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Resumen

Ageratina pichinchensis es una planta medicinal, endémica de México conocida como Axihuitl.
Los extractos de las hojas muestran actividad antifungica contra hongos dermatofitos, pero no hay
estudios de la identificacion de los hongos enddfitos. El objetivo fue identificar hongos enddéfitos
de A. pichinchensis con potencial como agentes de control biol6gico de fitopatdgenos. De las hojas
de A. pichinchensis se aislaron 55 morfoespecies de hongos enddfitos que pertenecen al filo
Ascomycota. La identificacién molecular basada en el anélisis de las secuencias de los espaciadores
internos transcritos (ITS) amplificadas por PCR mostrd que seis de los hongos mas frecuentes
corresponden a Remotididymella anthropophila y Diaporthe caatingaensis y a los géneros
Diaporthe, Phomopsis y Fusarium. En ensayos de antagonismo multiple, siete morfoespecies
mostraron actividad antagonica fuerte contra los patégenos Fusarium oxysporum, F. proliferatum
y Stemphylium vesicarium dos hongos endofitos pertenecen a Alternaria alternata, otro a
Trichoderma longibrachiatum y otros dos son de los géneros Alternaria y Phomopsis. Mientras
que Nigrospora oryzae fue el unico endéfito mas frecuente y con actividad antagénica contra los
tres patdgenos. En ensayos de cultivo dual, los endoéfitos con actividad antagénica fuerte inhibieron
de 37 al 80% el crecimiento micelial de F. oxysporum y F. proliferatum, pero en el ensayo de
alimento envenenado, T. longibrachiatum inhibi6 el crecimiento micelial de los dos patdgenos en
79y 66%, respectivamente. Por primera vez se reporta a R. anthropophila como un hongo endofito,
asi como la identificacion y la actividad antagonica de hongos endofitos de A. pichichensis.
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Introduccion

Los microorganismos endéfitos son aquellos que colonizan los tejidos de las plantas, pero sin
causar sintomas visibles de enfermedad (Hardoim et al., 2015). En extractos de plantas
medicinales, la actividad antimicrobiana se relaciona con la proporcion de enddfitos,
(Egamberdieva et al., 2017). Por lo que, los hongos endofitos de las plantas medicinales podrian
usarse como agentes de biocontrol de fitopatdgenos.

La planta medicinal Ageratina pichinchensis (Kunth) R.M. King & H. Rob (anteriormente Ilamada
Eupatorium aschembornianum S. Schauer) es endémica de México y es una hierba perenne
silvestre que crece en las areas boscosas en 28 de los 32 estados mexicanos (Rzedowski y
Rzedowski, 2001). En el estado de Morelos, se le conoce como Axihuitl y crece en el area natural
protegida del Corredor Bioldgico Chichinautzin. Es una planta que se utiliza en la medicina
tradicional para tratar Ulceras gastricas, infecciones cutaneas, heridas y tumores (Avilés y Suarez,
1994). Los extractos de las hojas tienen actividad antifungica contra los hongos dermatofitos
Candida albicans y Aspergillus niger (Rios et al., 2003). Sin embargo, los estudios de la
identificacion de los hongos enddfitos de A. pichinchesis con actividad antagénica contra
fitopatdgenos son escasos.

Los hongos del género Fusarium y Stemphylium causan enfermedades en diversos cultivos.
Fusarium oxysporum causa la marchitez vascular o pudricién de la raiz en cultivos como alfalfa,
frijol, algodon, lechuga, cebolla, chicharos, pimiento, papa, soja, espinaca, y tomate (Munkvold,
2017). F. proliferatum es un componente del complejo de la pudricion de la mazorca y del tallo en
el maiz, en esparragos, bananos, palmeras datileras, higos, mangos, pinos, sorgo y cebollas
(Munkvold, 2003). Stemphylium vesicarium es el agente causal de la enfermedad tizén foliar en
cebolla y ajo (Rao y Pavgi, 1975; Zapata-Sarmiento et al., 2020) y también afecta los esparragos,
haba y arroz (Sheikh et al., 2015; Graf et al., 2016; Foster et al., 2019). Por lo cual, el objetivo de
este estudio fue la identificacion de hongos endéfitos de A. pichinchensis con potencial para el
control biolégico de fitopatdgenos del género Fusarium y Stemphylium.

Materiales y métodos

Colecta de material vegetal

Las plantas de Ageratina pichinchensis se colectaron en octubre de 2019 en el Corredor Bioldgico
Chichinautzin, Morelos, México, coordenadas geograficas 18° 59’ 26.4” latitud norte 99°17°09.2”
longitud oeste. Un ejemplar se depositd en el herbario HUMO de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (Voucher 3571) y las plantas se identificaron por personal capacitado de la
misma institucién. Las plantas tenian 1 m de altura y estaban en etapa de floracién. En total se
colectaron 40 hojas sin sintomas de enfermedad de 20 plantas, dos hojas por cada planta.

Aislamiento de hongos endéfitos y su clasificacion en morfoespecies
Los hongos enddfitos se aislaron y clasificaron en morfoespecies de acuerdo con Arnold et al.
(2001). De las hojas se cortaron cinco fragmentos de 5 mm?y la superficie de los fragmentos se

desinfect6 con etanol (70%) por 2 min, con hipoclorito de sodio (0.52%) por 2 min y dos lavados
con agua destilada estéril.
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Para evaluar la eficacia de la desinfeccion, de cada fragmento se obtuvo una impresion en medio
de cultivo de papa, dextrosa y agar (PDA, Bioxon) en cajas Petri, que se incubaron por ocho dias.
La ausencia de crecimiento micelial indico que el método de desinfeccion fue efectivo para
eliminar los hongos epifitos. Al mismo tiempo, los cinco fragmentos se secaron y se colocaron en
cajas Petri con medio de cultivo de PDA. Las cajas Petri se incubaron a 27 £2 °C con un fotoperiodo
de 12 h luz: 12 h oscuridad hasta observar el crecimiento de las hifas. Las puntas de las hifas se
subcultivaron para obtener colonias puras en cajas Petri con PDA.

Los hongos se clasificaron en morfoespecies de acuerdo con las siguientes caracteristicas
morfologicas: produccion de esporas, micelio aéreo, color de la colonia, color del medio de cultivo,
textura de la superficie y caracteristicas del borde. La frecuencia relativa (FR) de cada morfoespecie

. . , N1 de fi t lonizad 1 h
se calculd con Photita et al. (2001) y la férmula: FR= ( R T e e °ng°) x100.

Total de fragmentos

Ensayo de antagonismo multiple

Previamente, los aislados de F. oxysporum, F. proliferatum se obtuvieron de bulbos de cebolla 'y
el aislado de S. vesicarium se obtuvo de hojas de cebolla. Previo a realizar los ensayos, los hongos
patdgenos como los enddfitos se cultivaron en medio de PDA (Bioxon), a 27 £2 °C con un
fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad por siete dias.

La actividad antagdnica de cada morfoespecie contra los tres fitopatogenos se evalud en un ensayo
de antagonismo multiple descrito por Sanchez-Fernandez et al. (2015). Para cada endofito en
confrontacion maltiple y los controles se hicieron tres repeticiones. Los resultados se analizaron
por triplicado mediante el analisis de conglomerados con el paquete “fastcluster’ de la version 3.4.2
de Rstudio. La actividad antagénica se clasificd de acuerdo con la escala modificada de Yuen et
al. (1999) como: a) fuerte, el hongo enddfito inhibe el crecimiento de los patdgenos y crece hasta
el patdgeno y lo rodea; b) débil, el hongo enddfito y el patégeno crecen y sus hifas se entremezclan
y no reducen su crecimiento; ¢) mutuo, el hongo endofito y el patdgeno crecen hasta el contacto y
dejan de crecer; y d) nulo, el patégeno crece hasta el endéfito, lo rodea e inhibe su crecimiento.

Identificacién molecular de los hongos endofitos con la mayor actividad antagénica

Los hongos endéfitos que se encontraron con una FR mayor al 5% y que en el ensayo de
antagonismo mdltiple mostraron una actividad antagénica fuerte se cultivaron en medio PDA
(Difco) por siete dias. EI micelio se colectd, se congeld y pulverizd en un mortero con N2 liquido.
Para la purificacién de ADN se empled el Dneasy Plant Mini Kit (Quiagen, Germany). Las regiones
ITS de los hongos se amplificaron utilizando los primers ITS 1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
3) e ITS4 (5> CTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGC 3’°) disefiados por White et al. (1990). Las
condiciones de amplificacion fueron las reportadas por Zapata-Sarmiento et al. (2020).

La secuenciacion se realizé por la empresa Macrogen Inc Services (Seoul, Corea). La secuencia
consenso se obtuvo con el software BioEdit Program (version 7.0.5) y las secuencias se depositaron
en el GenBank con el programa Blast de la base de datos del National Center for Biotechnology
Information. En base a los resultados del andlisis de Blast, para asignar un nombre a una especie
se consideré una identidad >98 a 100% Yy una cobertura >80% con otras secuencias. A las
secuencias que no cumplian con dichos criterios se asigné el nombre a nivel de género.
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Ensayo de cultivo dual

Los hongos endofitos con actividad antagdnica fuerte se seleccionaron para evaluar su actividad
antagonica en ensayos de cultivo dual contra F. oxysporum y F. proliferatum de acuerdo a Zapata-
Sarmiento et al. (2020). Para cada hongo enddfito en cultivo dual con cada patdgeno y los controles
se realizaron seis repeticiones. Cada 24 h se tomaron fotografias de los cultivos y las imagenes se
analizaron utilizando el programa ImageJ (version 1.8) para calcular el area (cm?) de crecimiento
micelial del patdgeno.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (ICM) se calcul6 mediante la ecuacion:
ICM= (C-T) x 100 +~ C. Donde: C= corresponde al area del crecimiento micelial del patégeno en el
control; y T= area del crecimiento micelial en el cultivo dual.

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (Anova) y la comparacién de medias
mediante la prueba de Tukey en Rstudio (versidn 1.2.1335) con la libreria Agricolae. El tipo de
interaccion entre el hongo endofito y el fitopatdgeno se registro después de 15 dias de incubacion.
De acuerdo con Bertrand et al. (2013), las interacciones se clasificaron en: inhibicién a distancia,
zona de lineas, inhibicién al contacto y sobrecrecimiento.

Ensayo de actividad antagonica de los metabolitos no volatiles

La actividad antagodnica de los filtrados libres de células de los hongos enddfitos Trichoderma
longibrachiatum-EA54 y Nigrospora oryzae-EA51 contra F. oxysporum y F. proliferatum se
evalué mediante la técnica de cultivo envenenado con Schmitz (1930). T. longibrachiatum y N.
oryzae se cultivaron en cajas de Petri con medio de PDA (Difco TM) por siete dias. Con el cultivo
de T. longibrachiatum se prepar6 una suspension de esporas a una concentracion de 1x107 esporas
ml. En matraces Erlenmeyer (250 ml) con 50 ml de caldo papa dextrosa (CPD, Difco TM) se
afiadié 1.5 ml de la suspension de esporas. Debido que N. oryzae en medio de cultivo de PDA
carece de estructuras reproductivas, los matraces se inocularon con cinco bloques de medio de
cultivo con micelio de 0.5 cm de diametro. De cada hongo se prepararon tres matraces Erlenmeyer.

Los cultivos liquidos se incubaron en un agitador a 150 rpmy a 27 £2 °C con un fotoperiodo de 12
h luz: 12 h oscuridad. Después de cuatro dias, se colect6 el caldo de cultivo y se centrifugé a 4 500
rpm por 10 min; el sobrenadante se filtr6 a través de membranas de 0.45 um y luego de 0.22 pm
(GVWP, Millipore) para obtener el filtrado libre de células que se usé para preparar el medio de
cultivo de acuerdo con Zapata-Sarmiento et al. (2020). Para cada patdgeno con cada filtrado libre
de células y los respectivos controles se prepararon seis cajas Petri. Cada 24 h se tomaron
fotografias y las imagenes se analizaron con el programa ImageJ (version 1.8) para calcular el area
(cm?) de crecimiento micelial del patdgeno. El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
(ICM) se calculd con la ecuacion: ICM= (C-T) x 100 + C.

Resultados y discusion
Clasificacion y frecuencia de las morfoespecies de los hongos endofitos
A partir de las hojas de A. pichinchensis, se obtuvieron 100 aislados de hongos endofitos. Con base

en las caracteristicas morfoldgicas, los aislados se clasificaron en 55 morfoespecies. El aislado
EA38 fue la morfoespecie mas frecuente con una frecuencia relativa (FR) de 20%; seguido de los
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aislados EA37, EA39 y EA40 con una FR de 15% y luego los aislados EA30, EA42 y EA51 con
una FR de 10%. Los aislados restantes presentaron una FR de 5%. La morfoespecie es un término
taxonodmico funcional Gtil para clasificar a los hongos endofitos, que son muy diversos en plantas
que crecen en ambientes tropicales. Esta clasificacion también es util para identificar endéfitos que
carecen de estructuras reproductivas cuando se cultivan in vitro (Frohlich y Hyde, 1999; Arnold et
al., 2001). Por esto se decidio utilizar esta clasificacion para hongos endofitos de A. pichinchensis.

Actividad antagonica de las morfoespecies de hongos endoéfitos en bioensayos de antagonismo
multiple

El anélisis de conglomerados agrup6 a las 55 morfoespecies de hongos endofitos de acuerdo con
su actividad antagonica contra S. vesicarium, F. proliferatum y F. oxysporum. Siete morfoespecies
(EA26, EA51, EA28, EAL0, EA53, EASS y EA54) mostraron actividad antagonica fuerte contra
los tres patdgenos. Mientras que, el crecimiento micelial de S. vesicarium fue fuertemente inhibido
por 12 hongos enddfitos y débilmente inhibido por seis. La inhibicion mutua del crecimiento
micelial con los tres patdgenos se observd con los aislados EA2 y EA37, pero el aislado EA48 fue
el inico que mostré una inhibicion mutua con S. vesicarium (Figura 1).

Actividad antagénica

Nula EA26

Debil EAS1

Mutua EA28

Fuerte EA10

EAS53

EASS

— EAS54

[ T T T T T 1
30 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
Height

Figura 1. Analisis de conglomerados de la actividad antagonica (fuerte, mutua, débil o nula) de los
hongos endofitos de Ageratina pichinchensis contra Fusarium oxysporum, Fusarium
proliferatum y Stemphylium vesicarium.
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En la Figura 2 se muestra las interacciones que se observaron entre las siete morfoespecies de
hongos endofitos clasificados con fuerte actividad antagénica contra los patogenos. Las
morfoespecies de los aislados EA10, EA28 y EA54 crecieron sobre el micelio de los patdgenos.
Mientras que EA26, EA51, EA53 crecieron alrededor de los patdgenos y la morfoespecie EA55
crecio sobre S. vesicarium y solo creci6 alrededor de las dos especies de Fusarium.

Crecimiento sobre los patdgenos

EA26 EASI EAS3

Crecimiento sobre y alrededor de los patogenos

Figura 2. Interacciones observadas en el ensayo de antagonismo multiple de las siete morfoespecies
de los hongos enddfitos de Ageratina pichinchensis clasificados con fuerte actividad
antagonica frente a los patdgenos: a) Fusarium oxysporum; b) Fusarium proliferatum; y c)
Stemphylium vesicarium.

De las 55 morfoespecies de los hongos endofitos que se aislaron de A. pichinchensis, 12 de ellas
mostraron actividad antagonica contra un patdgeno y siete contra los tres patdgenos. En forma
similar se reportan el aislamiento de morfoespecies de hongos enddéfitos de plantas medicinales
con actividad antagonica contra hongos patogenos. En Etlingera elatior (jengibre) se reporta el
aislamiento de seis morfoespecies de hongos enddfitos con actividad antagdnica contra Fusarium
oxysporum, Ganoderma boninense y Rigidoporus lignosus (Lutfia et al., 2020) y en Aloe
dhufarensisi se aislaron dos morfoespecies de hongos endofitos con actividad antagonica contra
Fusarium sp. y Cladosporium sp (Al-Rashdi et al., 2020).

En base a los resultados del ensayo de antagonismo multiple, se seleccionaron las siete
morfoespecies de hongos enddéfitos con actividad antagénica fuerte para su identificacion a nivel
molecular y para realizar los ensayos de actividad antagénica en cultivo dual y de alimento
envenenado.
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Identificacion de los hongos enddéfitos con actividad antagdnica fuerte contra patégenos

En el Cuadro 1 se muestra la identificacidn a nivel molecular de los 12 aislados de hongos endofitos
que se encontraron con una FR mayor al 5% y que ademas presentaron una actividad antagonica
fuerte. Las secuencias de los aislados EA30 y EA40 cumplieron con el criterio de identidad (>
98%) y cobertura (> 80%) que corresponden a secuencias de Remotididymella anthropophila y
Diaporthe caatingaensis, respectivamente. La secuencia del aislado EA37 también cumplio con el
criterio de identidad y cobertura, pero es con una secuencia del banco de genes de una especie no
identificada del género Phomosis. Para los aislados EA38 y EA39 el valor de identidad fue menor
al 98%, por lo cual se ubicaron en el género Diaporthe.

Cuadro 1. Identificacion molecular de los hongos endéfitos de Ageratina pichinchensis con una
frecuencia relativa (FR) mayor al 5% y que presentaron fuerte actividad antagonica
contra los patdgenos Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Stemphylum

vesicarium.
Morfoespecie Especie NUm. de Identidad  Cobertura
P P acceso (%) (%)
Con FR mayor a 5% EA30 Remotididymella MT150607 99.1 99
anthropophila
EA37 Phomopsis sp. MT150610 99 100
EA38 Diaporthe sp. MT150611 97.8 91
EA39 Diaporthe sp. MT150612 97.1 100
EA40 Diaporthe caatingaensis MT150613 98.7 98
EA42 Fusarium sp. MT362619 92.2 96
Con FR mayor a 5%, EAS1 Nigrospora oryzae MT150620 99.8 97
antagonistas
Antagonistas EA10 Alternaria alternata MT107053 99.4 100
EA26 Alternaria sp. MT107054 99.8 100
EA28  Alternaria alternata MT150606 99.5 100
EA54 Trichoderma MT150622 99 96
longibrachiatum
EA55 Phomopsis sp. MT150623 99.5 99

Para el caso del aislado EA42, la identidad fue de 92.2% y por lo tanto, también sélo se ubicé en
el género Fusarium. El aislado EA51 con una FR mayor al 5% y con actividad antagonista contra
todos los patogenos mostréd una identidad 99.8% con secuencias de Nigrospora oryzae. Los
aislados de los hongos EA10 y EA28 con actividad antagénica mostraron una identidad mayor al
99% con secuencias de especies de Alternaria alternata. La secuencia del aislado EA26 mostro
una identidad 99.8% con una especie no identificada del género Alternaria y las secuencias de los
aislados EA54 y EAS5 presentaron una identidad del 99 y 99.5% con secuencias de Trichoderma
longibrachiatum y Phomopsis sp., respectivamente. Finalmente, el aislado EA53 fue el Gnico que
no se identificd a nivel molecular, pero en medio PDA no desarroll6 estructuras reproductivas,
presentd micelio aéreo, la colonia mostrd una textura polvorienta, con margen irregular, con anillos
y de color blanco.
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Los hongos enddfitos pertenecen a los ordenes Pleosporales, Trichophaeriales, Diapothales e
Hypocreales. De acuerdo con la identificacion molecular y los datos de la frecuencia relativa, el
género Phomopsis (anamorfo de Diaporthe) fue el més frecuente seguido de Fusarium sp., N.
oryzae y R. anthropophila. Algunas de las especies de hongos endofitos que se identificaron en A.
pichinchensis también se reportan en otras especies de plantas del género Ageratina. Los hongos
enddfitos mas abundantes en A. adenophora pertenecen al género Phomopsis (Mei et al., 2014),
mientras que P. magnolia y N. oryzae también se reportan como endofitos de A. altissima (Christian
et al., 2016). Los hongos del género Phomopsis son los endofitos que con mas frecuencia se aislan
en especies de plantas tropicales (Murali et al., 2006).

El hongo N. oryzae es un endofito con una distribucion cosmopolita y una amplia gama de
hospederos (Wang et al., 2017). El hongo R. anthropophila no se ha reportado como endofito en
otras plantas; pero, este hongo pertenece a la familia Didymellaceae, que incluye otras especies de
hongos reportados como endoéfitos y fitopatdgenos (Wang et al., 2017). Similar a nuestros
resultados, los hongos del género Alternaria y Diaporthe se reportan como endofitos de la planta
medicinal Ocimum sanctum Linn. y también muestran actividad antagonica contra F. oxysporum
(Chowdhary y Kaushik, 2015). Sin embargo, no hay reportes de la actividad antagonica de
Alternaria sp. y Phomopsis sp. contra F. proliferatum y S. vesicarium. Con respecto a N. oryzae,
se reporta que es un endofito de Gossypium arboreum (algodoén) con actividad antagdnica contra
F. solani (Hiremani et al., 2020), pero no hay reportes de la actividad antagonica de Nigrospora
contra otras especies de Fusarium y S. vesicarium.

Actividad antagonica de hongos endofitos en ensayos de cultivo dual

En cultivo dual, los siete aislados de hongos endofitos seleccionados inhibieron el crecimiento
micelial de F. oxysporum y F. proliferatum de 37 al 80%. Los aislados de T. longibrachiatum y N.
oryzae mostraron la mayor actividad antagdnica, ya que en mas 79% inhibieron el crecimiento de
las dos especies de Fusarium (Cuadro 2).

Cuadro 2. Actividad antagonica de los hongos endoéfitos de Ageratina pichinchensis contra
Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum en ensayos de cultivo dual.

Fusarium oxysporum Fusarium proliferatum

ICM (%) CM (cm?) ICM (%) CM (cm?)

Control 0 51+14a 0 58.8 +3a

T. longibrachiatum EA54 80 98+l4e 80 11.2+18e

Nigrosora oryzae EA51 79 106+ 1e 83 9.7+15e
EA53 56 22.1+1.1d 53 27.7+1.2d
Phomopsis sp. EA55 48 26.2+15¢c 49 30.1 +0.4 cd
A. alternata EA10 46 27.3+25¢ 44 32.9£1.7 bc

A. altarnata EA28 42 29.4 £2.2 bc 40 35.3+2.1b
Alternaria sp. EA26 37 31.9+3Db 42 34.3+1.2 bc

Cada valor corresponde a la media + desviacién estandar (n=5). Valores en la misma columna seguidos por diferentes
letras difieren significativamente de acuerdo con la prueba HSD de Tukey (p< 0.05). ICM= inhibicidn del crecimiento

micelial; CM= crecimiento micelial.
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En relacion con T. longibrachiatum, se reporta que inhibe el crecimiento de F. oxysporum de un
27.2 a 68.7% (Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013; Abdelrahman et al., 2016; Zhang et al., 2018).
En este estudio, se encontré que el aislado de T. longibrachiatum inhibié el crecimiento de F.
oxysporum hasta 80%. En contraste, no existen reportes sobre la actividad antagénica de T.
longibrachiatum contra F. proliferatum. Pero otras especies de Trichoderma, como T. harzianum
y T. gamsii inhiben el crecimiento de F. proliferatum en 80% (Mondani et al., 2021), similar a lo
reportado en este estudio.

En el caso de N. oryzae, los estudios de la inhibicion del crecimiento de hongos del género
Fusarium son escasos. El porcentaje de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum y F.
proliferatum que se encontrd en este estudio es mayor al reportado (43.06%) contra F. solani.
(Hiremani et al., 2020). Mientras que, N. oryzae es un endofito de Tylophora indica que no muestra
actividad antagénica contra F. oxysporum (Kumar et al., 2010). Para F. proliferatum no existen
estudios de la actividad antagdnica de N. oryzae. En la Figura 3 se muestran los tipos de interaccion
entre los hongos endofitos y los patdgenos Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum.

F.oxysporum F proliferatum
Tipo de Hongo Dias de cultivo Dias de cultivo
interaccién endofito 5 15 5 15

A. aiternata
EA10

Alternaria sp.
EA26

Zona de lineas

EAS3

Phomopsis sp.
EASS

Sobrecrecimiento 7. longibrachiatum

EAS54
A. alternata
EA28
Zona de lineas
¥y
sobrecrecimiento
N. oryzae
EAS1

Figura 3. Tipos de interaccion entre los hongos endofitos de Ageratina pichinchensis y los
fitopatdgenos Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum en ensayos de cultivo dual.

1035



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 13 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2022

En la interaccion de F. oxysporum y F. proliferatum con A. alternata EA10, Alternaria sp. EA26,
Phomopsis sp. EAS5 y EA53 (no identificado) se observo la formacidn de una zona de lineas. El
tipo de interaccion entre A. alternata EA28 y los dos patdgenos fue diferente dependiendo de la
especie de Fusarium. Con F. oxysporum se observo una zona de lineas mientras que con F.
proliferatum se observo sobrecrecimiento del enddfito sobre el micelio del patégeno. Por el
contrario, N. oryzae crecio sobre el micelio de F. oxysporum pero con F. proliferatum desarrollo
una zona de lineas. Trichoderma longibrachaitum crecié sobre ambos patdgenos y también
esporulo sobre ellos.

La presencia de una zona de lineas indica que el mecanismo de la actividad antagonica es la
antibiosis (Bertrand et al. 2013), por lo que se sugiere que A. alternata EA10, Alternaria sp. EA26,
Phomopsis sp. EA55 y el aislado EA53 producen antibioticos contra Fusarium.

En la interaccion de ‘sobrecrecimiento’, puede involucrar ademas de la antibiosis, una competencia
por nutrientes y espacio (Bertrand et al., 2013). Por lo cual, los resultados en cultivo dual y del tipo
de interaccion indican que la actividad antagonica de T. longibrachiatum con las dos especies de
Fusarium es la antibiosis y la competencia. Sin embargo, los resultados sobre el tipo de interaccion
de los hongos N. oryzae y A. alternata EA28 contra las dos especies de Fusarium indican que los
mecanismos de interaccion dependen de la especie del patdgeno. En base a los resultados del
ensayo de cultivo dual y los tipos de interaccion, se seleccionaron T. longibrachiatum y N. oryzae
para realizar los ensayos de alimento envenenado.

Actividad antagonica de metabolitos no volatiles de Trichoderma sp. y N. oryzae contra F.
oxysporumy F. proliferatum

Los filtrados libres de células de N. oryzae no inhibieron el crecimiento de F. oxysporum y F.
proliferatum. Sin embargo, Trichoderma sp., inhibi6 el crecimiento micelial de ambos patégenos;
F. proliferatum se inhibi6 66.5% y F. oxysporum en 79.5% (Cuadro 3).

Cuadro 3. Actividad antifiingica de los filtrados de los cultivos liquidos de Trichoderma sp. y
Nigrospora oryzae contra Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum.

Fusarium oxysporum Fusarium proliferatum
CM (cm?) ICM (%) CM (cm?) ICM (%)
Control 40.37t12a 0 28.78 +t1.1a 0
Trichoderma sp. 8.27 0.7 b 79.5 9.63+0.6b 66.4
N. oryzae 39.37+1a 0 27.87+15a 0

Cada valor corresponde a la media + desviacién estandar (n=5). Valores en la misma columna seguidos por diferentes
letras difieren significativamente de acuerdo con la prueba HSD de Tukey (p< 0.05). ICM= inhibicién del crecimiento
micelial; CM= crecimiento micelial.

La técnica del alimento envenenado confirmo que la actividad antagdnica de N. oryzae no se debid
a la produccion de antibidticos y que N. oryzae inhibe el crecimiento de las dos especies de
Fusarium por competencia de espacio y nutrientes. Por el contrario, los resultados con T.
longibrachiatum indican que es un hongo enddfito que inhibid el crecimiento de las dos especies
de Fusarium por la produccion de compuestos con actividad antibiotica.
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De manera similar, otros autores reportan la actividad antagonica de Trichoderma contra cepas de
F. oxysporum, pero los estudios sobre la actividad antagonica de T. longibrachiatum contra F.
proliferatum son escasos. En base a nuestros resultados la inhibicién del crecimiento por los
compuestos producidos por T. longibrachiatum fue mayor contra F. oxysporum que contra F.
proliferatum. Los estudios futuros podrian enfocarse en caracterizar los metabolitos no volatiles
producidos por Trichoderma longibrachiatum y evaluar la efectividad contra los dos patdgenos.

Las cepas de T. longibrachiatum se han aislado de suelo de la rizosfera de un sitio forestal (Zhang
et al., 2018), de suelo desértico de Egipto (Abdelrahman et al. 2016) y de la rizosfera de Solanum
lycopersicum L. (tomate) (Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013). Pero los estudios sobre la
actividad antagdnica de Trichoderma aislada de hojas y partes aéreas de plantas medicinales son
escasos. Sarsaiya et al. (2020) reportaron que T. longibrachiatum aislada de segmentos de tallo de
Dendrobium nobile produce dendrobina, un compuesto similar al producido por la planta
hospedera y que muestra actividad antibacteriana. Asimismo, T. longibrachiatum aislada de la raiz
de Suaeda glauca, una planta marina, produce sesquiterpenos y ciclodepsipéptidos con actividad
antagonica contra patdgenos del suelo (Du et al., 2020). Estos estudios muestran el uso potencial
de cepas de Trichoderma aisladas de planta medicinales con fines agricolas. Los estudios futuros
estaran dirigidos a identificar y caracterizar los metabolitos producidos por Trichoderma
longibrachiatum aislada de hojas de A. pichinchensis con actividad antifingica contra patdgenos.

Conclusiones

Los hongos endofitos mas frecuentes de A. pichinchensis pertenecen al filo Ascomycota e incluyen
a Remotididymella anthropophila y Diaporthe caatingaensis, y otros que pertenecen a los géneros
Diaporthe, Phomopsis y Fusarium. Los hongos endofitos con actividad antagénica fueron
Alternaria alternata y Trichoderma longibrachiatum y otros que pertenecen a los géneros de
Alternaria y Phomopsis. El Gnico hongo endofito frecuente y que presento actividad antagonica es
N. oryzae, que junté con T. longibrachoatum sobresalen por su actividad antagénica contra F.
oxysporum y F. proliferatum. Pero difieren en su mecanismo de actividad antagonica, en T.
longibrachiatum se debe a la produccion de compuestos con actividad antibidtica, mientras que la
actividad de N. oryzae se debe a la competencia de espacio y nutrientes. Este es el primer reporte
de R. anthropophila como un hongo endéfito y de la identificacion y la actividad antagonica de
hongos endéfitos de hojas de A. pichichensis.
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