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RESUMEN

Las enfermedades causadas por hongos en las plantas son una gran preocupacién en la produccién agricola. Los macromicetos
son una fuente potencial de compuestos antiflingicos que podrian usarse para controlar estas enfermedades. El objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad biocontroladora in vitro de cuatro macromicetos de los géneros Xylaria, Agrocybe, Psilocybe y Stereum
sobre diferentes hongos fitopatégenos. Para ello, se determiné la curva de crecimiento de los macrohongos en dos medios: papa
dextrosa (PDA) y salvado de trigo (ST) y se caracterizaron las interacciones y la inhibicién in vitro de hongos fitopatégenos. Se realizé
la extraccién y caracterizacién de metabolitos secundarios de la biomasa, el medio extracelular y del homogeneizado del micelio y
caldo en los hongos con mayor porcentaje de inhibicién. Finalmente, se evalué la actividad antiftingica in vitro de estos extractos.
Las curvas de crecimiento cambiaron con la fuente de carbono, tres de cuatro macrohongos mostraron una mayor acumulacién de
biomasa en PDA que en ST. Las interacciones de Xylaria se clasificaron principalmente como reemplazo, obteniendo el mayor nivel
de antagonismo en PDA. Dos de los tres extractos evaluados mostraron actividad antiftingica contra los tres patégenos aislados en
concentraciones de 18 pg/ml para extractos metandlicos de biomasa y 2,5 % para el filtrado del homogeneizado del micelio, con
inhibiciones de 10 a 80 %. La caracterizacién de los metabolitos de Xylaria mostré a los 4cidos grasos como posibles compuestos
responsables de la actividad antiftigica. Este trabajo resalta el potencial de estos hongos para el control de enfermedades fuingicas.

Palabras clave: Antagonismo, cinética del crecimiento, cultivo dual, metabolitos secundarios, parasitismo.

ABSTRACT

Fungal diseases in plants are a significant concern in agricultural production. Macrofungi are a potential source of antifungal
compounds that could be used to control these diseases. This study aimed to evaluate the in vitro biocontrol activity of four
macrofungi of the genus Xylaria, Agrocybe, Psilocybe and Stereum on different plant pathogenic fungi. For this purpose, the growth
curve of macrofungi was determined on two carbon sources: potato dextrose and wheat bran. Interactions and the in vitro inhibition
on phytopathogenic fungi were also characterized. Subsequently, extraction and characterization of secondary metabolites of the
intracellular, extracellular and filtrate of homogenized of mycelia and broth culture were performed only on the fungi that showed
higher inhibition percentage. Finally, the in vitro antifungal activity of these extracts was evaluated. Growth curves changes with the
carbon source and three of four isolates show more considerable accumulation of biomass in potato dextrose than wheat bran,
reaching the stationary growth phase in a long time. Xylaria interactions were classified mostly as a replacement, obtaining the highest
level of antagonism on potato dextrose. Two of the three extracts assessed showed antifungal activity in all three pathogens isolated
at concentrations of 18 pg/ml for biomass methanol extracts and 2.5 % for filtrate of homogenized of mycelia with inhibitions from
10 to 80 %. Characterization of the metabolites of Xylaria showed fatty acids as possible compounds responsible for the antifungal
activity. This work showed the potential of these fungi for the control of fungal diseases.

Keywords: Antagonism, dual culture, growth kinetics, parasitism, secondary metabolites.
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INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos en plantas son
una de las preocupaciones de mayor consideracién en la
produccién agricola. Los fungicidas empleados actualmente
para el control de estas enfermedades son responsables de
un gran ndmero de efectos téxicos para el ser humano,
pueden generar consecuencias negativas en el medio
ambiente (Orlandini et al., 2015; Regueiro et al., 2015) y
afectan la comercializacién de los productos agricolas.
La resistencia asociada a un uso erréneo y excesivo de los
mismos ha motivado la busqueda de opciones ambiental
y econdémicamente racionales, que permitan reemplazar
o combinar el uso de productos quimicos sintéticos en la
agricultura (Hoyos, 2012). Algunas de estas alternativas
estdn enmarcadas en el término “regulacién bioldgica”
y se refieren al uso de microorganismos vivos, nativos o
introducidos, naturales o modificados genéticamente, para
el control de patégenos de plantas (Hoyos, 2012). Estos
organismos, denominados biocontroladores, ejercen su
accién por mecanismos como depredacién, parasitismo,
hipovirulencia, inhibicién, competencia o favorecimiento de
la planta (Ghorbanpouretal., 2017).

Entre los organismos que han sido reportados como
biocontroladores se encuentran bacterias, levaduras,
cepas no patogénicas, cepas hipovirulentas y hongos
micro y macromicetos (Ghorbanpour et al., 2017). Estos
dltimos pueden ser una fuente potencial de compuestos
bioactivos, generalmente metabolitos secundarios con
actividad antifingica, los cuales podrian ser empleados a
escala comercial (Morath et al., 2012). Dichos metabolitos
secundarios presentan una distribucién taxondémica
restringida y su biosintesis estd condicionada por factores
fisicos, quimicos y ambientales (Ramadan et al., 2015).
En principio, estos compuestos no son esenciales para la
vida del hongo pero contribuyen a su supervivencia y se
producen con frecuencia durante la fase estacionaria de
crecimiento (Ali et al., 2013 ; Hwang et al., 2014). Otros
compuestos como péptidos, enzimas liticas (quitinasas,
lacasas, celulasas, hemicelulasas, proteasas, peroxidasas,
entre otras) y polisacaridos con actividad antifingica,
antibacteriana y nematicida, han sido reportados en
macrohongos de los géneros Xylaria (Pongcharoen et al.,
2008; Silva et al., 2010; Richardson et al., 2014; Wu
etal.,2014), Agrocybe (Ngaietal., 2005), Psilocybe (Keayy Brown,
1989) y Stereum (Cateni et al., 2007; Li et al., 2014; Aqueveque
etal., 2016; Aqueveque etal., 2017; Yao etal., 2017).

Colombia posee una gran diversidad de ecosistemas
que presentan nichos Unicos para el crecimiento de
hongos, lo que lo posiciona como un sitio promisorio
para la busqueda de estas especies y de sus componentes
bioactivos (Castiblanco et al., 2015). Sin embargo, son
muy pocos los estudios sobre diversidad fiungica y sus
posibles aplicaciones. El objetivo de esta investigacién
fue evaluar la actividad biocontroladora in vitro de cuatro

266 - Acta biol. Colomb.,25(2):265-279, Mayo - Julio 2020

macromicetos nativos pertenecientes a los géneros Xylaria,
Agrocybe, Psilocybe y Stereum sobre siete aislamientos de
hongos fitopatégenos de interés agricola correspondientes
a Fusarium oxysporum, F. solani, Monilinia sp., Moniliophthora
roreri, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia sp., y Colletotrichum
sp. Para ello, i) se determiné la curva de crecimiento de
los hongos macromicetos en dos fuentes de carbono; ii)
secaracterizaronlasinteraccionesylacapacidad deinhibicién
in vitro de los macromicetos sobre los hongos fitopatégenos;
iii) se realizé la extraccién y caracterizacién preliminar de los
metabolitos secundarios a partir de la biomasa y el medio
de cultivo de los hongos que presentaron mayor capacidad de
inhibicién y iv) se evalué la actividad antifiingica in vitro
de los extractos seleccionados sobre aislados de Fusarium
oxysporum, Colletotrichum sp. y Moniliophthora roreri.

MATERIALES Y METODOS

Material fingico

Se seleccionaron cuatro hongos macromicetos de los
géneros Xylaria sp. CH3, Psilocybe sp. UPB6, Agrocybe sp.
UPB1 y Stereum sp. CH84 colectados a partir de madera en
descomposicién, en el bosque alto andino ubicado
en el Parque Natural Chicaque (Cundinamarca) y en
plantaciones de palma de aceite de la empresa UNIPALMA
S.A. en los llanos orientales de Colombia (Crespo et al.,
2014; Castafio et al., 2019). Los hongos fitopatégenos
Fusarium oxysporum, F. solani, Monilinia sp., Moniliophthora
roreri, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia sp. y Colletotrichum
sp. se obtuvieron de la clinica de plantas de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia
y de la Federacién Nacional de Cacaoteros, Fedecacao. Las
cepas se conservaron en cajas de Petri en agar papa dextrosa
a4 °Cy se repicaron cada tres meses en el mismo medio.

Medios de cultivo

Se empled caldo papa dextrosa (PDB) con la siguiente
formulacién (g.L"): papa (200) y glucosa (18); el salvado
de trigo (ST) con solucién Mandels modificado (Moya y
Torres, 2012) tuvo la siguiente formulacién (g.L"): salvado
de trigo (50), KNO, (1,4), KH,PO, (2), CaCl_.2H,O (0,4),
MgSO,.7H,0 (0,3), FeSO,.7H,O (0,005), MnSO,.H,O
(0,00118), ZnSO,.7H,0 (0,0014), CoCl,.6H,O (0,0026),
CuSO, (0,01) y agar nutritivo (28) para agar salvado de
trigo y PDA (agar papa dextrosa).

Cinética de crecimiento

Se determind la curva de crecimiento de los hongos
macromicetos en dos fuentes de carbono (FC), una
convencional en Papa Dextrosa (PDB)y otra no convencional
en Salvado de trigo (ST). Esta se realiz6 mediante una
fermentacién en estado liquido (FEL) en Erlenmeyer de 100
ml con 30 ml de medio PDB o ST. Estos medios de cultivo se
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inocularon con tres discos de 0,5 cm de didmetro tomados
de la periferia del hongo crecido en cajas con PDA de nueve
dias de incubacién (Castafio y Torres, 2015) y se incubaron
a 27 +2 °Ccon agitacién orbital de 150 rpm (MaxQ™ 4000
Benchtop Orbital Shaker) por 15 - 18 dias en oscuridad. La
cuantificacién de biomasa seca (48 h - 40 °C) se realizé por
triplicado con muestras tomadas cada tres dias.

Clasificacion y caracterizacion de las interacciones in vitro

Las interacciones se determinaron mediante cultivo dual
en los medios PDA y ST. Se tomaron discos de 8 mm del
micelio de cada uno de los hongos y se sembraron en los
extremos opuestos de una caja Petri, con incubacién a 27
+ 2 °C en oscuridad durante 18 a 21 dias posteriores a la
inoculacién del hongo fitopatégeno. Las interacciones se
clasificaron en cinco categorias: entremezcla mutua (M),
entremezcla parcial (PMI), inhibicién al punto de contacto
(TPI), inhibicién a la distancia (DI) y reemplazo (RPL)
(Molla et al., 2001). Para cada uno de los aislamientos se
calculé ademés el indice de antagonismo (IA) (Badalyan et
al., 2004). Para ello, se asigné a cada tipo de interaccién un
puntaje: MI =0, TPI=1,DI =2,PMI =3,RPL_ =4,RPL =5
y se calculé seguin la férmula: IA = MI (0xn) + TPI (1xn) + DI
(2xn) + PMI (3xn) + RPL,, (4xn) + RPL_ (5%n), donde n es
la frecuencia de cada tipo de interaccién. Adicionalmente,
se clasificé la actividad antagonista como fuertemente
activo (IA > 30), activo (IA 20 - 30), moderadamente
activo (IA 11 - 20) y débilmente activo (IA 1 - 10) (Pandey,
2012). La inhibicién in vitro se determiné solamente en las
interacciones clasificadas como DI y RPL. Se realiz6 una
medicién manual de los didmetros de ambas colonias cada
tres dias, durante 15 dias. El porcentaje de inhibicién se
determiné como la reduccién de la colonia del fitopatégeno
en comparacién con la colonia control multiplicado por
100 segtin la férmula Pl = 100 x (C1 - C2) /C1, donde C1 es
el didmetro de la colonia en ausencia del macromiceto y C2
en presencia del mismo (Abdel-Motaal et al., 2010).

Obtencion de extractos

La extraccién de los metabolitos secundarios de baja
y mediana polaridad se realizé sobre la biomasa (BM),
el medio de cultivo agotado (MC) y el homogenizado
(EC) en la fase estacionaria de crecimiento de los
hongos macromicetos que evidenciaron mayor indice de
antagonismo y mayor capacidad de inhibicién in vitro sobre
los hongos fitopatégenos. El producto de la FEL obtenido
en la fase estacionaria de crecimiento se filtré separando el
micelio del medio agotado. El medio de cultivo liofilizado
fue solubilizado en metanol mientras que la biomasa seca
(40 °C - 48 h) fue sometida a extracciones discontinuas
con MeOH asistidas por ultrasonido hasta obtener un peso
constante. Los extractos se desecaron con Na,SO, anhidro
y se llevaron a sequedad en un evaporador rotatorio a 120
rpmy 35 °C. Para la obtencién del EC, el producto obtenido

de la FEL durante la fase estacionaria de crecimiento fue
homogenizado en vértex y centrifugado a 5000 rpm por 20
min; posteriormente el sobrenadante se filtré6 empleando
una membrana de 0,22 pm MILLEX®GYV, Millipore.

Caracterizacion preliminar de los extractos

La caracterizacién preliminar de la clase de metabolitos
presentes en los extractos se efectué mediante la realizacién
de ensayos cualitativos de coloracién en Cromatografia en
Capa Delgada CCD (MeOH:EtOAc 98:2 y MeOH:EtOAc
50:50), utilizando el cromatograma que evidencié
el mayor ndmero de componentes y empleando los
siguientes reveladores especificos: tricloruro férrico para
compuestos fendlicos, Lieberman-Burchard para esteroles
y/o terpenoides, Molisch para azlcares, Benedict para
cumarinas y Fluoresceina para lipidos (Merck, 1980).
Para la deteccién de los esteroles se empled ademds
como reveladores especificos solucién de vainillina-acido
sulfirico 10 % en etanol y ZnCl al 25 % en metanol y como
universal, luz ultravioleta (254 nm y 366 nm). En cuanto
a la caracterizacién de los compuestos de la fraccién
grasa se realizé6 por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM) en un cromatégrafo GC-
17A Shimadzu, con las siguientes caracteristicas: columna
capilar HP-5MS 30 m, 0,250 mm de didmetro interno y
0,25 pm de espesor; gas de arrastre Helio 4,5 a 1 ml.min™;
modo Split 1:10; temperatura desde 90 °C hasta 300 °C a
5 °C.min""; temperatura de inyector y de interfase de 250 °C.
Este cromatdgrafo estd acoplado a un espectrémetro de
masas CGMS QPS5050A. Se inyectaron 1 pL de soluciones
de 3 mg.ml" del extracto a analizar disueltos en CH,Cl..

Ensayos antiflingicos cuantitativos

Se empled el porcentaje de inhibicién de crecimiento
micelial (PICM). Los extractos filtrados BM y MC se
adicionaron por separado a medio PDA en concentraciones
de 9,18,90y 180 pg.ml'y en concentraciones de 1; 2,5; 5;
10y 50 % para el EC. Se tomaron discos de 3 mm del micelio
de tres hongos fitopatégenos de ocho dias de cultivo y se
inocularon en el centro de las cajas de Petri de 5 cm con el
medio PDA que contenia las concentraciones de los extractos
por separado. Como control se inocularon discos de micelio
en medio PDA. Todos los hongos se incubaron a 28 °C por
6 - 11 dias y se tomaron lecturas diarias de los didmetros de
las colonias. La actividad inhibitoria se determiné midiendo
el didmetro radial de las colonias en presencia del extracto
(R2) y el didmetro radial de la colonia control (R1). Estas
dos medidas se utilizaron para calcular el PICM (Skidmore
AM, Dickinson CH. Interactions between germinating
spores of Septoria nodorum and phyloplane fungi. Trans.
Brit. Mycol. Soci. 1976;66, 45-56.) segun la férmula:

PICM:%MOO (1)
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Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar y todos
los experimentos se realizaron por triplicado. Una vez
comprobados los supuestos del andlisis de varianza, los
datos experimentales se analizaron mediante ANOVA
y prueba de comparacién de medias (Test de Tukey) a
una p < 0,05 para determinar la presencia de diferencias
significativas entre los tratamientos. Los datos se analizaron
en el programa estadistico SAS 9.1.3°.

RESULTADOS

Caracterizacion de las cinéticas de crecimiento

La cantidad de biomasa seca en funcién del tiempo varié
con respecto a los aislamientos y a la fuente de carbono
(Anexo 1). Para los aislamientos Xylaria sp. CH3, Agrocybe
sp. UPB1 y Psilocybe sp. UPB6 el rendimiento de biomasa fue
mayor en medio PDB que en medio ST y se evidenciaron
las diferentes fases de crecimiento de cada uno de estos
aislamientos (Anexo 1A). Xylaria sp. CH3 presenté la mayor
produccién de biomasa de todos los aislamientos en medio
PDB con 9,91 + 0,70 g.L" en el dia 15, mientras que Stereum
sp. CH84 evidencié la menor en medio PDB con 3,73 =
0,28 g.L'" en el mismo periodo de tiempo (Anexo TA). Sin
embargo, en medio ST la produccién de biomasa de Stereum
sp. CH84 aumentd en 1,5 veces (5,71 = 0,57 g.L'") y se
lograron distinguir las diferentes fases de crecimiento. En
general para el medio ST, el rango de mayor produccién de
biomasa se encontré entre 4,5y 5,54 g.L'' y fue menor a
lo encontrado en medio PDB (6,9 - 10,9 g.L") para todos
los aislamientos, con excepcién de Stereum sp. CH84. El
aislamiento Agrocybe sp. UPB1 fue el tnico que presenté un
crecimiento diatxico en el tiempo evaluado.

Existen reportes que demuestran que la biosintesis de los
metabolitos secundarios inicia durante la fase estacionaria
del crecimiento del hongo, cuando este entra en estado de
estrés debido a la disminucién de nutrientes. Se considera
que estos compuestos no son esenciales para la vida del
hongo pero contribuyen a su supervivencia (Shaikh et al.,
2009; Ali et al., 2013; Hwang et al., 2014). Con base en los
resultados obtenidos, para la extraccién de los metabolitos
secundarios presentes en la biomasa, en el sobrenadanteyen
el homogenizado total de los aislamientos seleccionados, se
empled la biomasa obtenida en el medio de cultivo en PDB,
utilizando la muestra correspondiente a la fase estacionaria
del cultivo.

Clasificacion y caracterizacion de las interacciones in vitro

Se clasificaron un total de 56 interacciones fuingicas. El
tipo de interaccién varié con los aislamientos y la fuente
de carbono empleada (Tabla 1, Fig. 1). En medio PDA la
mayoria de las interacciones de Xylaria sp. CH3 se clasificaron
como RPL. Agrocybe sp. UPB1 presenté la mayor diversidad
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de interacciones fungicas, lo cual pone en evidencia su
capacidad de respuesta a diferentes patégenos. Para los
aislamientos Psilocybe sp. UPB6 y Stereum sp. CH84 se
presentaron con mayor frecuencia interacciones del tipo DI.

En este estudio se calculé un total de 22 indices de
antagonismo para cada uno de los aislamientos en los
dos medios de cultivo (Tabla 1), con valores mayores
o iguales en medio PDA que en ST, con excepcién del
aislamiento CH84. Con base en esta clasificacién, Xylaria
sp. CH3 y Agrocybe sp. UPB1 presentaron un antagonismo
activo, y Psilocybe sp. UPB6 junto con Stereum sp. CH84
un antagonismo moderadamente activo en medio PDA.
En medio ST, Xylaria sp. CH3 fue el tnico aislamiento con
antagonismo activo, Psilocybe sp. UPB6 y Stereum sp. CH84
presentan un antagonismo moderadamente activo y
Agrocybe sp. UPB1 un antagonismo débil. Con base en estos
resultados se determind la capacidad de inhibicién in vitro
(PICM) dnicamente en las interacciones clasificadas como
RPL o DI las cuales estdn relacionadas principalmente con
la produccién de compuestos antifiingicos.

Determinacion de la capacidad de inhibicion in vitro (PICM)

Los resultados muestran que los PCIM dependen tanto del
medio de cultivo como de las cepas utilizadas en la interaccién
(Fig. 2). En general se alcanzaron los mayores PCIM en medio
PDA con todos los macromicetos evaluados, en donde se
destaca el aislamiento Xylaria sp. CH3 para la mayoria de los
hongos fitopatégenos con valores de PICM entre 52 y 68 %,
y Agrocybe sp. UPB1 para F. oxysporum que alcanzé un valor de
72 % (Fig. 2a). En medio ST los PICM variaron con respecto a
PDA (Fig. 2b). Xylaria sp. CH3 presenté un mayor PICM para
Colletotrichum sp. y Rhizoctonia sp. con valores de 73 %y 62 %,
respectivamente. Aunque Stereum sp. CH84 mostré PICM en
cuatro de los siete fitopatégenos, los valores de inhibicién
oscilaron entre el 1y el 33 %. Con base en estos resultados se
realizé la extraccién de los metabolitos secundarios presentes
en los aislamientos con mayor actividad antagonista
correspondientes a Xylaria sp. CH3, Agrocybe sp. UPB1 y
Stereum sp. CH84 en medio PDB.

Caracterizacion preliminar de metabolitos secundarios
por CCD, ensayos colorimétricos y CG-EM

Caracterizacién por CCD

La visualizacién de los cromatogramas con el revelador
universal establecié que los extractos metandlicos estuvieron
constituidos por compuestos de baja y mediana polaridad.
En los correspondientes a la biomasa de Xylaria sp. CH3 se
detectaron compuestos con valores Rf de 0,34, 0,89 y 0,98;
para Agrocybe sp. UPB1 de 0,83, 0,88 y 0,92; y para Stereum
sp. CH84 de 0,88 y 0,95, lo que permitid ver la similitud de
composicién de los extractos (Anexo 4). Solamente para el
aislamiento Xylaria sp. CH3, y como resultado del empleo en
CCD de los reveladores especificos para los diferentes tipos



Tabla 1. Interacciones entre macromicetos y hongos fitopatégenos.

Tipo de interaccién®

ceee Colletotrichum sp.  F. oxysporum M. roreri  Monilinia sp.  Sclerotinia sp.  Rhizoctonia sp.  F. solani  Indice de antagonismo
PDA
Xylaria sp. CH3 RPL,, RPL,, RPL,, RPL,, RPL,, RPL,, PMI 30
Agrocybe sp. UPB1 RPL, DI RPL, PMI PMI PMI PMI 23
Psilocybesp. UPB6 DI DI TPI DI TPI TPI DI 11
Stereum sp. CH84 DI DI DI DI TPI DI DI 13
. rg’ﬂ‘zg‘;i‘jfna 14 10 12 12 9 10 10
ST
Xylaria sp. CH3 RPL,, PMI RPL,, PMI PMI RPL,, TPI 23
Agrocybesp. UPB1 DI PMI* DI DI TPI RPL,* DI 9
Psilocybesp. UPB6 TPI DI TPI DI DI DI TPI 11
Stereum sp. CH84 DI PMI DI DI PMI* DI TPI 15
oo 10 i ? ° ° i i

*PMI, Entremezcla parcial mutua; DI, Inhibicién a la distancia; TPI, Inhibicién al punto de contacto; RPL
distancia; RPL,,,, Reemplazo después de inhibicién al punto de contacto.

Remplazo después de inhibicién a la

DI’

f

Fig 1. Interacciones entre macromicetos (izquierda) y hongos fitopatégenos (derecha). a. Inhibicién al punto de contacto (TPI) entre Psilocybe
sp. UPB6 y Moniliophthora roreri en PDA; b. Inhibicién a la distancia (D) entre Stereum sp. y Moniliophthora roreri CH84 en ST; c. Reemplazo después
de inhibicién a la distancia (RPL ) entre Xylaria sp. CH3 and Monilinia sp. en PDA; d. Reemplazo después de inhibicién al punto de contacto (RPL ;)
entre Xylaria sp. CH3 y Fusarium oxysporum en PDA; e. Entremezcla parcial mutua (PMI) entre Agrocybe sp. UPB1 y Rhizoctonia sp. en PDA,; f. Reemplazo
después de inhibicion a la distancia (RPL, ) entre Agrocybe sp. UPB1 y Rhizoctonia sp. en ST donde el hongo fitopatdgeno crece sobre el macromiceto.
Las figuras son representativas de todas las repeticiones del experimento.
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de metabolitos que conforman cada uno de los extractos
analizados (BM, MC y EC), se determiné la presencia de
compuestos fendlicos, cidos grasos, azlicares y compuestos
triterpenoidales (Tabla 2).

Anadlisis por CG-EM

Con base en el hecho de que los 4cidos grasos exhiben
actividad antifingica y dado que Xylaria sp. exhibié el
mayor indice de antagonismo, se determiné la composicién
quimica de la fraccién grasa, correspondiente al extracto en
Diclorometano (DCM) de la biomasa de Xylaria sp. mediante
CG-EM. Los compuestos fueron identificados por la libreria
del equipo y el andlisis de sus espectros de masas (Anexo 2),
dando como resultado la presencia de los acidos palmitico,
linoléico y oleico. Todos ellos presentan en sus espectros de
masa los picos correspondientes a [M-agua]’, [M-OH]",
[M-CO,H]" y los iones en m.z" 60, correspondientes al
rearreglo de Mclafferty, asi como las pérdidas sucesivas
de 14 unidades de masa, debidas a la fragmentacién de la
cadena hidrocarbonada.

Ensayos antifiingicos cuantitativos

Se evalué la actividad antiflingica de dos extractos
metandlicos obtenidos a partir de la BM y el MC de Xylaria
sp. a concentraciones de 0, 9, 18, 90 y 180 ug.ml " sobre el
crecimiento radial de tres hongos fitopatégenos: F. oxysporum,
Colletotrichum sp. y M. roreri. (Fig. 3a). Los extractos de BM
evidenciaron actividad antiftingica en los tres fitopatégenos
evaluados desde 90 ug.ml™. El extracto del MC no evidencié
actividad antiftingica en F. oxysporum ni en Colletotrichum sp.,
pero si una leve inhibicién en M. roreri a una concentracién
de 180 pg.ml'. Con respecto a la actividad antifiingica del

a.
F solan P
L. -//////////////// — a
Sclerotinia sp. a

Rhizoctonia sp.

F. oxysporum

e b
M. roreri WTHTHTHTHTHTHTHTHTHTHTHTHTHTHW
a
o A A AV VAN - i b
Monilinia sp. b
A BH g
A T T T a  ar  a  ar  ar  a |bc

Colletotrichum sp.

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
PICM (%)

BCH84 @UPB6 mMUPBT ECH3

EC, ésta se evidencié para los tres fitopatégenos, siendo
mayor para Colletotrichum sp. y M. roreri desde el 1 % (Fig. 3b).

Se calcularon en total 45 PICM de los tres extractos
evaluados para los tres hongos fitopatégenos en el dia
15. Para todos los casos EC-50 % (homogeneizado de la
biomasa y el medio de cultivo en concentracién del 50 %)
evidencié los mayores PICM con valores de 59,2 + 5%, 82,4
+1%y73,3+1,7% para F. oxysporum, Colletotrichum sp.Y M.
roreri respectivamente (Anexo 3).

DISCUSION

La biomasa y las diferentes fases de crecimiento que
presenta un hongo dependen tanto de la composicién del
medio de cultivo como del hongo utilizado. En este estudio
se encontraron mayores producciones de biomasa en medio
PDB y en un tiempo menor de lo reportado para Xylaria sp.
(1,5g.L"en 40 dias) por Ramesh et al. (2014) y para Agrocybe
cilindracea (6 g.L'") por Kim et al. (2005). Asi mismo, se ha
reportado que el medio PDB, al estar suplementado con
glucosa, facilita el inicio de la fase exponencial del hongo
alcanzando mayores rendimientos (Ramesh et al., 2014);
en la fase estacionaria y de declive, cuando se disminuye
la disponibilidad de glucosa, se producen las enzimas
necesarias para la degradacién de moléculas mds complejas
(Aziza y Amrane, 2012). En contraste, en un medio ST, en
el que la fuente de carbono es compleja desde el inicio, los
aislamientos deberdn contar con enzimas especificas para
degradar el salvado de trigo, que es un sustrato compuesto
de diferentes polisacéridos, e iniciar su crecimiento (Kim
et al., 2005). La diferencia en las cinéticas de crecimiento
para cada uno de los aislamientos estudiados en medio

b.
F. solani oo
Sclerotinia sp. p————————————————=— B
1 = o BH C
Rhizoctonia sp. [t e B e B b
= = s T g
F. oxysporum FH
.=
M. roreri IR b
e = === a
H
Monilinia sp. %E_‘ a
A - b
Colletotrichum sp. b
r - r - r - : 3

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
PICM (%)

BCH84 OUPB6 OUPB1 HEHCH3

Fig 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (PICM) de hongo fitopatégenos 15 dias después de inoculacién en presencia de
Xylaria sp. CH3, Agrocybe sp. UPB1, Psilocybe sp. UPB6 y Stereum sp.CH84 en dos fuentes de carbono diferentes. a. PICM en PDA. b. PICM en ST.
Las columnas de cada fitopatégeno con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (« = 0,05). Las barras en las

columnas representan la desviacién estdndar de la media (n = 3).
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ST puede deberse a la actividad enzimdtica propia de cada
aislamiento empleada para degradar este sustrato; de
esta forma Stereum sp. CH84 y Agrocybe sp. UPB1 cuentan
con las enzimas especificas que le permiten degradar mas
eficientemente este sustrato que los otros aislamientos.

En las interacciones de Stereum sp. CH84 con Rhizoctonia
sp., F. solani, Sclerotinia sp. y Monilinia sp. fue posible apreciar
la produccién de pigmentos en la interface (Fig 1b); Peiris
et al. (2008) indica que estos compuestos pueden tratarse
de fenoles y quinonas asociados a enzimas extracelulares,
como lacasas. Estas enzimas estdn implicadas en multiples
funciones presentes en las interacciones miceliales, como
cambios en la hidrofobicidad de las paredes celulares
de las hifas como medida de proteccién ante las enzimas
hidroliticas de otros organismos (Larena et al., 2005), y en
la produccién de algunos compuestos como las quinonas
que estan involucradas en la formacién de melanina, la cual
actia como barrera fisica contra enzimas degradadoras de
la pared celular (Larena et al., 2005).

En medio ST solo se encontraron tres interacciones
del tipo RPL, todas pertenecientes a Xylaria sp. CH3
(Tabla 1). En general, estos tipos de interacciones se
relacionan con los mecanismos de regulacién bioldgica
de patégenos (Ghorbanpour et al., 2017); de esta forma,
las interacciones clasificadas como RPL indican que se
trata de parasitismo, en el que el patégeno es atacado
usualmente mediante la produccién de enzimas liticas;
las interacciones DI involucran un antagonismo indirecto
mediante la produccién de compuestos que inhiben el
organismo patdgeno; las interacciones TPl y PMI estdn
relacionadas con la competencia, ya sea por nutrientes o
por espacio, en la cual uno de los organismos reduce la
disponibilidad de recursos para el otro. Las interacciones
RPL,, involucran antibiosis inicial y posterior parasitismo
(Badalyan et al., 2004). Boddy (2000) reporta interacciones
de reemplazo completo en Armillaria gallica por parte de
Xylaria hypoxylon; Pandey (2012) reporta interacciones de
Xylaria del tipo RPL_, sobre Rhizoctonia solani'y F. oxysporum,
reemplazo completo en Alternaria brassicae y PMI en F.
solani, Colletotrichum capsici, Phytophthora nicotianae y Phoma
medicaginis. Se han reportado interacciones del tipo TPl y

posterior PMI para Stereum hirsutum en presencia de Coprinus
micaceus y C. disseminatus (Peiris et al., 2008). También se
han documentado interacciones del tipo TPI entre Psilocybe
fasciata 'y Acremonium strictum, en las que el punto de contacto
corresponde a una zona micelial escasa (He et al., 2006).

El mayor IA lo obtuvo el aislamiento Xylaria sp. CH3 en
medio PDA (lA-30); este resultado es concordante con
lo presentado por Pandey (2012), que reporta indices de
antagonismo entre 20 y 30 para Xylaria sp. En comparacién
con los IA reportados para especies con alta actividad
biocontroladora como Trichoderma harzianum (1A 44.5),
T. pseudokoningii (1A 26) y T. viride (1A 26) en presencia de
17 especies diferentes de hongos xiléfilos (Badalyan et al.,
2004), el aislamiento Xylaria sp. utilizado en este estudio
se posiciona como un excelente candidato para controlar
hongos fitopatogenos.

Se ha demostrado que la produccién de diferentes
compuestos antifiingicos como proteinas, aminodacidos,
compuestos esteroidales, compuestos fendlicos, lipidos y
polisacdridos tipo 3-glucano entre otros, puede ser elicitada
por la fuente de carbono y nitrégeno utilizada en el medio
de cultivo, asi como por el tipo de cepas enfrentadas en el
cultivo dual (Ramadanetal., 2015). Ruizetal. (2010) indican
que existe una fuerte influencia de la fuente de carbono en la
formacién de muchos metabolitos.

Los extractos EC y BM presentaron una mayor riqueza
de compuestos con respecto a MC; ademds, solo en el
extracto BM se detecté la presencia de lipidos (Tabla 2).
Esta diferencia en la composicién de los extractos radica
en los niveles de concentracién de estos compuestos,
dados por la intensidad de coloracién obtenida con los
reveladores especificos. En este sentido, para el extracto BM
se presentaron mayores o iguales niveles en la mayoria de
los compuestos con excepcién del reportado para aztcares
en el extracto EC (Tabla 2). Estos resultados ponen en
evidencia la variabilidad estructural de los compuestos
sintetizados por este aislamiento de Xylaria, lo cual
concuerda con lo reportado en diferentes estudios quimicos
realizados para el género Xylaria , en los que se han aislado
metabolitos de diversas estructuras como citocalasinas,
acidos grasos, diterpenos glicosidados, sesquiterpenoides,

Tabla 2. Caracterizacién preliminar de metabolitos secundarios por ensayos colorimétricos en CCD presentes en Xylaria sp. CH3. BM,
extracto metandlico de biomasa; MC, extracto metandlico del medio de cultivo; EC, homogeneizado de la biomasa y el medio de cultivo.

Tipo de metabolito

Flavonoides y cumarinas Fenoles y dcidos

Esteroles, esteroides y

Muestra o . . ;. Lipidos Azucares . o Universal
con grupos o-dihidroxi hidroxamicos triterpenos glicosilados
BM +++ +++ ++ ++ +++ +++
MC + + - ++ ++ +++
EC 4+ + - R R, R

+++ Positivo; ++ Intermedio, + No concluyente, - Negativo
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esteroides y lactonas a partir de cuerpos fructiferos o
medios de cultivo (Wang et al., 2014). También se detecté
que estos compuestos permanecen principalmente en
la biomasa del hongo y se secretan en menor cantidad al
medio de cultivo. Adicionalmente, los resultados arrojados
en la presente investigacién, en lo referente a dcidos grasos,
son similares con lo reportado por Wang et al. (2014),
quienes determinaron, en extractos de cloroformo/metanol
de cuerpos fructiferos de Xylaria euglosa, la presencia de
compuestos de baja polaridad, como acidos grasos de
cadena larga.

Con base en el andlisis anterior y la similitud del perfil
cromatografico en CCD de los extractos de los diferentes
aislamientos, se puede inferir que la elevada actividad
antagonista que presentd el aislamiento Xylaria sp. CHO3
puede ser debida a la presencia de los acidos grasos, ya que
los 4cidos palmitico, linoleico y estedrico se han reportado
con actividad antimicrobiana y antiftingica (Paterson, 2006;
Wang et al., 2014). Esta dltima, en el caso del palmitico,
especificamente contra Fusarium oxysporum (Liu et al., 2008),
de los 4cidos linoléico y linolénico contra Rhizoctonia solani,
Pythium ultimum, Pyrenophora avenae 'y Crinipellis perniciosa
(Walters et al., 2004) y del dcido oléico contra Colletotrichum
fulcatum, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Abubacker y
Devi, 2014). Sin embargo, cabe anotar que los resultados
aqui presentados corresponden a una caracterizacion
preliminar del perfil metabolémico de los aislamientos
estudiados y, por lo tanto, es indispensable continuar con
el estudio y la identificacién inequivoca de los compuestos
encontrados, asi como evaluar sus diferentes actividades
biolégicas.

Tarman et al. (2011) indican que extractos en EtOAc
de medio de cultivo de Xylaria sp. exhiben actividades
citotéxicas y antibacteriales considerables, pero actividades
antifingicas bajas en concentraciones de 100 a 400 pg por
punto de aplicacién. Sin embargo, en el presente estudio se
utilizé un extracto metanolico que presenta mayor polaridad
que el acetato de etilo y por lo tanto extrae compuestos
con polaridades distintas, que pueden ser estructuralmente
diferentes y que, como en este caso, exhiben propiedades
antifiingicas mayores. Por otro lado, Pandey (2012) reporta
un PICM de 0 % para los hongos F. oxysporum y Colletotrichum
capsici en presencia de medio de cultivo filtrado de Xylaria
sp. a concentraciones de 50 %, lo cual no corresponde a
lo reportado en el presente estudio, en el que se encontré
inhibicién desde el 1%, inhibicién que dependié del hongo
fitopatégeno evaluado. Abdel-Motaal et al. (2010) reportan
mayor actividad antifingica de los compuestos secretados
al medio de hongos endéfitos contra algunos fitopatégenos;
sin embargo, esto es contrario a los resultados aquf
presentados, donde los compuestos con actividad
antifingica se encuentran presentes principalmente en la
biomasa y posiblemente corresponden a 4cidos grasos. Se
ha reportado que la secrecién al medio de cultivo de los

compuestos con actividad antiflingica es inducida por la
presencia del hongo fitopatégeno (Ramadan et al., 2015)
y por tanto, en ausencia del mismo, estos se mantienen en
mayor proporcién en la fase intracelular del organismo,
como se evidencid en el presente estudio.

CONCLUSIONES

De la investigacioén realizada sobre hongos macromicetos
nativos pertenecientes a los géneros Xylaria, Agrocybe, Psilocybe
y Stereum se determiné que el crecimiento de estos hongos
y su interaccién con los hongos fitopatégenos depende del
medio de cultivo y de las cepas utilizadas, lo que indica
una variabilidad metabdlica y un modo de regulacién
biolégica propia de cada organismo. El hongo Xylaria sp.
CH3 cultivado en PDB mostré tanto la mayor produccién
de biomasa como la mayor actividad antagonista para
los fitopatégenos F. oxysporum, Colletotrichum sp.'y M. roreri,
accién que podria ser atribuida a la presencia, dentro de los
metabolitos biosintetizados por este hongo, de los 4cidos
grasos, compuestos ya reportados con actividad antiftingica,
posiciondndolo como un potencial biocontrolador de
enfermedades de cultivos de interés agricola. Sin embargo, es
necesario separar y purificar cada uno de estos compuestos
y evaluar su potencial antifiingico mediante pruebas in vivo.
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Anexo 1. Cinéticas de crecimiento de Xylaria sp. CH3, Agrocybe sp. UPB1, Psilocybe sp. UPB6 y Stereum sp. CH84 en dos fuentes de carbono a.
Papa dextrosa PDB b. Salvado de trigo ST.
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c. Moniliophthora roreri
Anexo 3. Actividad antifiingica de extractos de Xylaria sp.CH3. BM en concentraciones de 9 pg.ml”, 18 pg.ml", 90 pg.ml"

y 180 pg.ml”"; MC en concentraciones de 9 pg.ml™?, 18 pg.ml”, 90 pg.ml"y 180 pg.ml". EC en concentraaones de 1%, 3 %,
5%, 10%y 50 % (v/v). MeOH, Testigo (-) con metanol a. Fusarium oxysporums; b. Colletotrichum sp. y c. Moniliophthora roreri.
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a. b. C. d.

Anexo 4. CCD de extractos metandlicos de la biomasa de Xylaria sp. CH3, Agrocybe sp. UPB1, Stereum sp. CH84 con
diferentes reveladores a. UV 366 nm MeOH: EtOAc (98: 2) b. Cloruro de Zinc 25 % MeOH: EtOAc (95: 5) c. Revelador
universal MeOH: EtOAc (50:50) d. UV 366 nm MeOH: EtOAc (95: 5).
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