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| INTRODUCCION

La poblacién humana esta en continuo crecimiento, se estima que para el afio 2050 existiran
diez mil millones de personas. Este aumento poblacional traera consigo una mayor
demanda de servicios basicos necesarios para su desarrollo, como lo es la alimentacion y

los servicios de salud (Alexandratos & Bruinsma, 2012).

Para poder solucionar el problema concerniente a la alimentacion, la agricultura juega un
papel importante, debido a que es imprescindible aumentar la calidad y el rendimiento de
los cultivos utilizados en la elaboracién de alimentos y otros productos Utiles para la industria
(Alexandratos et al., 2012). Desde las primeras décadas del siglo XX, los avances
tecnoldgicos y cientificos han sido sumamente Utiles en el mejoramiento de la productividad
y calidad de los cultivos de interés agricola (Mazoyer & Roudart, 2006). Con el uso de
agroquimicos se ha logrado controlar enfermedades y plagas que anteriormente mermaban
las cosechas, causando escases de alimentos y pérdidas economicas (Horst, 2013).
Aunado al beneficio, se ha generado un deterioro al medio ambiente como consecuencia
del uso indiscriminado de plaguicidas, ademas de que estos compuestos han demostrado
ser perjudiciales para la salud de la especie humana, lo que ha motivado la busqueda
intensiva de agroquimicos alternativos con menor impacto sobre el medio ambiente y que
ademas no representen un factor de riesgo para la salud del hombre y de los animales
(Dimetry, 2014).

Los productos naturales prometen ser una fuente de compuestos quimicos utiles en el
desarrollo no solo de agroquimicos, sino también de medicamentos (Cantrell et al., 2012;
Cutler & Cutler, 1999; Cutler & Cutler, 2000). Las plantas y los microorganismos sintetizan
una amplia gama de metabolitos secundarios con actividad biolégica contra depredadores,
microorganismos patégenos y sobre otras especies vegetales. Con respecto a los
microorganismos, son de destacar a los hongos enddfitos, por constituir una fuente valiosa
y rica de metabolitos secundarios bioactivos estructuralmente novedosos (Deshmukh &
Misra, 2016). Estos microorganismos colonizan los tejidos internos de las plantas durante
todo su ciclo de vida o gran parte de él, sin causar, aparentemente, enfermedad, y pueden

establecer una relacion de simbiosis con su hospedera (Kusari et al., 2012). Los endofitos
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obtienen nutricion y proteccion de su hospedera y en retribucion algunos de ellos ayudan a

la defensa quimica de la misma a través de los metabolitos secundarios que biosintetizan
(Kharwar & Strobel, 2011; Waqas et al., 2012). Por otra parte, los hongos endoéfitos compiten
por espacio y nutrientes de manera constante contra otros microorganismos, por lo que
producen compuestos antagonicos que garantizan su supervivencia dentro de la planta
(Schulz et al., 2015). Estas caracteristicas los hacen un grupo prometedor de
microorganismos para el aislamiento de compuestos potencialmente Utiles en la agricultura

y la medicina.

Bajo este contexto, el presente proyecto de tesis tiene la finalidad de evidenciar in vitro el
potencial fitotdxico, antifingico y antioomiceto a nivel de extractos organicos del hongo
endofito Smeg4 aislado de hojas sanas de Sapium macrocarpum, colectadas de una zona
de alta biodiversidad, lo que podria evidenciar compuestos quimicos utiles para el desarrollo
de bioplaguicidas y/o de agentes de control bioldgicos, con menor impacto sobre el medio

ambiente y mas seguros para el ser humano y los animales.
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La agricultura juega un papel importante dentro del sector econémico primario. México

I ANTECEDENTES

exporta productos agroalimentarios a mas de 150 destinos internacionales, y en los ultimos
10 afos estas exportaciones se han incrementado considerablemente, llegando a superar
a las petroleras por mas de 3,170 millones de délares (SAGARPA, 2016).

En el afio 2014, en el pais se destinaron 26.9 millones de hectareas para la agricultura vy,
con esta extension de tierra, México se ha colocado como el principal productor de sorgo y
aguacate, el segundo productor de chile verde, y figura en el tercer lugar como productor de
esparragos, fresa y alfalfa verde. A nivel nacional, el cultivo de mayor importancia es el maiz
blanco, destinando anualmente un promedio de 12 millones de toneladas para el consumo

humano y 4.1 millones de toneladas para el consumo pecuario (SAGARPA, 2016).

Del 2007 al 2014 se registr6 una disminucion de 3.1 millones de hectareas en el area
destinada para la agricultura (SAGARPA, 2016), por lo que la produccion de algunos
productos fue insuficiente para abastecer la demanda de ciertos alimentos basicos,
afectando la economia de las familias mexicanas, debido al encarecimiento de los
productos, y con ello fomentando la desnutricién de determinados sectores de la poblacion
(FAO, 2003). Aunado a la disminucién de tierra empleada para cultivos de importancia
econdémica, se encuentran los dafios provocados por las plagas, enfermedades
ocasionadas por microorganismos fitopatdgenos, y la invasion por malezas, que afectan
directamente los rendimientos de los cultivos, ocasionando una pérdida econémica mayor,
y la escases del producto para el consumidor final (Aguado-Santacruz, 2012; SAGARPA,
2016).

1.1 Enfermedades y malezas de cultivos mexicanos

Las enfermedades que afectan los cultivos son causados por una gran variedad de
organismos como los hongos verdaderos o Eumycota, representados esencialmente por los
Ascomycota y Basidiomycota; los Oomycota, que son organismos filogenéticamente
relacionados a los hongos verdaderos, y en particular las especies pertenecientes a los
géneros Phytophtora y Pythium; los Plasmodiophora, las bacterias, los virus y los
nematodos (Hewitt & Oliver, 2014).
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En México, las afecciones de mayor recurrencia en los cultivos son causadas por hongos y

oomicetos. Por ejemplo, algunas de las enfermedades causadas en el tomate como:
podredumbre negra (Sclerotium rolfsii), ahogamiento de la planta (Pythium spp.), marchitez
de plantas (Fusarium oxysporum) y tizén temprano de la planta (Alternaria solani) (Goémez
Jaimes et al., 2011); enfermedades del chile como: marchitez de la planta (Phythophthora
capsici), mancha foliar (Alternaria solani) y cenicilla (Leveillula taurica) (CESAVEG, 2011a);
enfermedades del jitomate como: ahogamiento de la planta o ‘damping off’ (Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Phytophthora sp, Fusarium sp.), pudriciébn radicular y marchitez
(Fusarium oxysporum), moho gris (Botryotinia fuckeliana), tizén tardio (Phytophthora
infestans), tizén temprano (Alternaria tomatophila Simmons, Alternaria alternata (Fr.)
Keissler) y cenicilla (L. taurica) (CESAVEG, 2011b); enfermedades del maiz como: carbon
de la espiga (Sphacelothecea reiliana), pudricion de la raiz (Pythium aphanidermatum,
Diplodia maydis, Fusarium spp.), pudricion del tallo (Macrophomina phaseolina, Fusarium
spp, D. maydis, P. aphanidermatum), manchas folaires o tizon (Helmintosporium maydis) y

roya del maiz (Puccinia sorghi, P. polyspora, Physopella zeae) (CESAVEG, 2011c).

Para combatir o prevenir las infecciones de los cultivos de importancia agricola y forestal,
se utiliza una amplia variedad de fungicidas sintéticos. El termino fungicida es utilizado para
referirse a los compuestos que controlan a los hongos verdaderos, los oomicetos y los
plasmodiéforos (Hewitt et al., 2014), siendo los compuestos inorganicos, como la cal de
azufre o sales de cobre (mezcla Bordeaux), algunos de los primeros compuestos usados
durante el siglo XIX para contrarrestar las enfermedades causadas por hongos sobre los
arboles frutales (Kuck et al., 2012). A principios del siglo XX, se usaron intensivamente
compuestos organomercuriales para el tratamiento preventivo contra el ataque por hongos
en cultivos de cereales, y no fue hasta 1930, cuando compuestos de origen sintético como
las ditiocarbamidas (Mancozeb® y Thiram®) y ftalimidas (Captan® y Captafol®),
comenzaron a tener auge como fungicidas (Brent, 2012). No obstante, en las décadas de
1960y 1970, se introdujeron nuevas clases de fungicidas mas selectivos para los patdgenos
y también se comenzaron a observar cepas de patdégenos resistentes a los fungicidas
comerciales (Kuck et al., 2012), lo que ha impulsado la constante busqueda de compuestos

para contrarrestar a estos patégenos.



ANTECEDENTES w
—li—

Ademas de los microorganismos fitopatdgenos que afectan seriamente los cultivos

agricolas, las malezas también ocasionan pérdidas importantes, ya que compiten por
espacio y nutrientes con el cultivo de interés agricola (Villasefior Mir & Espitia Rangel, 2000).
Las malezas son especies vegetales que afectan los intereses del hombre en un lugar y
tiempo determinado (SENASICA, 2014), esta definicion incluye tanto a las especies
silvestres como a los cultivos voluntarios indeseables (Rosales Robles & Medina Cazares,
2000). Las malezas han existido desde mucho antes que el hombre cultivara plantas para
su alimentacidn, obtencion de fibras y combustibles (Nandula, 2010). El efecto adverso que
las malezas causan a los cultivos se le conoce como “interferencia”, este término engloba
la competencia por factores de crecimiento y la alelopatia resultante de la liberacion de
compuestos quimicos téxicos a las plantas de interés (Qasem & Foy, 2001). Antes de la
invencion de compuestos sintéticos, la erradicacion de las malezas se realizaba
principalmente por la mano del hombre y mediante trabajo mecanico (Griepentrog &
Dedousis, 2010). En el afo de 1942 se introdujo al mercado el &acido
2,4-diclorofenoxiacético, un regulador del crecimiento de las plantas y el primer herbicida
selectivo. Actualmente, es el herbicida mas utilizado en Estados Unidos, y a nivel mundial
(Pohanish, 2015). Desde entonces, se han sintetizado una gran cantidad de herbicidas con
diferentes mecanismos de accién y clases quimicas, elevando considerablemente los
rendimientos de los cultivos y las ganancias de los agricultores (Nandula, 2010). Debido a
este aumento en la “efectividad”, se han utilizado los mismos herbicidas sobre las malezas
durante afios y se han aumentado las concentraciones de manera progresiva e
indiscriminada, ocasionando la aparicibn de malezas resistentes a los productos
comerciales al grado de ser ineficaces (Busi et al., 2013; Caseley et al., 1991; Menne &
Kocher, 2007). En la Figura 1, se muestra una representacion gréfica del incremento
cronolégico de las malezas resistentes a los herbicidas de origen sintético a nivel mundial
(Menne et al., 2007).
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Figura 1. Incremento cronologico a nivel mundial, del nimero de malezas resistentes a los herbicidas

sintéticos (modificado de Menne et al., 2007).

Por otra parte, el uso indiscriminado de los plaguicidas incluidos los herbicidas, puede
ocasionar la disminucion de la salud debido a la exposicion directa o indirecta de estos
compuestos, contaminaciéon del suelo y del agua, contaminacion por trazas de herbicidas
en la cadena alimentaria de los consumidores finales, asi como de las familias de los
agricultores (Pingali, 1995). En consecuencia, en las ultimas décadas se han buscado
compuestos activos en los productos naturales, como una fuente alternativa a los
plaguicidas sintéticos, que sean menos téxicos y con menor impacto ambiental (Koul &
Dhaliwal, 2001; Nollet & Rathore, 2015; Strobel et al., 2004).

2 Productos naturales como fuente de plaguicidas de origen natural

Existe un poco mas de un millon de productos naturales conocidos, de los cuales del 20-
25% son biolégicamente activos y de estos, el 10% se han obtenido a partir de
microorganismos. De los 22,500 compuestos producidos por organismos microscopicos, el
40% tiene origen fungico, lo que pone en evidencia la importancia del estudio de los
productos naturales fangicos, no so6lo por su importancia en la medicina sino también en
otros sectores de importancia econdmica como la agricultura (Demain, 2014; Kumar et al.,
2008) y la industria alimentaria (Abrah&o et al., 2013).
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Es importante destacar que en afios recientes, se ha incrementado notablemente el nUmero

de ingredientes activos de origen natural contenidos en las formulaciones de los plaguicidas
convencionales (Cantrell et al., 2012). En la Figura 2 se representa graficamente el registro
de nuevos ingredientes activos para uso como plaguicidas convencionales ante la Agencia
de Proteccion del Medio Ambiente (en inglés: Environmental Protection Agency mas
conocida por las siglas EPA), de 1997 a 2010 (Modificado de Cantrell et al., 2012). Asi por
ejemplo, el cinamaldehido, un compuesto aislado en abundacia de Cassia obtusifoliay que
hoy en dia se produce sintéticamente para su uso en la agricultura por su actividad
antifungica (Vertigo™, Cinnacure™), o los aceites esenciales de jojoba (Simmondsia
californica, E-Rase™), romero (Rosemarinus officianali, Sporan™) y tomillo (Thymus
vulgaris, Promax™), comercializados como fungicidas para la agricultura organica (Dayan
et al., 2009).

Derivados naturales
sintéticos, 14.7%

Bioldgico, 0.9%

Producto natural, 6.4%

Sintético, 78.0%

Figura 2. Registro ante la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente (EPA) de nuevos ingredientes activos
para su uso como plaguicidas convencionales de 1997 a 2010 (Modificado de Cantrell et al., 2012).

2.1 Importanciadel estudio de los hongos como fuente de metabolitos secundarios

bioactivos

Los hongos son un grupo de organismos que no pueden fijar energia y nutrientes

directamente, por lo que usan la energia almacenada en la biomasa de otros organismos
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para su desarrollo (Dadachova & Casadevall, 2008). Estos organismos son un grupo

importante que interactlan con otros organismos del entorno abiético para regular los
procesos de los ecosistemas (Dighton, 2016). En la Figura 3 se muestra una representacion
esquematica de algunas de las funciones que los hongos llevan a cabo en los ecosistemas
terrestres (Dighton, 2016)

Patogenos foliares
Endofitos

Desperdicios

{Hojes , madera, brotes,
flores , ins ectos ) Redistribucicn

espacial y temporalde
I=s nutrientes

Fauna micofaga

-f’ y Ttk :
i % % / Inmeovilizacion  de
Mneralizacion Capacion “de nubrientes i i
de nutrientes mejorados por lBs micomizas

Ruptwa de roces
minersles

Figura 3. Representacion de una interaccion planta-suelo-hongo en un ecosistema terrestre. El modelo
muestra el efecto de los hongos en la planta. En la superficie del suelo se produce la descomposicién de la
hojarasca por la comunidad de hongos saprotréficos, con la consiguiente mineralizacién de los nutrientes en
la piscina de nutrientes inorganicos del suelo. Los nutrientes se inmovilizan en recursos organicos
recalcitrantes (como el tronco a la derecha) y en la biomasa flingica. Aqui puede haber redistribuciéon temporal
y espacial de los nutrientes dentro del hongo y entre los recursos utilizados por los hongos. Las micorrizas en
las raices de las plantas ayudan a la absorcién de nutrientes minerales en la planta, ayudan a defender la
planta contra los patdgenos de las raices y pueden afectar la descomposicion de los residuos organicos. Tanto
las hifas de hongos como las estructuras de fructificacion (representadas por los hongos) son una fuente de
alimento para los animales de pastoreo, influyendo asi en la aptitud de los individuos y en la regulacion de las
poblaciones de animales. (Modificado de Dighton, 2003, 2016).

Los hongos estan ampliamente distribuidos por toda la tierra. La mayoria son saprobios y
descomponen materia organica muerta; otros se especializan en atacar e infectar
organismos vivos, como las plantas. Los hongos que colonizan a las plantas se subdividen

en dos grupos: a) hongos patégenos, que colonizan y producen sintomas de enfermedad
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trascurrido un tiempo de incubacién y b) hongos endéfitos, que son microorganismos que

infectan a las plantas y, al menos una parte de su ciclo de vida, viven dentro de los tejidos
internos de la planta sin causar, aparentemente, enfermedad (Herre et al., 2007; Kusari,
Hertweck, & Spiteller, 2012; Sieber, 2007).

2.2 Los hongos endofitos

Los hongos enddéfitos establecen diferentes relaciones con las plantas hospederas, como el
mutualismo, comensalismo y el parasitismo (Sanchez-Fernandez et al., 2013). En las
diferentes relaciones, el endofito tiene la capacidad de crecer sin causar sintomas de
enfermedad a la hospedera, surgiendo asi la pregunta, ¢como lo hace? La hipotesis del
“antagonismo balanceado” (Figura 4) responde esta cuestion y propone que, por un lado,
los hongos enddfitos producen metabolitos secundarios toxicos para la hospedera que estan
en equilibrio con los mecanismos de defensa constitutivos de las plantas y, por otra parte,
los microorganismos endofitos secretan enzimas liticas para la desintoxicacion por
metabolitos secundarios producidos por la planta, como mecanismo de defensa, y de esta
manera se permite el desarrollo tanto del huésped como de la hospedera en ausencia de

sintomas de enfermedad o dafio (Kusari et al., 2012; Schulz et al., 1999).

- - -

- —

Factores de estres
por senescencia

Toxinas

Figura 4. Hipétesis del antagonismo balanceado (modificado de Schulz et al., 2015).
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Los microorganismos endofitos y fitopatdgenos, por la competencia de espacio y nutrientes

(Figura 5), han desarrollado mecanismos fisicos (Cao et al., 2009) y quimicos (Schulz et
al., 2015) para garantizar su supervivencia en la hospedera. De esta manera, los hongos
endofitos representan una fuente extremadamente rica de productos naturales incluyendo
compuestos bioactivos con potencial aplicacion en la medicina, la industria y la agricultura,

incluyendo el control de patégenos y malezas (Mousa & Raizada, 2013).

Figura 5. Ejemplificacion de la diversidad de microorganismos en los tejidos internos de una hoja, cada trama
ejemplifica un microorganismo diferente (endéfitos y fitopatégenos) (Herre et al., 2007).

Finalmente, en la Figura 6 se muestra el ciclo de vida propuesto para los hongos endofiticos

foliares tropicales y la colonizacion de su planta hospedera.

10
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3 Metabolitos secundarios de hongos endofitos

La naturaleza quimica de los metabolitos secundarios bioactivos producidos por hongos
endofitos es diversa. Los principales grupos quimicos corresponden a terpenoides,
alcaloides, fenilpropanoides, compuestos aromaticos, policétidos, quinonas, compuestos
alifaticos y péptidos (Guo et al., 2008; Mousa et al.,, 2013; Strobel et al., 2004). Los
metabolitos producidos por los hongos endoéfitos pueden tener un papel importante en el
desarrollo de la hospedera como la produccion de fitohormonas. Tal es el caso de las
giberelinas producidas por los endofitos Fusarium fujikuroi (Kharwar et al., 2011), Phoma
glomerata LWL2 (Kurepin et al., 2014) y Penicillium funiculosum (Khan & Lee, 2013), que
ademas de estimular el crecimiento de las hospederas, la presencia de los endofitos y sus
metabolitos mejoran el desempefio de las hospederas en condiciones de estrés abidtico
(Waqas et al., 2012). En algunas simbiosis “planta-hongo enddfito” se ha observado que los
microorganismos enddfitos confieren proteccion contra el ataque de herbivoros (vertebrados

e invertebrados), mediante la produccion de compuestos toxicos para los depredadores,

11
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como los alcaloides ergonovina y acido lisérgico, producidos por hongos enddfitos del

género Epichloé en Achnatherum robustum (Shymanovich et al., 2015), o la sintesis de
compuestos alelopaticos que inhiben el crecimiento de los competidores de la hospedera
(Hao et al., 2015), o confiriendo a la hospedera de proteccién contra el ataque de patdégenos
como hongos y bacterias, como es el caso de la altersetina, un alcaloide producido por
Alternaria spp. y que tiene actividad antagonica contra bacterias Gram positivas (Hellwig et
al., 2002).

Como se menciond en el inciso anterior, la hipétesis del antagonismo balanceado (Figura
5) pone en evidencia el potencial que tienen los hongos endoéfitos para la biosintesis de
metabolitos secundarios con actividad antifingica y/o fitotdxica, entre otras, como resultado
de las complejas interacciones que establecen con su hospedera y con otros
microorganismos competidores, siendo estos compuestos de gran importancia para el
desarrollo de agroquimicos alternativos, de origen natural que tengan menores efectos

toxicos para el ser humano y el ambiente.

A continuacion, en el Cuadro 1 se muestran ejemplos selectos de metabolitos secundarios

biosintetizados por hongos enddfitos, con actividad antifungica y/o fitotdxica.

12
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados de hongos enddfitos con actividad biologica.

Metabolito
secundario . s
*endéfito Estructura Actividad biologica
Shospedera
Chokol
R
OH
A B
HO\/\)\ )\(\)\
H
Chokoles A-G
*Epichloé typhi c D
pichloé typhina o
$Phleum pratense Ho Fungitoxicos
(Koshino et al., 1989) HO = S
E
F
" \/\/
O
Ac/
H
G

Palmarumicina EG1
*Edenia
gomezpompae
$Callicarpa
acuminata
(Macias-Rubalcava et
al., 2014)

Fitotoxica

13
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Metabolito
secundario . .
e Estructura Actividad bioldgica
*endofito
Shospedera

Nodulisporinas
AyB
*Nodulisporium sp
SJuniperus cedrus
(Dai et al., 2006)

Antifingica

Helmidiol (pirenoforol)
* Phoma sp.
$Fagonia cretica
(Krohn et al., 2007)

Antifangica

Pestacina
*Pestalotiopsis
microspora
§ Terminalia morobensis
(Harper et al., 2003)

Antifingica y

antioxidante

Jesterona
*Pestalotiopsis jesteri
§ Fragraea bodenii
(Li & Strobel, 2001)

Antioomiceto

14
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Estructura Actividad bioldgica

Metabolito
secundario
*endofito
Shospedera

Acido helvélico
*Aspergillus fumigatus
SMelia azedarach

(Lietal., 2012) Antifingico
*Pichia guilliermondii
$Paris polyphylla
(Zhao et al., 2010)

Tricodermina
*Trichoderma

brevicompactum Antifungica

SAllium sativum
(Shentu et al., 2014)

OH

o

- CHB
Javanicina
*Chloridium sp . .
. o Antibacterial
$Azadirachta indica

(Kharwar et al., 2009) CHs

3.1 Metabolitos secundarios volatiles de hongos enddéfitos.

De los productos naturales con gran interés en la actualidad para el desarrollo de agentes
de control biolégico o de bioplaguicidas, son los compuestos organicos volatiles (VOCs, por

sus siglas en inglés), producidos particularmente por bacterias y hongos (Hung et al., 2015;
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Morath et al., 2012; Miiller et al., 2013). Los hongos endéfitos son capaces de producir una

enorme variedad de compuestos volatiles, incluyendo terpenos, derivados de azulenos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, furanos, ésteres, entre otros, que pueden tener actividad
antagoénica sobre otros organismos (Kramer & Abraham, 2012; Sanchez-Fernandez et al.,
2016; Sanchez-Ortiz et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016) y, ademas, algunos VOCs
pueden fungir como reguladores del crecimiento de su hospedera (Bailly & Weisskopf, 2012;
Kanchiswamy et al., 2015). En el Cuadro 2 se muestran ejemplos selectos de los principales

VOCs producidos por hongos endofitos.

Cuadro 2. Compuestos cominmente identificados en las mezclas VOCs producidos por diversos géneros de
hongos enddfitos (modificado de Kanchiswamy et al., 2015).

o 0
::z )\/ \V\J NONANZ )\/\OH )\/OH
1) H 2) 3) 4 6) 9]

5)

LY gy oy & o
0500 o iy

20)

i S S S

21)

1= alcohol feniletilico; 2= 2-metil-butano; 3= B-butirolactona; 4= 2-butendinitrilo; 5= sabineno; 6= 3-metil-1-butanol;
7= 2-metil-propanol; 8= acetona; 9= B-elemeno; 10= a-selineno; 11= B-selineno; 12= 2,5-dihidrotolueno; 13=
naftaleno; 14=tetrahidrofurano; 15= 2-metil-furano; 16= azuleno; 17=a-felandreno; 18= B-felandreno; 19= 2-pentil-
furano; 20= aromandreno; 21=2-penteno; 22= etil acetato; 23= heptano; 24=2-metil-hexanoato; 25= acido acético;
26= 2-propil-1-ol.

Los VOCs son sustancias con bajo peso molecular y alta presion de vapor; su alta volatilidad
a temperatura ambiente los hace adecuados para la biofumigacion postcosecha, una
técnica utilizada en el control de plagas y/o enfermedades en la que no se humedece al

producto y se minimiza la manipulacion (Spadoni et al., 2015). Una ventaja en el uso de
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VOCs producidos por microorganismos es que son mezclas de compuestos pertenecientes

a diversas clases quimicas y las propiedades biocidas o biostaticas que estas mezclas
ejercen son el resultado del efecto sinérgico o aditivo que no se obtendrian con compuestos

puros (Deshmukh & Misra, 2016; Medina-Romero, datos no publicados).

Quizéas el ejemplo més representativo de hongos enddfitos productores de VOCs son los
pertenecientes al género Muscodor (Cuadro 3), en especial M. albus, un enddfito aislado
de diversas hospederas que habitan esencialmente en clima tropical (Atmosukarto et al.,
2005; Ezra & Strobel, 2003; Worapong et al., 2002), cuyos VOCs son altamente bioactivos
contra bacterias y hongos (Ezra et al., 2003). Actualmente, M. albus es utilizado como
método de micofumigacion para la conservacion de frutas y verduras, como las uvas

(Mercier et al., 2017) o alimentos como la carne de res y pavo (Faith et al., 2015).

Por otra parte, los hongos enddfitos del género Hypoxylon, también producen una amplia
variedad de VOCs bioactivos. Asi por ejemplo, Hypoxylon sp. aislado de Peresa indica
(Tomsheck et al., 2010), Hypoxylon anthochroum (aislamiento Blaci) aislado de Bursera
lancifolia (Ulloa-Benitez et al., 2016) y Nodulisporium sp. aislamiento GS4d2ll11a (Hypoxylon
anthochroum) (Sanchez-Fernandez et al., 2016) aislado de Gliricidia sepium (Sanchez-
Fernandez et al., 2016), biosintetizan entre otros VOCs al 1,8-cineol como constituyente
mayoritario. Este compuesto ha demostrado tener importante actividad antifingica,
antioomiceto y fitotoxica (Morcia et al.,, 2011; Ulloa-Benitez et al., 2016), por lo que las
especies del género Hypoxylon poseen un elevado potencial para su uso como agentes de

control bioloégico o micofumigacion.

En el Cuadro 3 se muestran ejemplos selectos de VOCs mayoritarios presentes en las
mezclas de VOCs analizados e identificados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, de algunas especies de hongos enddfitos pertenecientes a los

géneros Muscodor e Hypoxylon.
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Cuadro 3. Compuestos orgénicos volatiles mayoritarios producidos por hongos enddfitos del género Muscodor

e Hypoxylon.

*Hongo endofito /

Metabolitos mayoritarios

Actividad

SHospedera de la mezcla de VOCs
O
%OH
Acido 2-metilpropanoico
_M' albus Antibacterial
*Cinnamomum Antifangica
zeylanicum g

(Worapong et al., 2001)

Derivados de naftaleno

S

Derivados de azuleno

*M. vitigenus
8Paullinia paullinioides
(Daisy et al., 2002)

Naftaleno

Repelente antiinsectos

*M. roseus
SGrevillea pteridifolia
(Worapong et al., 2002)

~

2-etilbutanoato

2

1,2.4-trimetilbenceno

Antifungicos
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"Hongo endofito / Metabolitos mayoritarios Actividad
SHospedera y de la mezcla de VOCs

*M. yucatanensis

SBursera simaruba

(Macias-Rubalcava et al., Fitotoxico
2010) :
1R,4S,7S,11R-2,2,4,8-
Tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,11)]Jundec-
8-eno
O
*Hypoxylon anthochroum
aislamiento Blaci er .
m-cimeno AntlfungICO
SBursera lancifolia , _ .
Eucaliptol Fitotoxico
(Ulloa-Benitez et al.,
2016)
a-tujeno

*Nodulisporium sp. S
aislamiento GS4d2llla
(Hypoxylon) , Antifingico
Limoneno

§ . . " . . - -
Gliricidia sepium Eucaliptol Antioomiceto
(Sanchez-Fernandez et

al., 2016)

y-terpineno
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Los hongos endofitos tienen que sintetizar metabolitos secundarios para poder competir

I HIPOTESIS

contra otros microorganismos que coexisten en su nicho ecologico, ademas de producir
compuestos que contrarresten las defensas de las plantas hospederas, con el fin por un
lado de garantizar su subsistencia dentro de los tejidos vegetales y por otro, contender con
las defensas quimicas de su hospedera. Por ello, el estudio de los hongos enddfitos podria
evidenciar compuestos novedosos con actividad biologica, incluyendo compuestos

fitotoxicos, antifungicos y antioomicetos.
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IV OBJETIVOS

2

Objetivos generales

Realizar la descripcibn macroscopica y microscépica del hongo enddéfito Smeg4
aislado de Sapium macrocarpum, y estudiar su potencial antagénico mediante
bioensayos de antagonismo directo mdultiple contra enddfitos y fitopatégenos de la
misma planta hospedera, y contra fitopatdgenos con importancia econémica.

Establecer el potencial antifUngico, antioomiceto y fitotoxico de la mezcla de
compuestos organicos volatiles producidos por el hongo endéfito Smeg4 y de los
metabolitos secundarios no volatiles biosintetizados por el enddfito, a través de la
evaluacion de su efecto sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatégenos
y cuatro plantas con importancia econdmica en la agricultura, con la finalidad de
evidenciar metabolitos secundarios con actividad antifungica, antioomiceto y herbicida
gue puedan ser usados en el desarrollo de agroquimicos de origen natural, cuyo

impacto ambiental y toxicolégico sea menor.

Objetivos particulares

Realizar la descripcion detallada de las caracteristicas macroscépicas Yy
microscépicas del hongo endoéfito Smeg4, para establecer en lo posible el género y

especie.

Establecer el potencial antagonico de los metabolitos secundarios producidos por el
hongo Smeg4 en competencia con hongos aislados de la misma planta hospedera,

mediante bioensayos de antagonismo directo multiple.

Evidenciar la produccién de compuestos organicos volatiles con actividad antifingica
y antioomiceto del hongo Smeg4 en diferentes dias de crecimiento, sobre cuatro
microorganismos fitopatégenos con importancia economica en la agricultura:
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici'y Pythium ultimum,

mediante bioensayos de antagonismo directo multiple y en caja de Petri dividida.
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Demostrar la produccién de compuestos organicos volatiles con actividad fitotéxica
del hongo Smeg4 en diferentes dias de crecimiento, sobre los procesos de
germinacion, respiracion y crecimiento de la raiz de cuatro plantas prueba:
Amaranthus hypochondriacus, Panicum miliaceum, Trifolium pratense y Medicago

sativa, mediante bioensayos de antagonismo en caja de Petri dividida.

Cultivar al hongo endéfito Smeg4 en medio caldo papa dextrosa bajo condiciones de
incubacion estéticas, y obtener los extractos organicos del medio de cultivo y micelio,

mediante procesos sucesivos de reparto y maceracion, respectivamente.

Realizar la comparacion cualitativa de los perfiles cromatogréaficos de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio del hongo Smeg4, mediante cromatografia

en capa fina.

Establecer cuantitativamente el potencial antifingico y antioomiceto de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio del hongo Smeg4, sobre el crecimiento radial
de los cuatro microorganismos fitopatogenos de prueba, mediante la técnica de

dilucion en agar.

Establecer cuantitativamente el potencial fitotoxico de los extractos organicos sobre
los procesos de germinacion, respiracion y crecimiento de la raiz de las cuatro plantas

prueba, empleando el método de dilucién en agar.

Determinar las concentraciones inhibitorias medias sobre el crecimiento de los

hongos, oomicetos y plantas de prueba.

Poner en evidencia al hongo enddfito Smeg4 asilado de S. macrocarpum como una
fuente de metabolitos secundarios que conduzcan al desarrollo de nuevos agentes
antifingicos, antioomicetos o herbicidas alternativos y/o al desarrollo de un agente

de control biolégico.
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VI MATERIALES Y METODOS

1 Material fungico

1.1 Hongo endoéfito Smeg4

El hongo enddéfito Smeg4 fue aislado a partir de hojas sanas de la planta Sapium
macrocarpum recolectadas en septiembre de 2010 en una zona de alta biodiversidad, la
‘Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla’ (REBIOSH) ubicada en el municipio de Quilamula
(18°30"4.1" N 98° 51'52" Oy 18° 32" 12.2" N 99° 02’ 05" O; 1080-1230 m sobre el nivel del

mar), estado de Morelos, México (Sanchez-Fernandez, 2016).

1.2 Hongos endéfitos y fitopatdgenos de S. macrocarpum

Los bioensayos de antagonismo multiple directo contra competidores aislados de la misma
planta hospedera, se llevaron a cabo utilizando 12 hongos endoéfitos obtenidos previamente
de hojas sanas de S. macrocarpumy de un hongo fitopatégeno aislado de hojas con signos
de enfermedad, pero sin dafio por herbivoros (Sanchez-Fernandez et al., 2016; Villanueva
Silva, 2014).

1.3 Determinacion de la tasa de crecimiento de los hongos aislados de S.

macrocarpum

La tasa de crecimiento de todos los microorganismos en estudio se determiné efectuando
dos mediciones perpendiculares de las colonias de los hongos creciendo en cajas de Petri
de 10 cm de diametro en medio PDA por cuadruplicado. El diametro promedio del micelio
se grafico en funcion de los dias de crecimiento y se establecié su tasa de crecimiento en
cm por dia. El crecimiento de los 13 hongos de S. macrocarpum (Cuadro 4) fue clasificado
arbitrariamente de acuerdo a su tasa de crecimiento en lento (£1.00 cm/dia), moderado
(>1.01<2.00) y rapido (22.00 cm/dia) (Villanueva Silva, 2014). Los bioensayos de
antagonismo se realizaron de acuerdo con las tasas de crecimiento de los microorganismos

competidores.
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Cuadro 4. Tasa de crecimiento de los hongos enddfitos y fitopatdgeno aislados de hojas de S. macrocarpum.

Tasa de Tasa de
Clave crecimiento Clave crecimiento

(cm/dia) (cm/dia)
Smel 3.2 Sme9 0.8
Sme2 1.2 Smel0 0.9
Sme3 1.1 Smell 0.8
Smeb 1.0 SMel2 0.8
Sme6 0.8 Smel3 1.3
Sme7 1.3 Smfl 0.9
SmeS8 0.9 Smeg4 0.6

La letra que antecede al nimero en la clave indica el tipo de hongo: e= enddfito, f= fitopatégeno y eg= enddfito
generalista.

1.4  Microorganismos fitopatdgenos de prueba

Como microorganismos de prueba para establecer el potencial antimicrobiano se utilizaron
cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la agricultura, dos
hongos verdaderos: Alternaria alternata y Fusarium oxysporum (Eumycota); y dos
oomicetos: Phytophthora capsici y Pythium ultimum (Oomycota). Las cepas de los
microorganismos fueron donadas por la Dra. Olga Gomez y la M. en C. Bertha Tlapal
Bolafios, del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México (Sanchez-
Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).

2 Plantas de prueba

Para los bioensayos de fitotdéxicidad se emplearon tres especies dicotiledoneas:
Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae), Trifolium pratense y Medicago sativa
(Fabaceae); ademas una especie monocotiledonea: Panicum miliaceum (Poaceae). Las
semillas fueron adquiridas en Casa Cobos S.A. de C.V., Central de Abastos, Ciudad de

México, México (Garcia-Méndez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).
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3 Medios de cultivo

3.1 Agar (2%)

Para la preparacion del medio solido agar al 2% se pesaron 20 g de agar bacteriolégico (BD
Bioxon) y se colocaron en un frasco de vidrio al cual se le agregé 1 L de agua destilada
(Sanchez-Ortiz, 2016). El medio se esterilizd6 en autoclave durante 15 minutos a 121 °C
(Leslie & Summerell, 2006).

3.2 Agar papa-dextrosa (PDA)

Cada litro de PDA se prepar6 pesando 200 g de papa picada, previamente lavada y
descortezada. Posteriormente, se realiz6 la coccion de la papa con 1 L de agua destilada,
permitiendo la ebullicion por 20 minutos. Transcurrido el tiempo de coccion, se filtro el caldo
con un colador de malla fina. Al caldo de papa se le adicionaron 20 g de dextrosa, 12 g de
agar para obtener PDA al 1.2% o 20 g para obtener PDA al 2% y agua suficiente hasta
completar un volumen final de 1 L (Sanchez-Ortiz, 2016). El medio se esteriliz6 en autoclave
durante 15 minutos a 121 °C (Leslie et al., 2006).

3.3 Caldo de papa-dextrosa (CPD)

Para obtener 1 L de CPD se empled la misma metodologia utilizada en la preparacién de

PDA, con la modificacién de no agregar agar (Sanchez-Fernandez, 2016).

4 Caracterizacion macroscépica y microscopica del hongo endéfito Smeg4
aislado de la planta S. macrocarpum

Para la descripcion macroscoépica y microscépica del hongo endéfito Smeg4 se utilizaron
cuatro cultivos en cajas de Petri de 10 cm sobre medio de cultivo PDA al 2%. Al centro de
cada caja, se coloco un inéculo de 5 mm de didmetro realizado con un sacabocados estéril.
Las cajas se incubaron a temperatura ambiente y en condicion de luz artificial-oscuridad de
12:12 h.

Las caracteristicas macroscopicas fueron descritas mediante la observacion periédica de

los microorganismos hasta cubrir la totalidad de la superficie del medio de cultivo. Las
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caracteristicas descritas fueron: color del micelio (anverso y reverso), textura, consistencia,

tipo de crecimiento, presencia de estructuras de reproduccion, produccion de exudado y
pigmentos difusibles en el medio de cultivo. Las observaciones se hicieron empleando un
microscépico estereoscopico (MOTIC 102M) (Leslie et al., 2006; Sdnchez-Fernandez, 2016;
Sanchez-Ortiz, 2016).

Las caracteristicas microscopicas fueron descritas mediante preparaciones de micelio
fresco que se obtuvieron por la técnica de impronta con cinta adhesiva Scotch®. Las
preparaciones se tifieron con rojo congo o azul de lactofenol y se realizaron observaciones
con un microscopio 6ptico (MOTIC® modelo BA410), con los objetivos 40x y 100x. Las
caracteristicas descritas fueron: tipo de hifas y formacién de estructuras de reproduccién
sexuales o asexuales, ademas se tomaron fotografias con una camara MOTICAM® 2000
(Sanchez-Fernandez, 2016; Sdnchez-Ortiz, 2016).

5 Bioensayos de antagonismo multiple directo

5.1 Hongo endéfito Smeg4 vs microorganismos fungicos aislados de la misma

planta hospedera

El potencial antagdnico in vitro del endofito Smeg4 se establecido mediante bioensayos de
antagonismo multiple sobre 12 microorganismos fangicos aislados de la misma planta
hospedera. El experimento se realizO en refractarios marca Pyrex® de 33 x 22 cm,
conteniendo 200 mL de medio de cultivo PDA al 2% como sustrato. Al centro del refractario
se pusieron 15 inéculos de 5 mm de diametro del hongo endoéfito Smeg4, distribuidos
equidistantemente en 3 filas y 5 columnas (Figura 7). El hongo endoéfito de prueba se incub6
durante dos dias, libre de competidores, a temperatura ambiente y en condiciones de luz
artificial-oscuridad de 12:12 h. Trascurrido este periodo, se colocaron alrededor de los
indculos de Smeg4 a los microorganismos competidores (hongos endofitos y fitopatdgenos
aislados de S. macrocarpum). El experimento se realiz6 por triplicado, bajo un disefio
completamente al azar. Como control negativo de crecimiento se inocularon los
microorganismos competidores sin la presencia del hongo endéfito de prueba. El

crecimiento de los microorganismos competidores se monitore6 periédicamente realizando
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mediciones de los diametros de los hongos competidores a los 3, 5y 10 dias de interaccion.

Se designod con la letra “a” al crecimiento radial (diametro en cm) del competidor en
interaccidn antagonica con el endofito de prueba y con la letra “b” al crecimiento radial del
competidor sin la presencia del enddfito de prueba. El porcentaje de inhibicion sobre el

crecimiento de los microorganismos de prueba se calculd con la siguiente ecuacion:

L, b—-a
% Inhibicién = b * 100

Los promedios del porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento de cada microorganismo
competidor se analizaron mediante una t de student pareada con una significancia de p<
0.05 (Sanchez-Fernandez, 2016; Zar, 2010).

a) b
4) 5 6 7 8 4) 5)(6)(7) 8

3 W e e NeWNeNeNo 3 9

2 E /E/ E E E 10 "2 10

1 J{e)(e)[E E E 11 1 1
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Figura 7. Disefio del bioensayo de antagonismo multiple: a) Bioensayo con los microorganismos competidores
en interaccion antagénica; b) Bioensayo control de crecimiento de los hongos de prueba sin la presencia del
endofito Smeg4. E= hongo endoéfito Smeg4; Microorganismos competidores: 1= Smel, 2= Sme2, 3= Sme3,
4= Sme5, 5= Sme6, 6= Sme7, 7= Sme8, 8= Sme9, 9= Smel0, 10= Smell, 11= Smel2, 12= Smel3 y 13=
Smfl.

5.2 Endofito Smeg4 vs microorganismos fitopatdbgenos con importancia

econémica en la agricultura

El potencial antagénico del hongo endoéfito Smeg4 sobre el crecimiento de cuatro
microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la agricultura se llevé a cabo
a través de bioensayos de antagonismo multiple directo in vitro, empleando cajas de Petri
de 15 cm de diametro conteniendo 40 mL de medio de cultivo PDA al 2%. El experimento
consistié en colocar una fila de cuatro in6éculos de 5 mm de didmetro del hongo endofito
Smeg4 en el centro de las cajas de Petri, colocados de forma equidistante. Las cajas se

incubaron a 28 °C en condiciones de luz artificial-oscuridad de 12:12 h durante 3, 5y 10
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dias. Trascurrido el tiempo de incubacién, se colocaron dos inéculos por microorganismo

fitopatdgeno de prueba en las orillas de la caja de Petri como se muestra en la Figura 8.
Los microorganismos fitopatdgenos utilizados fueron: A. alternata, F. oxysporum, P. capsici
y P. ultimum. Las cajas se incubaron nuevamente a 28 °C bajo condiciones de luz artificial-
oscuridad de 12:12 h. El experimento se realiz6 por cuadruplicado bajo un disefio

completamente al azar (Sanchez-Fernandez, 2016).

a b C
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Figura 8. Disefio del bioensayo de antagonismo multiple: a) caja de Petri control de crecimiento del hongo
endofito Smeg4; b) caja de Petri en interaccién antagoénica; c) caja de Petri control del crecimiento de los
microorganismos fitopatdgenos. E= hongo endoéfito Smeg4, A= A. alternata, F= F. oxysporum, C=P. capsici,
U=P. ultimum.

Los porcentajes de inhibicidn sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos se

calcularon y analizaron como se describe en la seccién 5.1 de Materiales y Métodos.

6 Evaluacion cuantitativa del potencial antimicrobiano y fitotoxico de los

compuestos organicos volatiles producidos por el hongo endo6fito Smeg4

El potencial antimicrobiano y fitotbxico de los compuestos organicos volatiles (VOCS)
producidos por el hongo endofito Smeg4, se establecio empleando cajas de Petri de 10 cm
de diametro con una divisién. En uno de los compartimentos de la caja se colocé una fila de
cuatro indculos equidistantes del hongo endéfito Smeg4, sobre 10 mL de PDA al 2% como
sustrato. Las cajas se incubaron a temperatura controlada de 28 °C en condiciones de luz
artificial-oscuridad de 12:12 h, por 3, 5y 10 dias. Después del tiempo de incubacion, se

colocaron diferentes especies de semillas o microorganismos fitopatégenos de prueba.
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Cada experimento se realizé por cuadruplicado bajo un disefio completamente al azar
(Sanchez-Fernandez, 2016; Sdnchez-Ortiz, 2016).

6.1 Potencial antifungico y antioomiceto

La actividad antimicrobiana de los VOCs producidos por el endéfito Smeg4 se establecio
sobre el crecimiento radial de los cuatro fitopatdgenos con importancia econémica en la
agricultura. Transcurrido el periodo de incubacién del hongo endéfito Smeg4, se colocaron
10 mL de PDA al 2% en el compartimento vacio de la caja de Petri, y se inocularon los
cuatro microorganismos fitopatdgenos de prueba como se muestra en la Figura 9. Los
controles de crecimiento utilizados para establecer los porcentajes de inhibicion
correspondieron a cajas de Petri incubadas sin la presencia del hongo endéfito Smeg4. Los
hongos verdaderos A. alternata'y F. oxysporum se incubaron por cuatro dias y los oomicetos
fitopatdogenos P. capsici y P. ultimum por dos dias (Sanchez-Fernandez, 2016; Sanchez-
Ortiz, 2016).

a) b) c)
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Figura 9. Disefio del bioensayo en caja de Petri dividida para establecer el potencial antifingico y antioomiceto
de los VOCs producidos por el hongo endéfito Smeg4: a) caja control de crecimiento del hongo endofito
SMeg4; b) caja de la interaccién antagodnica; c) caja control de crecimiento de los microorganismos
fitopatdbgenos

Los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdégenos de
prueba se calcularon y analizaron como se sefialé en la seccién 5.1 de Materiales y

Métodos.
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La actividad fitotobxica de los VOCs producidos por el endofito Smeg4 se evalud

6.2 Potencial fitotdxico.

monitoreando su efecto sobre los procesos de germinacion, crecimiento de la raiz y la
respiracion durante el proceso de germinacién de las plantas de prueba. Para cada
experimento se colocaron 30 semillas sobre 10 mL de agar al 1% como medio de cultivo.
Como control se utilizaron cajas con las semillas sin la presencia del hongo endéfito Smeg4.
Las cajas se incubaron a 27 °C por 24 h para semillas de A. hypochondriacus y 48 h para

las semillas de P. miliaceum, T. pratense y M. sativa.

a) b) e c)

Figura 10. Bioensayo en caja de divida para la evaluacién de la actividad fitotoxica de los VOCs producidos
por el hongo endéfito Smeg4: a) caja control de crecimiento del hongo endéfito SMeg4; b) caja en interaccién
antagonica; ¢) Caja control de crecimiento de las semillas.

Trascurrido el periodo de incubacién, se contabilizaron las semillas no germinadas y se
midio la longitud de la raiz. El efecto sobre la respiracion se evalu6 colocando las 30 semillas
o plantulas en un contenedor de vidrio con 3-5 mL de agua destilada dependiendo de la
semilla de prueba, y se monitoreé la cantidad de oxigeno consumido por las plantulas
empleando un oximetro YSI® modelo 5300A, cada 5 s por 3 min. La cantidad de oxigeno
consumido por las plantulas se determin6 mediante un andlisis de regresion lineal simple

de la curva generada.

Los resultados de germinacion, crecimiento de la raiz y consumo de oxigeno, se analizaron
mediante ANOVA de una via, modelo | (a = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey
HSD, utilizando el programa GraphPad Prism version 7.00 (Ibarra-Martinez, 2015; Sanchez-
Fernandez, 2016).
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7 Cultivo en medio liquido del hongo endoéfito Smeg4

7.1 Cultivo a pequeiia escala

El cultivo en medio liquido del hongo Smeg4 en pequefia escala se realizé empleando un
matraz Fernbach de 3 L y como sustrato 1.2 L del medio de cultivo caldo papa dextrosa
(CPD). En el medio de cultivo se colocaron 10 indculos de micelio de 10 mm de diametro,
provenientes de un cultivo sobre medio sélido de 7 dias de crecimiento (PDA al 1.2%)
obtenidos con un sacabocados estéril. El endéfito Smeg4 se incubd por un lapso de 30 dias
a temperatura ambiente bajo condiciones estaticas y de luz artificial-oscuridad de 12:12 h
(Sanchez-Fernandez, 2016).

7.2 Cultivo a mediana escala

Los cultivos a mediana escala se realizaron utilizando dos garrafones de vidrio de 20 L de
capacidad y como sustrato 4 L de CPD por contenedor. En el medio de cultivo de cada uno
de los garrafones se coloco un cultivo en caja de Petri de 10 cm de diametro sobre medio
sélido de 7 dias de crecimiento (PDA al 1.2%), cortado en pedazos de no mas de 1 cm. El
endofito Smeg4 se incubd por un lapso de 30 dias a temperatura ambiente bajo condiciones

estaticas y de luz artificial-oscuridad de 12:12 h (Sanchez-Fernandez, 2016).

8 Obtencién de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio

8.1 Pegueiaescala

Finalizados los 30 dias de incubacién del hongo endéfito Smeg4 en medio CPD, se realizo
la separacién del medio de cultivo y del micelio, mediante una filtracion rapida utilizando
gasa. Para la obtencion de los extractos organicos del micelio, se realizaron maceraciones
sucesivas con CH2Cl2 (500 mL, 24 h; x 5), y posteriormente se usé AcOEt (500 mL, 24 h; x
5). El medio de cultivo, se sometié a particiones sucesivas con los mismos disolventes
organicos empleados en las maceraciones. Cada extracto organico se sec6 con sulfato de

sodio anhidro y se concentré al vacio con un rotaevaporador.
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Los extractos obtenidos a partir del medio de cultivo y micelio del hongo endoéfito Smeg4, se

analizaron por cromatografia en capa fina para determinar las similitudes en sus perfiles
qguimicos entre los extractos de CH2Cl2 y los de AcOEt. Finalmente, se registraron los

rendimientos de los extractos organicos (Sanchez-Fernandez, 2016; Sanchez-Ortiz, 2016).

8.2 Mediana escala

Para la obtencion de los extractos organicos de los cultivos en mediana escala, se
cuadruplicé el volumen de los disolventes organicos utilizados para la obtencion de extractos
de los cultivos a pequefia escala, y se siguié la metodologia descrita en el inciso anterior
(Sanchez-Fernandez, 2016).

9 Determinacion cuantitativa del potencial antifungico y antioomiceto de los
extractos organicos del hongo endéfito Smeg4

La determinacién cuantitativa del potencial antifiUngico y antioomiceto de los extractos
organicos del hongo enddfito Smeg4, se realizé mediante la evaluacion de su efecto sobre
el crecimiento radial de cuatro microorganismos fitopatégenos con importancia econdmica

en la agricultura, empleando la técnica de dilucién en agar (Ulloa-Benitez et al., 2016).

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Las muestras se
prepararon pesando 20 mg de cada uno de los extractos y se disolvieron en la minima
cantidad de MeOH en un rango de 100 puL-300 pL. Posteriormente, se adicionaron 40 mL
de agua destilada y 40 mL de PDA al 2%, obteniéndose una concentracion final de 250
pHg/mL de extracto. A cada caja de Petri se le adicionaron 5 mL de agar con extracto diluido
(250 pg/mL) y se dejaron solidificar a temperatura ambiente. A continuacion, se coloco en
el centro de cada caja de Petri un in6culo de 5 mm de diametro del microorganismo
fitopatégeno de prueba, el cual tenia 8 dias de crecimiento previo sobre medio de cultivo
sélido (PDA al 1.2%). Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar
con cuatro repeticiones. Una vez inoculadas, las cajas de Petri se incubaron de 2 a 4 dias,
dependiendo del microorganismo de prueba como se indica en el apartado 6.1 de Materiales
y Métodos, a una temperatura de 28 °C bajo condicion de luz artificial-oscuridad de 12:12
h. Como controles negativos se utilizaron PDA al 1% y PDA al 1% con MeOH
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(100 pL-300 uL). Como controles positivos se utilizaron a una concentraciéon de 250 pg/mL

los antimicrobianos comerciales: Prozicar® 50 P.H. (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il
carbamato), para los hongos verdaderos y el Ridomil Gold 4E® (Metalaxil-m: (R)-2-[(2,6-
dimetilfenil)-metoxiacetilamino]propionato de metilo) para los oomicetos (lbarra-Martinez,
2015; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).

Por otra parte, se establecié la concentracion inhibitoria media (Clso) del efecto antifingico
y antioomiceto, mediante la obtencién de una curva concentracion de extracto vs inhibicion
sobre el crecimiento radial de los microorganismos fitopatbgenos de prueba, utilizando
cuatro diferentes concentraciones de extracto organico en un rango de 250-1000 pg/mL.
Paralelamente, se determinaron las Clso de los antimicrobianos Prozicar® 50 P.H y Ridomil
Gold 4E®, en un rango de concentraciones de 250 -1000 pg/mL, sobre los microorganismos
A. alternata, P. capsiciy P. ultimum, y en un intervalo de 25-200 ug/mL para el hongo F.

oxysporum.

Las concentraciones evaluadas para realizar la curva concentracion de extracto vs efecto
inhibitorio fueron establecidas con base en los resultados obtenidos previamente a la

concentracion de 250 pg/mL de extracto fungico o del antimicrobiano comercial.

Terminado el periodo de incubacion, se realizaron dos mediciones perpendiculares del
crecimiento del micelio de cada uno de los fitopatdgenos, con la finalidad de obtener el
porcentaje de inhibiciébn promedio por microorganismo respecto a los controles negativos.
Los promedios se analizaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), modelo
| (a = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HDS (utilizando el programa GraphPad
Prism version 7.0, 2016) (Ibarra-Martinez, 2015; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-
Benitez et al., 2016; Zar, 2010).

10 Determinacién cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos organicos

del hongo Smeg4

La determinacion cuantitativa del efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de

cultivo y micelio se determind evaluando los procesos de germinacién, crecimiento de la raiz
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y respiracion, durante el proceso de germinacion de las plantas prueba: A. hypochondriacus,

P. miliaceum, T. pratense y M. sativa, utilizando la técnica de dilucion en agar.

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 5 cm de diametro. Las diluciones de los
extractos se prepararon con 8 mg del extracto de prueba, el cual se disolvié en la cantidad
minima necesaria de MeOH (50-150 uL). A esta mezcla, se le agregaron 40 mL de agua
destilada y 40 mL de agar al 2%, para tener una concentracion final de 1% de agar y 100
png/mL de extracto. Posteriormente, se colocaron 5 mL de la mezcla en cada una de las
cajas y se dejaron solidificar a temperatura ambiente. A continuacion, para cada una de las
plantas prueba se colocaron 30 semillas por caja. Se utilizaron dos controles negativos: agar
al 1% y agar 1% - MeOH (50-150 uL); y un control positivo utilizando el herbicida comercial
RIVAL® (glifosato: sal monoamonica de N-(fosfonometil) glicina) a la misma concentracion
de prueba que los extractos fungicos. Cada una de las determinaciones se realizé por
cuadruplicado, bajo un disefio completamente al azar. Las semillas de A. hypochondriacus
fueron incubadas por 24 h, y las de P. miliaceum, T. pratense y M. sativa por 48 h a una

temperatura de 27 °C y en condiciones de completa oscuridad.

Trascurrido el lapso de incubacion, se contabilizaron las semillas no germinadas y se midié
la longitud de la raiz. El efecto sobre la respiracion se evalu6 colocando las 30 semillas o
plantulas en un contenedor de vidrio con 3-5 mL de agua destilada y se monitoreo la
cantidad de oxigeno consumido por las plantulas empleando un oximetro YSI® modelo
5300A, cada 5 s por 3 min. La cantidad de oxigeno consumido por las plantulas se determiné

mediante un analisis de regresion lineal simple de la curva generada.

Ademas, se establecio la Clso del efecto fitotoxico de los extractos organicos sobre las
plantas prueba, mediante la obtencién de una curva concentracién de extracto vs efecto
inhibitorio sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracién, durante el proceso
de germinacion de las plantas prueba, utilizando cinco diferentes concentraciones de los
extractos fungicos en un intervalo de 50-500 pg/mL. Las concentraciones de prueba fueron
establecidas con base en los resultados obtenidos previamente en la evaluacién del
potencial fitotoxico a 100 pg/mL. Como controles negativos se utilizaron: agar al 1% y agar
al 1%-MeOH (50-150 uL). El control positivo empleado fue el herbicida RIVAL® a cuatro
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concentraciones en un intervalo de 75-500 pg/mL (lbarra-Martinez, 2015; Sanchez-
Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).

Los resultados de germinacion, crecimiento de raiz y consumo de oxigeno, se analizaron
mediante ANOVA de una via, modelo | (a = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey
HSD, utilizando el programa GraphPad Prism version 7.00 (Ibarra-Martinez, 2015; Sanchez-
Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016; Zar, 2010).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se desarroll6 con el propdsito de establecer el potencial antagonico del
hongo endéfito Smeg4 aislado de la planta Sapium macrocarpum, proveniente de una zona
de alta diversidad. El enddéfito Smeg4 comparte caracteristicas macroscopicas y
microscopicas similares a otros hongos aislados de plantas hospederas de la misma reserva
ecologica, lo que permitira contribuir con el conocimiento de los hongos endofitos
generalistas que se establecen en esta zona, asi como aportar informacion al estudio de
metabolitos secundarios de hongos endéfitos de plantas mexicanas y al desarrollo de

plaguicidas alternativos de origen natural.

Los resultados obtenidos se dividen en seis secciones: 1) caracterizacidbn macroscépica y
microscopica del hongo endofito Smeg4, 2) bioensayos de antagonismo multiple directo
contra hongos endofitos aislados de la misma hospedera, y contra microorganismos
fitopatbgenos con importancia en la agricultura, 3) determinacion del potencial
antimicrobiano y fitotoxico provocado por los compuestos organicos volatiles producidos por
el hongo Smeg4, 4) cultivo en pequefia y mediana escala del hongo endéfito Smeg4 y
obtencion de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio, y 5) evaluacion del
potencial fitotoxico y antimicrobiano de los extractos fungicos sobre los organismos blanco,

y determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clso).
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1 Caracterizacion e identificacion del hongo Smeg4

1.1  Caracterizacién macroscépicay microscépica del hongo endéfito Smeg4

El hongo enddfito Smeg4 fue aislado en el grupo de trabajo a partir de hojas sanas de la
planta S. macrocarpum y fue categorizado como un hongo enddfito generalista, por
compartir caracteristicas macro y microscopicas similares a las observadas en otros hongos
endofitos aislados de plantas hospederas de la misma reserva ecoldgica, por lo que se
realizé la caracterizacion detallada del aislamiento Smeg4 con la finalidad de establecer un

posible género.

En la Figura 11 se muestra un cultivo en medio PDA del hongo endéfito Smeg4 alos5y 7
dias de crecimiento. El crecimiento del hongo es irregular con bordes lobulados. En el
anverso de la colonia, el micelio es de apariencia algodonosa, el centro es de color café y
el borde es de color blanco. Por el reverso, se observan anillos de color café-amarillentos,
con diferentes tonalidades dependientes de la edad del cultivo. La tasa de crecimiento del
hongo es de 0.6 cm/dia, y de manera arbitraria se categorizé a este hongo como de

crecimiento “lento” (Cuadro 4, seccion 1.2).

En la Figura 12 se muestran las fotografias de las preparaciones microscopicas en fresco,
del micelio de 5 dias de crecimiento del endofito Smeg4. Se observan principalmente hifas
macrosifonadas, septadas, de color café claro a hialinas. Ademas, en las preparaciones A-
D, es posible observar conidi6foros ramificados. En la preparacion D se observan esporas

ovaladas de color café.

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas presentes en el asilamiento Smeg4
pertenecen a las descritas para el género Nodulisporium, un anamorfo de Hypoxylon
(Barnett & Hunter, 1998; Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).
Actualmente, se estan realizando estudios de biologia molecular con la finalidad de
establecer de manera inequivoca el género y la especie del aislamiento Smeg4, mediante
la secuenciacion de la region ITS1-5.8s-ITS2 del DNA ribosomal (Sdnchez-Fernandez et al.,
2016; Ulloa-Benitez et al., 2016).
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Figura 11. Hongo endéfito Smeg4 creciendo sobre PDA: a) 5 dias de crecimiento y b) 7 dias de crecimiento.
Los anversos se presentan de lado izquierdo y los reversos de lado derecho.
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Figura 12. Micrografias del hongo endéfito Smeg4 tefiidas con rojo congo (a) y azul de lactofenol (b, c y d),
observadas a 40x y 100x.
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2 Bioensayos de antagonismo multiple directo

2.1 Microorganismos endéfitos y fitopatdégenos aislados de S. macrocarpum

Durante la etapa de asilamiento y purificacion de los hongos enddéfitos y fitopatégenos de la
planta S. macrocarpum, el endofito Sme4 mostré actividad inhibitoria sobre el crecimiento
de aislamientos fungicos obtenidos de la misma hospedera. Con la finalidad de cuantificar
el potencia antagonico observado, se realiz6 el bioensayo de antagonismo multiple entre 12
diferentes aislamientos de hongos endéfitos y un aislamiento de hongo fitopatégeno,
provenientes de S. macrocarpum, la misma planta hospedera del aislamiento endofitico
Smeg4 (Sanchez-Fernandez, 2016).

En la Figura 13 se muestra la actividad antagénica del hongo endéfito Smeg4 sobre el
crecimiento de los hongos endofitos y fitopatégenos de prueba, inoculados al mismo tiempo
y cuando el endofito Smeg4 tenia 3 dias de crecimiento previo. A la izquierda se muestran
los controles de crecimiento de los microorganismos competidores sin la presencia del
endofito de prueba, y a la derecha se muestra el bioensayo de antagonismo multiple del
hongo enddfito Smeg4, contra sus competidores a los mismos dias de interaccion
antagonica. Al dia tres, no se observa inhibicion significativa sobre el crecimiento de los
hongos competidores. Los micelios de los hongos Smel, Sme2, Sme3, Sme7 y Smel3 con
crecimiento moderado y rapido, entran en contacto con el micelio del hongo Smeg4. Al dia
cinco de interaccion, la inhibicion provocada por la presencia del hongo Smeg4 sobre sus
competidores es significativa, ademas se observa la formacion de barreras miceliares en las
zonas de interaccion entre el hongo Smeg4 y los competidores Smel, Sme2, Sme3, Smeb5,
Sme6, Sme7, Sme8 y Smel3. La mayor inhibicion se aprecia al dia diez de interaccion, en
donde el hongo endoéfito Smeg4, ademas de inhibir el crecimiento de los hongos, tiene la
capacidad de crecer sobre los competidores Sme5, Smell y Smfl. A los 5y 10 dias de
interaccion, se observa en el reverso de las interacciones la presencia de compuestos
difusibles en el medio de cultivo producidos por el hongo Smeg4 los cuales son mas
evidentes en la zona interaccién antagodnica. Esta coloracién podria indicar la presencia de
metabolitos secundarios bioactivos producidos por Smeg4 responsables de la inhibicion de

los competidores (Gasong & Tjandrawinata, 2016; Mani et al., 2015). Cabe mencionar que,

40



RESULTADOS Y DISCUSION w
—li—

en primera instancia, se realizaron los bioensayos de antagonismo multiple tomando en

cuenta las tasas de crecimiento de los competidores, sin embargo, el hongo Smeg4 y
algunos de los competidores esporulan abundantemente, contaminado el bioensayo en
cada etapa de inoculacion de los 12 competidores, motivo por el cual se inocularon todos al

mismo tiempo, es decir, cuando el enddéfito Smeg4 tenia 3 dias crecimiento.

La evaluacion cuantitativa del potencial antagonico del hongo enddéfito Smeg4 se realizé
comparando el didametro de los hongos en interaccion antagonica contra el diametro de
crecimiento de su respectivo control. En la Figura 14 se muestran los porcentajes de
inhibicion a los 3, 5 y 10 dias de interaccion antagbnica. En general, los hongos
competidores fueron inhibidos significativamente en un intervalo del 20-40% a los tres dias
de bioensayo. Cabe destacar que, a los tres dias de interaccion, el inico competidor inhibido
en mas del 50% fue el Smel0. Por otra parte, el analisis de Tukey mostré que en la mayoria
los porcentajes de inhibicion provocados por el endéfito Smeg4 a los 3 y 5 dias de
interaccién, no son significativos, es decir, la inhibicién no depende del dia de interaccion.
Alos 10 dias de interaccion, el crecimiento de los hongos competidores Smel, Sme3, Sme6,
Smel3 y Smfl fue inhibido significativamente (>50%). Estos valores también fueron

estadisticamente significativos con respecto a los dias 3 y 5 de interaccion.

La inhibicibn causada por el hongo Smeg4 sobre el crecimiento radial de los hongos
competidores, pone en evidencia los mecanismos de defensa fisicos (barreras miceliares)
y quimicos (metabolitos secundarios difusibles en el medio) con los que cuenta el enddfito
para garantizar su supervivencia dentro de su hospedera y que, posiblemente, contribuye
con la defensa de la misma y, al mismo tiempo, pueden ser Utiles para el desarrollo de

farmacos y/o agroquimicos (Deshmukh et al., 2016; Strobel et al., 2004; Tuininga, 2005).
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Disposicion de los
Control de crecimiento microorganismos en interaccion
antagoénica
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Figura 13. Bioensayo de antagonismo mudltiple entre el hongo endéfito Smeg4 y 12 hongos endofitos y un
fitopatdgenos aislados de S. macrocarpum. Microorganismos enddfitos (1-12) y fitopatégeno (13). 1= Smel,
2=5Sme2, 3= Sme3, 4= Sme5, 5= Smeb, 6= Sme7, 7= Sme8, 8= Sme9, 9= Smel0, 10= Smell, 11= Smel2,
12= Smel3y 13= Smfl.
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Figura 14. Potencial antagonico del hongo enddéfito Smeg4 contra hongos enddfitos y fitopatdgenos aislados de la misma planta hospedera.
Tiempo de interaccion: 3 dias ., 5 dias . y 10 | dias. * Datos estadisticamente significativos ANOVA (p<0.05).
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2.2  Microorganismos fitopatdgenos con importancia agricola.

El hongo Smeg4 evidencié potencial antagdénico contra microorganismos aislados de la
misma hospedera, por lo que fue seleccionado para el estudio de su actividad biologica
sobre el crecimiento de hongos y oomicetos fitopatdgenos de importancia agricola. El
bioensayo se llevé a cabo a los 3, 5 y 8 dias de crecimiento del enddéfito Smeg4

(tratamientos), registrando la interaccion antagonica en cada caso.

En el Cuadro 5y en la Figura 15 se resumen los porcentajes de inhibicion causados por el
endoéfito Smeg4 sobre el crecimiento de cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba.
En general, los cuatro fitopatbgenos fueron inhibidos significativamente, con valores
superiores al 25% en los tres tratamientos y a los tres tiempos de interaccion antagonica.
Con respecto a los hongos verdaderos, A. alternata fue el microorganismo mas afectado
con una inhibicién superior al 50% bajo los tres tratamientos y a los tres tiempos de
bioensayo. Por otra parte, el oomiceto con mayor inhibicion fue P. capsici, con valores
superiores al 50% a partir del quinto dia de interaccion, sin importar el tiempo previo de
incubacion del hongo Smeg4. Ademas, en la Figura 15 se observa que el efecto inhibitorio
causado por el endofito Smeg4 sobre el crecimiento fitopatégenos blanco es similar en los
diferentes tratamientos y tiempos de interaccion. El analisis de contraste de grupos de
Tukey, mostrd que el efecto antagonico ocasionado por el endéfito Smeg4 sobre los hongos
fitopatdégenos A. alternata'y F. oxisporumy sobre el oomiceto P. ultimum no es dependiente
del tiempo de crecimiento del enddéfito Smeg4, ni del tiempo de interaccion antagoénica. Por
otra parte, el efecto antagonico ocasionado por Smeg4 sobre el oomiceto P. capsici se
incrementa significativamente a mayor tiempo de interaccion, mientras que a un mismo
tiempo de interaccion no hay diferencia significativa en la actividad antagonica cuando el

tiempo de crecimiento de Smeg4 es de 3 y 5 dias.

A manera de ejemplo, en la Figura 16 se muestra el efecto causado por el hongo Smeg4 a
los 5 dias de crecimiento previo al bioensayo de antagonismo, sobre el crecimiento de los
fitopatégenos de prueba, a los diez dias de interaccion antagdnica. Se observa que hay un
efecto antagonico sobre el crecimiento de los microorganismos a distancia, es decir, no se

presentd contacto entre el micelio del hongo de prueba Smeg4 y los microorganismos
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competidores, lo que sugiere que, ademas de los metabolitos secundarios difusibles en el

medio de cultivo, se encuentran presentes compuestos organicos volatiles (VOCs). La
inhibicidbn observada, puede ser resultado del efecto sinérgico de los metabolitos
secundarios difusibles en el medio de cultivo y de los VOCs producidos por el enddfito

Smeg4 (Sanchez-Fernandez et al., 2016).

La actividad antagOnica que mostro el hongo enddéfito Smeg4 sobre los diferentes
microorganismos fitopatdgenos, podria ser parte de los mecanismos de defensa con los que
la hospedera cuenta como beneficio de la relacién simbiodtica que establece con el hongo
en estudio (Ulloa-Benitez et al., 2016). Con la finalidad de conocer si existe produccion de
VOCs bioactivos en interaccion antagonica entre el hongo Smeg4 y los competidores
fitopatdgenos de prueba, y asi evidenciar si Smeg4 puede constituir un candidato para el
desarrollo de un agente de control biolégico, se realizaron bioensayos de antagonismo en

caja de Petri dividida.
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Cuadro 5. Efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia
en la agricultura, provocado por la presencia del hongo endéfito Smeg4 en bioensayo de antagonismo directo
multiple.

Dias de crecimiento del endo6fito Smeg4

intDeI?;cg%n Microorganismo 3 5 10
A. alternata 56.5+2.4 60.5+5.8 60.5+ 3.4

3 F. oxysporum 27.8+5.9 32.3+4.3 38.4+3.6
P. capsici 35.8+45 48.5+5.7 59.8+4.6

P. ultimum 36.9+4.6 342+7.0 41.8+4.6

A. alternata 58.0+55 58.0+5.7 64.2+2.3

5 F. oxysporum 25.8+4.6 28.8+5.9 38.1+x54
P. capsici 34.0+ 3.7 529+6.0 65.6 +5.8

P. ultimum 33.3+4.8 31.1+4.8 44.7 £5.3

A. alternata 60.9 + 3.6 65.2+5.0 65.2+25

10 F. oxysporum 31.9%7.2 359+23 43.2+5.0
P. capsici 53.4+5.0 66.6 + 3.3 75.4+5.3

P. ultimum 46.5+ 4.2 488+ 7.4 52.6 £ 6.6

Se representa el promedio de cuatro repeticiones. Todos los valores de porcentajes de inhibicién fueron

estadisticamente significativos. t-Student (p<0.05).
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Figura 15. Efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los hongos (a) y oomicetos (b) fitopatégenos provocado

por la presencia del hongo endéfito Smeg4 de 3 dias 7, 5 dias | y 10 dias " de crecimiento, alos 3,5y
10 dias de interaccién antagonica. *Valores estadisticamente significativos. t-Student (p<0.05).
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Figura 16. Bioensayo de antagonismo mdltiple directo entre el hongo Smeg4 y cuatro microorganismos
fitopatdbgenos con importancia agricola: a) control de crecimiento de los microorganismos fitopatégenos; b)
control de crecimiento del hongo endéfito de Smeg4 y c) interaccion antagénica entre el enddéfito Smeg4 y
cuatro microorganismos fitopatégenos. 1= A. alternata; 2= F. oxysporum; 3= P. capsici; 4= P. ultimum. Las
fotografias fueron tomadas a 10 dias de interaccion y en el bioensayo con el endéfito Smeg4 de cinco dias

previos de crecimiento.
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3 Bioensayo de antagonismo en caja dividida

3.1 Actividad antifiungica y antioomiceto

Debido a que se registrd inhibicidon a distancia en los bioensayos de antagonismo multiple
directo llevados a cabo entre el hongo Smeg4 y los microorganismos fitopatbégenos con
importancia econdmica en la agricultura, se realizaron bioensayos de antagonismo en caja
de Petri dividida a los 3, 5y 10 dias de crecimiento del endéfito Smeg4 (tratamientos) y se
registré el efecto antagonico a los 3, 5 y 10 dias de interacciébn con los diferentes

competidores, con la finalidad de evidenciar la produccion de VOCs bioactivos.

A los tres dias de interaccion antagonica, en ninguno de los tratamientos se detectd un
efecto inhibitorio significativo por la presencia de VOCs. Con respecto a las cajas de
bioensayo en donde el endofito Smeg4 tenia 10 dias de crecimiento, no fue posible registrar
el antagonismo debido a que el endofito invadié el compartimento del competidor, por lo que
se descartd del estudio, ya que no se podia considerar una inhibicion exclusiva por los
VOCs. Por otra parte, al dia 10 de interaccién, en los bioensayos en donde el hongo Smeg4
tenia 3 y 5 dias de cultivo previo, los microorganismos fitopatégenos de prueba llenaron los
dos compartimentos de las cajas de Petri en interaccion, lo que no permitio determinar el

efecto antagonico a estos tiempos.

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la interaccién antagonica al quinto dia de
bioensayo en presencia de los VOCs producidos por el endofito Smeg4, a los 3y 5 dias de
crecimiento. Con excepcion del hongo F. oxysporum, que no fue inhibido por la presencia
de los VOCs, y del oomiceto P. capsici a los 5 dias de crecimiento del endofito Smeg4
(17.7% de inhibicidn), los VOCs producidos por Smeg4 provocaron porcentajes de inhibicion

significativos y superiores al 27%.

En la Figura 18 se muestra una serie fotografica de los controles de crecimiento y del
bioensayo de antagonismo en caja de Petri dividida, a los 5 dias de interaccion antagonica
entre el endofito Sme4 de 5 dias de crecimiento y cuatro microorganismos fitopatégenos de
prueba. Ademas del efecto inhibitorio observado sobre el crecimiento de los fitopatogenos
en presciencia de los VOCs producidos por Smeg4, se observaron cambios morfolégicos
en el color y en la apariencia del micelio de los competidores.
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El efecto antagdnico causado por las mezcla VOCs producidos por el endéfito Smeg4 fue

menor al efecto inhibitorio provocado en los bioensayo de antagonismo multiple directo,
corroborando que el efecto antagénico de los metabolitos secundarios biosintetizados por
el enddéfito Smeg4 es el resultado de un efecto de los metabolitos difusibles en el medio de

cultivo y de los VOCs producidos por Smeg4.

Cuadro 6. Efecto antifingico y antioomiceto de los VOCs producidos a los 3 y 5 dias de crecimiento del hongo
endofito Smeg4, a los 5 dias de interaccién de antagénica.

) _ Crecimiento de Smeg4
Microorganismo

Dia 3 Dia 5
A. alternata 27.7+33* 29.7+48*
F. oxysporum 0.0+0.0 0.0+£0.0
P. capsici 27.9+1.7* 17.7+15*
P. ultimum 285+ 1.7* 30.6 + 3.6*

Se representa el promedio de cuatro repeticiones. * Valores estadisticamente significativos ANOVA (<0.05).
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Figura 17. Efecto antifiingico y antioomiceto de los compuestos organicos volatiles producidos por el hongo

endofito Smeg4 alos 350y 5 M dias de crecimiento en bioensayo de caja de Petri dividida, a los 5 dias de
interaccion antagodnica. * Valores estadisticamente significativos ANOVA (p<0.05).
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Figura 18. Bioensayo de antagonismo en caja de Petri dividida entre el hongo endéfito Smeg4 de 5 dias de
crecimiento y diferentes microorganismos fitopatdégenos con importancia econdémica en la agricultura, a los 5
dias de interaccion antagonica.
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El hongo endofito Smeg4, ademas de contribuir con metabolitos secundarios volatiles

3.2 Actividad fitotoxica

involucrados en la defensa de la planta hospedera contra el ataque de fitopatégenos, podria
producir VOCs con actividad fitotoxica, y asi garantizar el éxito de S. macrocarpum en la
reserva ecoldgica, en la competencia de espacio y nutrientes (Sanchez-Fernandez et al.,
2016) y/o producir compuestos fitotoxicos que garanticen la colonizacién de su hospedera
(Ulloa-Benitez et al., 2016). En consecuencia, se realizd la determinacion de la actividad
fitotoxica de los VOCs producidos por Smeg4 a 5 dias de crecimiento sobre los procesos
de germinacion, crecimiento de la raiz y respiracion de cuatro plantas blanco, consideradas
por la CONABIO como malezas en nuestro pais (CONABIO, 2017). El tiempo de crecimiento
para el endoéfito Smeg4 se establecid tomando en consideracion los resultados en la

evaluacion del potencial antifungico y antioomiceto.

En el Cuadro 7 se muestran los porcentajes de inhibicion causados por los VOCs sobre las
cuatro semillas de prueba en los tres procesos fisiologicos evaluados. En general, el efecto
fitotoxico sobre los tres procesos fue significativo y superior al 40% de inhibiciéon. Las
semillas de A. hypochondriacus fueron las mas afectadas, obteniéndose porcentajes de
inhibicion de la germinacidén y de la respiracion de las plantulas superiores al 80%. El
proceso de elongacion de raiz de las semillas de P. miliaceum fue el méas afectado
inhibiéndose en un 75%. La germinacion de las semillas de T. pratense fue el proceso mas
afectado inhibiéndose en un 68.5%. Por ultimo, el crecimiento de la raiz de las semillas de

M. sativa fue el proceso fisiologico mas afectado inhibiéndose en un 40.6%.
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Cuadro 7. Efecto fitotdxico de los VOCs producidos a 5 dias de crecimiento del hongo endoéfito Smeg4 sobre
semillas de A. hypochondriacus, P. miliaceum, T. pretense y M. sativa.

% de Inhibicién

Semilla
Germinacion Raiz Respiracion
A. hypochondriacus 80.2+1.3 58.9+28 82.7+1.6
P. miliaceum 32.5+0.9 75.4+4.6 457+ 2.6
T. pratense 68.5+1.6 409+ 1.6 48.0+1.5
M. sativa 38.8+1.0 40.6 + 3.2 -17.7+1.1

Se representa el promedio de cuatro repeticiones. Todos los valores son estadisticamente significativos
(p<0.05).
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Figura 19. Efecto fitotdxico de los VOCs producidos por el hongo endéfito Smeg4 a los 5 dias de crecimiento
en bioensayo de caja de Petri dividida, sobre los procesos de germinacién =, crecimiento de la raiz | y la

respiracion de las plantulas de A. hypochodriacus, P. miliaceum, T. pratense y M. sativa. * Valores
estadisticamente significativos ANOVA (p<0.05).
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4 Cultivo en pequefia escala

4.1 Obtencion de extractos organicos

Con el propdsito de confirmar si los metabolitos secundarios no volatiles biosintetizados por
el hongo endéfito Smeg4 son los responsables de los efectos antifingicos, antioomiceto y
fitotoxicos observados en los bioensayos de antagonismo directo, se realizé el cultivo a
pequefia escala del enddfito en estudio. El hongo Smeg4 se cultivé en pequefia escala sobre
1.2 L de medio liquido CPD por 30 dias bajo condiciones estaticas y periodos de
luz-oscuridad 12:12 h. Se utiliz6 CPD como medio de crecimiento debido a que en la
literatura se encuentra documentado que los ascomicetos, incluyendo los hongos endofitos,
producen metabolitos secundarios con buenos rendimientos bajo estas condiciones de
cultivo e incubacion (Sanchez-Fernandez, 2016; Sandoval-Espinosa, 2014). Finalizado el
tiempo de incubacion, se realizaron extracciones exhaustivas del medio de cultivo y del
micelio, empleando CH2Cl2 y AcOEt como disolventes. El rendimiento del extracto del
micelio fue superior al del extracto del medio de cultivo, los resultados se resumen en el
Cuadro 8.

Cuadro 8. Rendimientos de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio obtenidos del cultivo en
mediana escala (1.2 L) del hongo endéfito Smeg4.

Disolvente Medio de

de extraccion cultivo (mg) Micelio (mg)
CH2Cl> 56.3 103.1
AcOEt 107.9 156.2
Total 164.2 259.3
Rendimiento
(mg/L) 136.8 216.1

Los extractos fungicos correspondieron a solidos amorfos de color café oscuro. El perfil
cromatografico de los extractos fue comparado mediante cromatografia en capa fina (CCF),
lo que permitio reunir a los extractos del medio de cultivo obtenidos con CH2Cl2 y AcOEt, al
presentar perfiles cromatograficos similares, ademas de compartir caracteristicas fisicas.
Por la misma razén, se reunieron los extractos derivados de la maceracion del micelio con

CH2Cl2 y AcOEt (Figura 20 a). La diferencia en los perfiles cromatograficos de los extractos
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reunidos de micelio y de medio de cultivo, dio pie a que la evaluacion de la actividad

biologica se realizara de manera independiente (Figura 20 b).

a) [ b)

Figura 20. a) Cromatografia en capa fina de los extractos
orgéanicos del hongo enddfito Smeg4. 1=Extracto del medio
de cultivo (CH2Cl2); 2=Extracto micelio (CH2Clz); 3=Extracto
medio de cultivo (AcOEt); 4=Extracto micelio (AcOEt).
Sistema de elucién CH2Cl2 100%. Cromatoplaca revelada
con HzS04 al 10%.

' o>
oy

b) Perfil cromatografico de los extractos reunidos del medio
de cultivo (izquierda) y del micelio (derecha). Sistema de
elucién 95:5 (CH:Cl2/MeOH). Cromatoplaca revelada con
H2S04 al 10%.

e
Ny

GF o -
REy.

4.2 Evaluacién de los extractos organicos

Los extractos organicos del medio de cultivo y micelio derivados del cultivo en pequefia
escala del hongo endoéfito Smeg4, fueron evaluados de manera preliminar, con la finalidad
de evidenciar cuantitativamente la actividad antifingica y antioomiceto causada por
metabolitos secundarios producidos por el hongo Smeg4. Ademas, se exploro el potencial

fitotdéxico de los mismos sobre las cuatro semillas de plantas prueba.

4.2.1 Actividad antifungica y antioomiceto
El efecto antifingico y antioomiceto de los extractos fungicos se evalu6 sobre el crecimiento
radial de los cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia agricola, a una

concentracion de 250 pug/mL, utilizando la técnica de dilucién en agar.
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En el Cuadro 9 y en la Figura 21 se muestran los porcentajes de inhibicion sobre el

crecimiento de A. alternata, F. oxysporum, P. capsiciy P. ultimum. El extracto del medio de
cultivo fue el mas activo sobre todos los fitopatdgenos de prueba, mostrando porcentajes
de inhibicion significativos (20-30%), siendo el hongo F. oxysporum y el ooomiceto P.

capsici, los microorganismos mas afectados (25% y 29% de inhibicion, respectivamente).

Cuadro 9. Efecto antifiungico y antioomiceto de los extractos organicos del hongo Smeg4 sobre el crecimiento
radial de cuatro microorganismos fitopatdgenos con importancia econémica en la agricultura.

Extracto Organico Controles Positivos
Microorganismo Medip Micelio Prozicar® Ridomil Gold
de cultivo 50 P.H 4E®
A. alternata 20.2+£1.8* 11.6 +5.3 36.5+2.0 -
F. oxysporum 2531 2.7* 13.6+1.3 100.0+0.0* = -
P. capsici 29.3 + 2.5* 19.3+2.3* - 34.8 + 3.1*
P. ultimum 22.6 +2.9* 16.7+3.7 - 249+ 1.8*

Se representa el promedio de cuatro repeticiones. *Valores son estadisticamente significativos (p<0.05).
Prozicar® 50 P.H. (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato), Ridomil Gold 4E® (Metalaxil-m: (R)-2-
[(2,6-dimetilfenil)-metoxiacetilamino]propionato de metilo).
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Figura 21. Efecto antifingico y antioomiceto de los extractos organicos del medio de cultivo | y del micelio
del hongo endéfito Smeg4 sobre el crecimiento de los hongos A. alternata (A. alf) y F. oxysporum (F. oxy)
y de los oomicetos P. capsici (P. cap). y P. ultimum (P. ulf). Controles positivos: Prozicar® 50 P.H
(Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato), Ridomil Gold 4E® " (Metalaxil-m: (R)-2-[(2,6-dimetilfenil)-
metoxiacetilamino]propionato de metilo). *: Valores estadisticamente significativos ANOVA (p<0.05).

4.2.2 Actividad fitotoxica

El potencial fitotoxico de los extractos del medio de cultivo y micelio del hongo Smeg4 se
determiné a una concentracion de 100 pg/mL, mediante la técnica de dilucion en agar. Los
procesos evaluados fueron la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion de las

plantulas de cuatro plantas.

En el Cuadro 10y en la Figura 22 se presentan los porcentajes de inhibicion de los extractos
organicos de Smeg4 sobre los tres procesos fisioldgicos evaluados. Las semillas de A.
hypochondriacus fueron las mas afectadas por la presencia de los extractos fungicos,
obteniendo inhibiciones superiores al 64%. La germinacidon de las semillas de A.
hypochondriacus y T. pratense fueron las mas afectadas mostrando porcentajes de
inhibicién mayores al 50% y superiores al provocado por el control positivo RIVAL® (glifosato:
sal monoamoénica de N-(fosfonometil) glicina). En general, el crecimiento de la raiz fue el

proceso fisiologico mas afectado por los extractos, generando inhibiciones superiores al
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65%, lo cual representa un efecto comparable o superior al obtenido con el control positivo.
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Con respecto a la respiracion de las plantulas, los extractos fungicos mostraron los mayores
efectos fitotoxicos sobre las plantulas de A. hypochondriacus y P. miliaceum, inhibiendo en
mas de 35%.

Cabe sefialar que los extractos organicos del medio de cultivo y micelio derivados del cultivo
en pequefia escala del hongo endofito Smeg4 poseen mayor actividad fitotéxica que
antimicrobiana.

Cuadro 10. Efecto fitotoxico de los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio del hongo endofito

Smeg4 sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion de las semillas de A. hypochondriacus,
P. miliaceum, T. pratense y M. sativa.

Proceso . Semilla®
Fisiol6aico Tratamiento : — )
9 A. hypochondriacus P. miliaceum T. pratense M. sativa
Exto. Medio de 85.2 + 1.3* 125+0.9%  585+15%  18.8+1.0*
cultivo
Germinacion Exto. Micelio 78.7 + 0.9* 6.3+0.6 55.3+1.8* 28.7 + 1.6*
RIVAL® 0.9+0.6 16.6 + 1.2* 16.8 +2.1* 19.4 + 0.9*
Exto. Medio de 68.9 + 4.8* 65.4+4.6*  448+56*  70.6+3.2%
. cultivo
Crecimiento de
la raiz Exto. Micelio 72.7 + 6.6* 66.0 + 2.6* 79.9 +4.1* 78.9 + 3.0*
RIVAL® 51.6 + 3.8* 65.8 + 3.2* 51.4 +2.8* 46.3 + 3.4*
Exto. Medio de 72.7 + 1.6* 35.7 + 2.6* 80+45 77+21
cultivo
Respiracion Exto. Micelio 64.2 +1.1* 44.6 + 4.2% 58.1 + 3.9% 28.1+2.0*
RIVAL® 16.7 + 2.4* 1.5+0.9 6.2+0.9 8.2+0.9

§Se representa el promedio de cuatro repeticiones. Exto.= Extracto. *: Valores estadisticamente significativos
(p<0.05). RIVAL® (glifosato: sal monoamonica de N-(fosfonometil) glicina)
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Figura 22. Efecto fitotéxico de los extractos organicos del medio de cultivo (-) y del micelio (") del hongo
endofito Smeg4 sobre los procesos de germinacién, crecimiento de la raiz y la respiracién de las semillas de
A. hypochondriacus (A. hyp), P. miliaceum (P. mil), T. pratense (T. pra) y M. sativa (M. sat). Control positivo
RIVAL®- . *: Valores estadisticamente significativos ANOVA (p<0.05).
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5 Cultivo en mediana escala

5.1 Obtencion de extractos organicos

Una vez establecida la actividad biolégica preliminar de los extractos organicos del medio
de cultivo y micelio del hongo endéfito Smeg4 y, con la finalidad de obtener la concentracién
inhibitoria media de los mismos, sobre el crecimiento de plantas y microorganismos
fitopatdgenos, se realizd un cultivo a mediana escala empleando dos garrafones de 20 L
con 4 L de CPD, utilizando las mismas condiciones de incubacién y extraccion empleadas
en el cultivo a pequeiia escala. Los rendimientos de los extractos se resumen en el Cuadro
11.

Cuadro 11. Rendimientos de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endéfito Smeg4
obtenidos a partir de un cultivo en mediana escala.

Disolvente de Medio de Micelio
extraccion Cultivo (mg) (mg)
CH2Cl2 49.2 220.3
AcOEt 1012.8 2387.4
Total 1062.0 2607.7
Rerzfr']'gr"}l'_e)”to 132.8 326.0

El rendimiento del extracto organico del medio de cultivo derivado de la fermentacion del
endofito Smeg4 en pequefia escala y en mediana escala fue similar, obteniéndose
134 mg/mL. Con respecto a los extractos del micelio, el rendimiento obtenido a partir del
cultivo en mediana escala fue superior (326.0 mg/L) al rendimiento derivado del cultivo en
pequefia escala (216.1 mg/L), lo cual podria deberse a una mayor superficie disponible para

el crecimiento del hongo en condiciones de mediana escala (Figura 23).

El analisis comparativo por CCF entre los extractos organicos derivados del cultivo del
hongo Smeg4 en pequefia escala y los obtenidos en mediana escala, demostré que no
existian diferencias en los perfiles cromatograficos. A continuacion, se procedié a la
evaluacion de las concentraciones inhibitorias medias de la actividad antimicrobiana y

fitotoxica sobre las especies de prueba.
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Figura 23. Cultivo del hongo endéfito Smeg4. a) Cultivo en pequefia escala y b) cultivo en mediana escala.
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5.2 Concentracién inhibitoria media de la actividad antifungica y antioomiceto de

los extractos organicos del endéfito Smeg4

La concentracion inhibitoria media (Clso pg/mL) de los extractos fungicos del hongo Smeg4,
sobre el crecimiento de hongos y oomicetos fitopatbgenos con importancia agricola, se
establecio empleando cuatro concentraciones en un rango de 250-1000 pg/mL, utilizando
la técnica de dilucion en agar, sobre el crecimiento radial de los dos hongos y los dos
oomicetos empleados durante la determinacién preliminar de la actividad biolégica a nivel
de extractos organicos en mediana escala. Como control positivo para los hongos
verdaderos se emple6 el fungicida comercial Prozicar® 50 P.H (Carbendazim:
Metilbencimidazol-2-il carbamato), y para los oomicetos el agroquimico comercial Ridomil
Gold 4E® (Metalaxil-m: (R)-2-[(2,6-dimetilfenil)-metoxiacetilamino]propionato de metilo), en
el mismo rango de concentraciones que para los extractos organicos, con excepcion del
efecto sobre el hongo F. oxysporum que se evalud a las concentraciones de 25, 50, 100 y
200 pg/mL.

En la Figura 24 y en el Cuadro 12 se observa el efecto antifingico de los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endofito Smeg4. En general, los extractos
inhibieron significativamente y de manera dependiente de la concentracién. Sin embargo, el
efecto antifiingico producido por los extractos organicos sobre el crecimiento de los hongos
fitopatégenos de prueba, a la maxima concentracion evaluada (1000 pg/mL) es menor al
50%. El extracto del medio de cultivo es mas activo que el del micelio, inhibiendo el
crecimiento de A. alternata en un 47%y el de F. oxysporum en un 41.5%, a la concentracion
de 1000 pg/mL.
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Cuadro 12. Efecto antifingico de los extractos organicos del hongo enddfito Smeg4 y el control positivo
Prozicar® sobre el crecimiento de A. alternatay F. oxysporum.

_ _ _ Concentracién (ug/mL) 8 ICso
Microorganismo Tratamiento
250 500 750 1000 (Mg/mL)
Exto. Medio
) 16.1+0.6* 242+1.9* 399+04* 47.0+25* >1000
de cultivo
A. alternata Exto. Micelio 17.0+1.7* 27.3+23* 345+17* 349+1.2* >1000
Prozicar® 50
bH 386+1.8 50.7+13* 63.7+1.9* 88.4+0.6* 480.5
Exto. Medio
] 17.7+26* 228+1.3* 30.3+09* 415+1.9* >1000
de cultivo

F. oxysporum Exto. Micelio 17.7+19* 182+3.3* 19.1+13* 238+23* >1000
Prozicar® 50

b ¥ 100+ 0.0+ 100+0.0+ 100+0.0+ 100+ 0.0* <25

§Se representa el promedio de cuatro repeticiones. Exto. = Extracto. *: Valores estadisticamente significativos
(p<0.05). Prozicar® 50 P.H. (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato). ¥Las concentraciones de
Prozicar® evaluadas sobre F. oxysporum fueron 25, 50, 100 y 200 pg/mL.
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Medio de Micelio Prozicar® 50| Medio de Micelio Prozicar® 50
culivo culivo P.H
A. alternata F. oxysporum

Figura 24. Efecto inhibitorio de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endéfito Smeg4
sobre el crecimiento de los hongos A. alternata y F. oxysporum evaluados a 250 pug/mL ., 500 pg/mL ., 750
pg/mL &5y 1000 pg/mL ©. El control positivo Prozicar® 50 P.H se evalué a la misma concentracion empleadas
para los extractos organicos sobre A. alternata. Para F. oxysporum se utilizaron las concentraciones de 25
pg/mL -, 50 pg/mL ., 100 pg/mL " y 200 pg/mL M. Todos los valores fueron estadisticamente significativos,
ANOVA (p<0.05).
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En la Figura 25 y en el Cuadro 13 se observa el efecto antioomiceto de los extractos

organicos del hongo Smeg4 sobre el crecimiento de P. capsici y P. ultimum. De nueva
cuenta, los extractos del medio de cultivo y micelio inhibieron de manera significativa y de
forma dependiente de la concentracion, sin alcanzar porcentajes de inhibicién superiores al
50% a la maxima concentraciéon ensayada (1000 ug/mL). El extracto del medio de cultivo
fue mas activo sobre P. capsici, inhibiendo su crecimiento en un 39.5%, mientras que el
extracto del micelio tuvo mayor actividad sobre P. ultimum, inhibiendo su crecimiento en un
35.2%.
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Cuadro 13. Efecto antioomiceto de los extractos organicos del hongo enddfito Smeg4 y del control positivo
Ridomil Gold 4E® sobre el crecimiento de P. capsiciy P. ultimum.

_ _ _ Concentracién (ug/mL) 3 ICso
Microorganismo Tratamiento
250 500 750 1000 (Mg/mL)
Exto. Medio
) 18.3+24* 225+3.0¢ 26.8+25* 395+1.2* >1000
de cultivo
P. capsici Exto. Micelio 14.8+22* 17.8+29* 269+1.8* 349+209* >1000
Ridomil Gold
326+27* 39.0+3.6 429+2.9 485+ 3.7 > 1000
4E®
Exto. Medio
] 7.1+2.8* 12.3+4.0* 185+0.9* 22.3+2.0* >1000
de cultivo
P. ultimum Exto. Micelio 16.6+2.0* 245+26* 323+33* 352+1.3* >1000
Ridomil Gold
229+26* 319+28* 352+15* 43.4+1.3* > 1000
4E®
8Se representa el promedio de cuatro repeticiones. *: Valores estadisticamente significativos, ANOVA
(p<0.05).
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Figura 25. Efecto inhibitorio de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio del hongo endéfito Smeg4

sobre el crecimiento de los oomicetos P. capsici (P. cap) y P. ultimum (P. ulf) evaluados a 250 pg/mL £, 500

pg/mL B, 750 pg/mL y 1000 pg/mL . * Valores estadisticamente significativos, ANOVA (p<0.05).
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Tanto en los bioensayos de antagonismo multiple directo entre el enddéfito Smeg4 vy

diferentes microorganismos competidores, asi como en los bioensayos a nivel de extractos
del medio de cultivo y micelio empleando el método de dilucibn en agar, se puso en
evidencia que el hongo endoéfito Smeg4 produce metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles con actividad antimicrobiana, utiles para el desarrollo de un agente de control
biolégico y/o de bioplaguicidas.
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53 Concentracién inhibitoria media de la actividad fitotoxica de los extractos

organicos del endéfito Smeg4

Con base en los resultados preliminares de la evaluacién de la actividad fitotéxica de los
extractos del medio de cultivo y micelio, se disefidé una curva concentracion vs efecto
fitotoxico, empleando cinco concentraciones en el intervalo de 50-500 pg/mL, con la
finalidad de establecer la Clso sobre los procesos de germinacion, crecimiento de la raiz y
la respiracion durante la germinacion de las semillas de A. hypochondriacus, P. miliaceum,
T. pratense y M. sativa. Como control positivo se utilizo el herbicida comercial RIVAL®, en

el mismo rango de concentraciones que para los extractos organicos.

En el Cuadro 14y en la Figura 26 y en la Figura 27, se observa el efecto fitotoxico de los
extractos fungicos del hongo endoéfito Smeg4, sobre los tres procesos fisioldégicos
evaluados, expresado como porcentaje de inhibiciébn. En general, los extractos organicos
inhibieron significativamente y de forma dependiente de la concentracién la germinacion, el
crecimiento de la raiz y la respiracion de las cuatro semillas blanco. Asimismo, los extractos
del medio de cultivo son mas fitotoxicos que los derivados del micelio, siendo méas evidente
este efecto, sobre los tres procesos evaluados en semillas de A. hypochondriacus. A la
maxima concentraciéon evaluada (500 pg/mL), la germinacion de las semillas de A.
hypochondriacus y de M. sativa fueron las més afectadas por la presencia del extracto del
medio de cultivo, inhibiéndose en un 99% y 90%, respectivamente, y mostrando valores de
Clso < 50 pg/mL. El crecimiento de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus y T.
pratense fueron las mas afectadas por el extracto del medio de cultivo, mostrando
porcentajes de inhibicién superiores al 90%. Con respecto a la respiracion de las plantulas,
el extracto organico del medio de cultivo mostré los mayores efectos fitotoxicos sobre las

semillas de A. hypochondriacus 'y P. miliaceum, inhibiéndose en mas de 85%.

Con respecto al efecto fitotoxico provocado por el extracto del micelio a la maxima
concentracion de prueba (500 pg/mL), la germinacién de las semillas de M. sativa'y T.
pratense fueron las mas afectadas, inhibiéndose en un 60% y 51%, respectivamente. El
crecimiento de la raiz de las semillas de A. hypochondriacus y T. pratense también fueron
las mas afectadas por el extracto organico del micelio, inhibiéndose en un 100% y 86%,
respectivamente. Por ultimo, la respiracion de las plantulas de P. miliaceum y A.
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hypochondriacus, mostraron los mayores efectos inhibitorios sobre el consumo de oxigeno
(>70%).

A manera de ejemplo, en la Figura 28 se muestra el efecto fitotdoxico provocado por el
extracto de medio de cultivo sobre el consumo de oxigeno de las plantulas de A.
hypochondriacus y P. miliaceum. En ambas especies, se observa claramente que a mayor
concentracion del extracto organico, la pendiente de las curvas generadas durante el
registro del consumo de oxigeno durante 3 min, tiende a cero evidenciando de esta manera
que la respiracion de las plantulas fue afectada significativamente y de manera dependiente

de la concentracion.

En el Cuadro 15 se resumen las Clso (ug/mL) de los extractos del medio de cultivo y micelio
del hongo enddfito Smeg4 sobre A. hypochondriacus, P. miliaceum, T. pratense y M. sativa,
determinadas empleando el programa estadistico GraphPad Prism Version 7.00. Los
valores marcados con Clso > 500 pg/mL indican que el efecto el fitotoxico demostrado por
los extractos organicos a la maxima concentracion de prueba (500 pg/mL) no superé el 50%
de inhibicion. En contraste, los valores de Clso < 50 pg/mL, corresponden a los extractos
organicos cuyo efecto fitotdxico fue mayor al 50% de inhibicién a la minima concentracion

de prueba (50 pg/mL).

En las Figura 29 a la Figura 32 se muestra el registro fotografico del efecto fitotdxico
provocado por los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de hongo Smeg4
derivados de su cultivo en mediana escala, sobre la germinacion y el crecimiento de la raiz

de las cuatro semillas de prueba.

De nueva cuenta, los bioensayos empleando el método de dilucién en agar corroboraron
que los extractos fungicos derivados del cultivo en pequefia escala del hongo enddfito
Smeg4, contienen metabolitos secundarios no volatiles que poseen mayor actividad

fitotéxica que antimicrobiana.

Con base en la actividad fitotoxica demostrada a nivel de extractos del medio de cultivo y
micelio del hongo Smeg4, es evidente que los metabolitos secundarios biosintetizados por
este endofito constituyen candidatos importantes para el desarrollo de herbicidas

potenciales, a través de su estudio quimico biodirigido.
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Cuadro 14. Efecto fitotdxico de los extractos organicos del hongo enddéfito Smeg4, sobre la germinacion,
crecimiento de la raiz y respiracion de las semillas de A. hypochondriacus, P. miliaceum, T. pratense y M.
sativa.

_ Proceso _ Concentracion de extracto (ug/mL)3
Tratamiento fisiol6gico Semilla 0 - oo Py =00

s A. hypochondriacus 42.1+3.7* 47.3+51* 71.9+29* 956+3.1* 99.1+1.3*

3 P. miliaceum 25+ 1.7* 28+ 1.1* 30 £ 2.0* 31+0.5* 34 +0.5%
E T. pratense 21605 265+24* 31.6+09* 37.7+32* 479+1.7*
g 3 M. sativa 344+15* 505+24* 528+09* 62.0+3.2* 90.8=*2.6*
% g N A. hypochondriacus 73.3+6.0* 76.2+57* 77.3+6.6* 87.8+3.9* 99.2+409*
ot é g P. miliaceum 32.6£45¢ 37.3+3.9* 493+21* 64.9+3.1* 76.613.0*
-g g é T. pratense 61927 758+3.1* 80.0+4.3* 782+3.0* 92.2+3.8*
8 &) M. sativa 448+6.3* 56.3+4.2* 66.7+53* 778+3.6* 80.8+6.9*
= S A. hypochondriacus 354 +2.1* 49.2+46* 653+17 783+4.0* 851%3.5*
8 P. miliaceum 39.7+4.3* 622+54* 732+22* 789+6.2* 85.7+4.8*
:’,— T. pratense 11.2+33 206+51* 23.7+19* 30.2+08* 36.1+0.3*
2 M. sativa 0+0 0+0 0+25 890+28 19.8+1.1*
S A. hypochondriacus 8.77+11 13.1+18* 149+14* 21.0+x0.7* 28.9+2.6*

?Cé P. miliaceum 20+ 1* 22 +1.4% 28 + 3.0* 32+0.8* 33+0.8*
g T. pratense 224 +1.7% 224+05% 244+26* 295+12* 51.0+3.1*
8 M. sativa 321+£1.7% 37.9+05* 413+26* 51.7+12* 609=+3.1*

o A. hypochondriacus 47.6+1.6* 51.9+49* 71.3+3.0* 77.2+7.8* 100 = O*
% .g % P. miliaceum 170+29* 33.1%x2.6* 49.7+69* 623+3.1* 67.6+2.8*
é 'g é T. pratense 62.0+4.7 75.0+3.5* 775+£27* 73.4+3.3* 86.6+2.6*
© M. sativa 46.1£5.6* 49.3+6.2* 60.8+3.7* 67.8+4.2* 76.0+4.1*
£ A. hypochondriacus 3.66+1.2 16.4+4.8* 33.3+34* 447+52* 714+15*
% P. miliaceum 43.9+50* 56.9+7.9* 56.9+3.8* 62757 77.1+53*
§ T. pratense 105+45 18.0%x1.3* 220+57* 258+4.3* 29.2+3.4*
& M. sativa 0+0 0+0 9.67+18 283+1.1* 39.0+24*

8Se representa el promedio de cuatro repeticiones. *: Valores estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 26. Efecto fitotdxico de los extractos organicos del medio de cultivo (colores claros) y micelio (colores oscuros) del hongo endéfito Smeg4,
evaluados a cinco concentraciones sobre la germinacion, crecimiento de la raiz y respiracion de las semillas de a) A. hypochondriacus y b) P.

miliaceum.
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Figura 28. Efecto del extracto organico del medio de cultivo del hongo endéfito Smeg4 sobre el consumo de
oxigeno de las semillas de a) A. hypochondriacus y b) P. miliaceum.
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Figura 29. Actividad fitotdxica de los extractos organicos del medio de cultivo (A) y micelio (B) del hongo endéfito Smeg4 sobre las semillas de
A. hypochondriacus.
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Figura 30. Actividad fitotdxica de los extractos organicos del medio de cultivo (A) y micelio (B) del hongo endéfito Smeg4 sobre las semillas de
P. miliaceum.
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Figura 31. Actividad fitotdxica de los extractos organicos del medio de cultivo (A) y micelio (B) del hongo endéfito Smeg4 sobre las semillas de
de T. pratense.
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Figura 32. Actividad fitotdxica de los extractos organicos del medio de cultivo (A) y micelio (B) del hongo endéfito Smeg4 sobre las semillas de
M. sativa.
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Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias (Clso) de los extractos organicos del hongo endéfito Smeg4
sobre la germinacion, el crecimiento de la raiz y la respiracion de las semillas de A. hypochondriacus, P.
miliaceum, T. pratense y M. sativa.

. , Clso (ug/mL)
Tratamiento Semilla
Germinacion Elongacion de raiz  Respiracion
A. hypochondriacus 919+1.0 <50 788+1.1
Extracto de P. miliaceum > 500 1265+ 1.1 57.7+1.2
medio de
cultivo T. pratense > 500 <50 > 500
M. sativa 95.7+1.2 574+1.1 > 500
A. hypochondriacus > 500 57.29+1.1 288.1+1.2
Extracto de P. miliaceum > 500 1649+1.1 66.1+1.2
micelio T. pratense 4282 +1.2 <50 > 500
M. sativa 217.8+1.0 82.7+1.2 > 500
A. hypochondriacus 243.6+1.1 152.7+1.1 271.9+1.2
Control P. miliaceum 237.1+1.0 78.5+1.0 450.3+1.0
Positivo
(Rival®) T. pratense 202.0+1.2 105.3+1.1 279.6 £1.2
M. sativa 275.8+1.2 108.5+1.2 329.3+1.3

RIVAL® (glifosato: sal monoaménica de N-(fosfonometil) glicina)

Finalmente, es importante sefialar que a la fecha no existen estudios quimicos ni biolégicos
sobre los microorganismos asociados a S. macrocarpum. El estudio del potencial
antagonico del hongo endoéfito Smeg4 evidencid la presencia de compuestos organicos
volatiles y no volatiles con actividad fitotoxica, antifingica y antioomiceto. Los compuestos
organicos volatiles producidos por este microorganismo, seran Utiles para el desarrollo de
agentes de biocontrol, debido a que exhibieron importante efecto inhibitorio sobre las
especies de prueba, similar o superior al demostrado por los compuestos organicos volatiles
de los hongos pertenecientes a los géneros Muscodor (Faith et al., 2015; Hanlon et al.,
2012) e Hypoxylon (Sanchez-Fernandez et al., 2016; Ulloa-Benitez et al., 2016). De igual
manera, los compuestos organicos no volatiles seran de gran utilidad para el desarrollo de
bioplaguicidas, en particular de agentes fitotoxicos (Garcia-Méndez et al., 2016; Macias-
Rubalcava et al., 2014).
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VIII CONCLUSIONES

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento Smeg4 de hojas de S.

macrocarpum, sugieren que el hongo enddfito en estudio pertenece al género Hypoxylon.

El hongo enddfito Smeg4 cuenta con mecanismos de defensa fisicos (formacion de barreras
miceliares) y quimicos (difusion de pigmentos en el medio) contra hongos endofitos y

fitopatdégenos aislados de la misma hospedera.

El hongo Smeg4 inhibi6 en bioensayos de antagonismo mudltiple directo a los
microorganismos fitopatdgenos con importancia agricola A. alternata, F. oxysporum, P.

capsiciy P. ultimum.

El endofito Smeg4 produce compuestos organicos volatiles con propiedades antifingicas,
antioomiceto y fitotdxicas, potencialmente Utiles para el uso de este microorganismo como

agente de biofumigacion.

Los extractos organicos del hongo endofito Smeg4, poseen potencial antifungico,
antioomiceto y fitotdxico sobre los cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba, y sobre
las malezas A. hypochondriacus, P miliaceum, T. pratense y M. sativa con importancia
agricola. El extracto derivado del medio de cultivo fue el méas activo sobre la mayoria de los

organismos blanco.

El extracto del medio de cultivo del hongo endéfito Smeg4, es mas activo sobre el oomiceto
P. capsici, y el extracto del micelio cultivado en medina escala sobre el oomiceto P. ultimum,

inhibiendo significativamente el crecimiento de los oomicetos.

El extracto del medio de cultivo del endofito Smeg4, cultivado en mediana escala es mas
antifungico que el del micelio, inhibiendo significativamente el crecimiento de A. alternata 'y

F. oxysporum.

El efecto antagdnico evidenciado en los bioensayos de antagonismo multiple por el hongo
endofito Smeg4, sobre los cuatro microorganismos fitopatégenos de prueba, es resultado
de un efecto sinérgico entre los compuestos organicos volatiles y los metabolitos

secundarios difusibles en el medio de cultivo, producido por el hongo Smeg4.
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En general, los extractos organicos del hongo endéfito Smeg4 cultivado en mediana escala,

inhibieron significativamente y de forma dependiente de la concentracién la germinacion, el

crecimiento de la raiz y la respiracion de las cuatro semillas prueba.

Los extractos del medio de cultivo son mas fitotoxicos sobre los tres procesos fisioldgicos

evaluados, que los derivados del micelio.

Las semillas de A. hypochondriacus son las mas afectadas por la presencia de los extractos

del medio de cultivo y micelio del hongo endofito Smeg4.

Los extractos organicos del hongo endoéfito Smeg4 constituyen candidatos para su estudio
quimico biodirigido con el fin de obtener compuestos Utiles para el desarrollo de antifangicos,

antioomicetos y herbicidas, cuyo impacto toxicolégico y ambiental sea menor.
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IX PERSPECTIVAS

Efectuar la identificacién taxonémica del aislamiento Smeg4 por medio de la secuenciacion
de la region ITS1-5.8s-ITS2 del DNA ribosomal.

Realizar el cultivo a mayor escala del hongo endéfito Smeg4 para la obtencién como minimo
de 5 g de extracto del medio de cultivo y de 5 g de extracto de micelio, para llevar a cabo su
estudio quimico biodirigido e identificar por técnicas espectroscopicas y espectrométricas a

los compuestos responsables de la actividad biologica de cada uno de los extractos.

Identificar los compuestos organicos volatiles producidos por el hongo endéfito Smeg4,
empleando microextraccion en fase sélida y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, y a los metabolitos secundarios presentes en los extractos
organicos del medio de cultivo y micelio por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, con la finalidad de evidenciar metabolitos secundarios con
actividad antifungica, antioomiceto y herbicida que puedan ser usados en el desarrollo de

bioplaguicidas de origen natural cuyo impacto ambiental y toxicol6gico sea menor.
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