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l. INTRODUCCION

Actualmente, la agricultura en nuestro pais se enfrenta a varios problemas para
abastecer a toda la poblacién mexicana. Dentro de las causas de desabasto
encontramos los recientes desastres naturales provocados por el cambio climatico
global que ha afectado a varias regiones agricolas de la Republica Mexicana, lo

que ha ocasionado pérdidas millonarias en este sector (Gerald, 2009).

Otra de las problematicas, es el agotamiento de los recursos naturales como el
agua y suelo, debido a la conversion de campos agricolas en suelos urbanos; lo
que ha hecho mas dificil la labor en el campo, provocando el abandono de las

tierras por parte de los campesinos (Tyler, 2007).

Por otra parte, el uso indiscriminado de plaguicidas y fertilizantes de origen
sintético, ocasionan un grave deterioro y contaminacion del suelo y agua.
Actualmente, los plaguicidas son altamente utilizados debido a que existe una
gran variedad de organismos que perjudican los campos de cultivos, como son las
malezas, las plagas y los patégenos (insectos, parasitos, virus, hongos y
oomicetos), capaces de provocar enfermedades en los cultivos o de competir por
espacio y nutrientes, como es el caso de las malezas, y que en la mayoria de los

casos provoca la pérdida de los cultivos (Tyler, 2007; Sandoval-Espinosa, 2014).

Otra de las desventajas de los plaguicidas de origen sintético es que a pesar de
tener una alta selectividad pueden tener actividad biolégica sobre organismos a
los que no van dirigidos, y pueden alterar cadenas completas dentro de los
ecosistemas, debido a que al no ser biodegradables, perduran mucho tiempo en el
suelo. Ademas, el uso intensivo de los plaguicidas sintéticos, ha provocado que

los microorganismos generen sistemas de resistencia (Tyler, 2007).

Debido a las desventajas que presentan los plaguicidas de origen sintético,
muchos paises han creado regulaciones mas restrictivas respecto al uso de los
mismos. Asimismo, algunos investigadores han intensificado la busqueda de

nuevas alternativas para el desarrollo de pesticidas.



Una prometedora solucion es el uso de productos de origen natural. Los
compuestos derivados del metabolismo secundario de diversos organismos ofrece
una alternativa para la obtencién de compuestos bioactivos estructuralmente
novedosos y menos agresivos para el ambiente, debido a su capacidad de
biodegradacion (Tyler, 2007).

Dentro de las fuentes de origen natural se situan los microorganismos endéfitos.
Algunas investigaciones han encontrado que estos microorganismos son fuente de
metabolitos secundarios con una alta actividad biolégica como agentes
agroquimicos, entre otros (Li & Tao, 2009; Macias et al., 2010, 2014; Sandoval-
Espinosa, 2014).

En este contexto, el presente trabajo de investigacién se desarrollé con la finalidad
de poner en evidencia la actividad biolégica, a nivel extractos organicos de los
metabolitos secundarios producidos por hongos endofitos y fitopatégenos aislados
de la planta hospedera Salvia sp., recolectada en la Reserva de la Biosfera de
Sierra de Huautla (REBIOSH), con la finalidad de colaborar al posible desarrollo
de agroquimicos de origen natural, y contribuir al conocimiento de los aspectos
quimicos involucrados en las relaciones existentes entre plantas hospederas y

hongos enddfitos.

Asimismo, el presente proyecto comprende: 1) La purificacién y determinacion de
las caracteristicas macro y microscopicas de los hongos enddfitos y fitopatégenos
de la planta Salvia sp. 2) La obtencion de los cultivos en pequefia escala de los
hongos puros. 3) La obtencién de los extractos organicos del medio de cultivo y
micelio. 4) La evaluacion cuantitativa del potencial antifungico y fitotoxico de los
extractos organicos sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatdgenos
con importancia econdémica en la agricultura y sobre dos plantas de prueba. 5) El
fraccionamiento primario de los extractos organicos crudos y la determinacion del

potencial antifungico y fitotoxico de las fracciones primarias.



Il. ANTECEDENTES
1. Actividad agricola en México

La agricultura forma parte de las actividades del sector primario econémico de
México, y es una de las ramas de la economia mexicana mas importantes desde
la época prehispanica (Palomo et al.,, 1993). La agricultura se define como el
cultivo de diferentes semillas, plantas y frutos que se realiza con el objetivo de
obtener alimentos que seran destinados para la alimentacion del ganado y para
proveer de materias primas a la industria con la finalidad de abastecer la
alimentacién humana (Palomo etal., 1993; INEGI, 2011).

En México, se cultiva una gran variedad de productos agricolas gracias a la
diversidad de climas presentes en las diferentes regiones del pais, de acuerdo al
INEGI, en el afio 2011 los cultivos ciclicos con mayor produccién fueron: maiz,
sorgo, frijol, trigo, arroz y jitomate; entre los cultivos perennes con mayor
produccién se encuentran: aguacate, café, cereza, naranja, platano, cafa de
azucar y limoén (INEGI, 2011).

A pesar de la amplia variedad de cultivos en nuestro pais, existen diversos
problemas para abastecer eficientemente la alimentacion humana, entre ellas,
encontramos el ataque de plagas y malezas que perjudican enormemente a los
cultivos agricolas. A continuacién, se describiran cuatro de las enfermedades
fungicas ocasionadas por los microorganismos de prueba utilizados en esta
investigacion. Asimismo, se profundiza en la problematica generada por las

malezas.
2. Enfermedades fungicas

Algunos cultivos agricolas se han visto afectados por ciertas enfermedades
microbianas que pueden provocar un impacto importante en la actividad
econdbmica de un pais. En seguida, se presentan y describen algunas

enfermedades provocadas por los hongos Fusarium oxysporum, Alternaria



alternata, y por lo oomicetos Pythium aphanidermatum y Phytophthora capsici,

utilizados en el presente proyecto de investigacion.
2.1. Fusariosis del banano

La fusariosis del banano, mejor conocida como enfermedad de Panama, es una
enfermedad provocada por un hongo fitopatégeno que ha afectado gravemente la
produccién agricola en varios paises desde los afios 20°s (Kavanagh, 2003). La
fusariosis es una enfermedad generalizada por via vascular, cuyo agente es
Fusarium oxysporum que puede vivir y persistir durante muchos afos en el suelo.
Una vez presente, la enfermedad no puede ser controlada con practicas de cultivo
tradicionales (FAO, 2014). El crecimiento y propagacion de este microorganismo
se ve favorecido por suelos acidos, pobreza mineral del terreno, especialmente en
potasio, malos drenajes, y la presencia de superficies pizarrosas (Kavanagh,
2003). La propagacién se intensifica después de estaciones muy lluviosas. El
hongo infesta las raices, principalmente cuando estas sufren quemaduras,
erosiones en las radiculas o ataques de parasitos. ElI micelio se desarrolla
rapidamente destruyendo las células parequimatosas, y alcanzando los vasos
conductores, en los que progresa mas rapidamente (Figura 1). Los sintomas de
enfermedad suelen ser perceptibles en los platanos adultos, no en los retofios
(Kavanagh, 2003; Pérez, 2004).
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Figura 1. a) Tallo del cultivo de platano infectado por Fusarium oxysporium. b) Cultivos de

platano infectados por Fusarium oxysporum.



Esta enfermedad es de extension rapida, ocasiona la muerte de las plantas y
dificulta la implantacion de nuevos cultivos en el suelo infestado, debido a esto,

varias extensiones de cultivos en América Central fueron abandonadas a partir de
1926 (Kavanagh, 2003).

Actualmente, el fitopatogeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4
(TR4), se ha propagado masivamente causando el mismo marchitamiento, sin
embargo, ahora afecta y destruye otras variedades de banano que no habian sido
afectadas en décadas pasadas (Pérez, 2004). Lo que pone de manifiesto que
posee mayor potencial fitotdxico, y resistencia a los agroquimicos. EI TR4 ha
infestado plantaciones de banano en Asia, Jordania, Mozambique, India, China,
Filipinas, Indonesia, Camerun, Tanzania, Colombia, Ecuador y Brasil, entre otras
(Pérez, 2004; FAO, 2014).

Sin embargo no existe tratamiento totalmente efectivo viable del suelo o de la
planta para controlar o curar el marchitamiento provocado por F. oxysporum TR4,
en el terreno de cultivo; por otro lado las esporas del hongo permanecen en
latencia durante décadas; el genoma del hongo no se ha identificado
completamente. La unica medida preventiva disponible en la actualidad es la
cuarentena, previniendo la transferencia de tierra afectada a zonas no infectadas,
libres de F. oxysporum TR4 (FAO, 2014).

El platano es uno de los cultivos perennes con mayor produccidon anual en México,
es el octavo cultivo alimenticio mas importante del mundo, y el cuarto mas
importante en los paises menos desarrollados. Se produce en 135 paises en
territorios de zonas tropicales y subtropicales, es por ello que la FAO (Food and
Agricultura Organization) poniendo importante atencion en esta enfermedad, que

cada vez es mas persistente y de mayor propagacioén (FAO, 2014, INEGI, 2011).

Fusarium oxysporum no solo es responsable del marchitamiento en platano, sino
también ataca el césped, cultivo de flores, algoddn, café, tabaco, jengibre y soya
(Kavanagh, 2003).



2.2. Moho negro, provocado por Alternaria alternata

Elmoho negro es una enfermedad endémica del Norte de Sinaloa, causada por el
hongo Alternaria alternata que afecta a los frutos maduros de tomate, los sintomas
varian desde pequenas lesiones superficiales de color café claro hasta lesiones
necroticas hundidas. En condiciones de alta humedad, el hongo produce una capa
negra de conidios sobre el tejido infectado (Figura 2), por lo que la severidad de
sintomas varia de acuerdo a las condiciones de humedad prevalentes durante la
madurez de los frutos. La humedad provoca que los conidios del hongo germinen
debido a la disponibilidad de los nutrientes solubles presentes en la s uperficie de
los frutos (Félix et al., 2002).

Esta enfermedad ocasiona importantes pérdidas econdmicas, ya que cuando la
incidencia de A. alternata supera el 8%, los productores reciben descuentos en la
cosecha o esta es rechazada por la industria, lo que representa pérdidas

econdmicas significativas (Félix et al., 2002).

Los productores de tomate que abastecen la industria del Norte de Sinaloa
comunmente realizan 1 o 2 aplicaciones de clorotalonil para el control del moho
negro del fruto, y en muchas ocasiones estas aplicaciones resultan ineficaces
debido a que se realizan cuando ya se observan los sintomas iniciales de la
enfermedad (Félix et al., 2002). Se ha comprobado que, la aplicacion de
clorotalonil durante 6 semanas antes de la cosecha, controla satisfactoriamente la
enfermedad. Sin embargo, el clorotalonil es considerado sustancia peligrosa, y se
ha demostrado que podria ser carcindgeno en humanos, ya que causa cancer

renal en animales (Félix et al., 2002).

Alternaria alternata y Alternaria solani son dos hongos patdgenos que pueden

afectar tanto tomates maduros como cultivos de papas (Kavanagh, 2003).



Figura 2. a) Cultivos de tomate saladette infectados por Alternaria alternata. b) Tallos de cultivos
de tomate bola infectados por Alternaria solani.

2.3. Enfermedades provocadas por Pythium aphanidermatum

Los cultivos de maiz pueden ser afectados por distintas enfermedades, entre las
que destacan las royas, manchas de hojas y tallo, y la pudricién de los mismos
(FAO, 2001).

Las especies del género de Phytium son oomicetos fitopatdgenos comunes en
suelos tropicales, y generalmente, son los responsables de causar los tizones en
los cultivos de maiz. Especies del género de Phytium y Fusarium también son
agentes causales de la pudricidon de las raices, ya que al estar presentes en la raiz
del maiz, la debilitan y comienza a pudrirse; la pudricidn puede ocurrir en las
raices principales, en los tejidos de la plantula y en la corona, y como
consecuencia hongos como Diplodia maydis y Gibberella zeae pueden entrar a la

planta a través de las raices danadas y causar la pudricién del tallo (FAO, 2001).

En general, las especies de Phytium, incluida Aphanidermatum, pueden causar
pudricion en las raices y en las semillas de muchas plantas, también pueden ser
agente causal de la podredumbre suave en frutos frescos que estan en contacto
directo con el suelo. Los pastos son las especies mas susceptibles a esta

enfermedad (Kavanagh, 2003) (Figura 3).



Figura 3. a) Raiz de pepino infectada por Phytium aphanidermatum. b) Tizén comun en las
hojas del cultivo de maiz, infectado por Phytium.

2.4. Marchitez provocada por Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un oomyceto fitopatégeno que constituye uno de los
principales problemas que afectan la productividad agricola a nivel nacional, ha
llegado a afectar entre 10 y 60% a los cultivos, y en algunos casos hasta el 100%,
en zonas como el Bajio y Puebla. Se aislé por primera vez en Nuevo México en
cultivos de pimiento, después en otros hospedantes como berenjena, calabacita,
meldn, jitomate, cacao, macadamia, fresa, pepino y sandia. El patdgeno vive en el
suelo y afecta principalmente las raices y la base del tallo de la planta, aunque

también puede afectar partes aéreas (Pérez et al., 2003).

Los sintomas iniciales son el necrosamiento y pudricion de las raices secundarias
y terciarias, que son las que se encargan de la absorcion de agua. Posteriormente,
se presenta la marchitez de plantas, y por ultimo, la pudricion de los frutos. Bajo
condiciones favorables de temperatura (25 a 28°C) y alta humedad del suelo, P.
capsici es sumamente agresivo, capaz de destruir campos enteros de los
hospedantes en corto tiempo (Pérez et al., 2003).

El control de la enfermedad provocada por P. capsici ha sido muy dificil, entre las
principales causas se encuentran que se cultivan semillas infectadas, existen

encharcamientos en los cultivos, no se hace rotacién de los cultivos; y el control



quimico utilizado hasta ahora no ha sido eficiente debido a que el fitopatogeno
tiene respuesta variable a los plaguicidas empleados, y ha desarrollado resistencia

a los mismos (Pérez et al., 2003).

Figura 4. a) Marchitez de cultivos de pimiento verde infectados por P. capsici. b) Cultivos
de sandia infectados por P. capsici.

3. Malezas

Las malas hierbas, también llamadas malezas, se han definido como “especies
que no forman parte del cultivo” o “especies que no han sido sembradas
intencionalmente en cierta zona”. Sin embargo, una planta solo se convierte en
mala hierba cuando interfiere en actividades humanas como procesos agricolas u
horticolas, ya que en otros momentos, y en otros lugares, ciertas plantas se ven
de manera completamente diferente ya que pueden poseer propiedades
medicinales como la manzanilla o pueden formar parte de la alimentacién de

ciertas culturas como el jitomate y el amaranto (Lampkin, 2001).

Estas plantas (malezas) que interfieren con actividades agricolas, pueden causar
danos directos o indirectos al cultivo. Directamente, compiten con los cultivos por
el espacio, luz, agua y nutrientes provocando la reduccion de la produccion;
pueden comportarse como parasitas del cultivo como las hechiceras que afectan

al sorgo y al maiz en Africa, India y algunas partes de Estados Unidos; o pueden
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ser venenosas, como los senecios en los pastos (Lampkin, 2001). Indirectamente,
las malas hierbas pueden actuar como hospederas de plagas, y enfermedades
que pueden afectar el cultivo, durante su crecimiento, y después de la cosecha. En
el momento de la recoleccion la presencia de las malas hierbas puede causar
problemas con la maquinaria agricola, pueden dificultar las labores de recolecta,

afectando el valor econémico del cultivo (Lampkin, 2001).

Las malas hierbas pueden clasificarse como gramineas o del tipo hoja ancha,
pudiendo ser anuales, bianuales o perennes, y tienen distintos periodos de
germinacion. Muchas malas hierbas se han visto favorecidas al mejorar la
nutricion de los cultivos, y presentan mayor resistencia a herbicidas, como por
ejemplo, el uso generalizado de la atrazina y la simazina en cultivos de maiz, ha
provocado que varias gramineas silvestres, generalmente, especies del género
Panicum, y especies de hoja ancha del género Amaranthus, se hayan convertido
en malas hierbas problematicas (Lampkin, 2001).

Las malas hierbas poseen la habilidad de colonizar rapidamente el terreno, debido
a sus mecanismos de reproduccion y dispersion, asi como la autopolinizacién y
produccion de semillas en grandes cantidades y con gran capacidad de
dispersion. El esparcimiento de abonos organicos, estiércol liquido o lodos, que no
han sido aireados o compostados adecuadamente, también son importantes

fuentes de fructificacion de malas hierbas (Lampkin, 2001).

Aunque algunas semillas de malezas permanecen viables en el suelo durante
muchos afos, la mayoria germina el mismo afio en que se producen. El
mecanismo que permite a las semillas sobrevivir durante largos periodos hasta
gque encuentran las condiciones adecuadas para la germinacion es conocido como
“latencia”. Para que la germinacion se lleve a cabo, la semilla requiere presencia
de oxigeno, humedad y temperaturas adecuadas, asi como fuentes de nutrientes
(Lampkin, 2001).
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4. Pesticidas

Los pesticidas son productos quimicos destinados a combatir ataques de plagas
de diferentes organismos que pueden afectar cultivos agricolas y horticolas. Una
de las clasificaciones mas conocidas los secciona en tres grupos: insecticidas,
herbicidas y fungicidas. Sin embargo, también existen pesticidas dirigidos a otras
plagas como: oomicidas, rodenticidas, muloscicidas y acaricidas, entre otros
(Cremlyn, 1991; Lampkin, 2001).

Los plaguicidas también se encuentran divididos en dos principales tipos:
pesticidas no sistémicos y pesticidas sistémicos. Los pesticidas no sistémicos son
aquellos que no penetran a los tejidos de la planta y consecuentemente, no son
transportados dentro del sistema vascular de la misma. Los primeros insecticidas,
fungicidas y herbicidas, fueron de este tipo, sin embargo; estos pesticidas
presentan algunas desventajas como la susceptibilidad a los efectos del clima
(viento, lluvia, luz solar). Los pesticidas sistémicos son aquellos en los que el
quimico entra en contacto directo con los tejidos internos de la planta hospedera.
Una de las desventajas de estos plaguicidas es que pueden causar dafios a la

planta (Cremlyn, 1991).

Los plaguicidas tienen una elevada actividad biolégica que a pesar de ser
selectiva tiende a tener algunas consecuencias sobre organismos a los que no van
dirigidos. También pueden alterar una amplia gama de ecosistemas, comenzando
con el suelo y sus microorganismos, y llegando hasta los animales superiores
(Lampkin, 2001).

El uso intensivo de plaguicidas sintéticos en los ultimos afios ha provocado el
desarrollo de resistencia de los microorganismos a los agroquimicos. Debido a
que estos productos quimicos no son biodegradables, y permanecen por largo
tiempo en el suelo han provocado una mayor contaminacion ambiental. Los
plaguicidas sintéticos, también han ocasionado problemas de salud a los

trabajadores que se encuentran en contacto directo con los mismos.

11



Tomando en consideracion las desventajas que presentan los plaguicidas
sintéticos, asi como a las regulaciones cada vez mas restrictivas en varios paises
para el uso de estos productos, se ha intensificado la busqueda de alternativas
para el desarrollo de nuevos pesticidas, entre las que destacan el uso de

productos de origen natural (Lira-Saldivar, 2007; Gond et al., 2010).

5. Productos naturales como fuente de compuestos bioactivos

Los compuestos activos provenientes de los productos naturales son derivados del
metabolismo secundario de distintos organismos, y pueden poseer una alta
actividad bioldégica sobre otros organismos, lo que representa una gran alternativa
para la obtencion de compuestos bioactivos menos agresivos para el medio
ambiente, colaborando asi, con el desarrollo de actividades econdémicas
sostenibles (Gonzalez-Coloma et al., 2007; Dayan, 2009; Yu et al., 2010).

Una de las fuentes de origen natural de plaguicidas potenciales, son los
microorganismos asociados a plantas, denominados microorganismos endofitos.
Estos organismos, en ambientes naturales, se encuentran presentes en casi todas
las plantas, incluyendo helechos, coniferas y angiospermas; de la misma manera

se encuentran asociados a especies de algas y musgos (Luiz, 2012).

Los microorganismos endofitos son fuente potencial de metabolitos secundarios
biolégicamente activos, y se ha encontrado que algunos de ellos tienen
aplicaciones como antibidticos, antiparasitarios, inmunosupresores, agentes

anticancerigenos y agroquimicos, entre otros (Li & Tao, 2009).
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6. Microorganismos endoéfitos

Se conocen como microorganismos endéfitos a aquellos organismos que viven
durante parte o durante todo su ciclo de vida dentro de los tejidos de las plantas;
pueden desarrollarse intra e intercelularmente en los tejidos e incluso en las raices
de las mismas, sin ocasionar sintomas visibles de enfermedad (Gamboa-Gaytan,
2006; Schulz, 1999; Zhao, 2010; Recco-Pimentel, 2011).

Dentro de los microorganismos que pueden habitar en el interior de las plantas se
encuentran hongos, oomicetos, levaduras y bacterias; por lo tanto, una planta no
debe ser considerada como un solo individuo, sino como un ecosistema, debido al
gran numero de comunidades e interacciones que pueden existir en su interior
(Gamboa-Gaytan, 2006).

La interaccion mutualista entre los microorganismos endofitos y su planta
hospedera resulta benéfica para ambas partes, ya que algunos enddfitos puede
proveer proteccion a la planta por medio de la produccion de compuestos
bioactivos que colaboran con la supervivencia de la hospedera, brindandole
proteccion ante agentes externos. Mientras que la planta hospedera brinda un
habitat al enddéfito (Recco-Pimentel, 2011).

Los organismos endofitos se han adaptado a su habitat dentro de la planta
hospedera; sin embargo, viven en constante competitividad en su microambiente
en el cual compiten por nutrientes y espacio contra otros microorganismos
endofitos y patdégenos. Este estrés bidtico los estimula a producir metabolitos
secundarios estructuralmente diversos y con amplia actividad biolégica. (Recco-
Pimentel, 2011; Macias- Rubalcava, 2014).

Una vez aislados los compuestos sintetizados por los microorganismos enddfitos,
pueden ser utilizados en la industria, agricultura y medicina, debido a su alto

potencial biolégico (Recco-Pimentel, 2011).
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7. Hongos endofitos

Los hongos enddfitos a diferencia de otros microorganismos endoéfitos, tienen la
capacidad de esporular cuando la planta llega a la senescencia con fines de
propagacion (Rodriguez et al., 2008). Los hongos endofitos pueden ser biotréficos,
mutualistas, comensales benignos, descomponedores o patdogenos latentes.
Taxondémicamente, la mayoria de los hongos endofitos pertenecen al phylum
Ascomicota asociados a anamorfos, mientras que algunas especies pertenecen al

phylum Basidiomicotay Zigomicota. (Luiz, 2012).

Schulz y colaboradores (1999) demostraron experimentalmente que los hongos
endofitos no causan ningun sintoma de enfermedad, ni inhiben el crecimiento de
su planta hospedera, en comparacion con los hongos fitopatdgenos que producen
dafos en los tejidos vegetales, y disminuyen el crecimiento de las plantulas

inoculadas.

Cerca de 300,000 especies de plantas han sido estudiadas con el fin de evidenciar
la presencia de microorganismos endoéfitos, y se estima que existen alrededor de
un milldn de diferentes especies de hongos endofitos, pero pocas especies han
sido descritas debido a que no todos los hongos enddfitos crecen en medios
artificiales, por lo que este calculo puede subestimar la diversidad microbiana
endofita real (Gamboa-Gaytan, 2006; Yu etal., 2010).

Algunas de las especies de hongos enddfitos descritas hasta el momento
pertenecen a los géneros de Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia, Botrytis,
Cladosporium, Ectostroma, Fusarium, Metarhizium, Monochaetia, Mucor,
Ozonium, Papulaspora, Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Phyllosticta,
Pithomyces, Taxomyces, Tubercularia, Acremonium, Blastomyces,
Cephalosporium, Chaetomium, Paecilomyces, Penicillium y Rhizopus (Zhao,
2010).
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Los hongos endofitos se han considerado un grupo modelo para estudios
ecologicos, y de biodiversidad debido a su facil muestreo y cultivo en el
laboratorio, en comparacion de otros microorganismos endoéfitos, y debido a la

gran cantidad de especies e individuos (Gamboa-Gaytan, 2006).

8. Hipodtesis mutualista: Relaciéon hongo endéfito-planta hospedera

Una relacion mutualista es aquella que permite que la capacidad de sobrevivencia,
y reproduccion de los organismos involucrados en la misma, sea mayor cuando
estan asociados que cuando estan viviendo como un solo individuo (Gamboa-
Gaytan, 2006).

La relacion hongo endoéfito-planta hospedera se propone como mutualista, ya que
la planta hospedera puede proporcionar un habitat y nutrimentos a los hongos
endofitos, y algunos de estos a su vez, pueden producir compuestos bioactivos,
mejor conocidos como metabolitos secundarios, que pueden ayudar a la planta
hospedera a resistir factores de estrés externos bioticos y abidticos (Zhao, 2010;
Yu et al., 2010). Sin embargo, el estado fisiolégico de la planta determina si la
relacidén sera de caracter mutualista o parasitico (Gamboa-Gaytan, 2006), debido a
que los hongos enddfitos excretan metabolitos no especificos con actividad
herbicida que pueden causar necrosis, inhibicion de crecimiento, y muerte de la
hospedera. De la misma manera, la planta excreta metabolitos que pueden causar
dafo al enddfito, no obstante, al no existir dafio en ninguna de las partes se piensa
que la planta y el hongo enddfito viven en un antagonismo balanceado (Figura 5)
(Schulz, 1999), en el cual si las defensas de la planta decrecen, el antagonismo

balanceado puede convertirse en parasitismo por parte del hongo enddfito.
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Antagonismo Supresion de las
balanceado defensas de la planta

Metabolitos fungicos

Tolerancia Enfermedad

Figura 5. Hipotesis: Antagonismo balanceado entre hongo enddfito y planta hospedera
(Schulz,1999).

9. Metabolitos secundarios de hongos endéfitos

Anteriormente, se pensaba que los metabolitos secundarios producidos por los
hongos endéfitos eran productos de desechos del metabolismo primario, sin
embargo, estudios recientes demuestran que estos metabolitos secundarios
juegan un rol ecologico importante, ya que pueden proveer a la planta hospedera
de sustancias que la protejan contra la herbivoria, y también la ayuden a superar
factores de estrés causados por factores externos bidticos y abidticos (Schulz et
al., 1999).

A partir del aislamiento del paclitaxel (taxol), obtenido del hongo endéfito
Taxomyces andreanae en 1993, muchos cientificos enfocaron sus estudios a los
hongos enddfitos, como posibles fuentes de origen natural productores de
compuestos con actividad biolégica (Zhao, 2010). Desde entonces, se han

elucidado diversas estructuras quimicas de metabolitos secundarios, que se
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encuentran dentro de los siguientes grupos: esteroides, terpenoides, alcaloides,
quinonas, fenoles, péptidos, flavonoides, lactonas, xantinas, isocoumarinas,
furofuranonas y palmarumicinas (Schulz et al.,1999; Zhao et al., 2010; Yu et
al.,2010). En el Cuadro 1, se muestran algunos metabolitos secundarios con

actividad bioldgica aislados de hongos enddfitos.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad antifingica y fitotoxica aislados de diversos
hongos enddfitos.

Antioomiceto

Ginkgo biloba / @ S

C. globosum Mucor miehei

@ °
N © Yu et al., 2010

Chaetoglobosins C

Antioomiceto
VS
Pythium
ultimum

Taxus baccata /
Acremonium sp.

Yu et al., 2010

Leuesnostatin A
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad antifungica y fitotoxica aislados de diversos

hongos enddfitos (Continuacién).
Planta hospedera Actividad
P . Metabolito secundario . “," .
/ hongo endéfito biolégica
) N Antiomiceto
- Vs
, Phytophthora
Juniperus cedre / .
. . capsici
Nodulisporium sp.
3B-hidroxi-ergosta-5-ene Yuetal,, 2010
Antifungica
VS
P. capsici,
C. acuminata / P. parasitica,
Edenia F. OxySpOI.’um
gomezpompae Alterna_rla
solani.
Preusomerina EG1, EG2 y EGa.
Macias et al.,
2008
HoS H Antifungico
Desmotes © Vs
incomparabilis / o Pythium
Cordyceps HO o ultimum
dipterigena FO307 o o Gibberella
H fujikuroi
Cordicepsidona A
Varughese et al.,
2012
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad antifungica Yy fitotoxica aislados de diversos

hongos enddfitos (Continuacion).

Planta
hospederal
hongo endéfito

Metabolito secundario

Actividad
biolégica

Fragraea bodenii /
Pastalotiopsis
jesteri

Antioomiceto
VS
Phythium
ultimum

Phytophthora
citrophthora

Phytophthora
cinnamomi

Li et al., 2005

Zingiber officinale
| Streptomyces
aureofaciens
CMUACc 130

5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina

Antifangico
VS
F. oxysporum

Colletotrichum

musae

Taechowisan et
al., 2005

Malus domestica /
Nectria gallegena

O (0]

X

OH (¢] H

a,3- dehidrocurvularina

Inhibe
germinacion y

crecimiento de
las semillas de

mijo.
Gutierrez et al.,
2005
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10. Aislamiento de hongos endéfitos

Para el aislamiento de hongos endéfitos, primero es necesario seleccionar
las plantas que se desean estudiar. Algunos de los criterios de seleccion son
los siguientes: a) Plantas desarrolladas en zonas de alta biodiversidad, como
zonas forestales tropicales, ya que pueden ser candidatas de poseer una
gran diversidad de hongos enddfitos; b) Plantas que no presenten sintomas
de enfermedad que se encuentren cercadas por plantas infectadas, ya que
las defensas pueden estar relacionadas con la produccion de metabolitos
secundarios de hongos endéfitos; ¢) Plantas utilizadas por comunidades para

fines medicinales debido a su actividad bioldgica (Yu et al., 2010).

El aislamiento tradicional consiste en esterilizar superficialmente el material
vegetal que se desea examinar y cultivarlo en cajas de Petri conteniendo
medios artificiales de agar con diferentes nutrientes y antibidticos, e
incubarlos bajo condiciones controladas hasta que los hongos endofitos
emerjan de las hojas de las plantas hospederas y colonicen el medio
(Gamboa-Gaytan, 2006).

La Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH) fue seleccionada como
zona de estudio para realizar el muestreo de plantas hospederas, debido a
su alta biodiversidad (Arias, 2002). Algunas de las plantas seleccionadas
para realizar ensayos biolégicos con el objetivo de evidenciar la presencia de
hongos enddfitos fueron: Mimosa affinis, Sapium macrocarpum,
Haematoxylon brasiletto, Salvia sp., entre otras. El presente proyecto de
investigacion se inicié a partir de aislamientos realizados de la planta

hospedera Salvia sp.
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11. Reserva de la Biosfera de Huautla

La Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH) forma parte de la Selva
Baja Caducifolia (SBC). Actualmente, la vegetacién que se encuentra en la
Selva Baja Caducifolia es la vegetacion tropical en mayor peligro de
extincion, a pesar de esto, la fraccién que abarca la REBIOSH es la unica
seccion de la SBC considerada como area natural protegida, con una
extension territorial de 59,000 hectareas, localizada en la cuenca del rio
Balsas (Arias, 2002).

La Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH) es considerada una zona
de alta biodiversidad, incluyendo flora y fauna. Con respecto a la flora, hasta
la fecha se han documentado un total de 967 especies de plantas
vasculares, incluidas en 469 géneros y 130 familias. Las familias mas
abundantes en cuanto a numero de especies son Fabaceae, Poaceae y
Asteraceae. Existen varias especies que dominan el paisaje, siendo las mas
comunes Conzattia multiflora, Lysiloma acapulcense, L. divaricata
(Fabaceae) y varias especies de los géneros Bursera (Burseraceae) y Ceiba
(Bombacaceae). En la distribucion de la flora un factor determinante es la
temperatura, la cual oscila entre los 20°C y los 29°C, a lo largo del afo
(Arias, 2002).

Otro de los aspectos importantes por lo que se seleccioné la REBIOSH como
zona de estudio, aparte de ser una zona de alta biodiversidad, es que la
vegetacion de la SBC en ambito nacional es el tipo de vegetacion que provee
mayor numero de plantas utilizadas con fines medicinales, en esta zona,
existen alrededor de 500 especies de plantas consideradas medicinales
(Arias, 2002).
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12. Planta hospedera Salvia sp.

El nombre genérico <<Salvia>> proviene del latin salvare, que significa
salvar, debido a las propiedades medicinales atribuidas a las plantas de este
género. Las plantas del género Salvia pertenecen a la familia de Labiadas.

También, puede ser llamada Selima, Sauvia y Sage (Mufoz-Lépez, 2002).

Las plantas del género Salvia son plantas lefiosas, originarias de los paises
del Mediterraneo oriental. El clima o6ptimo de crecimiento es templado y
templado-calido. Es una planta muy resistente, ya que histéricamente no ha
presentado enfermedades importantes. Resiste sequias y heladas; se adapta
a gran variedad de suelos, acidos y basicos, con una escala amplia de pH (5
a 9); soporta alta concentracion de cal, arcilla e incluso yeso (Munoz-Lépez,
2002). Es posible que estas caracteristicas sean conferidas por la presencia

de hongos enddfitos productores de moléculas bioactivas.

Se ha estudiado la composicion quimica de las hojas, la cual esta integrada
por acido ursolico, flavonoides, glucésidos, acidos rosmarinico, cafeinico y
clorogénico, diterpenos y carnosol. Las flores contienen acido diterpénico y
su éter monometilico, asi como taninos catéquicos. El aceite esencial de la
planta contiene tuyona (cetona terpénica) 40-50%, y diferentes terpenos

como el pineno, cineol, borneol, y alcanfor (Mufioz-L6opez, 2002).

Las hojas de Salvia, son utilizadas con fines medicinales debido a que
presentan propiedades tonicas, coleréticas, antisudorales, antiespasmaodicas,
hipoglucemiantes, astringentes, antisépticas, cicatrizantes, estrégenas vy
antioxidantes. En forma de infusion, se utiliza para combatir sudores
nocturnos, asma, catarros, como agente tonico, también como conservador
de alimentos en la industria carnica y como condimentos de carnes, sopas y

salsas (Munoz-Lopez, 2002).
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ll. HIPOTESIS

La hipotesis del presente proyecto de investigacion considera que debido a
que los hongos endodfitos y fitopatogenos son fuente prometedora de
compuestos con actividad bioldgica, al aislar y purificar a algunos de ellos,
asociados a la planta Salvia sp. podrian producir en cultivos in vitro en
medios de crecimiento Optimos, metabolitos secundarios que muestren

actividad fitotdxica y antifungica.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar la actividad bioloégica de los extractos organicos derivados de
cultivos en pequefa escala de hongos endofitos y fitopatdgenos aislados de
la planta hospedera Salvia sp., mediante la evaluacion de su efecto sobre el
crecimiento de diferentes microorganismos fitopatégenos y plantas de
prueba, con el fin de colaborar al posible desarrollo de agroquimicos de
origen natural. Asimismo, contribuir al conocimiento de los aspectos quimicos
involucrados en las relaciones que se establecen entre plantas hospederas y

hongos enddfitos

2. Objetivos particulares

1. Purificar y conservar el mayor numero de hongos endéfitos y
fitopatdgenos de la planta hospedera Salvia sp.

2.  Caracterizar macro y microscopicamente a los hongos enddfitos y
fitopatdgenos puros.

3. Realizar cultivos en pequenfa escala de los hongos puros, empleando
medio arroz y condiciones de incubacion estaticas.

4. Obtener los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,
mediante un proceso de maceracion exhaustivo.

5. Establecer la similitud de los extractos organicos obtenidos mediante

un analisis cromatografico en capa fina.
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10.

Determinar cuantitativamente el potencial antifungico de los extractos
organicos obtenidos, sobre el crecimiento radial de cuatro
microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la
agricultura: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Pythium
aphanidermatum y Phytophthora capsici, empleando el método de
dilucion en agar.

Establecer cuantitativamente el potencial fitotdxico de los extractos
organicos obtenidos, sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz
de las semillas de Amaranthus hypochondriacus y Solanum
lycopersicum, utilizando el método de dilucion en agar.

Realizar el fraccionamiento primario de los extractos flungicos
derivados de los cultivos en pequeina escala, mediante un proceso de
reparto.

Determinar cuantitativamente el potencial antifungico y fitotéxico de
las fracciones primarias obtenidas.

Evidenciar a los hongos endodfitos y fitopatégenos productores de
metabolitos secundarios con actividad biolégica para el desarrollo de
posibles agentes herbicidas y fungicidas de origen natural Uutiles en la

agricultura moderna.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. Purificacion de hongos endéfitos y fitopatégenos de Salvia sp.

El proceso de purificacion de los hongos asociados a la planta Salvia sp. se
inicio a partir de 28 aislamientos de microorganismos endéfitos de hojas
sanas de la planta hospedera y de 10 aislamientos obtenidos a partir de
hojas que mostraban sintomas de enfermedad, para el aislamiento de los
hongos fitopatogenos. En ambos casos las hojas fueron colectadas en
septiembre de 2010 en la ‘Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSHY
ubicada en el municipio de Quilamula, Estado de Morelos, México; una zona

considerada de alta biodiversidad (Arias et al., 2002).

Las resiembras necesarias para la obtencion de hongos endéfitos y
fitopatdbgenos puros se realizaron en cajas de Petri con papa-dextrosa-agar
(PDA). Incubando las cajas a temperatura ambiente, con fotoperiodo de luz
artificial-oscuridad 12:12 h. Con el fin de evitar la presencia de bacterias
enddfitas y/o contaminantes también se utilizaron cajas con PDA-antibiotico.
Los antibidticos utilizados fueron: cloranfenicol 1 g/L, nitrofurantoina 1 g/L o

ampicilina 1 g/L.

La pureza de los hongos se corroboré realizando una resiembra del centro y
de la orilla del micelio de cada uno de los microorganimos en estudio,
empleando un cultivo de 8 a 10 dias de crecimiento en medio PDA. Ambos
indculos se sembraron el mismo dia y fueron tomados con un sacabocado de
5 mm de diametro, se incubaron bajo las mismas condiciones, a temperatura
ambiente con fotoperiodo de luz artificial-oscuridad 12:12 h. Los cambios
macroscopicos, se observaron diariamente. Si ambos indculos presentaban
caracteristicas macroscopicas y microscopicas iguales, se consideraron

como hongos puros.
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Finalmente, los hongos endodfitos y fitopatdgenos puros se conservaron
mediante resiembras por triplicado en tubos con tapon de rosca de 5 mL
conteniendo PDA inclinado, medio arroz y agua-agar. El medio de cultivo
empleado para la conservacion se eligio con base en las caracteristicas de

crecimiento de los distintos microorganismos en estudio.

2. Preparacion de medios de cultivo
2.1 Papa-dextrosa -agar (PDA)

200 g de papas frescas previamente peladas y cortadas en cubos se
hirvieron durante 20 minutos con agua destilada. La decoccién resultante se
filtr6 a través de gasa, se agregaron 20 g de dextrosa y 15 g de agar.
Finalmente, se aforé a un volumen final de 1000 mL con agua destilada, se
homogenizd y esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos (Mier et
al., 2013; Armendariz-Guillén, 2013, Sandoval-Espinosa, 2014).
Posteriormente, se vertié en las cajas de Petri utilizadas para el proceso de
purificacion o en tubos de vidrio destinados para la conservacion de hongos

puros.

2.2 Medio de arroz (MA)

30 g de arroz se lavaron perfectamente y se dejé remojar con agua corriente
durante 1 h. Posteriormente, se retir6 el agua de remojo y se colocé en un
frasco de vidrio de 250 mL y se agregaron 80 mL de agua destilada.
Finalmente, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos (Aly et
al., 2008; Armendariz-Guillén, 2013; Sandoval-Espinosa, 2014).
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Para la conservaciéon en tubos se utilizaron 3 g de arroz y 8 mL de agua,

empleando el método anteriormente descrito.

3. Determinacion de las caracteristicas macro y microscépicas de

los hongos de Salvia sp.

Las caracteristicas macroscopicas se obtuvieron paralelamente a las tasas
de crecimiento, para ello, se sembrd un inoculo de micelio de 5 mm de
diametro de cada hongo puro en el centro de una caja Petri con medio PDA,
por triplicado. Se registraron diariamente las caracteristicas macroscépicas
de los hongos puros estableciéndose mediante inspeccidn visual con ayuda
de un microscopio estereoscépico y registrandose el aspecto del micelio
aéreo (textura, consistencia, superficie, color) y el aspecto del micelio
profundo (color, homogeneidad, formacién de anillos concéntricos y/o
modificacion en el medio cultivo) (Ramirez et al., 2008) asi como, la
presencia de exudado y/o pigmentos difusibles en el medio de cultivo. Las
observaciones se realizaron periodicamente, hasta que los microorganismos

crecieron al limite de las cajas de Petri.

Para la determinacién de la tasa de crecimiento se registré el area radial o
irregular de cada hongo, cada 2 dias, hasta llegar al limite de la caja. Esta
informacién se analizd6 por medio del escaneo de imagenes con ayuda del
programa Imaged y la informacién se procesé en Office Microsoft Excel. Se
obtuvo el valor de cada area en cm?, las cuales se graficaron vs el tiempo
correspondiente en dias, donde la pendiente indica la tasa de crecimiento
(cm?/dias) (Armendariz-Guillén, 2013, Sandoval-Espinosa, 2014; Villanueva-
Silva, 2014).

La caracterizacion microscopica de los hongos en estudio, se realiz
mediante la observacion detallada de tinciones realizadas a partir de
microcultivos, los cuales permiten conservar la integridad de las hifas y de las

estructuras de reproduccion, para una mejor descripcion (Mier et al., 2013).
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En todos los casos, se observd el micelio desarrollado sobre el portaobjetos
empleando una tinciéon en fresco utilizando rojo congo, azul de lactofenol y/o
fucsina acida. El registro de las caracteristicas microscoépicas: tipo de hifa
(septada o cenocitica, hialina o dematiacea, presencia de vacuolas y otras
estructuras), cuerpos reproductivos y tipos esporas (basidiosporas,
ascosporas, esporangiosporas, conidiosporas) (Sanchez-Fernandez, 2010;
Armendariz-Guillén, 2013) se llevd a cabo con ayuda de un microscopio
optico con aumento de 40x, marca Motic, (modelo BA410). Finalmente, se
capturaron las imagenes con una camara digital, Moticam 2000 de 2.0

(Digital microscopy).

4. Cultivos en pequena escala en medio de arroz
Los cultivos en pequefia escala de los hongos enddfitos y fitopatogenos
puros se realizaron en frascos de vidrio de 250 mL. El inoculo consistié en
cinco cortes del micelio de cada hongo, realizados con un sacabocados
estéril de 5 mm de diametro del micelio de un cultivo del microorganismo,
previamente incubado por un periodo de 8-10 dias en PDA. Los frascos se
incubaron en condiciones estaticas durante 30 dias a temperatura ambiente
con fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12 h (Armendariz-Guillén, 2013,

Sandoval-Espinosa, 2014).

5. Obtencion de los extractos organicos de los cultivos en pequeia

escala

Los extractos organicos derivados de los cultivos en medio de arroz se
obtuvieron mediante un proceso de maceracion exhaustivo empleando
diclorometano (CH2Cl2) y acetato de etilo (AcOEt) como disolventes de

extraccion. Al término de la maceracion, los extractos resultantes se filtraron
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y se concentraron al vacio con rotaevaporador. (Macias-Rubalcava et al.,
2010; 2014).

Cada uno de los extractos obtenidos a partir del micelio y del medio de
cultivo obtenidos con CH2Cl2 y con AcOEt, se analizaron por cromatografia
en capa fina, para determinar su similitud cromatografica y se determinaron

sus rendimientos.

6. Determinacion del potencial antifungico y fitotoxico

6.1. Actividad antifangica

La determinacion cuantitativa del potencial antifungico de los extractos
organicos crudos y de las fracciones primarias, obtenidos a partir de los
cultivos en pequeia escala en medio arroz, se realizé mediante la evaluacion
de su efecto sobre el crecimiento radial de dos hongos fitopatdégenos con
importancia econdmica: Fusarium oxysporum y Alternaria alternata
(Eumycota) y dos fungoides: Phytophthora capsici y Pythium
aphanidermatum (Oomycota). Todas las cepas fueron donadas por la Dra.

Olga Gomez, del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Edo. de México.

Para llevar a cabo los bioensayos se pesaron 20 mg de cada extracto
organico o fraccién obtenida y se disolvieron en metanol (100-300 pL). A
continuacion, se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y40 mL de PDA
al 2%, para obtener una concentracion final de 250 ppm. En cajas Petri de 5
cm se colocaron 5 mL de la disolucién y se dejaron solidificar (~40 °C).
Posteriormente, se sembré un inoculo de 5 mm de diametro de micelio de
cada uno de los hongos fitopatégenos de prueba en el centro de una caja. El
bioensayo se realizé por cuadruplicado, bajo un disefio completamente al
azar.
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Las cajas de Petri inoculadas, se incubaron de 1 a 3 dias dependiendo de la
tasa de crecimiento del microorganismo de prueba (un dia: Pythium
aphanidermatum, 2 dias: Phytophthora capsici, 3 dias: Fusarium oxysporum
y Alternaria alternata), a 28 °C con un fotoperiodo luz artificial-oscuridad
12:12. Paralelamente, se realizaron controles negativos PDA-agua (1%) vy
PDA-agua (1%)- metanol (~100-300 pyL). Como controles positivos se utilizd
el fungicida comercial Prozycar® 50P.H (Carbendazim: Metilbe ncimidazol-2-il
carbamato) y el Ridomil Gold 4E® (metalaxil-m) para los oomicetos, ambos a
una concentracion de 250 ppm. (Macias-Rubalcava et al., 2008, 2010;
Armendariz-Guillén, 2013; Sandoval-Espinosa, 2014).

Para calcular los porcentajes de inhibicion, al finalizar el periodo de
incubacion se realizaron dos mediciones perpendiculares del diametro de
micelio de cada uno de los fitopatdgenos y sus respectivas repeticiones. Los
promedios se analizaron mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) modelo | (a=0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD
(utilizando el programa GraphPad Prism versién 5.0) (Macias-Rubalcava et
al., 2008, 2010; Armendariz-Guillén, 2013; Sandoval-Espinosa, 2014).

6.2. Actividad fitotoxica

La determinacién cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos
organicos crudos y de las fracciones primarias, obtenidos a partir de los
cultivos en pequefia escala, se llevd a cabo mediante la evaluacion del efecto
de los mismos sobre la germinacion y la longitud de la raiz de dos plantas de
prueba; Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae) [amaranto] vy
Solanum lycopersicum (Solanaceae) [jitomate]. Las semillas de amaranto
fueron adquiridas en el Mercado de Tulyehualco, México, D.F. y las semillas
de Jitomate se compraron en “Semillas Berentsen”, Celaya, Guanajuato,

México.
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Para llevar a cabo los bioensayos, se pesaron 4 mg de cada extracto
organico o fraccion primaria y se disolvieron en metanol (100-300 pL).
Posteriormente, se agregaron 20 mL de agua destilada y 20 mL de agar al
2%, obteniéndose una concentracion final de 100 ppm. A continuacion, se
vertieron 5 mL de la disolucién en cajas Petri, y se dejaron solidificar (~40
°C). En seguida, se colocaron 10 semillas por caja, de cada una de las

especies modelo.

Las cajas Petri con las semillas se incubaron en la oscuridad a 28 °C,
durante 24 h para el caso de A. hypochondriacus y 72 h para las semillas de
S. lycopersicum. La actividad fitotéxica se determiné contando el numero de
semillas germinadas y midiendo la longitud de la raiz, transcurrido el periodo
de incubacion. Paralelamente, se evaluaron controles positivos y negativos.
Como control negativo se us6 agar-agua al 1% y agar-agua al 1%-metanol
(~100-300 pL). Como control positivo se uso el herbicida comercial RIVAL®
(Glifosato: sal monoamodnica de N-(fosfonometil) glicina) a 100 y 300 ppm.
Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado bajo un disefo
completamente al azar. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un
analisis de varianza de una via (ANOVA) modelo | (a=0.05) y una prueba de
contrastes de Tukey HSD, utilizando el programa GraphPad Prism version
5.0 (Macias-Rubalcaba et al., 2010; 2014; Armendariz-Guillén, 2013;
Sandoval-Espinosa, 2014).
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7. Fraccionamiento primario

Los extractos organicos crudos derivados de los cultivos en pequeiia escala
de los hongos enddfitos y fitopatdgenos aislados de Salvia sp. se
fraccionaron empleando cromatografia de reparto.

Para llevar a cabo el fraccionamiento primario de los extractos organicos
crudos, se disolvieronen 10 mL de metanol y se colocaron en un embudo de
separacion. Posteriormente, se adicionaron 10 mL de hexano y se realizaron
diez particiones consecutivas. A continuacién, se concentraron al vacio las
fracciones hexanica y metandlica resultantes, con ayuda de un

rotaevaporador y se determind su rendimiento.

Las fracciones primarias obtenidas se analizaron por cromatografia en capa
fina. Por ultimo, se evalud la actividad antifungica y fitotoxica de acuerdo con

la metodologia indicada en los incisos 6.1 y 6.2.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de determinar la
actividad biolégica de los extractos organicos obtenidos del medio de cultivo
y micelio de los hongos enddfitos y fitopatdégenos puros aislados de la planta
hospedera Salvia sp., asi como evidenciar la naturaleza (polaridad) de los
compuestos con actividad antifungica y fitotoxica, realizando el
fraccionamiento primario de los extractos crudos, mediante cromatografia de
reparto o particién y determinando la actividad biolégica presente en cada
fraccioén; con el fin de contribuir al desarrollo de nuevos agentes de control de
plagas y enfermedades en cultivos de importancia agricola, basados en
metabolitos secundarios biosintetizados por hongos enddfitos vy

fitopatdgenos.

Los resultados obtenidos se dividen en cinco partes. La primera, comprende
la purificacién y determinacidn de las caracteristicas macro y microscopicas
de los hongos endodfitos y fitopatdgenos de Salvia sp. La segunda,
corresponde a la obtencidn de los cultivos en pequefia escala de los hongos
puros, en condiciones estaticas, empleando medio de cultivo de arroz. La
tercera, pertenece a la obtencion de los extractos organicos del medio de
cultivo y micelio. La cuarta etapa, abarca la evaluacién cuantitativa del
potencial antifungico y fitotoxico de los extractos organicos sobre el
crecimiento de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
economica en la agricultura y sobre dos plantas de prueba. Finalmente, la
quinta etapa corresponde al fraccionamiento primario de los extractos
organicos crudos y a la determinacion del potencial antifungico y fitotéxico de

cada fraccién primaria.
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1. Obtencién de cultivos puros

A partir de 28 aislamientos de hojas sanas y de 10 aislamientos provenientes
de hojas que presentaron sintomas de enfermedad, de la planta hospedera
Salvia sp., se obtuvieron 12 hongos endofitos y 8 hongos fitopatdgenos
puros, respectivamente. La colecta de las hojas de la planta hospedera se
llevé a cabo en la ‘Reserva de la Biosfera de Huautla (REBIOSH)’ ubicada en
el municipio de Quilamula, Estado de Morelos, México; una zona

considerada de alta biodiversidad (Arias, 2002).

A cada uno de los aislamientos se les asignd una clave constituida de la
siguiente manera: La primera letra corresponde al género de la planta
hospedera (S: Salvia), la segunda y tercera letra pertenecen a la especie,
que en este caso no esta definida (sp), los siguientes caracteres representan
las resiembras necesarias para lograr obtener al hongo enddfito o
fitopatdogeno puro (Cuadro 2). Con la finalidad de simplificar las claves se
asignaron claves cortas indicando en el tercer caracter si el microorganismo
puro corresponde a un hongo endénfito (E) o a un hongo fitopatégeno (F). El

ultimo caracter indica el orden consecutivo en que se obtuvieron puros.

Cuadro 2. Claves originales y claves simplificadas asignadas a los aislamientos de hongos

enddfitos y fitopatégenos puros de Salvia sp.

Aislamientos

Clave original Clave simplificada
Ssp2el3al2 SspE1
Ssp1LI2bll SspE2
Ssp4ell2ci SspE3
Ssp2el3all SspE4

Ssp3cl2a SspES
Ssp4gl2 SspE6
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Cuadro 2. Claves originales y claves simplificadas asignadas a los aislamientos de hongos

enddfitos y fitopatégenos puros de Salvia sp. (Continuacion).

Aislamientos

Clave original Clave simplificada
Ssp4clli2 SspE7
Ssp6blia SspES8
Ssp1al2 SspE9
Ssp6bli3b SspE10
Ssp1LI2bll SspE11
Ssp4bli SspE12
Sspedllb SspF1
Sspx1lb SspF2
Sspd2l SspF3
Sspg3lla SspF4
Sspd2la SspF5
Sspe31 SspF6
Sspg31 SspF7
Sspx1IVb2 SspF8

Cabe destacar que durante cada una de las resiembras realizadas para la
purificacion de los microorganismos asociados a Salvia sp., se observo el
potencial antagonico de los hongos presentes en un mismo aislamiento, asi
como su capacidad de resistencia a las condiciones de cultivo in vitro y
crecimiento ante competidores. Los veinte hongos presentados en el Cuadro
2, presentan un importante potencial antagonico frente a otros hongos, asi

como, frente a bacterias endéfitas y contaminantes ambientales.

Con base en las observaciones anteriores se establecieron las
caracteristicas macro y microscépicas de cada hongo puro y se evalud su

potencial alelopatico o actividad biologica a nivel extracto.
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2. Determinacion de las caracteristicas macro y microscopicas de los

hongos enddfitos y fitopatégenos puros

Las caracteristicas macroscopicas de los hongos puros se determinaron
mediante la observacion de los cultivos en medio papa dextrosa agar (PDA)
con ayuda de un microscopio estereoscopico al inicio de la etapa
estacionaria de crecimiento. Estableciéndose las caracteristicas del micelio
aéreo: textura, consistencia, superficie, color de micelio y presencia de
exudado y/o pigmentos difundidos en el medio, y las caracteristicas del
micelio profundo: color, homogeneidad, formacion de anillos concéntricos y/o

modificacion en el medio (Ramirez et al., 2008).

La tasa de crecimiento para cada hongo endéfito y fitopatégeno puro se
establecio mediante la construccién de curvas de crecimiento, graficando el
area en cm? vs tiempo en dias, en donde, la pendiente indica la tasa de

crecimiento (cm?/dia).

Las caracteristicas microscopicas se establecieron a partir de la observacion
de tinciones en fresco aplicadas al micelio desarrollado en un microcultivo.
Las tinciones se realizaron con los colorantes azul de lactofenol, rojo congo
y/lo fusina acida. Posteriormente, se observaron con un microscopio optico
las siguientes caracteristicas: tipo de hifa (septada o cenocitica, hialina o
dematiacea, con presencia de vacuolas y otras estructuras), cuerpos
reproductivos (esporangios, conidiéforos, etc.) y tipos de esporas. A
continuacion, se describen las caracteristicas mas importantes para cada

uno de los hongos en estudio.
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Hongos endéfitos
SspE1

La Figura 6A muestra el micelio aéreo (anverso) y micelio profundo (reverso)
de un cultivo en PDA del hongo enddfito SspE1, con 9 dias de incubacion.
La textura del micelio aéreo inicialmente se observa vellosa, con el
transcurso del tiempo tiene una apariencia mucilaginosa. La consistencia del
micelio es blanda vy la superficie es plana. El color del micelio joven es blanco
y con el transcurso de los dias se torna rosaceo o morado. EI micelio

profundo exhibe los mismos cambios en color. Los bordes son irregulares y
tiene una tasa de crecimiento de 4.19 + 0.30 cm?/dia (Figura 6B).
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Figura 6. Endofito SspE1. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo (derecha). B)
Curva de crecimiento del hongo enddfito. C) Tincion en fresco con azul de lactofenol a 40x. D)

Tinciones en fresco con rojo congo a 40x.
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Microscopicamente el hongo enddéfito SspE1 presenta hifas hialinas y
septadas (Figura 6C). Se observan esporas hialinas de forma lenticular, en
su mayoria binucleadas (Figura 6D). Bajo estas condiciones de cultivo no se

observan cuerpos reproductivos.
SspE2

La Figura 7A muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio profundo de
un cultivo en PDA del hongo enddfito SspEZ2, con 15 dias de incubacion. La
textura del micelio aéreo se observa vellosa, presenta consistencia blanda,
superficie convexa y color blanco. Se observa la formacion de anillos
concéntricos tanto en el micelio aéreo y como en el micelio profundo, en el
cual se observd una pigmentacion amarilla a partir del octavo dia de
incubacion. El crecimiento es radial con bordes plumosos. La tasa de
crecimiento es de 4.68 + 0.32 cm?/dia (Figura 7B).
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Figura 7. Endodfito SspE2. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo enddfito. C y D) Tinciones en fresco

con rojo congo a 40x.
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En la Figura 7C se observa la presencia de hifas hialinas y septadas, en esta
misma imagen se sefialan algunos hifopodios, estructuras que pueden tener

la funcion de adherirse a la superficie del hospedante (Ulloa, 2006). En la
Figura 7D se presentan esporangios miriosporos, en uno de los cuales se

observa la liberacion de esporas esféricas hialinas (Ulloa, 2006).
SspE3

En la Figura 8 A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio profundo
de un cultivo en PDA del hongo enddéfito SspE3, con 10 dias de incubacion.
La textura del micelio aéreo se observa aterciopelada, presenta consistencia
blanda, superficie convexa, color blanco y borde entero. El micelio profundo
se observa con una coloracién homogénea, ligeramente amarilla. La tasa de
crecimiento es de 6.22 + 0.41 cm?/dia (Figura 8B).
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Figura 8. Endodfito SspE3. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tinciones en fresco

con fucsina acida a 40x.
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Microscopicamente el hongo endoéfito SspE3 presenta hifas hialinas vy
septadas. Se observan esporas hialinas de forma lenticular, la mayoria
binucleadas (Figuras 8A y 8B) Bajo estas condiciones de cultivo no se

observan estructuras de reproduccion.
SspE4

En la Figura 9A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio profundo
de un cultivo en PDA del hongo enddéfito SspE4, con 12 dias de incubacion.
La textura del micelio aéreo presenta apariencia mucilaginosa, consistencia
blanda y superficie plana. El color del micelio inicialmente es blanco con hifas
al azar rosaceas, las cuales transcurrido el tiempo, se tornan de color
morado. El micelio profundo sufre estos mismos cambios en el color de las

hifas. El crecimiento es radial con bordes fimbriados (Ulloa, 2006). La tasa
de crecimiento es de 6.08 + 0.12 cm?/dia (Figura 9B).
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Figura 9. Enddfito SspE4. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo enddfito. C y D) Tinciones en fresco

con rojo congo a 40x.
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En la Figura 9C se observa la presencia de hifas hialinas septadas, en la
misma imagen, se observan pequefas vacuolas presentes dentro de los
septos de las hifas. La Figura 9D muestra la liberacién de las endosporas
contenidas en un esporangio, las cuales son hialinas, uninucleadas y de
forma ovoide (Ulloa, 2006).

SspES

En la Figura 10A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo enddfito SspES5, con 13 dias de
incubacion. La textura del micelio aéreo se observa aterciopelada, de
consistencia blanda, superficie convexa y color blanco. Transcurrido el
tiempo se observa una coloracién amarilla en el centro del micelio aéreo y en
el micelio profundo. El micelio profundo exhibe formacion de anillos
concéntricos. El crecimiento es radial con bordes enteros. La tasa de

crecimiento es de 5.13 + 0.20 cm?/dia (Figura 10B).
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Figura 10. Endofito SspE5. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tincion en fresco con

fucsina acida a 40x.
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En las Figuras 10C y 10D se observa la presencia de hifas hialinas
septadas. ElI hongo endéfito SspE5 presenta esporas hialinas de forma
lenticular. Bajo estas condiciones de cultivo no se observan estructuras de

reproduccion
SspE6

En la Figura 11A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo enddfito SspE®6, con 10 dias de
incubacidn. La textura del micelio aéreo presenta apariencia pulverulenta, de
consistencia dura, superficie plana y color verde. Durante la fase
estacionaria, presenta exudado hialino en la superficie del micelio vy
esporulacion abundante. El color del micelio profundo es negro con bordes

verdes. La tasa de crecimiento es de 5.20 + 0.25 cm?/dia (Figura 11B).
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Figura 11. Endodfito SspE6. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo
(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo enddfito. C y D) Tinciones en fresco

con fucsina acida a 40x.
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El hongo endofito SspE6 presenta hifas septadas obscuras (Figura 11C).
Los cuerpos reproductivos presentes son conididéforos con ramificaciones en

el apice en forma de racimo. En el medio se observan conidios de forma
lenticular agrupados en cadena simple o ramificada (Figura 11D).

Con base en las caracteristicas macro y microscépicas del hongo enddéfito

SspE6 presumiblemente se trata de Cladosporium sp. (Garcia, 2005).

SspE7

En la Figura 12A se muestra el micelio aéreo y el micelio profundo de un
cultivo en PDA del hongo enddfito SspE7, con 10 dias de incubacion. La
textura del micelio aéreo aparentemente es algodonosa, la consistencia es
dura, tiene superficie umbonada y color blanco. El micelio profundo presenta
pigmentacion amarilla a partir del noveno dia, y ocasiona la ruptura del medio
de cultivo. El crecimiento es radial con bordes fimbriados (Ulloa, 2006). La
tasa de 5.26 + 0.30 cm?/dia (Figura 12B).

Figura 12. Endofito SspE7. A) Fotografias del micelio aéreo y vegetativo en PDA. B) Curva
de crecimiento del hongo enddfito. C) Tincidén en fresco con rojo congo a 10x. D) Tincién en

fresco con azul de lactofenol a 40x.



En la Figura 12C se observan hifas primarias septadas e hifas secundarias
que presentan menor grosor, lo que impide visualizar la presencia de septos.
Se observa la presencia de conidiéforos y no se observan conidios libres en

el medio. Tanto las hifas como los conidios presentan apariencia hialina.
SspES8

La Figura 13A muestra el micelio aéreo y el micelio profundo de un cultivo
en PDA del hongo enddfito SspE8, con 12 dias de incubacion. La textura del
micelio aéreo muestra apariencia algodonosa, presenta consistencia blanda,
superficie umbonada y color blanco. Con el transcurso del tiempo el micelio
se pigmenta de color negro. El micelio profundo tiene una pigmentacion
amarilla en los primeros dias, posteriormente el centro se torna color negro.
Se observa un crecimiento radial con bordes fimbriados (Ulloa, 2006). La
tasa de crecimiento es de 3.80 + 0.22 cm?/dia (Figura 13B).
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Figura 13. Endofito SspE8. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo
(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tinciones en fresco

con rojo congo a 40x.
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Microscopicamente el hongo endéfito SspE8 presenta hifas hialinas
septadas. En las Figuras 13C y D se observan esporas hialinas binucleadas

de forma bacilar. Bajo estas condiciones de cultivo no se observan
estructuras de reproduccion.

SspE9

En la Figura 14A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo endéfito SspE9, con 9 dias de
incubacion. La textura del micelio aéreo presenta apariencia vellosa,
consistencia blanda, superficie plana y color blanco, los bordes son enteros
con crecimiento radial. ElI micelio profundo presenta pigmentacion amarilla
con el transcurso de los dias. La tasa de crecimiento es de 3.75 + 0.11
cm?/dia (Figura 14B).
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Figura 14. Endofito Ssp1E9. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo
(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tinciones en fresco

con rojo congo a 40x.
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En la Figura 14C se observa que el hongo endéfito SspE9 presenta hifas
hialinas septadas y conidios hialinos binucleados, de forma lenticular. En la
Figura 14D se observan esporas aglomeradas sobre las fidlides de los
conidioforos. Bajo estas condiciones de cultivo no se observan estructuras

integras de reproduccion.
SspE10

La Figura 15A muestra el micelio aéreo y el micelio profundo de un cultivo
en PDA del hongo enddfito SspE10, con 13 dias de incubacién. ElI micelio
aéreo presenta textura aterciopelada, consistencia blanda, superficie
convexa y color blanco. Con el transcurso de los dias el centro del micelio
aéreo y del micelio profundo, presentan pigmentacion amarilla. La tasa de

crecimiento es de 4.21 + 0.18 cm?/dia (Figura 15B).
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Figura 15. Enddfito SspE10. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo enddfito. C) Tincidon en fresco con

azul de lactofenol a 40x. D) Tincion en fresco con rojo congo a 40x.
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El hongo endéfito SspE10 presenta hifas hialinas septadas (Figura 15C). En
el interior de los septos se observan vacuolas de diversos tamafios (Figura
15D). Las esporas presentes son hialinas de forma ovoide. Bajo estas

condiciones de cultivo no se observan estructuras de reproduccion.

SspE11

En la Figura 16A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo enddfito SspE11, con 9 dias de
incubacion. EIl micelio aéreo presenta textura aterciopelada, consistencia
blanda, superficie umbonada y color blanco, con pigmentaciones amarillas.
El crecimiento es radial con bordes fimbriados. EI micelio profundo presenta
una pigmentacion ligeramente amarilla, con el transcurso de los dias. La tasa

de crecimiento es de 5.33 + 0.22 cm?/dia (Figura 16B).
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Figura 16. Endofito SspE11. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tinciones en fresco

con fucsina acida a 40x.
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Microscopicamente el hongo endodfito SspE11 presenta hifas hialinas
septadas (Figura 16C). Los cuerpos reproductivos presentes en este hongo
endofito son los conididforos, ya que se encontraron restos de ellos, asi
mismo se observan fidlides divaricadas y conidios de forma bacilar (Figura
16D) (Ulloa, 2006).

SspE12

En la Figura 17A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo endéfito SspE12, con 12 dias de
incubacién. La textura del micelio aéreo presenta apariencia aterciopelada,
consistencia blanda y superficie convexa. Inicialmente el color del micelio
aéreo y profundo es blanco, con el transcurso de los dias se observa una
pigmentacion amarilla en ambos. Presenta un crecimiento radial con bordes
regulares y formacion de anillos concéntricos. La tasa de crecimiento del
hongo enddfito es de 3.96 + 0.18 cm?/dia (Figura 17B).
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Figura 17. Enddfito SspE12. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio profundo

(derecha) PDA. B) Curva de crecimiento del hongo endéfito. C y D) Tinciones en fresco con

colorante rojo congo a 40x.
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El hongo endofito SspE12 presenta hifas hialinas septadas y esporas
hialinas binucleadas. Se observan vacuolas de diversos tamanos dentro de

los septos de las hifas. Bajo estas condiciones de cultivo no se logran
observar estructuras de reproduccion.

Hongos fitopatégenos

SspF1

En la Figura 18A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo fitopatégeno SspF1, con 12 dias de
incubacion. La textura del micelio aéreo presenta apariencia aterciopelada,
consistencia blanda, y superficie plana. El color del micelio es blanco y el
crecimiento es radial con bordes enteros. El micelio profundo presenta una

pigmentacion color beige uniforme. La tasa de crecimiento es de 4.64 + 0.11
cm?/dia (Figura 18B).

S
o

w
o

Area(cm?)

N
o

[E=Y
o

Figura 18. Fitopatdgeno SspF1. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio
profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatdégeno. C) Tincion en

fresco con azul de lactofenol a 40x. D) Tincién en fresco con colorante rojo congo a 40x.
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El hongo fitopatdbgeno SspF1 presenta hifas hialinas septadas, las
ramificaciones o hifas secundarias muestran un menor grosor que las
primarias (Figura 18C). Se observan esporas hialinas libres en el medio. En
la Figura 18D se observan vacuolas de gran tamafo dentro de los septos de
las hifas. Bajo estas condiciones de cultivo no se logran observar estructuras
de reproduccion.

SspF2

En la Figura 19A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo fitopatégeno SspF2, con 19 dias de
incubacion. La textura del micelio aéreo es aterciopelada, consistencia
blanda, superficie plana y color blanco. ElI micelio profundo presenta una

pigmentaciéon amarilla no uniforme. La tasa de crecimiento es de 5.27 £ 0.26
cm?/dia (Figura 19B).
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Figura 19. Fitopatdgeno SspF2. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio

profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatégeno. C) Tincion en

fresco con colorante rojo congo a 40x. C) Tincion en fresco con fuscina acida a 40x.
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Microscopicamente el hongo fitopatdgeno SspF2 presenta hifas hialinas
septadas, se observan pequefias vacuolas en el interior de los septos de las
hifas. A la izquierda de la Figura 19C se observa grupo de hifas fasciculadas
(Ulloa, 2006). Bajo estas condiciones de cultivo no se observan estructuras

de reproduccién.
SspF3

La Figura 20A muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio profundo de
un cultivo en PDA del hongo fitopatdgeno SspF3, con 10 dias de incubacién.
La textura del micelio aéreo es de apariencia plumosa, consistencia blanda,
superficie convexa y color blanco. ElI micelio profundo se observa
ligeramente amarillo. El crecimiento es radial con bordes enteros. La tasa de
crecimiento es de 6.50 + 0.10 cm?/dia (Figura 20B).
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Figura 20. Fitopatdégeno SspF3. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio
profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatégeno. C) Tincion en

fresco con colorante rojo congo a 40x. D) Tincién en fresco con fuscina acida a 40x.
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El hongo fitopatégeno SspF3 presenta hifas hialinas septadas, en la Figura
20D se observan ramas bifurcadas de los conidiéforos. Los conidios
presentes en el medio son hialinos de forma lenticular (Ulloa, 2006). Bajo
estas condiciones de cultivo no se observan estructuras integras de

reproduccion.
SspF4

La Figura 21A muestra el micelio aéreo y el micelio profundo de un cultivo
en PDA del hongo fitopatégeno SspF4, con 12 dias de incubacién. El micelio
aéreo presenta apariencia algodonosa, consistencia blanda, superficie
convexa Yy color blanco, con pigmentacién ligeramente amarilla al centro. El
micelio profundo presenta una pigmentacién amarilla homogénea. EI
crecimiento es radial con una tasa de crecimiento de 4.44 + 0.19 cm?dia
(Figura 21B).
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Figura 21. Fitopatégeno SspF4. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio
profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatégeno. C) Tincion en

fresco con azul de lactofenol a 40x D) Tincion en fresco con colorante rojo congo a 40x.
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El hongo fitopatégeno SspF4 presenta hifas hialinas septadas (Figura 21C).
Los conidios presentes en el medio son uninucleados de forma oblonga. En
la Figura 21D se observan restos de conidi6éforos como fialides bifurcadas, y

también se pueden observar algunos conidiéforos integros.
SspF5

En la Figura 22A se muestra el micelio aéreo y el micelio profundo de un
cultivo en PDA del hongo fitopatégeno SspF5, con 11 dias de incubacion. La
textura del micelio es de apariencia algodonosa, consistencia blanda,

superficie convexa y el color de micelio es blanco. EI crecimiento es radial

con bordes fimbriados. El micelio profundo se torna amarillo a partir del sexto
dia de incubacion. La tasa de crecimiento es de 7.01 + 0.28 cm?/dia (Figura

22B).
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Figura 22. Fitopatdgeno SspF5. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio
profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatégeno. C) Tincion en

fresco con colorante rojo congo a 40x. D) Tincién en fresco con fucsina acida a 40x.
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El hongo fitopatdégeno SspF5 presenta hifas hialinas septadas. En la Figura
22C se observan fiadlides bifurcadas de conidiéforos. Los conidios presentes
en el medio son hialinos de forma oblonga (Figura 22D). Bajo estas

condiciones de cultivo no se observan estructuras integras de reproduccion.
SspF6

En la Figura 23A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en medio PDA del hongo fitopatégeno SspF6, con 13
dias de incubacion. La textura del micelio aéreo es de apariencia
aterciopelada, consistencia blanda y superficie convexa. El color del micelio
aéreo es blanco y el del micelio profundo se torna color beige con el
transcurso del tiempo. El crecimiento es radial con bordes algodonosos. La

tasa de crecimiento es de 7.35 + 0.23 cm?/dia (Figura 23B).
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Figura 23. Fitopatdégeno SspF6. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio

profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatdégeno. C y D)

Tinciones en fresco con colorante rojo congo a 40x.
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El hongo fitopatdbgeno SspF6 presenta hifas hialinas septadas y fialides
bifurcadas de conidiéforos (Figura 23C). Se presentan pequefias vacuolas
en el interior de los septos de las hifas. Los conidios libres en el medio son
hialinos binucleados de forma bacilar (Ulloa, 2006). Bajo estas condiciones

de cultivo no se lograron observar estructuras integras de reproduccion.

SspF7

En la Figura 24A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en PDA del hongo fitopatogeno SspF7, con 13 dias de
incubaciéon. El micelio aéreo presenta textura aterciopelada, consistencia
blanda, superficie plana. El color del micelio aéreo es blanco, se observa la
formacion de anillos concéntricos. En el micelio profundo se observa una
pigmentacion amarilla con la formacién de anillos concéntricos. ElI

crecimiento es radial, con bordes farinaceos (Ulloa, 2006). La tasa de
crecimiento es de 3.91 + 0.09 cm?/dia (Figura 24B).
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Figura 24. Fitopatdgeno SspF7. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio

profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatdgeno. C y D)

Tinciones en fresco con colorante rojo congo a 40x.
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Microscopicamente el hongo fitopatdégeno SspF7 presenta hifas hialinas
septadas. Los conidios presentes en el medio son hialinos de forma oblonga
(Figura 24C). En la Figura 24D se observan algunos conidios aglomerados
sobre fidlides de conidiéforos. Bajo estas condiciones de cultivo no se

lograron observar estructuras integras de reproduccion.

SspF8

En la Figura 25A se muestra el micelio aéreo y el reverso del micelio
profundo de un cultivo en medio PDA del hongo fitopatégeno SspF8, con 13
dias de incubacion. La textura del micelio aéreo presenta apariencia vellosa,
consistencia blanda, superficie convexa y color blanco. Con el transcurso del
tiempo el micelio aéreo y el micelio profundo se tornan de color amarillo. El
crecimiento es radial con bordes vellosos. La tasa de crecimiento es de 6.74
+ 0.19 cm?/dia (Figura 25B).
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Figura 25. Fitopatdégeno SspF8. A) Fotografias del micelio aéreo (izquierda) y micelio
profundo (derecha) en PDA. B) Curva de crecimiento del hongo fitopatégeno. C) Tincion en
fresco con colorante rojo congo a 40x. D) Tincién en fresco con colorante azul de lactofenoal.
a 40x.
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El hongo fitopatdégeno SspF8 presenta hifas hialinas septadas, se observan
vacuolas en algunos septos. Los conidios presentes en el medio son de
apariencia hialina y son binucleados. (Figura 25C). En la Figura 20D se
presenta una cabezuela conidial biseriada, en la cual se observan varias

estructuras: columela, vesicula de la cabeza, y conidios (Ulloa, 2006).

Las caracteristicas microscopicas observadas muestran que el hongo
fitopatdgeno SspF8 podria pertenecer al género Aspergillus (Ulloa, 2006).

Por ultimo, en la Figura 26 se comparan los valores de las tasas de
crecimiento de los 12 hongos enddfitos y de los 8 hongos fitopatégenos con
el objetivo de establecer arbitrariamente una clasificacion. Los hongos puros
procedentes de Salvia sp. se clasificaron en tres grupos con base en su tasa
de crecimiento: crecimiento lento (<4.0 cm?/dia), crecimiento medio (4.1- 6.0

cm?/dia) y de crecimiento rapido (>6.1-cm?/dia).
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Figura 26. Clasificacion de los hongos enddfitos y fitopatdgenos de Salvia sp. con base en
su tasa de crecimiento.
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Macroscépicamente los hongos enddéfitos y fitopatégenos puros, procedentes
de aislamientos de Salvia sp., crecen con las mismas caracteristicas y con la
misma tasa de crecimiento establecida anteriormente, siempre y cuando se
siembren en el mismo medio de cultivo y bajo las condiciones del presente
estudio. Establecidas las tasas de crecimiento de los hongos enddfitos y
fitopatdgenos pueden utilizarse para la determinacién del potencial
antagénico frente otros microorganismos. (Sanchez-Fernandez, 2010;
Macias-Rubalcava et al., 2008) Sin embargo en este proyecto se establecio
el potencial alelopatico o actividad bioldgica directamente a nivel de extractos
organicos del medio de cultivo y micelio, asi como a nivel de fracciones

organicas primarias.

Finalmente se establece que el promedio de las tasas de crecimiento de los
hongos endofitos es de 4.81 cm?/dia, clasificandolos en la categoria de
crecimiento medio. Y el promedio de las tasas de crecimiento de los hongos
fitopatogenos es de 5.70 cm?/dia, por tanto, los hongos fitopatégenos
procedentes de Salvia sp. presentan un crecimiento mas rapido que los

hongos enddfitos de la misma hospedera.

Los hongos enddfitos y fitopatdgenos que exhiben mayor tasa de crecimiento
son: SspF6, SspF5, SspF8, SspF3 y SspE3, por lo que se clasificaran en la

categoria de crecimiento rapido.

Microscopicamente todos los hongos endofitos y fitopatdgenos exhiben
caracteristicas similares: esporas uni o binucleadas en su mayoria de forma
lenticular, los cuerpos fructiferos encontrados son conidiosporos y
esporangios. Todos los hongos en estudio presentan hifas septadas,

caracteristica que los clasifican como hongos superiores (Ulloa, 2006).
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3. Obtencion de cultivos en pequeiaescala de los hongos de Salvia sp.

Una vez que se determinaron las caracteristicas macro y microscopicas, asi
como la pureza de los hongos enddfitos y fitopatdgenos de Salvia sp., se

obtuvieron los cultivos en pequefa escala.

Los cultivos de estos microorganismos se llevaron a cabo en condiciones
estaticas utilizando arroz como medio de cultivo. Este medio de crecimiento
proporciona altos rendimientos en la produccion de los metabolitos
secundarios biosintetizados por hongos, en comparacion con otros medios
de cultivo como PDA o caldo papa dextrosa (CPD) (Aly, et al., 2008;
Armendariz-Guillén, 2013; Sandoval-Espinosa, 2014), y en consecuencia
permite obtener extractos organicos del medio de cultivo y micelio en
cantidades apropiadas, para llevar a cabo los bioensayos necesarios para
determinar la actividad biolégica de los metabolitos secundarios presentes en
los extractos organicos.

Los cultivos fueron incubados durante un periodo de 30 dias a temperatura
ambiente, con un fotoperiodo luz fluorescente-obscuridad 12:12 h. Finalizado
el periodo de incubacion, se procedid a la obtencion de extractos organicos
del medio de cultivo y micelio, mediante un proceso de maceracidon
exhaustivo empleando como disolventes de extraccion diclorometano
(CH2Cl2) y acetato de etilo (AcOEt) (Armendariz-Guillén, 2013; Sandoval-
Espinosa, 2014).

Posteriormente, se analizaron los perfiles cromatograficos de los extractos
organicos obtenidos para cada uno de los hongos cultivados, empleando
cromatografia en capa fina (CCF). En todos los casos los perfiles
cromatograficos de ambos extractos y sus caracteristicas fisicas son muy
similares, por lo que se reunieron antes de determinar su actividad bioldgica
(fitotoxica y antifungica). A manera de ejemplo, en la Figura 27 se muestra el

analisis por CCF del extracto organico del hongo fitopatogeno SspF4.
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Figura 27. Cromatografia en capa fina comparativa de los extractos organicos del hongo fitopatégeno
SspF4. 1) Extracto obtenido con CH2Cl». 2) Extracto obtenido con AcOEt. Sistema de elucion para 1y
2: CH2CI2100%. 3) Extracto obtenido con CH2Cl.. 4) Extracto obtenido con AcOEt. Sistema de elucion
para3y 4: CH2Cl>-CH30H 98:2.

En el Cuadro 3 se muestran los rendimientos totales de extraccién para los
12 hongos enddfitos y los 8 hongos fitopatégenos cultivados en pequefa
escala. Los mayores rendimientos se obtuvieron a partir de los hongos
fitopatdgenos SspF3, SspF5, y SspF6, estos microorganismos se encuentran
clasificados en el grupo de los hongos de crecimiento rapido (Figura 26).
Este resultado probablemente es debido a la relacion entre el tamafo de
micelio y el metabolismo secundario existente; ya que es de esperarse una
mayor produccién de compuestos procedentes del metabolismo secundario

con una mayor area de micelio.

61



Cuadro 3. Rendimientos de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de los

hongos endéfitos y fitopatégenos de Salvia sp. cultivados en pequefia escala en medio

arroz.

Clave hongo Rendimiento total
(mg extracto/30g arroz)
Endéfitos
SspE1 1,344.1
SspE2 701.8
SspE3 1,002.1
SspE4 555.6
SspE5 821.8
SspE6 1,074.6
SspE7 365.3
SspE8 409.9
SspE9 312.1
SspE10 828.9
SspE11 749.7
SspE12 1,056.5
Fitopatogenos
SspF1 525.4
SspF2 624.1
SspF3 1,751.7
SspF4 486.9
SspF5 3,046.8
SspF6 1,823.5
SspF7 387.2
SspF8 815.2

4. Efecto fitotoxico de extractos totales de los hongos de Salvia sp.

La determinacion cuantitativa del potencial fitotdxico de los extractos
organicos obtenidos a partir de los cultivos en pequefia escala se realizo

mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre la germinacién y el
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crecimiento de la raiz de dos especies de plantas prueba; A.

hypochondriacusy S. lycopersicum, mediante el método dilucion en agar.

En los Cuadros 4 y 5 se muestran los porcentajes de inhibicidon provocados
por los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de los hongos de
Salvia sp. sobre el crecimiento de la raiz de las plantas de prueba utilizadas.
En general, los extractos organicos obtenidos del medio de cultivo y micelio
de los hongos endéfitos (Cuadro 4) y fitopatégenos (Cuadro 5) muestran
mayor efecto fitotdxico sobre el crecimiento de la raiz de S. lycopersicum que
sobre A. hypochondriacus, al igual que el herbicida comercial Glifosato®,

empleado como control positivo.

Los extractos organicos obtenidos de los hongos SspE1, SspE3, SspE4,
SspF1, SspF2, SspF3 y SspF7 muestran mayor actividad fitotdxica sobre S.

lycopersicum, que el herbicida comercial Glifosato®, a la misma

concentracion de prueba (100 pg/mL).

Cuadro 4. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (100 ug/mL) de los hongos

endofitos de Salvia sp. sobre el crecimiento de la raiz de dos plantas prueba.

%Inhibicion del crecimiento de la raiz

Clave enddfito Amaranthus Solanum
hypochondriacus lycopersicum

SspE1 73.5 *2.4* 78.0 +1.3*
SspE2 35.3+1.8* 52.7 £ 5.0*
SspE3 76.9 *0.0* 100.0 + 0.0*
SspE4 87.8 £1.8* 100.0 * 0.0*
SspES 56.2 +4.3* 410143
SspE6 455 +4.1* 47.0 £ 3.8
SspE7 20.2 +4.4 284 +29
SspE8 19.6 3.2 35.3+3.0
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Cuadro 4. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (100 pg/mL) de los hongos

enddfitos de Salvia sp. sobre el crecimiento de la raiz de dos plantas prueba. (Continuacion).

%Inhibicion del crecimiento de la raiz

Clave enddfito Amaranthus Solanum
hypochondriacus lycopersicum
SspE9 -21.3+3.2 33145
SspE10 57.1 +4.5* 408 £4.3
SspE11 39.7 £4.6* 449 + 3.5*
SspE12 30.9+£3.0 427 £4.5
Control
Glifosato 100 ug/mL 324 +£1.1 60.0 £ 2.5*
Glifosato 250 ug/mL 42.2 +3.9* 65.1 £ 3.2*

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05). Los porcentajes representan el

promedio de cuatro repeticiones.

Cuadro 5. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (100 ug/mL) de los hongos

fitopatdogenos de Salvia sp. sobre el crecimiento de la raiz de dos plantas prueba.

%Inhibicion del crecimiento de la raiz

Clave fitopatégeno Amaranthus Solanum
hypochondriacus lycopersicum
SspF1 69.1 £ 3.2* 76.4 + 2.0*
SspF2 50.1 £ 3.7* 71.0 £4.2*
SspF3 48.2 £ 3.9* 79.0 £1.70*
SspF4 371 £2.2* 55.8 £+ 4.2*
SspF5 31.2+2.1 52.2 + 3.6*
SspF6 275+3.8 275+ 3.8
SspF7 61.3 £ 3.1* 60.0 + 4.0*
SspF8 39.5+4.1* 50.2 £ 4.9*
Control
Glifosato 100 pyg/mL 324 £1.1 60.0 £ 2.5*
Glifosato 250ug/mL 42.2 £ 3.9* 65.1 £ 3.2*

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05). Los porcentajes representan el

promedio de cuatro repeticiones.

64



Los mayores porcentajes de inhibicidn sobre el crecimiento de la raiz de las
plantas de prueba, son provocados por los metabolitos presentes en los
extractos organicos derivados de los cultivos de los hongos endéfitos. Estos
resultados concuerdan con la investigacion de Schulz y colaboradores
(1999), en la cual se comprueba que los metabolitos secundarios de hongos
endodfitos presentan mayor actividad herbicida que los metabolitos
procedentes de los hongos fitopatdégenos y que de los hongos obtenidos del

suelo.

El efecto inhibitorio provocado por los extractos de los hongos endéfitos
SspE1, SspE3 y SspE4 es mayor al 70% sobre ambas plantas prueba.
Mostrando una actividad inhibitoria superior a la mostrada por el herbicida

comercial Glifosato®, a 100 y 250 pg/mL.

En el caso de los extractos obtenidos del medio de cultivo y micelio de los
hongos fitopatdgenos de Salvia sp., en general, también se obtuvieron
efectos inhibitorios significativos mayores al herbicida comercial para ambas
plantas prueba (Cuadro 5). Los extractos procedentes de los hongos
fitopatdgenos con mayor actividad fitotoxica fueron el SspF1 y el SspF7 con

un porcentaje de inhibicién mayor al 60% sobre ambas plantas.

Con respecto al proceso de germinacion de las semillas de prueba, los
extractos de los hongos endofitos SspE1, SspE3 y SspE4 son los unicos que
presentaron un efecto inhibitorio significativo del 25%, 87.5% y 37.5%,
respectivamente, sobre la germinacion de A. hypochondriacus. La
germinacion de las semillas de S. lycopersicum, se ve afectada en un 35%,

90% y 75%, respectivamente.
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5. Efecto antifungico de extractos totales de los hongos de Salvia sp.

El potencial antifungico de los extractos organicos obtenidos del medio de
cultivo y micelio de los hongos enddfitos y fitopatdgenos de Salvia sp., se
establecio cuantitativamente mediante el estudio del efecto de los mismos
sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con
importancia econdémica en la agricultura: los fungales u hongos verdaderos F.
oxysporum, A. alternata, los fungoides u oomicetos Pythium aphanidermatum

y Phytophthora capsici.

Cabe mencionar que en el caso de los hongos verdaderos se empled el
fungicida comercial Carbendacim®, y para los oomicetos el antiomiceto
Metalaxil® (DEAQ, 2011). En la agricultura moderna es muy comun que
estos agroquimicos se empleen sin distincién, provocando que la plaga no
sea contrarrestada. Los resultados presentados en los Cuadros 6 y7 yen
las Figuras 31-34 muestran claramente que el Metalaxil® no tiene actividad
inhibitoria significativa sobre el crecimiento de los hongos verdaderos, y que
el Carbendacim® no es efectivo sobre el crecimiento de los oomicetos. Por lo
que no deben de ser usados indiscriminadamente para combatir hongos y

oomicetos, ya que su actividad es selectiva.

En los Cuadro 6 y 7 se muestran los porcentajes de inhibicion producidos
por los extractos organicos de los hongos enddfitos y fitopatégenos, sobre el
crecimiento radial de los cuatro microorganismos fitopatdégenos de prueba.
Con excepcion de los extractos de los endofitos SspE1, SspE3, SspE8 vy
SspE12 que muestran un porcentaje de inhibicion estadisticamente
significativo sobre el crecimiento del hongo fitopatégeno A. alternata,
exhibiendo una actividad antifungica superior al control positivo, el fungicida
comercial Carbendacim®, evaluado a la misma concentracién de prueba

(250 pg/mL), ninguno de los extractos organicos derivados de los cultivos de
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los hongos enddfitos tienen actividad antifungica significativa sobre este

fitopatégeno con importancia econémica en la agricultura.

Dentro del grupo de los fitopatdégenos de Salvia sp., el extracto del hongo
SspF5 muestra un potencial selectivo sobre el crecimiento de los oomicetos
en estudio (Pythium aphanidematum y Phytophthora capsici) mostrando
porcentajes de inhibicion estadisticamente significativos, mayores al 40%.
Por otra parte, el extracto del hongo SspF6 también muestra importante
actividad sobre los oomycetos, afectando en mayor grado el crecimiento de
Pythium aphanidermatum. El porcentaje de inhibicion provocado por el
extracto del hongo SspF6 sobre A. alternata, supera en mas del 20% a la
inhibicion mostrada por el fungicida comercial evaluado a la misma

concentracion.

Cuadro 6. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (250 yg/mL) de los hongos
endofitos de Salvia sp. sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatégenos

con importancia econémica en la agricultura.

%Inhibicion del crecimiento radial de hongos fitopatégenos de

Endéfito importancia econémica
Fusarium Alternaria Pythium Phytophthora

oxysporum alternata aphanidermatum capsici
SspE1 -3.94 + 0.0 29.6 +1.19* -3.86 + 1.15 17.4 + 2.04
SspE2 5.5+ 1.8 6.51 +1.19 2.3 +1.1 0.52+0
SspE3 27.97 +1.5 29.9 +1.23* 14.85 + 4.05 14.5 +2.88
SspE4 9.35 + 1.62 2.68 +1.19 3.29 +1.95 6.39 + 1.42
SspE5 14.0 + 2.1 4.02 +1.15 4.86 + 1.86 0.52 +0.0
SspE6 8.12+1.5 1.15+£ 0.0 -4.07 +1.12 0.52 +0.0
SspE7 5.51 +1.78 8.62 + 1.06 1.7+1.0 0.52 +0.0
SspE8 9.68 + 1.99 36.8 + 1.26* 23.78 + 1.86 8.81 +2.39

67



Cuadro 6. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (250 yg/mL) de los hongos

enddfitos de Salvia sp. sobre el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatégenos

con importancia econdémica en la agricultura (continuacion).

%Inhibicion del crecimiento radial de hongos fitopatégenos de

Endofito importancia econémica
Fusarium Alternaria Pythium Phytophthora
oxysporum alternata aphanidermatum capsici
SspE9 -0.2 £0.0 5.16 £ 1.12 1.7 £1.49 0.0+0.0
SspE10 5.71 £ 1.84 6.51 £1.19 5120 0.52 £ 0.0
SspE11 0.74 £ 0.0 7.06 +1.23 -5.12+0 0.52 £ 0.0
SspE12 3.99 +0.98 46.4 £ 1.7* 12.26 + 1.51 7.41 £1.16
Controles
Metalaxil® 3.82 + 1.68 15.90 + 4.48 100.0 £ 0.0* 71.32 £ 0.50*
250 pg/mL
Carbendacim® 100 + 0.0* 20.52 + 2.45 17.5+0.15 15.00 £ 2.80
250 pg/mL

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05). Los porcentajes representan
el promedio de cuatro repeticiones.

Cuadro 7. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio (250 pyg/mL) de los hongos

fitopatégenos de Salvia sp.

sobre el

crecimiento

radial de cuatro microorganismos

fitopatégenos de importancia econémica en la agricultura.

%Inhibicion del crecimiento radial de hongos fitopatégenos

de importancia econémica

Fitopatogeno Fusarium Alternaria Pythium Phytophthora
oxysporum alternata aphanidermatum capsici
SspF1 4.88 £1.16 7.63 +1.97 1.39 £ 0.94 3.98 +1.23
SspF2 24+1.3 3.61 £0.0 4.20 £1.00 247 £1.7
SspF3 5.39 £+ 3.92 422 +0.0 1.22 £ 0.82 1.65 £ 1.16
SspF4 -6.72 £ 1.95 3.61 £0.0 1.56 £ 0.9 5.35 + 1.562
SspF5 3.5+1.34 7.63 +1.97 53.5 * 3.69* 41.8 £ 1.7
SspF6 3.4 +1.8 41.5 + 1.82* 42.6 + 3.58* 276 £1.76
SspF7 6.52 + 1.05 23.5+1.70 0.9+0.0 9.14 +1.8
SspF8 5.65+1.95 9.24 +1.97 1.17 £ 0.76 1.65 + 1.16
Controles
Metalaxil® 3.82+1.68 15.90 +4.48 100.0 £ 0.0* 71.32 + 0.50*
250 pg/mL
Carbendacim® 100 £ 0.0* 20.52 + 2.45 17.5 £ 0.15 15.00 + 2.80
250 pg/mL

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA (P<0.05). Los porcentajes representan
el promedio de cuatro repeticiones.
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Con base en los resultados obtenidos en la determinacion del potencial
fitotoxico y antifungico de los hongos de Salvia sp., los hongos endéfitos
SspE1, SspE3 y SspE4, y los hongos fitopatdgenos SspF1 y SspF7
corresponden a los microorganismos con mayor potencial fitotoxico, debido a
que el efecto de inhibicion sobre el de crecimiento de la raiz de las dos
plantas prueba fue superior al 60%. Los hongos enddfitos SspE8, SspE12
constituyen posibles candidatos productores de metabolitos secundarios con
actividad antifungica especifica contra A. alternata, con una actividad
inhibitoria superior al 35%. El fitopatégeno SspF5, es candidato potencial
para la obtencién de metabolitos secundarios con actividad selectiva sobre
oomycetos. Asimismo, el hongo fitopatdgeno SspF6 es posible candidato de
metabolitos secundarios con actividad inhibitoria sobre A. alternata y Phytium

aphanidermatum, sin mostrar selectividad sobre alguno de los dos grupos.

Cabe destacar que la mayoria de los extractos fungicos presentan dos fases,
una oleosa y la otra solida. Con la finalidad de disminuir la complejidad
metabdlica de los extractos de los hongos de Salvia sp. y considerando que
la fase oleosa es la mas abundante, se procedi6 a realizar su
fraccionamiento primario empleando un proceso de reparto y se determind
de nuevo su actividad bioldgica, con el proposito de mejorar la actividad
biolégica demostrada por los extractos totales, en particular del potencial

antifungico.

6. Fraccionamiento primario

Los extractos organicos obtenidos por medio de maceracién exhaustiva a
partir de los cultivos en pequefia escala de los hongos aislados de Salvia sp.,

se fraccionaron mediante un proceso de reparto entre hexano (CeHi12) y
metanol (CH3OH). En el Cuadro 8, se muestran los rendimientos obtenidos.
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Todas las fracciones hexanicas presentan un mayor rendimiento con

respecto a las fracciones metandlicas.

Cuadro 8. Rendimientos de las fracciones primarias obtenidas de los extractos totales
procedentes de hongos enddfitos y fitopatdgenos de Salvia sp.

Clave Fraccion hexanica Fraccion metandlica Extracto total
(mg extracto/ % Fraccion (mg extracto/ % Fraccion (mg extracto/
30g arroz) hexanica 30g arroz) metandlica 30g arroz)

Endofito

SspE1 1,208.40 90.2 130.4 9.8 1,338.80
SspE2 572.7 90.3 61.7 9.7 634.40
SspE3 659.2 77.5 191.8 22.5 851.00
SspE4 399.2 72.6 151 274 550.20
SspES 474.7 65.3 252 34.7 726.70
SspE6 774 84.4 142.7 15.6 916.70
SspE7 225.6 81.4 51.6 18.6 277.20
SspES8 233.5 74.4 80.2 256 313.70
SspE9 191 84.9 34.0 15.1 225.00
SspE10 607.8 88.16 81.6 11.84 689.40
SspE11 553 92.8 43 7.2 596.00
SspE12 811.7 90.9 81.4 9.1 893.10
Fitopatogeno

SspF1 436.2 90.7 44.8 9.3 481.00
SspF2 522 84.9 92.4 15.1 614.40
SspF3 1,192.40 74.4 411.5 25.6 1,603.90
SspF4 307.3 80.7 73.4 19.3 380.70
SspF5 1,806.8 82.8 375.3 17.2 2,182.10
SspF6 1,572.9 93.8 103.4 6.2 1,676.30
SspF7 202 76.6 61.6 234 263.60
SspF8 670.2 95.2 33.7 4.8 703.90

Los mayores rendimientos para las fracciones metandlicas se obtuvieron a
partir de los extractos procedentes de los hongos: SspE1, SspE3, SspE4,
SspES, SspE6 SspF3, SspF5 y SspF6, con un rendimiento superior a 100 mg

de extracto por cada 30 g arroz (6-34%). Como es de esperarse, con
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excepcion del enddfito SspE4, estos son algunos de los hongos que

mostraron los mayores rendimientos de extracto organico total (Cuadro 3).

Por otra parte, se compararon los perfiles cromatograficos de las fracciones
primarias obtenidas mediante CCF. A manera de ejemplo, en la Figura 28 se
muestra el perfil cromatografico de las fracciones primarias del extracto
organico obtenido del hongo enddfito SspES8, observandose que los perfiles
quimicos son diferentes, indicando la distinta naturaleza en composicion
quimica de la fraccion hexanica y metandlica, por lo que se espera que la

actividad biolégica de cada fraccion sea distinta.

1 2
Figura 28. Cromatografia en capa fina comparativa de las fracciones primarias del hongo enddfito
SspE8. 1) Fraccion primaria obtenida con CsH12. 2) Fraccidon primaria obtenida con CH3OH. Sistema de
elucion: CH2CIl>-CH30H; 98:2.

A pesar de que, en general, las fracciones hexanicas de los hongos en
estudio mostraron una alta similitud en el analisis cromatografico por CCF
con la fraccion hexanica derivada del extracto control del medio arroz, se
decidié evaluar su actividad biolégica considerando la posibilidad de la
presencia de algun metabolito secundario bioactivo de naturaleza poco polar
producido por los hongos, que se encuentre enmascarado debido a la

abundancia de los compuestos extraidos del medio arroz.
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Una vez que se obtuvieron las fracciones primarias se determind
cuantitativamente su potencial fitotéxico y antifungico, empleando las plantas

y microorganismos de prueba, antes mencionados.

7. Efecto fitotoxico de las fracciones primarias de los extractos de los

hongos de Salvia sp.

En las Figuras 29 y 30 se muestran los porcentajes de inhibicion provocados
por los extractos totales y las fracciones primarias obtenidas a partir de los
cultivos de Ilos hongos enddfitos y fitopatobgenos de Salvia sp.,
respectivamente, sobre el crecimiento de las semillas de A. hypochondriacus

y S. lycopersicum.

En la mayoria de los casos se muestra que la fraccion primaria metandlica
presenta mayor actividad biolégica que el extracto total y que la fraccion
primaria hexanica. Con excepcién de los extractos de los endéfitos SspE5 vy
SspEG6 sobre el crecimiento de la raiz de A. hypochondryacus, y del extracto
del fitopatdégeno SspF1 sobre el crecimiento de S. lycopersicum, y del
extracto del endofito SspE3 sobre ambas semillas de prueba, que mostraron
mayor efecto inhibitorio en presencia del extracto total. Debido a un probable
efecto de sinergismo entre metabolitos secundarios polares y los poco

polares (Cavallé-Oller, 2011).

Con respecto a las fracciones hexanicas, con excepciéon de las procedentes
del cultivo de los hongos SspE10 y SspF3, en las que la actividad fitotoxica
es mayor a la actividad demostrada por el extracto total sobre el crecimiento
de la raiz de S. lycopersicum y A. hypocondriacus, respectivamente. El
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las plantas de prueba provocado es
cercano al 50%, sin embargo, su actividad fitotdxica no supera a la

demostrada por la fraccion metandlica. En estos dos casos, se pone en
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evidencia la existencia de metabolitos secundarios poco polares con
actividad bioldégica. Por otra parte, los metabolitos secundarios presentes en
el extracto total de hongos SspE10 y SspF3, también muestran un posible
efecto de antagonismo, ya que al fraccionarlos tanto los compuestos polares
como los pocos polares presentan mayor actividad bioldgica (Cavallé-Oller,
2011).

Por otra parte, doce de las veinte fracciones hexanicas evaluadas muestran
un efecto estimulante sobre el crecimiento de la raiz de alguna o de ambas
plantas pruebas. Esto puede ser la consecuencia de que el disolvente de
extraccion arrastré componentes nutritivos poco polares del arroz como son

los acidos grasos, que puedan beneficiar el crecimiento de la planta prueba.

En general las fracciones metandlicas evaluadas, poseen mayor actividad
que el herbicida comercial Glifosato®, utilizado como control positivo, a la
concentracion de prueba de 100 pg/mL. Las fracciones metandlicas que
presentan una actividad inhibitoria superior al 80% sobre ambas plantas de
pruebas son las derivadas de los hongos SspE1, SspE4, SspF2 y SspF3,
mostrando ademas mayor actividad de fitotéxica que el herbicida control a la

misma concentracion.

Con base en la actividad fitotoxica demostrada por los extractos totales de
los hongos de Salvia sp., se proponen como candidatos productores de
metabolitos secundarios con potencial herbicida a los hongos endoéfitos
SspE1, SspE4, SspE10 y a los fitopatégenos SspF1, SspF3 y SspF7, ya que
sus extractos totales muestran los mayores porcentajes de inhibicién sobre el
crecimiento de las dos plantas de prueba, el cual incrementa en la fraccién

metandlica.
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Figura 29. Efecto fitotoxico de los extractos totales y fracciones primarias de los hongos endéfitos de Salvia sp., sobre el crecimiento

de las semillas de A. hypochondriacus y S. lycopersicum. (*) Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p<0.05). Las barras

representan la desviacion estandar del promedio de cuatro repeticiones.
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Figura 30. Efecto fitotdxico de los extractos totales y fracciones primarias de los hongos fitopatégenos de Salvia sp., sobre el
crecimiento de la semilla de A. hypochondriacus y S. lycopersicum. (*) Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p<0.05). Las

barras representan la desviacion estandar del promedio de cuatro repeticiones.

75



8. Efecto antifungico de las fracciones primarias de los extractos de los

hongos de Salvia sp.

La determinacién cuantitativa del potencial antifungico de las fracciones
primarias, se llevd a cabo evaluando su efecto sobre el crecimiento de los
cuatro microorganismos fitopatdégenos de prueba. En las Figuras 31 y 32 se
muestra el efecto antifungico de los extractos totales y de las fracciones
primarias obtenidas de los cultivos de los hongos endoéfitos y fitopatégenos
de Salvia sp., respectivamente, sobre el crecimiento radial hongos

verdaderos F. oxysporum y A. alternata.

Con excepcidén de los extractos totales de los hongos SspE3, SspE7, SspF6
y SspF7 que muestran mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
ambos hongos de prueba y de los extractos de los hongos SspE5, SspES8 y
SspF3 sobre el crecimiento de F. oxysporum, de nueva cuenta, en la mayoria
de los casos la fraccién primaria metandlica presenta mayor actividad

biolégica que el extracto total y que la fraccion primaria hexanica.

En general, se observa que F. oxysporum es la especie mas resistente a los
tratamientos. A. alternata, es inhibida significativamente y en mayor grado
por la presencia de los extractos totales de los hongos SspES8, SspE12 y

SspF6 y por las fracciones metandlicas de los hongos SspE1y SspE12.

La fraccion metandlica del endofito SspE4 y el extracto total del SspE3
presentan un efecto de inhibicién significativa superior al 20%, sobre F.
oxysporum. Sin embargo, no se encontraron extractos totales o las
fracciones primarias que superen la inhibicion demostrada por el fungicida

comercial control a la misma concentracién de prueba.

Con respecto a las fracciones hexanicas, con excepcion de la derivada del
cultivo del hongo SspE3, todas ellas provocan un efecto estimulante sobre el

crecimiento radial de F. oxysporum. Las fracciones de los hongos SspE1,
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SspE4 y SspES son las unicas que provocan efecto estimulante sobre de

crecimiento de A. alternata.

Los extractos organicos totales y las fracciones metandlicas de los hongos
SspE1, SspE8, SspE12 y SspF6 constituyen una fuente prometedora para la
obtencion de metabolitos secundarios con potencial antifungico especifico
sobre A. alternata, asi como las fracciones metandlicas de SspE2 (39.2%) y
SspE9 (46.75%) ya que provocan un mayor porcentaje de inhibicién que el
fungicida comercial Carbendacim®, empleado como control positivo a la
misma concentracion de prueba (250 ug/mL).
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En las Figura 33 y 34 se muestra el efecto inhibitorio de los extractos totales
y de las fracciones primarias obtenidas de los cultivos de los hongos
endofitos y fitopatdbgenos de Salvia sp., respectivamente, sobre el
crecimiento radial de los oomicetos Phytium aphanidermatum y Phythophtora

capsici.

Los metabolitos secundarios presentes en las fracciones metandlicas de los
hongos SspE4, SspE8, SspE12, SspF5 y SspF6 presentan una actividad
inhibitoria significativa superior al 40% sobre el crecimiento del oomiceto
Phytium aphanidemmatum. Sin embargo, ninguno de los extractos totales o
fracciones primarias supera la actividad inhibitoria provocada por el
antioomiceto comercial Metaixil® usado como control positivo, a la
concentracion de 250 ug/mL. Por otra parte, la fraccion metandlica de los
hongos SspE1, SspE4, SspF5 y SspF6 inhiben significativamente y en mas
del 50% el crecimiento de Phythophtora capsici.

Las fracciones primarias metandlicas obtenidas de los hongos fitopatdogenos
SspF5 y SspF6 muestran una alta selectividad sobre el crecimiento de dos
de los oomicetos de prueba, inhibiendo su crecimiento en mas del 50%, en
contraste, la inhibicion sobre el crecimiento de los hongos verdaderos
fungales es menor al 20%. Constituyendo candidatos Utiles para el desarrollo

de agroquimicos especificos sobre oomicetos fitopatégenos.
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Figura 33. Efecto antifUngico de los extractos totales y fracciones primarias de los hongos endofitos de Salvia sp., sobre el

crecimiento radial de los oomycetos Phytium aphanidermatum y Phythophthora capsici. (*) Valores estadisticamente significativos,

ANOVA (p<0.05). Las barras representan la desviacion estandar del promedio de cuatro repeticiones.
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Figura 34. Efecto antifungico de los extractos totales y fracciones primarias de los hongos fitopatégenos de Salvia sp., sobre el

crecimiento radial de los oomycetos Phytium aphanidermatum y Phythophthora capsici. (*) Valores estadisticamente significativos,

ANOVA (p<0.05). Las barras representan la desviacidon estandar del promedio de cuatro repeticiones.
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El presente proyecto de investigacion se centré en la busqueda de
metabolitos secundarios con actividad fitotoxica y antifungica, a nivel
extracto, a partir de hongos endéfitos vy fitopatégenos de la planta hospedera
Salvia sp. Los resultados obtenidos permiten poner en evidencia los
asilamientos fungicos de Salvia sp con alto potencial para el aislamiento y

caracterizacion de metabolitos secundarios bioactivos.

En este contexto, es importante citar a la familia de las estrobilurinas, que
son un ejemplo de productos naturales aplicados como fungicidas
comerciales agricolas. Las estrobilurinas fueron aisladas del hongo de la
madera podrida Strobilurus tenacellus (Dave et al., 2001; Diedhiou et al.,
2004). Estos fungicidas fueron comercializados por primera vez en 1996,
para el control sobre las enfermedades que afectaban a los cereales; sin
embargo, con el transcurso de los afos, los descubrimientos fueron en
aumento, y actualmente se pueden encontrar mas estrobilurinas de origen
natural y sintético como fungicidas comerciales (Figura 35) (Dave et al.,

2001).

Las estrobilurinas pertenecen al grupo de los inhibidores de quinonas; son
fungicidas de amplio espectro que actuan inhibiendo la respiracion
mitocondrial del hongo. Estas moléculas se enlazan al centro Qo en el
citocromo B y bloquean la transferencia de electrones entre el citocromo B y
el citocromo C1. Esto interrumpe el ciclo de energia dentro del hongo,

provocando la inhibicion de la produccion de ATP (Dave et al., 2001).

Una de las principales razones del éxito comercial de la azoxistrobina es su
potencial de control sobre cuatro clases de hongos fitopatdgenos:
ascomicetos, basidiomicetos, deuteromicetos y oomicetos. Por lo tanto, tiene
un amplio espectro antifungico lo que evita la necesidad de usar mezclas de

uno o mas fungicidas (Dave et al., 2001).
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De la misma forma, también sirvieron como base para la elaboracion de
productos sintéticos como la trifloxistrobina elaborada por Novartis®, la
metominostrobina de Shionogi y la picoxistrobina por Syngenta. La
azoxistrobina y la picoxistrobina conservan el grupo metil-B-metoxiacrilato de
los fungicidas naturales, mientras que los otros contienen grupos modificados
por medio de sintesis organica (Dave etal., 2001; Balba, 2007).
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Figura 35. Estructuras quimicas de compuestos naturales y sintéticos pertenecientes a la familia de la

estrobilurina.
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Con base en estos antecedentes, es altamente probable que los metabolitos
secundarios presentes en los extractos organicos obtenidos de los hongos
endofitos y fitopatdgenos de Salvia sp., permitiran obtener compuestos con
actividad antioomiceto, antifungica y/o fitotoxica, utiles en la agricultura o
como herramientas para el disefio de plaguicidas alternativos de origen

natural, como es el caso de la estrobilurina y sus derivados sintéticos.
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VIl. CONCLUSIONES

A partir de 28 aislamientos de hojas sanas y de 10 aislamientos de hojas que
presentaron sintomas de enfermedad de la planta hospedera Salvia sp., se

obtuvieron un total de 12 hongos endofitos y 8 hongos fitopatdogenos puros.

El analisis detallado de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
los hongos endofitos y fitopatdgenos puros, permitid corroborar la pureza de
los microorganismos y determinar su tasa de crecimiento. Asimismo, permitié
inferir el posible género de los hongos enddfitos SspE1 y SspE4, los cuales
presentan caracteristicas similares a los hongos del género Fusarium, asi
como del endofito SspE6 que muestra caracteristicas propias del género
Cladosporium. Mientras que en el grupo de los hongos fitopatdgenos el
hongo SspF8 presenta caracteristicas del género de Aspergillus. Finalmente,
se presume la presencia de oomicetos endéfitos en la planta hospedera
Salvia sp., debido a que el hongo SspE2 exhibe caracteristicas

macroscopicas y microscopicas pertenecientes a este grupo.

Con base en su tasa de crecimiento, se encontraron cinco enddfitos de
crecimiento lento, siete de crecimiento medio y ninguno de crecimiento
rapido. En contraste, solo un hongo fitopatégeno presenta crecimiento lento,

tres son de crecimiento medio y cuatro de crecimiento rapido.

Durante el proceso de extraccion organica de los metabolitos secundarios
producidos por los hongos puros de Salvia sp., los rendimientos mas altos,
se obtuvieron a partir de los cultivos de los hongos enddfitos y fitopatégenos
que poseen las tasas de crecimiento mas altas y que corresponden a los
fitopatdogenos SspF3, SspF5y SspF6.

Los extractos totales obtenidos del medio de cultivo y micelio de los hongos
endofitos SspE1, SspE3 y SspE4 presentan porcentajes de inhibicidn

significativos sobre el crecimiento de la raiz de las semillas de Amaranthus
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hypochondriacus y Solanum lycopersicum, superiores al 70%. Los extractos
organicos totales obtenidos del cultivo de los hongos fitopatégenos SspF1 y
SspF7 presentan porcentajes de inhibicidon significativos superiores al 60%,
sobre ambas plantas de prueba. En los casos de los enddéfitos antes
mencionados y del fitopatégeno SspF1, la actividad inhibitoria mostrada es
superior a la provocada por el herbicida comercial Glifosato® a la misma

concentracién de prueba que fue de 250 ug/mL.

Los extractos organicos totales de los hongos SspE1, SspE3, SspE8 y
SspE12 presentan el mayor potencial antifungico, mostrando porcentajes de
inhibicién estadisticamente significativos sobre el crecimiento del hongo
fitopatdgeno A. alternata, exhibiendo una actividad antifungica superior al
control positivo, del fungicida comercial Carbendacim® a la misma
concentracion de prueba que fue de 250 ug/mL. El extracto total del hongo
SspF5 muestra un potencial selectivo sobre los oomicetos P.
aphanidermatum y P. capsici. Asimismo, el extracto organico del hongo
SspF6, mostré una importante inhibicion sobre el crecimiento de los dos
oomocetos de prueba, y sobre el hongo A. alternata. Ningun extracto total

inhibi6 significativamente el crecimiento de F. oxysporum.

Se determind cuantitativamente la actividad fitotoxica y antifungica de las
fracciones primarias. En general, las fracciones metandlicas presentan una
mayor actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los organismos de prueba,
que el extracto total y que la fraccidon hexanica. En algunos casos, las
fracciones hexanicas estimulan el crecimiento de los microorganismos en

estudio.

La evaluacion bioldgica de los extractos totales permitid observar algunos
casos de sinergismo entre los compuestos polares y los no polares. Sin

embargo, también se encontraron casos de antagonismo entre los
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compuestos de diferente polaridad, efecto que provoca que las fracciones

presenten mayor o menor actividad biolégica que el extracto total.

Se proponen como candidatos productores de metabolitos secundarios con
potencial fitotdxico, utiles en la agricultura a los hongos endoéfitos SspE1,
SspE4, SspE10 y a los fitopatdgenos SspF1, SspF3 y SspF7, debido a que
sus extractos totales muestran los mayores porcentajes de inhibicién sobre el
crecimiento de la raiz de las semillas de Amaranthus hypochondriacus y
Solanum lycopersicum y debido a que su efecto fitotoxico incrementa al

realizar el fraccionamiento primario.

Los extractos totales de los hongos SspE1, SspE8, SspE12 y SspF6, asi
como las fracciones metandlicas de los enddéfitos SspE2 y SspE9 constituyen
una fuente prometedora para la obtencién metabolitos secundarios con

potencial antifungico especifico sobre A. alternata.

Los metabolitos secundarios presentes en la fraccion metandlica de los
hongos endéfitos SspE3 y SspE4 constituyen posibles candidatos utiles para

la obtencion de compuestos con actividad antifungica sobre F. oxysporum.

Los hongos SspE1, SspE4, SspE8, SspE12, SspF5 y SspF6 son candidatos
productores de metabolitos secundarios con actividad antioomiceto. El hongo
fitopatdogeno SspF5 produce metabolitos secundarios con actividad selectiva

sobre el crecimiento de los oomicetos P. aphanidermatum y P. capsici.

El presente proyecto de investigacion contribuye al conocimiento de las
interacciones existentes entre planta hospedera y microorganismos
endofitos, evidenciando la presencia de wuna gran diversidad de
microorganismos y confirmando la presencia de metabolitos secundarios

bioactivos producidos por hongos enddfitos y fitopatdgenos.
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La actividad bioldégica encontrada en algunos de los extractos y fracciones
organicas de los hongos enddfitos y fitopatdgenos aislados de Salvia sp. son
de gran interés para la posible produccion de agroquimicos de origen natural

destinados para la actividad agricola moderna.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Cultivar en mediana escala a los hongos endéfitos y fitopatdogenos de
Salvia sp. que presentaron el mayor potencial fitotoxico y antifungico.
Obtener los extractos y fracciones organicas para verificar su potencial

biologico.

Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de los extractos fungicos
con mayor actividad biolégica, derivados de los cultivos en mediana
escala. Aislar y caracterizar a los metabolitos secundarios responsables

de la actividad herbicida y/o antifungica.

Establecer el potencial biolégico de los extractos organicos y metabolitos
secundarios puros, ampliando la gamma de organismos de prueba. En el
caso de la actividad herbicida, se realizara con diversas semillas mono y
dicotiledonas. La actividad antifungica o antioomiceto, se llevara acabo

empleando mas especies de hongos y oomicetos, respectivamente.

Determinar preliminarmente la toxicidad de los extractos totales,
fracciones organicas, y compuestos puros con el fin de establecer

posibles efectos toxicos en el hombre y las animales.
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