enddfitos de Torreya grandis y Taxus
mairei, respectivamente (Wang et al., 2002).

Por otro lado, se han aislado metabolitos secundarios novedosos de hongos
endofitos con potencial antagdénico y que muestran actividad antifangica contra
microorganismos fitopatbgenos de importancia en la agricultura y actividad
fitotbxica. Macias-Rubalcava y colaboradores (2008; 2014) aislaron del micelio del
hongo endofito Edenia gomezpompae de la planta Callicarpa acuminata
(Verbenaceae), cinco metabolitos secundarios novedosos pertenecientes a la
familia de las naftoquinonas espiracetales, caracterizadas como preusomerinas
EG: (4), EG; (5), EG3 (6) y la EG4 (7), y la palmarumicina EG; (11). Ademas, se
obtuvieron tres palmarumicinas conocidas, la CP; (9), CP17 (10) y CP19 (8). Las
preusomerinas (4- 6) mostraron actividad antifingica contra tres hongos enddfitos
aislados de la misma hospedera y contra cuatro microorganismos fitopatbégenos
con importancia en la agricultura: Fusarium oxysporum, Alternaria solani,
Phytophthora parasitica y Phytophthora capsici. Adicionalmente, estos metabolitos
secundarios presentan potencial fitotoxico sobre, la germinacion, el crecimiento de

la raiz y la respiracion de las plantulas de Amaranthus hypchondriacus, Solanum
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lycopersicum y Echinochloa crus-gali. Las palmarumicinas y preusomerinas
estudiadas ejercen su efecto fitotdxico a nivel del fotosistema Il de la fotosintesis
(Macias-Rubalcava et al., 2014a; 2014b).

También, se han aislado otros metabolitos de hongos endoéfitos con actividad
antifangica; por ejemplo, la pestalésida (12) un B-glucésido aromatico, aislado de
Pestalotiopsis microspora un hongo endoéfito de Torreya taxifolia. Adicionalmente,
se aislaron la pestacina (13) y la isopestacina (14), dos isobenzofuranos, aislados
del mismo enddfito, P. microspora de Terminalia morobensis (Gunatilaka, 2006;
Strobel et al., 2004); La criptocandina A (15) un lipopéptido obtenido del hongo
endofito Cryptosporiopsis quercina aislado de Tripterigeum wilfordii, una planta
medicinal nativa de Euroasia (Strobel et al., 2004). Otros metabolitos con actividad
antimicrobiana aislados son el &cido coletotrico (16) aislado de Colletotrichum
gloeosporioides, un hongo enddéfito de los tallos de Artemisia mongolica, que
inhibe el crecimiento de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Sarcina lutea y
al hongo fitopatdgeno Helminthosporium sativum (Zou et al. 2000).

(7)

(8) (9) (10) (11)
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lll. Hipdtesis

El estudio de los hongos endofitos aislados de Mimosa affinis y Sapium
macrocarpum, mediante bioensayos de antagonismo directo in vitro, permitird
poner en evidencia aquellos microorganismos que podrian ser una fuente
novedosa de metabolitos secundarios con potencial actividad antifingica o

agentes de control biologico.
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IV. Objetivos

1. Objetivo general

Describir las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos
enddfitos puros aislados de las plantas Mimosa affinis y Sapium macrocarpum
colectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), asi como
establecer el potencial antagbénico de los hongos endéfitos de cada planta
hospedera, mediante bioensayos de antagonismo directo entre hongos enddfitos
con tasa de crecimiento similar, con el fin de contribuir al conocimiento de los
aspectos quimicos involucrados en las relaciones que establecen con sus
hospederas y con otros hongos endéfitos. Asimismo, contribuir al posible
desarrollo de nuevos agentes de control biolégico, y antifingicos de origen natural

gue sean eficaces y nobles con el ambiente.

2. Objetivos particulares

e Describir las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos
endofitos puros aislados de las plantas M. affinis y S. macrocarpum colectadas
en la REBIOSH, mediante inspeccién visual y observaciones microscoépicas de

su micelio.

e Determinar la tasa de crecimiento de los hongos endéfitos aislados M. affinis y

S. macrocarpum, realizando curvas de crecimiento en agar papa dextrosa.

e Identificar a nivel de género a los hongos endoéfitos en estudio, mediante el
analisis detallado de sus caracteristicas morfologicas, empleando técnicas de

microcultivo y tincién simple.
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Realizar bioensayos de antagonismo directo entre hongos endéfitos con tasa
de crecimiento similar, de cada planta hospedera, y determinar el porcentaje

de inhibicién y el indice de antagonismo.

Seleccionar a los hongos enddfitos con mayor porcentaje de inhibicion y
mayor indice de antagonismo, como posibles candidatos para el desarrollo de
agentes de control biolégico o como productores de metabolitos secundarios

bioactivos.
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V. Materiales y métodos

1. Hongos endofitos

Los hongos enddfitos se aislaron a partir de hojas sanas de las plantas Mimosa
affinis (Fabaceae) y Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae), colectadas en la
Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), ubicada en el municipio de
Quilamula en el estado de Morelos, México, en septiembre de 2010. El aislamiento
y la purificacion de los microorganismos se llevaron a cabo por el grupo de trabajo
del Laboratorio 1-4 del Instituto de Quimica de la UNAM, a partir de la resiembra

sucesiva de los hongos hasta obtener morfotipos puros.

Para esta investigacion se emplearon 7 hongos endéfitos puros aislados de M.

affinis y 14 hongos endofitos puros aislados de S. macrocarpum.

A cada uno de los endofitos se le asigndé una clave compuesta por dos letras
mayusculas, MA para los hongos endéfitos de M. affinis y SM para los aislados de
S. macrocarpum, seguido de la letra E para denotar que los hongos son enddfitos
y un numero consecutivo que incrementa conforme su tasa de crecimiento

disminuye.

2. Cultivo del material biolégico en medio sélido

Los hongos endofitos se cultivaron empleando agar-papa-dextrosa (PDA). El
medio de cultivo PDA se prepar0 de la siguiente manera: las papas frescas se
lavaron con agua y jabon, se descortezaron y cortaron en cubos. Para cada litro
de medio de cultivo se emplearon 200 g de papa y se hirvieron con agua destilada
durante 20 min. La infusion de papa se filtr6 a través de un colador fino y se

adicionaron 20 g de dextrosa, 10 g de agar bacteriologico y agua destilada hasta
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completar el volumen de 1.0 L. EI medio se esterilizd en autoclave durante 20 min
a 121°C (Sandoval-Espinoza, 2014; Mier et al., 2013)

El cultivo del material fangico en PDA se realizé en campana de flujo laminar. Para
los cultivos en PDA, se tomaron muestras del micelio con una asa bacteriolégica,
esterilizada a la flama, o con un sacabocado estéril de 5 mm de diametro y se
transfirieron a cajas Petri de 10 cm de diametro conteniendo 10 mL de medio PDA.
Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo luz

fluorescente-oscuridad 12:12 h.

3. Descripcién de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de

los hongos endoéfitos

1. Caracteristicas macroscépicas

Las caracteristicas macroscopicas de cada hongo endofito se establecieron
observando los cultivos en cajas de Petri en medio PDA, y registrandose el
aspecto del micelio con ayuda de un microscopio estereoscopico. La descripciéon
de las caracteristicas macroscopicas se realizdé considerando: color del micelio en
la parte superior (anverso) e inferior (reverso), textura, consistencia, tipo de
crecimiento, elevacioén, borde, produccion de exudado y produccién de pigmento
difusible en el medio de cultivo.

Las caracteristicas macroscopicas de los hongos enddfitos se determinaron
mediante la observacion de los cultivos en medio PDA, con ayuda de un
microscopio estereoscopico MOTIC® (TYPE102M). Registrandose, el color,
aspecto (algodonoso, aterciopelado, lanoso, flocoso, zonado, pulverulento,
hamedo, etc.), consistencia (suave o blando, duro, elastico, etc.), y superficie del
micelio aéreo (anverso) (umbonado, velloso, liso, etc.) y profundo (reverso), asi

como, la presencia de pigmentos difusibles en el medio de cultivo y/o la presencia
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de exudado (Mier et al., 2013). Las observaciones se realizaron peridédicamente,
hasta que los microorganismos cubrieron toda la superficie de las cajas de Petri
(Armendariz-Guillén, 2013, Sandoval-Espinoza, 2014).

2. Caracteristicas microscoépicas

Para realizar el analisis de las caracteristicas microscopicas de cada uno de los
hongos enddfitos, se realizaron microcultivos e improntas del desarrollo miceliar a
partir de cultivos en caja de Petri. Posteriormente, para cada muestra obtenida se
realizaron preparaciones en fresco utilizando los colorantes rojo congo, azul de

lactofenol o fucsina acida.

Para la preparacion de los microcultivos, en la campana de flujo laminar, se realizd
un corte de 1 cm? de medio de cultivo PDA en caja de Petri, utilizando un bisturf
estéril 0 una aguja estéril y se transfirié al centro de un porta objetos sostenido
sobre un triangulo de vidrio, contenido en una caja de Petri de 10 cm y con agua
destilada, previamente esterilizados. Posteriormente, se transfirieron muestras del
micelio con un asa bacterioldgica estéril, en cada una de las caras del segmento
de agar perpendiculares al portaobjetos. El segmento de agar, se cubrié con un
cubreobjetos 0 portaobjetos estéril. La caja de Petri se incub6 a temperatura
ambiente con fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad 12:12 h por un periodo de 7 a
14 dias, o hasta observar crecimiento del hongo sobre el portaobjetos.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiraron los segmentos de agar y se
realizaron preparaciones en fresco del desarrollo miceliar en el portaobjetos y el

cubreobjetos (Mier et al., 2013; Sandoval-Espinoza, 2014).

Las improntas de micelio se realizaron a partir del desarrollo de los hongos
endofitos en cajas de Petri con medio de cultivo PDA. Se colocd un segmento de
cinta adhesiva transparente a una asa estéril y se toco delicadamente la superficie
de la colonia. Posteriormente, la impresion de micelio se transfirid a un

portaobjetos limpio con una gota de colorante.
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Para la tincidbn con fucsina &cida se cubrieron las muestras con el colorante
(fucsina acida al 0.1% en &cido lactico) y se tifieron durante 2 min. Acabado el
tiempo de tincion se lavo el exceso de colorante con una solucion de etanol al 70%
y se dejoé evaporar el exceso de disolvente a temperatura ambiente. Finalmente,
se adicion6 una gota de acido lactico al 85% y se cubrié la preparacion con un

cubreobjetos para su observacion microscopica.

Por otra parte, las muestras de micelio desarrollado por la técnica de microcultivo
y las impresiones del micelio, también se cubrieron con el colorante azul de
lactofenol o con rojo congo. Las preparaciones se tifleron durante 2 minutos y se

cubrieron con un cubreobjetos para su observacion microscépica.

Las preparaciones se observaron en un microscopio MOTIC® (modelo BA410) a
40x y 100x, y se tomaron micrografias utilizando una camara MOTICAM® 2000.
La descripcion de las caracteristicas microscépicas se realizé considerando el tipo
de hifas (septada o cenocitica, hialina o dematiacea), la presencia de organelos
internos (vacuolas, ndcleos, etc.), y la posible presencia de conidios y estructuras
de reproduccion (esporangioforos, conidiéforos, basidioforos, ascas) (Mier et al.,
2013).

4. Determinacion de latasa de crecimiento

En una campana de flujo laminar, se realizaron los cortes de micelio con un
sacabocados estéril de 7 mm de diametro. El in6culo se transfirié con ayuda de
una asa estéril al centro de una caja Petri de 10 cm, por cuadriplicado. Los
endofitos se incubaron como se describe en el inciso 2 de esta seccion. El
crecimiento radial y/o irregular de los endoéfitos se registré continuamente en hojas
de acetato hasta que el micelio cubrié todo el medio de cultivo contenido en la caja
de Petri. Posteriormente, se escanearon los registros utilizando un escaner HP®
Laser Jet M1OO5MFP y se obtuvieron las areas en cm? de los hongos utilizando el

programa ImageJ, para cada determinacion. El area del micelio se grafic6 en
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funcion de los dias de crecimiento y se establecio su tasa de crecimiento (T.C.) en

cmz por dia.

5. Bioensayos de antagonismo directo

Los bioensayos de antagonismo directo se realizaron entre hongos enddfitos de
una misma planta hospedera con T.C. similar. Para llevar a cabo el bioensayo, se
realizaron cortes en el micelio de cada uno de los hongos competidores, cultivados
previamente durante aproximadamente 14 dias en medio PDA, con ayuda de un
sacabocados de 7 mm de didmetro esterilizado a la flama, y enfriado a

temperatura ambiente.

Los cultivos en interaccion antagonica se realizaron tomando con un asa estéril un
corte del micelio del hongo endoéfito de prueba, y colocandolo en el extremo de
una caja de Petri de 10 cm conteniendo 10 mL de PDA, a una distancia de 40 mm
del inéculo del hongo competidor. Se realizaron cultivos control del crecimiento de
los hongos de prueba, inoculando cada hongo de prueba en el centro de una caja
de Petri con el mismo medio de cultivo (Figura 24). Todo el procedimiento

experimental se efectué en una campana de flujo laminar.

Los cultivos control y en interaccidbn antagdnica se incubaron a temperatura
ambiente con fotoperiodo luz fluorescente-oscuridad 12:12 h. Los bioensayos se

realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Durante el bioensayo de antagonismo se observaron Yy registraron las
caracteristicas macroscopicas de cada uno de los hongos en interaccion
antagonica, midiendo los radios en interaccién y no interaccion, de los diferentes
hongos competidores. Los bioensayos se concluyeron a los 10 dias para los
hongos endofitos con T.C. muy rapida, a los 14 dias para los endéfitos con T.C.
lenta y a los 21 dias para los de T.C. muy lenta. Los resultados se obtuvieron

como porcentaje de inhibicion (% I) del crecimiento de los hongos competidores a
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partir de la Ecuacion 1, donde a corresponde al radio de interaccion antagénica, y
b, al radio de no interaccion.

(a-b)
b

% Iz‘ *100‘

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de inhibicion (% ).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de t-student pareada de
dos colas (0=0.05) utilizando el programa GraphPadPrism 5.01 (Sandoval-
Espinoza, 2014).

Por otra parte, se establecié el indice de antagonismo, con base en el tipo de
interacciébn antagonica observada entre los diferentes hongos competidores,
comparandola con las interacciones descritas en el Cuadro 6, y asignando el valor
numeérico correspondiente. El indice de antagonismo se establecié mediante la
Ecuacion 2, en donde “n” es el numero de veces que el hongo de prueba

presenta las diferentes categorias de interaccion.

IA=(n*AL)+(n*A2)+(n*B)+(n*C)+(n*D)+(n*E)

Ecuacién 2. Calculo del indice de antagonismo (1A)

27



VI. Resultados y discusién

La presente investigacion se desarrollé con el propdésito de establecer el potencial
antagonico que presentan los hongos endofitos aislados de Mimosa affinis y
Sapium macrocarpum, dos especies vegetales colectadas en una zona de alta
biodiversidad, mediante la realizacion de bioensayos de antagonismo directo entre
los diferentes enddfitos puros, llevados a cabo con base en su tasa de
crecimiento. Poniendo asi, en evidencia a los hongos endofitos que constituyan
candidatos Utiles para la obtencion de compuestos bioactivos con base en el
efecto inhibitorio provocado sobre el crecimiento de sus competidores y que
posiblemente sea mediado por la produccion de metabolitos secundarios difusibles

en el agar, y que muestren una actividad antifangica importante.

A partir de los aislamientos realizados por el equipo de trabajo del laboratorio 1-4
del Instituto de Quimica de la UNAM se obtuvieron 7 y 14 morfotipos puros de las
plantas M. affinis y S. macrocarpum, respectivamente. La colecta de las hojas
sanas de las hospederas, se llevd a cabo en la “Reserva de la Biosfera Sierra de
Huautla (REBIOSH)” ubicada en el Estado de Morelos, México (Saldafia
Fernandez et al., 2007). Cabe mencionar que durante las resiembras realizadas
para la purificacibn de los microorganismos endofitos de M. affinis y S.
macrocarpum, se observdé que estos hongos mostraban potencial antagénico
frente a otros hongos que emergian del mismo segmento de hoja por lo que ya

son microorganismos preseleccionados.

Con base en las caracteristicas macro y microscépicas y en la tasa de crecimiento
de cada uno de los hongos enddfitos puros, se asigné la clave de identificacion.

1. Determinacién de latasa de crecimiento de los hongos endofitos

puros

La tasa de crecimiento (T.C.) para cada hongo endofito puro se establecio

mediante la construccién de curvas de crecimiento, graficando el area en cm? vs
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tiempo en dias, en donde, la pendiente indica la tasa de crecimiento (cm?/dia). En
el Cuadro 2 se presentan las cuatro categorias de crecimiento establecidas de
forma arbitraria de acuerdo a los valores de T.C. obtenidos.

Cuadro 2. Clasificacion arbitraria de los hongos endofitos de acuerdo a

su tasa de crecimiento.

Intervalo de tasa de crecimiento

Grupo
(cm?/dia)
Muy rapidos Mas de 15.5
Réapidos Entre 105y 7.5
Lentos Entre3.5y 7.4
Muy lentos Menor a 3.4

En los Cuadros 3y 4 se presentan la relacién de los hongos endofitos estudiados
y los valores de T.C. establecidos, asi como, la categoria de crecimiento y clave
asignada. Los hongos endofitos con T.C. mayores a 15.5 cm?#/dia se agruparon
dentro de la categoria de crecimiento muy rapido. Estos hongos se caracterizaron
por cubrir la superficie del medio de cultivo (PDA) contenido en una caja de Petri
de 10 cm, en aproximadamente dos dias. Los hongos con T.C. entre 10.5y 7.5
cmz/dia se incluyeron en la categoria de crecimiento rapido, los cuales cubrieron la
superficie del medio de cultivo entre 7 y 8 dias de incubacion. Las T.C. de los
hongos enddfitos de crecimiento lento y muy lento se asignaron a los hongos que
crecen entre 3.5 y 7.4 cm?dia y menores a 3.4 cm?/dia, respectivamente. Estos
hongos llegan a cubrir el medio de cultivo en un tiempo mayor a 8 dias de
incubacion. Cabe destacar que los valores de T.C. son altos debido a que fueron
obtenidos a partir del area del micelio sobre la superficie del medio de cultivo

(cm2/dia).
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Cuadro 3. Tasa de crecimiento de los hongos enddfitos puros aislados de

Mimosa affinis.

Clave del endofito Tasa ?grszr/%(;:;r;iento %?;i?r?l?;an?oe
MAE1 53.41 Muy rapido
MAE2 13.36 Rapido
MAE3 6.61 Lento
MAE4 5.59 Lento
MAES 4.40 Lento
MAE6 2.29 Muy lento
MAE7 0.45 Muy lento

Cuadro 4. Tasa de crecimiento de los hongos endofitos puros aislados de

Sapium macrocarpum.

Clave del endéfito 1252 ?fn‘]’zf/ed‘}g”emo ?;?;ec?r?]:; f'oe
SME1 53.88 Muy rapido
SME2 51.05 Muy rapido
SME3 10.69 Rapido
SME4 6.60 Lento
SMES5 5.88 Lento
SME6 5.67 Lento
SME7 4.89 Lento
SMES8 4.76 Lento
SME9 4.46 Lento
SME10 3.60 Lento
SME11 3.58 Lento
SME12 2.86 Muy lento
SME13 2.62 Muy lento

SME14 2.06 Muy lento




2. Descripcién de las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de
los hongos endofitos puros aislados de la planta Mimosa affinis y

Sapium macrocarpum.

A continuacién, se describen las caracteristicas mas relevantes para cada uno de

los enddfitos en estudio.

1. Hongos endéfitos de Mimosa affinis

Hongo endéfito MAEL

El hongo endodfito MAEL presenta en el anverso de la colonia micelio abundante
blanco, flocoso, consistencia suave y de crecimiento radial. Con el tiempo, las
hifas aéreas crecen considerablemente y se tornan verde y amarillo en zonas
irregulares o formando halos concéntricos (Figura 3.a). En el reverso de la colonia
el micelio es blanco (Figura 3.b). Este hongo produce escasamente exudado
cristalino incoloro y un aroma dulce caracteristico. Ademas, crece muy
rapidamente con una T.C. de 53.4 cm?/dia, por lo que es capaz de llenar la
superficie del medio de cultivo en la caja de Petri en dos dias (Figura 3.c). El
micelio esta constituido por hifas septadas y hialinas. En el interior de las hifas se
observan mudltiples organelos. Adicionalmente, las hifas se ramifican y de estas
surgen estructuras redondas terminales (Figura 3.d, 3.e y 3.f). Bajo estas
condiciones de cultivo no se observan estructuras de reproduccion que permitan

establecer el género del hongo.
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Figura 3. Caracteristicas macroscépicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo endoéfito MAEL cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c) Curva de

crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).

Hongo endéfito MAE2

El hongo endéfito MAE2 presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
blanco que se colorea ligeramente naranja con el paso del tiempo. La apariencia
del micelio es lanosa, abundante y suave. Crece radialmente con borde ondulado
(Figura 4.a y 4.b). Produce exudado cristalino incoloro. ElI hongo crece
rapidamente con una T.C. de 13.36 cm?/dia, es capaz de llenar una caja Petri con
medio PDA en 7 dias (Figura 4.c). El micelio del hongo se conforma por hifas
hialinas, septadas con mudultiples organelos internos. A partir de las hifas surgen

conidios ovalados (Figura 4.d, 4.e y 4.f). Bajo estas condiciones de cultivo no se
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observan estructuras de reproduccion que permitan establecer el género del

hongo.
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Figura 4. Caracteristicas macroscoépicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo endoéfito MAE2 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y

reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 7 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias Opticas a 40x (d) y (f) y a 100x (e).
Hongo endéfito MAE3

El hongo endéfito MAE3 presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
blanco, humedo, elastico y liso con halos concéntricos de apariencia vellosa.
Crece radialmente con borde ondulado (Figura 5.a y 5.b). El hongo crece
lentamente en medio PDA con una T.C. de 6.61 cm?dia y llena la superficie del
medio de cultivo en 10 dias (Figura 5.c). El micelio se compone por hifas hialinas,

septadas y curveadas con multiples organelos. Bajo las condiciones de cultivo
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MAE3 forma conidios septados delgados y alargados en forma de vaina, los
cuales presentan orgénelos circulares a lo largo de la estructura. Adicionalmente,
forma conidios ovalados y septados de menor tamafio. Estas estructuras son
similares a las que producen las especies del género Fusarium, por lo que este
hongo endofito podria pertenecer a este género (Figura 5.d, 5.e y 5.f) (Leslie &
Summerell, 2006).
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Figura 5. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo endéfito MAE3 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 10 dias de incubacion. (c)
Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 100x (d-f).

Los conidios formados en PDA no son tan equipares en tamafio o forma como los
desarrollados en otros medios de cultivos, como en agar hoja de clavel (CLA) o
agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA), por lo tanto son mucho menos confiables
para su uso con fines de identificacion. Sin embargo, la morfologia de las colonias,

la pigmentacion y la tasa de crecimiento de la mayoria de las especies de
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Fusarium cultivadas en PDA son razonablemente consistentes con las descritas

en otros medios de cultivo (Leslie & Summerell, 2006).

Hongo endéfito MAE4

El hongo endofito MAE4 presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
blanco, de apariencia algodonosa, abundante y de consistencia suave, su
crecimiento es radial y produce pigmento amarillo que difunde en el medio de
cultivo (Figura 6.a y 6.b). El hongo crece lentamente en medio PDA con una T.C.
de 5.59 cm?dias (Figura 6.c). El micelio de este hongo se conforma por hifas
delgadas, hialinas y septadas, con multiples organelos internos. Las hifas forman
espirales y asas. Bajo estas condiciones de cultivo MAE4 no produce estructuras

de reproduccion (Figura 6.d, 6.e y 6.f).
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Figura 6. Caracteristicas macroscépicas, microscépicas y curva de crecimiento

del hongo endofito MAE4 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (f) y a 100x (e).
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Hongo endéfito MAES

El hongo endéfito MAES presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
blanco que con el tiempo se colorea ligeramente naranja. Es de textura lanosa,
borde irregular, duro y con hifas muy largas, produce exudado cristalino y no
produce pigmento que difunde en el medio de cultivo (Figura 7.a 'y 7.b). En un
cultivo viejo (30 dias), el micelio forma agregados duros naranja que se pueden
observar tanto en el anverso como en el reverso de la colonia. El hongo crece
lentamente con una T.C. de 4.40 cm?#/dia (Figura 7.c). El micelio se compone de
hifas hialinas, septadas y ramificadas. Bajo estas condiciones de incubacion, el
hongo MAES5 produce conidios pequefios ovalados y no se observan estructuras

de reproduccion que permitan inferir su género (Figura 7.d, 7.e.y 7.f).
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Figura 7. Caracteristicas macroscoépicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito MAES cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 15 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) (e) y (f).
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Hongo endéfito MAEG

El hongo enddfito MAEG presenta en el anverso de la colonia micelio verde olivo
con aspecto zonado y consistencia rigida. Crece radialmente hundiendo
ligeramente el agar y rompiéndolo (Figura 8.a). El reverso de la colonia es negra
con un borde blanco (Figura 8.b). El hongo crece con una T.C. de 2.29 cm?%dia
por lo que crece muy lentamente, tarda aproximadamente 23 dias en llenar la
superficie de una caja de Petri (Figura 8.c). El micelio de este hongo esta
compuesto por hifas septadas y dematiacias, estas pueden conectarse
lateralmente. Bajo estas condiciones el enddfito produce conidios ovalados
encadenados, que se desprenden con facilidad (Figura 8.d, 8.e y 8.f) y tampoco

se observan estructuras de reproduccion que permitan inferir el género.
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Figura 8. Caracteristicas macroscoépicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo endofito MAE6 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacion. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).
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Hongo endéfito MAE7

El hongo endofito MAE7 presenta en el anverso de la colonia un micelio de
apariencia aterciopelada. El centro es verde claro con regiones de micelio entre
amarillo, verde y blanco; con el paso del tiempo el micelio se vuelve verde
uniforme. La colonia es irregular con borde ondulado y presenta surcos radiales.
Produce abundante exudado amarillo cristalino, y la consistencia del micelio es
dura (Figura 9.a). El reverso de la colonia es amarilla con halos claros y oscuros
alternos, rompe el agar y produce pigmento amarillo claro que difunde en el medio
de cultivo (Figura 9.b). ElI hongo crece muy lentamente con una T.C. de 0.45
cm?/dia y con crecimiento limitado (Figura 9.c). El micelio estad conformado por
hifas hialinas, septadas y ramificadas con mdultiples organelos internos. Bajo las
condiciones de cultivo el hongo MAE7 produce estructuras similares a las del
género Aspergillus (Figura 9.d, 9.e y 9.f) (Watanabe, 2010; Arx, 1981).
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Figura 9. Caracteristicas macroscépicas, microscépicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito MAE7 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 21 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e), y a 100x (f).
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2. Hongos enddfitos de Sapium macrocarpum

Hongo endéfito SME1L

El hongo enddfito SME1 presenta en el anverso de la colonia un micelio blanco
que con el paso del tiempo se colorea ligeramente grisaceo. Su textura es
algodonosa, su consistencia es suave y de crecimiento radial. Produce
ligeramente exudado cristalino (Figura 10.a). En el reverso de la colonia, el
micelio es blanco (Figura 10.b). El hongo crece muy rapidamente con una T.C.de
53.88 cm?/dia llenando la superficie del medio de cultivo en dos dias (Figura
10.c). El micelio se conforma por hifas hialinas, septadas y ramificadas. Bajo las
condiciones de incubacion las hifas del micelio forman estructuras que surgen de
las hifas en forma de saco con conidios redondos en el interior (Figura 10.d, 10.e
y 10.f). Sin embargo, bajo estas condiciones de cultivo no se observan estructuras
de reproduccion que permitan inferir el género del hongo.
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Figura 10. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME1 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 15 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias Opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).
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Hongo endéfito SME2

El hongo enddfito SME2 presenta en el anverso de la colonia un micelio blanco,
algodonoso, ligeramente elevado, de textura suave, flocoso y crecimiento radial.
Con el tiempo el micelio se compacta y se colorea de verde y amarillo, formando
halos concéntricos o irregulares (Figura 11.a). En el reverso de la colonia, el
micelio es blanco y el medio de cultivo se colorea ligeramente amarillo (Figura
11.b). Este enddfito produce escasamente exudado amarillo cristalino y un aroma
dulce caracteristico que posiblemente esté relacionado con la produccion de
metabolitos secundarios volatiles. El hongo crece rapidamente con una T.C. de
51.05 cm?/dia, por lo que es capaz de cubrir la superficie del medio de cultivo en
dos dias (Figura 6.9c). El micelio esta formado por hifas septadas, de las cuales
surgen sacos redondos conteniendo conidios de la misma forma y de menor
tamafio (Figura 11.d, 1l1.e y 11.f). Cabe destacar, que las caracteristicas

macroscopicas y microscépicas del hongo SME2 son similares a las de MAEL.
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Figura 11. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME2 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacion. (c)
Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).
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Hongo endéfito SME3

El hongo enddfito SME3 presenta en el anverso de la colonia un micelio blanco,
flocoso, y de consistencia suave. Con el paso del tiempo, se forman agregados de
micelio con consistencia rigida. A partir de los 14 dias de incubacion se observa
una coloracion café en algunas regiones del micelio y a los 21 dias es evidente la
produccion de exudado café oscuro (Figura 12.a). En el reverso, el micelio es
blanco (Figura 12.b). Con el tiempo, el hongo produce un pigmento café, difusible
en el medio de cultivo. La T.C. de este enddfito es de 10.69 cm?/dia. En las
condiciones de incubacién tarda 8 dias en cubrir la superficie del medio de cultivo
(Figura 12.c). El micelio se conforma de hifas septadas, hialinas y ramificadas con
multiples organelos internos (Figura 12.d, 12.e y 12.f). Bajo las condiciones de

incubacion no se observaron estructuras de reproduccion.
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Figura 12. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME3 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 21 dias de incubacién. (c)
Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x y (f).
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Hongo endéfito SME4

El hongo enddfito SME4 presenta en el anverso de la colonia un micelio blanco
que se colorea ligeramente naranja con el paso del tiempo, su apariencia es
flocosa. Crece irregularmente con borde ondulado (Figura 13.a). En el reverso de
la colonia, el micelio es naranja con borde blanco y no se observa la produccion de
pigmentos que difunden en el medio de cultivo (Figura 13.b). El hongo crece
lentamente con una T.C. de 6.60 cm?/dia (Figura 13.c). El micelio se compone de
hifas septadas ramificadas, algunas en forma de espiral de las cuales surgen
fialides. Bajo las condiciones de cultivo se producen conidios ovalados septados;
ademas de conidios alargados en forma de vaina, similares a los producidos por el

género Fusarium (Figura 13.d, 13.e y 13.f) (Leslie & Summerell, 2006).
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Figura 13. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME4 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).
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Hongo endéfito SMES

El hongo enddéfito SMES presenta un micelio blanco y genera halos cafés que con
el tiempo colorean toda la colonia. La superficie es corrugada, rigida y el borde
posee forma de plumas (Figura 14.a). El micelio forma estructuras aéreas rigidas
redondas y tubulares cafés con extremos blancos, similares a las que produce el
género Xylaria (Figura 14. c) (Fournier et al,. 2010). Produce un exudado amarillo
cristalino (Figura 14.c). En el reverso, la colonia es blanca o ligeramente amarilla
con el centro y borde color café (Figura 14.b). Este enddfito crece irregularmente
en medio PDA con una T.C. de 3.71 cm?/dia (Figura 14.d). El hongo produce un
pigmento café que difunde en el medio de cultivo. El micelio se conforma por hifas
septadas, dematiacias y ramificadas que se conectan lateralmente (Figura 14.e y
14.f). Bajo las condiciones de cultivo utilizadas no se producen estructuras de

reproduccion.
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Figura 14. Caracteristicas macroscoplcas mlcroscoplcas y curva de crecimiento
del hongo endoéfito SMES5 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 21 dias de incubacién. (c) El
hongo produce exudado amarillo cristalino. (d) Curva de crecimiento. Micrografias
Opticas a 40x (d) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SME6

El hongo endodfito SME6 presenta micelio amarillo de apariencia lanosa y
consistencia suave y crece irregularmente con borde ondulado. En algunas
regiones el micelio es plano y himedo, de consistencia elastica (Figura 15.a). En
el reverso de la colonia se observa que el micelio es ligeramente amarillo (Figura
15.b). El hongo crece lentamente con una T.C. de 5.7 cm?dia (Figura 15.c). El
micelio se compone de hifas septadas y ramificadas, con mdultiples organelos
internos (Figura 15.d). Bajo las condiciones de cultivo el hongo SME6 produce
conidios ovalados, septados y binucleados (Figura 15.e) y alargados en forma de
vaina (Figura 15.f). Estos conidios son similares a los producidos por el género

Fusarium (Leslie & Summerell, 2006).
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Figura 15. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME6 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).

44



Hongo endéfito SME7

El hongo endofito SME7 presenta en el anverso de la colonia micelio color blanco,
plano, humedo y de consistencia eléstica. Muestra zonas escasas de micelio
algodonoso, con borde irregular (Figura 16.a). En el reverso de la colonia es
ligeramente amarillo (Figura 16.b). El hongo crece lentamente con una T.C. de
4.89 cm?/dia (Figura 16.c). El micelio se conforma de hifas septadas, con
multiples organelos internos, ramificadas y con hifas en espiral de la que surgen
fidlides delgadas (Figuras 16.d, 16.e y 16.f). Se observan conidios ovalados
dispersos (Figura 16.e). Bajo estas condiciones de cultivo, no se observan

estructuras de reproduccion que permitan inferir el género del hongo SME?7.
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Figura 16. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME7 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SMES

El hongo enddfito SMES8 presenta en el anverso de la colonia micelio de color
blanco, de textura lanosa, suave, con micelio abundante. Produce escaso exudado
cristalino (Figura 17.a). Con el transcurso del tiempo el micelio se colorea
ligeramente de color naranja y forma agregados de micelio color naranja. En el
reverso, el micelio es amarillo claro (Figura 17.b). El hongo enddfito crece
lentamente con una T.C. de 4.76 cm?/dia (Figura 17.c). El micelio se conforma de
hifas septadas y ramificadas, con multiples organelos internos (Figura 17.d, 17.e)
y se observan conidios ovalados (Figura 17.f). Sin embargo, bajo las condiciones
de cultivo empleadas no se producen estructuras de reproduccién que permitan

inferir el género hongo SMES.
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Figura 17. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento

del hongo endofito SMES8 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacion. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SME9

El hongo endéfito SME9 presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
abundante color rosado en el centro, con borde blanco lanoso, su consistencia es
suave (Figura 18.a y 18.b). Produce exudado cristalino incoloro. EI hongo crece
lentamente con una T.C. de 4.46 cm?/dia (Figura 18.c). El micelio se conforma de
hifas hialinas, septadas y ramificadas con multiples organelos. Las hifas forman
espirales, de las cuales surgen fidlides delgadas (Figura 18.f). Bajo las
condiciones de cultivo el hongo produce dos tipos de conidios: ovalados, septados
y binucleados, y en forma de vaina (Figura 18.d y 18.e). Estos conidios son

similares a los producidos por el género Fusarium (Leslie & Summerell, 2006).
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Figura 18. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME9 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SME10

El hongo endéfito SME10 presenta en el anverso de la colonia micelio color blanco
con centro violeta, debido a la produccion de exudado del mismo color. Su textura
es algodonosa, ligeramente umbonado y consistencia suave (Figura 19.a). Con el
transcurso del tiempo el borde del micelio se oscurece. En el reverso de la colonia,
el micelio es blanco con el centro violeta (Figura 19.b) y con el tiempo produce
halos concéntricos grises. El hongo crece lentamente con una T.C. de 3.60
cm?/dia (Figura 19.c). El micelio se conforma de hifas delgadas hialinas, septadas
con multiples organelos internos, las cueles pueden ramificarse y formar espirales.
Bajo las condiciones de incubacion, el endofitoSME10 no produjo estructuras de

reproduccion (Figura 19.d, 19.e y 19.f).
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Figura 19. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME10 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacion. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SME11

El hongo endofito SME11 inicialmente presenta en el anverso de la colonia micelio
blanco abundante, de consistencia rigida, con zonas de micelio escaso. En el
reverso de la colonia el micelio es color blanco. A los 21 de incubacion el micelio,
en el anverso y el reverso, se colorea ligeramente café formando halos (Figura
20.ay 20.b). El hongo enddfito crece con una T.C. de 3.58 cm?dia (Figura 20.c).
El micelio se conforma de hifas hialinas, delgadas, septadas, que se ensanchan
entre cada septo y con multiples organelos internos (Figura 20.d, 20.e y 20. f).
Bajo las condiciones de incubacion el hongo SME11 no produce estructuras de

reproduccion.
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Figura 20. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME11 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 21 dias de incubacién. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d), (e) y (f).
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Hongo endéfito SME12

El hongo endéfito SME12 presenta en el anverso de la colonia micelio color blanco
abundante, de apariencia rugosa, rigido, y con borde irregular. Produce exudado
cristalino amarillo claro (Figura 21.a). En el reverso, el micelio es blanco con el
centro amarillo claro (Figura 21.b).Con el paso del tiempo el micelio se torna color
gris con motas negras. El hongo crece muy lentamente con una T.C. de 2.86
cm?/dia (Figura 21. c). El micelio del hongo se conforma de hifas septadas y
ramificadas con mdultiples organelos internos (Figura 21.d, 21.e y 21.f). Bajo las
condiciones de incubacion el hongo SME12 no produjo estructuras de

reproduccion.
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Figura 21. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo enddfito SME12 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 18 dias de incubacién. (c)
Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y (e) y a 100x (f).
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Hongo endéfito SME13

El hongo enddfito SME13 presenta el anverso y reverso de la colonia micelio
anillado, con halos de color naranja, morado y blanco alternos (Figura 22.a y
22.b). En el anverso del micelio es abundante, de apariencia algodonosa, suave y
con borde irregular (Figura 22.a). Produce exudado amarillo cristalino y no origina
pigmentos difusibles en el medio de cultivo. El hongo crece muy lentamente con
una T.C. de 2.62 cm?/dia. El micelio se conforma por hifas septadas, hialinas y con
multiples organelos internos, de las cuales surgen fidlides delgadas (Figura 22.d,
22.e y 22.f). Bajo las condiciones de cultivo el hongo produce conidios ovalados
alargados septados y binucleados, similares a los producidos por el género

Fusarium (Leslie & Summerell, 2006).
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Figura 22. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento
del hongo endéfito SME13 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 21 dias de incubacion. (c)

Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d) y a 100x (e) y (f).
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Hongo endéfito SME14

El hongo endéfito SME14 presenta en el anverso y reverso de la colonia micelio
blanco (Figura 23.a y 23.b). En el anverso el micelio es de apariencia lanosa y
con halos de micelio elevados. Su consistencia es suave, y no produce pigmentos
difusibles en el medio de cultivo. Crece muy lentamente con borde entero con una
T.C. de 2.06 cm?dia (Figura 23.c). El micelio se conforma por hifas septadas
delgadas, de las cuales surgen hifas gruesas que se ramifican y engrosan (Figura

23.d, 23.e y 23.f). Bajo las condiciones de incubacién el hongo SME14 no formo
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Figura 23. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y curva de crecimiento

del hongo enddfito SME14 cultivado en medio PDA. Fotografias del anverso (a) y
reverso (b) del micelio de una colonia del hongo a los 14 dias de incubacién. (c)
Curva de crecimiento. Micrografias opticas a 40x (d), (e) y ().




El andlisis detallado de las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de los
hongos endofitos aislados de las plantas M. affinis y S. macrocarpum colectadas
en la REBIOSH, una zona de alta diversidad biol6gica, permitié determinar su
pureza, su tasa de crecimiento e inferir el género de algunos de los aislamientos
en estudio. Se identificaron cinco hongos endofitos posiblemente pertenecientes al
género Fusarium. El enddéfito MAES, aislado de la planta M. affinis y los endofitos
SME4, SME6, SME9 y SME13 asilados de S. macrocarpum (Arx, 1981; Leslie &
Summerell, 2006; Watanabe, 2010). Cabe destacar que estos aislamientos
muestran caracteristicas macroscopicas diferentes entre si, y en consecuencia
deben pertenecer a especies distintas o a variantes morfolégicas (Leslie &
Summerell, 2006). Ademas, se identific6 un hongo enddfito aislado de M. affinis
(asilamiento MAE7) como posible miembro del género Aspergillus (Arx 1981;
Watanabe 2010) y un hongo enddfito perteneciente al género Xylaria (asilamiento
SMEDS) aislado de S. macrocarpum.

De manera paralela, y en colaboracion con la Dra. Patricia E. Lappe Oliveras del
laboratorio de Macromicetos y Levaduras, del Instituto de Biologia, UNAM, se llevd
a cabo la confirmacion de los géneros identificados, y la descripcién taxonémica
hasta especies de cuatro de los hongos endoéfitos en estudio. En el Cuadro 5 se
presenta el listado de los hongos identificados a nivel de género y especie.

El andlisis de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
aislamientos SME4, SME6, SME9 y SME13 en diferentes medios de cultivo (Leslie
& Summerell, 2006) permitié corroborar que pertenecen al género Fusarium. Los
hongos endofitos SME4 y SMEG6 corresponden a la especie F. solani. Los
endofitos SME9 y SME13 pertenecen a las especies F. comunne y F. avenaceum,
respectivamente. Actualmente, se esta confirmando de manera inequivoca la

taxonomia de las especies de Fusarium, mediante estudios de biologia molecular.
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Cuadro 5. Especies de hongos endofitos identificados

Hongo endéfito Género Especie
MAE3 Fusarium Fusarium sp.
MAE7 Aspergillus Aspergillus sp.
SME4 Fusarium Fusarium solani
SME5 Xylaria Xylaria sp.
SME®6 Fusarium Fusarium solani
SME9 Fusarium Fusarium commune

SME13 Fusarium Fusarium avenaceum




3. Bioensayos de antagonismo directo entre los hongos endéfitos de

Mimosa affinis y entre los de Sapium macrocarpum

Una vez que se realizd la descripcion de las caracteristicas macroscopicas y
microscépicas de los hongos enddéfitos puros de las plantas Mimosa affinis y
Sapium macrocarpum, y de su clasificacion en diferentes categorias de acuerdo
con su tasa de crecimiento (muy rapidos, rapidos, lentos y muy lentos), se
disefiaron bioensayos de antagonismo directo in vitro entre los hongos endofitos

pertenecientes a la misma categoria.

Los bioensayos se realizaron entre los hongos endoéfitos de la misma planta
inoculando dos hongos diferentes a una distancia de 40 mm en una caja de Petri
con medio de cultivo PDA (Figura 24). Como control de crecimiento se cultivaron
los hongos competidores por separado, inoculdndolos en el centro de cajas de
Petri en el mismo medio de cultivo, para comparar las caracteristicas morfolégicas

de los hongos.

Figura 24. Modelo de antagonismo directo, (A) hongo enddfito de prueba, (B)

hongo enddfito competidor (a) radio de interaccion (b) radio de no interaccion.

Mediante bioensayos de antagonismo directo se evaluaron las interacciones entre
los hongos de crecimiento lento y muy lento de M. affinis, y las interacciones entre
los hongos muy rapidos, lentos y muy lentos de S. macrocarpum. Cabe mencionar
gue los hongos de crecimiento muy rapido de M. affinis y rapido de ambas plantas

no se evaluaron debido a que en su categoria solo existe un enddfito.
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Cuadro 6. Tipos de interaccion y valores numéricos asignados (modificado
de Yuen et al., 1999).

Categoria Tipos de interaccion Valor

AL El crecimiento de A es inhibido por la .
especie B

El crecimiento de A se entremezcla

A2 con el de B, sin que exista reduccion 0

en el crecimiento de alguna de ellas.
La especie A crece en contacto con B

B y cesa el crecimiento de ambas 1
especies.

c La especie A forma un halo oscuro al 5
estar en contacto con B.

b La especie A crece sobre la especie B 3
reduciendo el crecimiento de B.

£ La especie A inhibe a distancia a la 4

especie B.

Los indices de antagonismo (IA) fueron calculados para cada hongo enddfito de prueba

(A) sumando los puntos asignados por cada categoria:
IA=(n*A1)+(n*A2)+(n*B)+(n*C)+(n*D)+(n*E)

n” es el nimero de veces que el hongo presentd la categoria de antagonismo.

Para determinar el potencial antagonico que presentan los hongos enddfito de M.

affinis y S. macrocarpum sobre sus competidores se calculd, el porcentaje de
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inhibicién (%l), comparando los radios de interaccion con los de no interaccion del
hongo competidor B (% | = |[(a—b)/b] x 100|). Ademas, se determiné el indice de
antagonismo (IA) de cada microorganismo competidor, con base en un modificado
de las categorias de antagonismo (Al, A2, B, C, D, E) establecidas por Yuen y
colaboradores (1999), de acuerdo con el tipo de interaccion mostrado por hongos
en interaccion antagonica. Las categorias se asignaron con base en las
observaciones macroscopicas obtenidas al término de los bioensayos de
antagonismo, a cada una de ellas se le atribuyd un valor numérico, el cual permitié
calcular el IA. En el Cuadro 6 se muestran las categorias de los tipos de

interacciones in vitro, y los valores numeéricos asignados.

A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los
bioensayos de antagonismo, realizados entre los hongos enddfitos de M. affinis y

S. macrocarpum con tasa crecimiento similar.

Hongos endéfitos con tasa de crecimiento lento aislados de Mimosa affinis

En la Figura 25 se muestra a manera de ejemplo, fotografias del cultivo en
interaccién antagonica entre los hongos endofitos MAE3 y MAE4 de tasa de
crecimiento lenta, aislados de M. affinis a los 14 dias de interaccion antagonica. El
hongo MAE4 crece rodeando completamente el micelio de su competidor, y en la
zona de interaccion se observa mayor densidad de hifas (Figura 25 A). EIl hongo
MAE3 produjo, como respuesta a la interaccién, un pigmento amarillo claro en el
borde de la colonia. La presencia de ambos microorganismos en interaccion
generd cambios morfologicos en el micelio de los dos hongos competidores
(Figura 25 B).
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Figura 25. Antagonismo directo entre los hongos endofitos MAE4 (izquierda) y
MAE3 (derecha) con tasa de crecimiento lenta, aislados de Mimosa affinis. Las
fotografias del anverso (A) y del reverso (B) fueron tomadas a los 14 dias de

interaccién antagonica.

En el Cuadro 7 se presentan los porcentajes de inhibicion y el indice de
antagonismo de los tres hongos antagonizados entre ellos, a los 14 dias de
interaccién antagonica. El hongo MAE4 inhibié significativamente y en mas del
50.0% el crecimiento de sus competidores; mostrando una interaccion tipo D
(Cuadro 6), en donde el endofito MAE4 crecio sobre el micelio de los hongos
MAE3 y MAES5 obteniéndose un IA de 6 puntos. Este comportamiento puede
atribuirse a la facilidad del hongo en utilizar los nutrientes del medio de cultivo y
crecer rapidamente sobre la superficie, limitando el crecimiento de sus
competidores y a la produccion de metabolitos secundarios (no necesariamente
coloridos) difusibles en el agar y con propiedades antifungicas o bien a su

comportamiento como micoparasito, al crecer sobre sus competidores (Boddy,

58



2000). Por su parte, el hongo MAES3 inhibié significativamente y en un 46.6% el
crecimiento del hongo MAES, presentando una interaccion tipo D, debido a que
crece sobre el micelio de su competidor (Cuadro 6), obteniéndose un IA de 3. Por
el contrario, el hongo MAES5 es inhibido por los dos competidores en consecuencia

su |A es de cero.

Con base en las observaciones obtenidas, el hongo MAE4, se seleccioné como el
hongo enddfito de M. affinis de tasa de crecimiento lenta, con mayor potencial
antagonico. Este microorganismo inhibe significativamente a sus dos

competidores, mostrando los valores mas altos de IA.

Cuadro 7. Porcentajes de inhibiciéon e indices de antagonismo de los hongos
endofitos de Mimosa affinis con tasa de crecimiento lenta a los 14 dias de

interaccion antagoénica.

Hongo de Porcentaje de inhibicién indice de
prueba MAE3 MAE4 MAES antagonismo
MAE3 0.0£0.0 46.6 + 1.3* 3
MAE4 60.0 £ 1.9* 554+ 1.1* 6
MAES 7.9+0.2 0.0£0.0 0

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

Hongos endofitos con tasa de crecimiento muy lento aislados de Mimosa

affinis

En la Figura 26 se ilustra la interaccion entre los hongos MAE7 y MAEG6 a los 10
dias de incubacion. Debido a que el hongo MAE7 presentd la T.C. mas baja (0.45

cm?/dia) se inocul6 en el medio de cultivo 15 dias antes que su competidor. El
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hongo MAE7 es el endofito de crecimiento mas lento que se aislo de la planta M.

affinis. Cabe mencionar que el enddéfito MAE7 es de crecimiento limitado.

A los diez dias de interaccion antagonica, se observé que el enddfito MAE7
produce un pigmento naranja, que difunde en el medio de cultivo y que limita el
crecimiento del hongo MAEG6. La produccion de pigmentos que difunden en el
medio de cultivo, puede atribuirse a la producciéon de metabolitos secundarios
coloridos con actividad antifungica. EI hongo MAE7 inhibe a distancia el
crecimiento de su competidor en un 25.5%, produciendo una interaccion tipo E.
Esta inhibicibn se mantuvo durante el tiempo de observacion (21 dias) (Cuadro 8).

Adicionalmente, se observé que la colonia del hongo MAE7 en el cultivo en

interaccion presenta mayor micelio aéreo y exudado, en comparacion con su

— _— \

. |
1 1
! 1

Figura 26. Antagonismo directo entre los hongos endofitos MAE7 (izquierda) y

cultivo control (Figura 26).

-

A\
N

MAESG6 (derecha) con tasa de crecimiento muy lento aislados de Mimosa affinis. La

fotografia del anverso del cultivo fue tomada a los 10 dias de incubacion.

El enddéfito MAE7 inhibe significativamente el crecimiento de su competidor, sin
resultar inhibido, obteniendo un IA de 4 puntos. Con base en esta informacion se
selecciond al hongo MAE7 como el hongo de crecimiento muy lento aislado de M.

affinis, con mayor potencial antagonico.
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Cuadro 8. Porcentajes de inhibicion e indices de antagonismo de los hongos
endofitos de Mimosa affinis con tasa de crecimiento muy lenta. Los valores fueron

obtenidos a los 21 dias de interaccion antagoénica.

Hongo de Porcentaje de inhibicion indice de
prueba MAE6 MAE?7 antagonismo
MAEG 0.0+0.0 0
MAE7 255+ 0.8* 4

*Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se

presenta el promedio de cuatro repeticiones realizadas.

Hongos endofitos con tasa de crecimiento muy rapido aislados de Sapium

macrocarpum

En la Figura 27 se muestran fotografias del antagonismo directo entre los hongos
endofitos SME1 y SME2 aislados de S. macrocarpum. Estos hongos son de
crecimiento muy rapido y ambos hongos compiten fuertemente por espacio y
nutrientes del medio de cultivo. A los dos dias de interaccion antagonica ambos
hongos hacen contacto entremezclando sus micelios. EI hongo SME2 crece
rodeando el micelio de su competidor, sin crecer sobre éste. Esta interaccion se
mantuvo durante los diez dias de observacion. A los tres dias de incubacion,
ambos hongos cubrieron la superficie de los cultivos control. Cabe mencionar que
el olor caracteristico del endofito SME2 se intensifico en los cultivos en interaccion
antagonica, indicando que un posible mecanismo de defensa de este
microorganismo, involucra la produccién de metabolitos secundarios volatiles, con
propiedades antifungicas (Macias-Rubalcava et al., 2010; Suwannarach et al.,
2013). La fuerte competencia entre los endoéfitos SME1 y SME2 se corroboré con

valores bajos de % |, obtenidos para los dos hongos competidores.
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Como se presenta en el Cuadro 9, ambos microorganismos, inhiben
significativamente el crecimiento de su competidor. Los enddfitos de crecimiento
rapido SME1 y SME2 muestran una interaccion tipo A2 (crecen entremezclando
sus hifas, sin que exista reduccion en el crecimiento de alguno de ellos), por tal
motivo, ninguno recibe puntos de acuerdo con el Cuadro 6 de categorias de
interaccion, en consecuencia su IA es cero. En este antagonismo los valores de %
I y el 1A no aportan suficiente informacion para establecer cual endoéfito presenta
mayor potencial antagonico, confirmando de nueva cuenta que ambos son fuertes

competidores.

Figura 27. Antagonismo directo entre los hongos endofitos SME1 (izquierda) y
SME2 (derecha) con tasa de crecimiento muy rapida, aislados de Sapium
macrocarpum. Las fotografias del anverso (A) y del reverso (B) fueron tomadas a

los 10 dias de interaccion antagénica.
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Cuadro 9. Porcentajes de inhibicion e indices de antagonismo de los hongos
endofitos de Sapium macrocarpum, con tasa de crecimiento muy rapida a los 10

dias de interaccién antagonica.

Hongo de Porcentaje de inhibicion indice de
prueba SMEL SME2 antagonismo
SME1 12.7 + 2.7~ 0
SME2 11.1£2.7*% 0

Se presenta el promedio de cuatro repeticiones.

Se ha reportado en la literatura que diversos géneros de hongos endofitos
producen metabolitos secundarios volatiles. Los compuestos organicos volatiles
(VOCs, por sus siglas en inglés) que producen los hongos endéfitos in vitro
pueden inhibir el crecimiento de otros enddfitos, y algunos otros microorganismos
como hongos y oomicetos fitopatdégenos. En la actualidad, el género Muscodor ha
sido ampliamente estudiado desde el punto de vista de sus VOCs. Este género,
comprende 14 especies, todas ellas producen un importante numero de
compuestos volatiles, principalmente alcoholes, acidos, cetonas, ésteres,
compuestos aromaticos simples, terpenos y derivados de naftaleno. La mezcla de
VOCs puede inhibir in vitro, el crecimiento de hongos, plantas y bacterias, y
también, actian de manera sinérgica, matando a una amplia variedad de hongos y
bacterias patdgenas humanas, por lo que poseen un promisorio potencial para la
medicina, agricultura e industria (Strobel et al., 2001; Daisy et al., 2002; Strobel,
20064, b; Kudalkar et al., 2012; Gonzélez et al., 2009; Suwannarach et al., 2010,

Suwannarach et al., 2003; Zhang et al., 2010)

Macias-Rubalcava y colaboradores (2010), observaron que los VOCs producidos
por el hongo endéfito Muscodor yucatanensis, aislado de Bursera simaruba
resultan téxicos para algunos hongos endofitos aislados de Callicarpa acuminata,

una planta colectada en la misma region que B. simaruba, y contra los
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microorganismos fitopatdgenos Phythophtora capsici, Phythophtora parasitica,
Rhizoctonia sp. y Alternaria solani. Asimismo, la mezcla de compuestos volatiles
inhibe significativamente la germinacion y el crecimiento de la raiz de las semillas
de Amaranthus hypchondriacus, Solanum lycopersicum y Echinochloa crus-galli
(Macias-Rubalcava et al., 2010).

Cabe destacar que diversos aislamientos de Muscodor albus son empleados como

agentes de control biolégico, en particular en cultivos post cosecha (Strobel, 2006)

Hongos enddfitos con tasa de crecimiento lento aislados de Sapium

macrocarpum

En la Figura 28 se presenta a manera de ejemplo el antagonismo entre los
hongos endéfitos SME4 y SME10, SME9 y SME5, y entre los hongos SME9 y
SMEA4, a los 14 dias de interaccion antagonica. Como se observa en la Figura 28
Ay B el hongo SME4 crece rodeando completamente a su competidor SME10, y
en la zona de interaccion se aprecia mayor densidad de hifas y la produccién de
un pigmento rojo intenso que difunde en el medio de cultivo. En la Figura 28 C y
D, se muestra la interaccibn antagdnica entre los hongos SME9 y SMES5,
observandose que el hongo SME9 desarrolla una interaccion similar a la del hongo
SME4. Sin embargo, el hongo competidor SME5 produce en respuesta una
pigmentacibn amarilla en sus hifas en la zona de interaccion. En ambos
antagonismos, los hongos de prueba SME4 y SME9 desarrollan interacciones de
tipo C produciendo un pigmento rojo intenso al crecer en contacto con el hongo

competidor (Cuadro 6).

En el Cuadro 10 se presentan los % |y el IA, a los 14 dias de interaccion
antagonica, de los siete hongos endofitos con tasa de crecimiento lenta aislados
de S. macrocarpum antagonizados entre ellos. Como se observa, el hongo SME4
inhibe significativamente en un 20.8% el crecimiento del hongo SME10, mostrando

una interaccion tipo C, que aporta dos puntos al célculo de su IA. En contraste, el
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hongo de prueba SME9 no inhibe el crecimiento del hongo SME5 (Figura 28 C).
Sin embargo, el hongo SME9 obtiene dos puntos por el tipo de interaccion antes

descrita.

Por otro lado, en la interaccion antagonica entre los hongos SME9 y SME4 que se
muestra en la Figura 28 E y F, se observa que ambos hongos crecen y se
entremezclan las hifas de su micelio en la zona de interaccion, sin que exista
reduccion en el crecimiento de ninguno de ellos, y sin la produccion de pigmentos
coloridos difusibles en el medio de cultivo, al crecer en contacto. Estos hongos
desarrollan una interaccion tipo A2, con un valor de cero puntos (Cuadro 6).

Como se observa en el Cuadro 10, en general, los hongos de este grupo
muestran una fuerte competencia por nutrientes y espacio, mostrando
interacciones tipo A2 que no contribuyen con ningun punto al célculo de IA. El
hongo enddfito SMEG6 inhibid significativamente a dos de sus competidores, los
hongos SME7 y SME1ll. Solo en tres de sus antagonismos desarrollo
interacciones tipo A2 (cero puntos) y en el resto de los antagonismos desarroll6
interacciones tipo C (dos puntos), por lo que obtuvo un IA de 6 puntos. El hongo
SME9 presentd un comportamiento en interaccién antagonica, similar al del
endofito SME6. En contraste, los hongos SME7 y SME11l no inhibieron el

crecimiento de sus hongos competidores.

En algunas interacciones antagonicas observadas, los hongos enddfitos SME4,
SME6, SME7 y SME9, producen pigmento de color rojo que dinfunde en el medio
de cultivo. Es factible que estos hongos compitan fuertemente por espacio y
nutrientes y que ademas produzcan metabolitos secundarios coloridos con
propiedades antifungicas, cuando crecen en contacto con otras especies

diferentes.

Con base en las observaciones obtenidas, los hongos SME6 y SME9, se
seleccionaron como los enddfitos de S. macrocarpum de tasa de crecimiento
lenta, con mayor potencial antagonico. Estos microorganismos inhiben
significativamente a dos de sus competidores, mostrando los valores mas altos de
IA.
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Figura 28. Antagonismo directo entre los hongos endéfitos con tasa de crecimiento lenta aislados de Sapium
macrocarpum. (A) anverso del antagonismo entre SME4 (izquierda) y SME10 (derecha). (B) reverso del antagonismo
entre SME4 y SME10. (C) anverso del antagonismo entre SME9 (izquierda) y SME5 (derecha). (D) reverso del
antagonismo entre SME9 y SMES5. (E) anverso del antagonismo entre SME9 (izquierda) y SME4 (derecha). (F) reverso
del antagonismo entre SME9 y SME4. Las fotografias del anverso y reverso fueron tomadas a los 14 dias de interaccion.




L9

con tasa de crecimiento lento a los 14 dias de interaccién antagonica.

Cuadro 10. Porcentajes de inhibicion e indice de antagonismo de los hongos endéfitos de Sapium macrocarpum,

Hongo de Porcentajes de inhibicion indice de
prueba | SyME4 | SMES | SME6 | SME7 | SMES | SMEl0 | sSmEll | antagonismo
SME4 62+2.9 | 0.0£2.6 | 19.3+3.0¢ |0.0+0.0|20.8 +3.9%| 33.9+1.2% 4
SME5 | 3.9+0.2 0.0£0.0 |425+26*(0.0+3.8| 0.0£0.0 | 21.1+3.1* 5
SME6 | 56+0.0 | 53+0.0 35.2+0.0%|0.0+0.0| 53+0.1 | 100.0 + 0.0* 6
SME7 | 0.0%69 | 00+51 | 00+05 0.0+3.0| 00+26 | 53+0.0 4
SME9 | 00+0.0 | 0.0£0.3 | 0.0+0.0 | 31.6 5.3 45+00 | 75.0+ 2.6* 6
SME10 | 0.0+05 | 0.0+0.0 | 0.0+3.0 | 34.2+3.0* [0.0 + 0.0 14.0 + 3.0+ 3
SME11 | 0.0+3.9|00+22|00+26| 00+34 [0.0+3.2| 0.0£0.0 3

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

67



Hongos endofitos con tasa de crecimiento muy lento aislados de Sapium

macrocarpum

En la Figura 29 se muestran fotografias de los antagonismos directos entre los
hongos endéfitos de S. macrocarpum SME12, SME13 y SM14. Estos enddfitos
pertenecen a los hongos de crecimiento muy lento, por lo que los bioensayos se
observaron durante 21 dias. En el Cuadro 11 se presentan los valores de %l y de

IA de los tres hongos antagonizados entre ellos.

En la Figura 29 A y C el hongo endéfito SME13 antagonizé fuertemente a sus dos
competidores SME12 y SME14. Este enddfito crece rapidamente rodeando el
micelio de sus competidores, y en la zona de interaccién antagonica se observa
que entremezclan las hifas de su micelio, presentando en cada caso una
interaccion tipo D (Cuadro 5), con lo que el indice de antagonismo para este
hongo es de 6 puntos. Con respecto al % |, el hongo SMEL13, inhibe
significativamente en mas del 60% el crecimiento de los competidores SME12 y
SME14 (Cuadro 11).

Adicionalmente, se observaron cambios morfolégicos en el micelio de los tres
hongos en los cultivos en interaccion antagénica. En la interaccién entre los
hongos SME12 y SME13 (Figura 29 Ay B) y entre SME13 y SME14 (Figura 29 C
y D) el hongo SME13 modifico las caracteristicas de su micelio, observandose que
en la primera interaccién el micelio aéreo es poco abundante y en la segunda
interaccién el micelio se torna anaranjado. Ademas, hay un aumento en la
produccion de exudado amarillo en toda la colonia, en especial en la zona de
interaccion antagonica (Figura 29 Ay C).

Por otra parte, en la Figura 29 E y F se observa que en interaccion antagonica los
hongos SME12 y SME14 compiten fuertemente, cesando su crecimiento en la
zona de interaccion, sin entremezclar sus micelios. Ambos hongos se inhiben a
distancia generando una interaccion tipo E (4 puntos), mostrando porcentajes de

inhibicion menores al 20% (Cuadro 11). Cabe la posibilidad de que los dos
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enddfitos al estar en interaccién antagonica produzcan metabolitos secundarios
con potencial antifngico (no necesariamente coloridos), que difundan en el medio
de cultivo impidiendo el crecimiento de su competidor (Yuen et al.,1999). Sin
embargo, no se descarta la posible produccion de VOCs que estén actuando

conjuntamente en la interaccién antagonica entre éstos hongos.

Como se indico anteriormente, el hongo endoéfito SME13 es el que inhibe
significativamente a sus dos competidores y es el microorganismo que obtuvo el
valor mas alto de IA calculado (Cuadro 11) al no ser inhibido por ninguno de sus
competidores. Con base en las consideraciones anteriores, se infiere que el hongo
SME13 tiene mayor capacidad para utilizar los nutrientes del medio de cultivo, en
comparacion con sus competidores SME12 y SME14, y que el exudado que
produce puede desempefiar un papel quimico en la inhibicién observada (Boddy ,
2000). El endofito SME13, se seleccion6 como el hongo con mayor potencial

antagonico con tasa de crecimiento muy lenta aislado de S. macrocarpum.

Cuadro 11. Porcentajes de inhibicion e indices de antagonismo de los hongos de
Sapium macrocarpum con tasa de crecimiento muy lenta. Los valores fueron

obtenidos a los 21 dias de interaccion antagodnica.

Hongo de Porcentaje de inhibicion indice de
prueba SME12 SME13 SME14 antagonismo
SME12 0.0+0.0 17.0 £ 2.9* 4
SME13 63.8 + 2.3* 65.5 + 3.9* 6
SME14 19.7 + 2.6* 0.0+0.0 4

*Valores estadisticamente significativos, t-student (P<0.05), se presenta el promedio
de cuatro repeticiones realizadas.
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Figura 29. Antagonismo directo entre los hongos enddfitos con tasa de crecimiento muy lenta aislados de Sapium
macrocarpum. (A) anverso del antagonismo entre SME13 (izquierda) y SME12 (derecha). (B) reverso del antagonismo
entre SME13 y SME12. (C) anverso del antagonismo entre SME13 (izquierda) y SME14 (derecha).(D) reverso del
antagonismo entre SME13 y SME14 (E) anverso del antagonismo entre SME12 (izquierda) y SME14 (derecha). (F)
reverso del antagonismo entre SME12 y SME14. Las fotografias del anverso y reverso fueron tomadas a los 21 dias de

interaccion antagonica.
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VIl. Conclusiones

El analisis detallado de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los 7
y 14 hongos enddfitos puros aislados de las hospederas M. affinis y S.
macrocarpum respectivamente, permitio0 determinar la pureza, la tasa de

crecimiento y en algunos casos el género de los aislamientos.

Con base en su tasa de crecimiento, se encontré un enddfito de crecimiento muy
rapido, uno de crecimiento rapido, tres de crecimiento lento y dos de crecimiento
muy lento, aislados de M. affinis, y dos endéfitos de crecimiento muy rapido, uno
de crecimiento rapido, ocho de crecimiento lento y tres de crecimiento muy lento

aislados de S. macrocarpum.

Se identificaron un total de cinco hongos endofitos pertenecientes al género
Fusarium, de los cuales el endéfito MAE3 corresponde a Fusarium sp. Los hongos
endofitos SME4 y SMEG6 corresponden a la especie F. solani. Los enddfitos SME9
y SME13 pertenecen a las especies F. commune y F. avenaceum,
respectivamente Ademas, se identifico al hongo enddéfito MAE7 aislado de M.
affinis como una especie perteneciente al género Aspergillus, y al hongo enddfito
SME5 aislado de S. macrocarpum como una especie con caracteristicas

morfologicas similares a las del género Xylaria.

En ambas plantas hospederas, se observaron ocho hongos endofitos que
producen estructuras de reproduccion asexuales (conidios) bajo las condiciones
de cultivo. Sin embargo, en estos aislamientos no se pudo inferir el género de los
hongos. Adicionalmente, cinco de los hongos enddfitos aislados de S.
macrocarpum y uno de los aislados de M. affinis no desarrollaron estructuras de

reproduccion bajo las condiciones de crecimiento.

Los bioensayos de antagonismo directo realizados entre los hongos endéfitos con
tasa de crecimiento similar, permitieron evidenciar el potencial antagénico de los

hongos endofitos puros de M. affinis y S. macrocarpum.
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Los hongos enddéfitos SME6 y SME9 de crecimiento lento, y el SME13 de
crecimiento muy lento, aislados de S. macrocarpum, asi como, el enddéfito MAE4
de crecimiento lento, aislado de M. affinis, son los microorganismos con el mayor

indice de antagonismo.

Los hongos SME6 y SME9 aislados de S. macrocarpum producen un pigmento
rojo en interaccion antagonica con otros hongos endofitos de su misma tasa de
crecimiento, que inhibe significativamente el crecimiento de su competidor. De la
misma forma, el hongo MAE7 produce un pigmento naranja difusible en el medio

de cultivo que inhibe significativamente a distancia a su competidor.

Los porcentajes de inhibicion y el tipo de interaccion antagdnica entre los hongos
SMEl1 y SME2 de crecimiento muy rapido aislados de S. macrocarpum no
permiten realizar una seleccion adecuada, ya que ambos microorganismos

presentan importante potencial antagonico.

Los bioensayos de antagonismo directo in vitro entre hongos enddfitos, permiten
evidenciar las posibles interacciones que pueden existir in vivo entre los hongos

endofitos de la misma planta hospedera.

En las interacciones antagonicas in vitro, esta involucrada la capacidad con la que
los hongos endéfitos aprovechan los recursos nutritivos asi como su tasa de

crecimiento.

La interaccion entre las hifas de los competidores puede provocar tanto cambios
morfolégicos en el micelio como en la formacion de barreras miceliares, mayor
produccion de micelio, engrosamiento de las hifas, entre otras, involucrando

mecanismos fisicos de competencia.

La produccion de metabolitos secundarios que difunden en el medio de cultivo o
gue volatilicen cercanamente a la zona de interaccion antagoOnica, pueden
provocar la inhibicion del crecientito del competidor, y son producidos como

mecanismos quimicos de competencia.
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Los mecanismos fisicos y quimicos de competencia, pueden ocurrir
simultdneamente e influir fuertemente en la capacidad de inhibicion del

crecimiento de los hongos competidores.

Los hongos enddfitos SME1, SME2, SME6, SME9 y SME13 aislados de S.
macrocarpum, asi como, MAE4 y MAE7 aislados de M. affinis, constituyen
candidatos potenciales para su estudio como microorganismos utiles en el control
biolégico de enfermedades de las plantas y como fuente de metabolitos

secundarios con posible actividad antifungica.

Los resultados obtenidos en los bioensayos de antagonismo directo realizados en
la presente investigacion ponen en evidencian la capacidad que presentan los
hongos enddfitos de las plantas M. affinis y S. macrocarpum para limitar el
crecimiento de otros hongos in vitro y, a su vez, permiten contribuir al

conocimiento de su posible papel ecolégico en la proteccion de sus hospederas.
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VIII.

Perspectivas

Realizar la clasificacién taxonomica de los hongos enddfitos SME1, SME2,
SME6, SME9 y SME13 aislados de S. macrocarpum, y MAE4 y MAEY
aislados de M. affinis, que presentaron el mayor potencial antagénico,

mediante métodos moleculares.

Realizar bioensayos de antagonismo directo entre los hongos enddfitos
con tasa de crecimiento diferente y seleccionar aquellos con los mayores

indices de antagonismo.

Realizar bioensayos de antagonismo directo entre los hongos enddfitos con
mayores indices de antagonismo y cuatro microorganismos fitopatdgenos
con importancia en la agricultura: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum,

Phytophthora capsici y Pythium aphanidermatum.

Realizar los cultivos en pequefia escala de los hongos endoéfitos con
potencial antagbnico seleccionados, utilizando 1L de caldo-papa-dextrosa

(CPD) incubando bajo condiciones estaticas y de agitacion.

. Obtener los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio, por

medio de particiones sucesivas del medio de cultivo, y mediante
maceracion exhaustiva del micelio, empleando diclorometano y acetato de

etilo como disolventes de extraccion.

Realizar el analisis cromatogréafico en capa fina de los extractos organicos

obtenidos a partir del medio de cultivo y micelio para establecer su similitud.
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7. Evaluar cuantitativamente el potencial antifiangico de los extractos
organicos sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos

fitopatdgenos con importancia en la agricultura.

8. Realizar el cultivo en mediana escala (10 L de medio CPD) de al menos dos
de los hongos con mayor potencial antifingico sobre el crecimiento de los
microorganismos fitopatdgenos de prueba y obtener los extractos organicos

del micelio y del medio de cultivo.

9. Comparar los perfiles quimicos de los extractos organicos derivados de los
cultivos en pequefia y mediana escala mediante el analisis cromatografico

en capa fina.

10.Corroborar la actividad antifingica de cada uno de los extractos obtenidos
en mediana escala empleando el método de dilucion en agar y los mismos

hongos fitopatdégenos de prueba.

11.Realizar el estudio quimico biodirigido de los extractos organicos con mayor
actividad antifingica y/o con el mejor rendimiento. Aislar y purificar los
metabolitos secundarios mayoritarios responsables de la actividad

antifingica, empleando diversos procedimientos cromatogréficos.

12.Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados,
mediante técnicas espectroscopicas, espectrométricas y de difraccion de

rayos X.

13.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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