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Bioprospeccién de hongos enddéfitos de Neochamaelea
pulverulenta para el control de plagas agricolas

Resumen

En los ultimos afios, las restricciones impuestas sobre el uso de pesticidas sintéticos en la Unidn
Europea como consecuencia de la entrada en vigor de nuevas normativas en materia de
seguridad alimentaria han derivado en una creciente demanda de bioplaguicidas, los cuales se
presentan como una alternativa sostenible y respetuosa con el entorno natural, ademas de
menos perjudicial para la salud humana. Los bioplaguicidas para la proteccién de plantas
incluyen sustancias naturales y son componentes clave de los programas de manejo integrado
de plagas (MIP), cuyo objetivo es reducir la carga de productos quimicos sintéticos utilizados
para controlar las enfermedades de las plantas. Dentro de la categoria de bioplaguicidas
microbianos, los hongos enddfitos han emergido como un valioso recurso al tratarse de
microorganismos que viven en el interior de los tejidos de las plantas sin causarles sintomas
aparentes de enfermedad que, ademas, juegan un importante papel en la promocion del
crecimiento y en la resistencia al estrés y enfermedades de la planta hospedante mediante la
produccion de diversas sustancias bioactivas.

En el presente trabajo se llevard a cabo una bioprospeccidon a nivel de hongos endodfitos
asociados a Neochamaelea pulverulenta, una especie endémica de las Islas Canarias, con la
finalidad de buscar bioplaguicidas microbianos para la proteccién de cultivos. Se realizaran
fermentaciones fungicas para la produccién de biomasa, obteniéndose extractos que serdn
analizados en busca de efectos contra determinadas plagas y enfermedades de los cultivos para
una posterior ampliacion de la produccién de bioplaguicidas interesantes. Se evaluara tanto la
actividad fungicida de los extractos obtenidos frente a diferentes hongos fitopatdgenos
(Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Alternaria alternata) como sus efectos fitotdxicos
frente a monocotileddneas (Lolium perenne) y dicotileddneas (Lactuca sativa) con el objeto de
determinar su posible aplicacidn en el control de fitopatégenos fungicos y/o malas hierbas como
agentes fungicidas y/o herbicidas.
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Introduccion

Situacién actual de la agricultura

En 1950 se estimaba que 2.600 millones de personas habitaban nuestro planeta. Casi 50 afios
después, en 1999, esta cifra ya habia alcanzado los 6.000 millones. En base a este drastico
crecimiento poblacional experimentado en las Ultimas décadas, la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU) pronostica que la poblacién mundial crecerd un 34% para el afio 2050, llegando a
superar los 9.000 millones de personas (United Nations, 2019). Esta situacion pone bajo una
enorme presion al sector primario, el cual debe alimentar a una poblacién cada vez mayor al
mismo tiempo que la productividad de la tierra decae cada dia que pasa (Toth y Szigeti, 2016).
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Figura 1. Estimaciones (1950 — 2020) y proyecciones probabilisticas (2020 —2100) de la poblacién mundial
total. En el grafico se representa la trayectoria mediana, los intervalos de prediccion del 80% y el 95% de
las proyecciones probabilisticas y las variantes alta y baja (+/- 0,5 nacimientos con respecto a la variante
media). Figura tomada de United Nations, 2019.

Con el fin ultimo de erradicar el hambre en el mundo, tras la Segunda Guerra Mundial empezé
a extenderse por Occidente una agricultura moderna basada en la explotacién intensiva de las
tierras, con gran especializacién en pocas especies y variedades (principalmente cereales: maiz,
trigo y arroz) y con una fuerte carga tecnoldgica. Para conseguir sus objetivos, este sistema de
produccion se apoyaba en cuatro pilares fundamentales: la maquinaria agricola, la industria
agroquimica (pesticidas sintéticos y abonos nitrogenados), la biotecnologia y los sistemas de
riego (Altieri, 1999). Si bien es cierto que, la introduccién de estos nuevos métodos ayudo a
aliviar en cierto modo la prevalencia de esta afliccién, las altas dependencias de insumos
externos para mantener las altas productividades han generado a largo plazo, mas que resuelto,
problemas de cara al desarrollo de la agricultura contemporanea (Sethi et al., 2022). Asi,
actualmente hacemos frente a 811 millones de personas subalimentadas en el afio 2020 (ONU,
2021), a un deterioro del patrimonio natural (contaminacién atmosférica, de recursos hidricos
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y edaficos; pérdida de biodiversidad) como consecuencia de los cambios en el uso del suelo; a
la produccion de alimentos con baja calidad nutricional (altos en calorias pero deficientes en
proteinas, vitaminas y minerales) que, ademads, presentan residuos de pesticidas que
sobrepasan los limites tolerables; y a unos sobredimensionados costes energéticos derivados de
su alta dependencia de energias fésiles.

El problema principal radica en que los agroecosistemas modernos se han planteado como si se
tratasen de algo ajeno a la propia naturaleza, destruyéndose importantes comunidades
vegetales repletas de especies Unicas para establecer, en su lugar, grandes extensiones
conformadas por plantas genéticamente homogéneas que necesitan de ingentes cantidades de
agua, pesticidas y fertilizantes para cumplir con sus expectativas de crecimiento. En
consecuencia, los ecosistemas resultantes se han convertido en una versidon estructural y
funcionalmente simplificada de sus contrapartes naturales, carentes de cualquier mecanismo
de autorregulacion y, por tanto, altamente susceptibles a las inclemencias climaticas (cada vez
mas frecuentes debido al cambio climatico) y a la incidencia de plagas y enfermedades (Nicholls
et al., 2015).

Esto crea una situacion insostenible desde el punto de vista tanto econdmico como social y
medioambiental. Como respuesta, se ha visto en los uUltimos afios una proliferacién en la puesta
en prdctica de los principios agroecolégicos, fundamentados en el policultivo (sistemas
intercalados con mezcla de variedades y diversificacién temporal), un manejo organico del suelo
(mediante la aplicacién de estiércoles o compost, el uso de cultivos cobertura, ...), un control
bioldgico de las plagas (haciendo uso de la alelopatia negativa que exhiben determinados
organismos) y la independencia de insumos externos (optimizar el uso eficiente de los mismos
y sustituir los sintéticos por orgdnicos) (Altieri, 1999).

Esta claro que la uUnica forma de garantizar la seguridad alimentaria a nivel mundial es
produciendo mads alimentos de forma sostenible e inofensiva. Los sistemas agricolas sostenibles,
inspirados en la agroecologia, son econdmicamente viables, cumplen con los requisitos de la
sociedad de alimentos inocuos y nutritivos, preservan el vigor y el dinamismo en la expansién
agricola, conservan o mejoran los recursos naturales y la calidad ambiental para las
generaciones futuras y, ademas, facilitan el cumplimiento de la mayoria de las metas referentes
avarios de los Objetivos de Desarrollo Sostenible propuestos por la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) (Sethi et al., 2022). Referente a esto Ultimo, resalta que de estos 17 objetivos
adoptados con el propdsito de lograr un mundo sostenible para el aino 2030, ocho de ellos
mantienen una relacién directa con la agricultura, destacando asi el papel central que juega esta
en nuestra lucha contra la pobreza, el hambre y la desigualdad, en la respuesta frente al cambio
climatico y en la conservacion de nuestros recursos naturales.

Actualmente, uno de los mayores problemas a los que hace frente la agricultura sostenible a la
hora de proporcionar alimentos saludables y seguros para el consumo humano en cantidades
suficientes lo constituye la incidencia de plagas y enfermedades. Un sistema agricola sostenible
debe encontrar el equilibrio entre las necesidades de produccion y el apoyo del que depende el
sistema agricola, siendo la gestién de plagas un aspecto fundamental para su desarrollo. Hasta
ahora se ha estado practicando un uso indiscriminado de agroquimicos para hacer frente a este
problema, a pesar de las multiples externalidades negativas que su aplicacidon conlleva,
contribuyendo a la acumulacidn de residuos tdxicos en los alimentos, el suelo, el aire y el agua,
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entre otras cosas. Es por ello que resulta necesario realizar mas investigaciones acerca de los
insecticidas y su degradacion, asi como de métodos alternativos que ayuden a evitar no sélo los
impactos sobre organismos no objetivo, sino también a promover el acceso a agua limpia libre
de quimicos (ODS 6), reducir la presencia de contaminante en alimentos y agua mejorando la
salud (ODS 3), fomentar el consumo responsable y produccién de insecticidas (ODS 12), y reducir
el impacto en la biodiversidad tanto acuatica (ODS 14) como terrestre (ODS 15) (Sethi et al.,
2022).

Métodos alternativos

En varios estudios se ha constatado la aparicion de cambios en la microbiota (Hartmann et al.
2015), fertilidad y actividad enzimatica de los suelos (Malik et al. 2017), en el ciclo del nitrégeno
(Damin y Trivelin, 2011) y en el crecimiento de la vegetacién (Malik et al. 2017) como
consecuencia directa del uso de pesticidas tradicionales. Esto es debido en gran medida a que
estos productos fitosanitarios, aplicados con la finalidad de prevenir, destruir o controlar
cualquier especie dafiina para las cultivos, suelen tener un amplio espectro de actuacién con el
objeto de abarcar el mayor nimero de posibles amenazas, conllevando su posible actuacion
sobre organismos no objetivo entre los cuales se encuentran los microorganismos que habitan
el suelo, las plantas y animales silvestres e, incluso, los humanos, que consumimos los productos
generados. Ademas, debido a que generalmente se tratan de compuesto quimicos con una
estructura muy compleja, no existen microorganismos con enzimas que sean capaces de
descomponerlos, desencadenando su persistencia por largos periodos de tiempo en el suelo y
fuentes de agua, contaminandolos, o en el interior de los organismos, intoxicandolos
(Grumezescu, 2017; Ortiz-Hernandez et al., 2013). Estas razones dejan claro, por tanto, que el
manejo de plagas y patégenos basado Unicamente en la aplicacidon de pesticidas quimicos es
insostenible.

Entre las consecuencias mas graves derivadas del uso descontrolado e indiscriminado de
pesticidas sintéticos destaca el aumento en la incidencia de plagas cada vez mds resistentes a
los métodos de control, asi como una acumulacién excesiva de residuos en suelo, agua y plantas
gue suponen una amenaza tanto para la flora y fauna silvestres como para la salud humana. Con
respecto a esto ultimo, se ha determinado que los altos niveles de residuos de pesticidas
detectados en la cadena alimentaria son capaces de causar diversos riesgos sanitarios entre los
gue se encuentra la disfuncién orgdnica, la supresién inmunoldgica, la neurotoxicidad o el
deterioro de la funcidn reproductiva y la carcinogenicidad, conduciendo incluso a la muerte
(Sethi et al., 2022).

En los ultimos anos, la mayor conciencia publica adquirida en esta materia ha llevado al
desarrollo de estrategias de control alternativas. Leyes recientes como la Ley de Proteccién de
la Calidad de los Alimentos y la Directiva sobre el Uso Sostenible de Productos Fitosanitarios (EU
128/2009/EG) restringen el uso de muchos los productos fitosanitarios utilizados habitualmente
en campo debido a los efectos negativos provocados (Sethi et al., 2022). Asi, actualmente se
apuesta por el control biolégico de las plagas, basado en el aprovechamiento de la entomofauna
auxiliar y de los metabolitos producidos por muchos organismos, como parte esencial de los
programas de manejo integrado de plagas con la finalidad hacer frente a estas amenazas.
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Una alternativa factible al uso de plaguicidas sintéticos convencionales, capaz de promover
practicas agricolas sostenibles para la salud humana y el medio ambiente, la constituyen los
bioplaguicidas. Los bioplaguicidas son organismos o compuestos naturales que suprimen el
crecimiento y la proliferaciéon de poblaciones de plagas mediante diversos mecanismos de
accidn, excluyéndose aquellos que interfieren con el sistema nervioso de los organismos diana
(Fenibo et al., 2021). Segun la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA),
estos pueden ser clasificados en tres categorias: (1) compuestos naturales capaces de controlar
plagas (pesticidas bioquimicos), (2) microorganismos capaces de controlar plagas (pesticidas
microbianos) y (3) sustancias plaguicidas producidas por plantas que contienen material
genético anadido (protectores incorporados a las plantas). En contraposicidn a los pesticidas
tradicionales, estos se caracterizan por ser biodegradables; altamente especificos, Unicamente
afectan a una especie o género de determinados organismos, de forma que no hay riesgo de
toxicidad frente a organismos no objetivo; y, sus modos de accién complejos retrasan el
desarrollo de posibles resistencias por parte de las plagas (Singh et al., 2016; Vieira Costa et al.,
2019).

Bioplaguicidas microbianos

Se estima que las plagas y patégenos provocan a nivel mundial pérdidas de rendimiento anuales
en los cultivos de entre un 30 y un 50%, contribuyendo a la prevalencia de la desnutricidn y la
pobreza en nuestro planeta (Mousa y Raizada, 2013). Estas cifras reafirman que, si se quiere
llegar a garantizar la seguridad alimentaria en un contexto de crecimiento poblacional, la
pérdida de cosechas debido a factores bidticos debe ser abordada de forma eficaz. Hasta ahora
se ha estado haciendo uso de pesticidas sintéticos para controlar la incidencia de estos
organismos dafinos. Sin embargo, las restricciones impuestas recientemente sobre el uso de
varios de estos productos quimicos motivadas por los problemas medioambientales que
generan, unidas a una mayor demanda por parte de los consumidores de productos naturales
inocuos y libres de residuos, han ejercido una gran presidon sobre gobiernos e industrias
agricolas, impulsando la busqueda de tecnologias alternativas y limpias en la produccion de
plantas. Asi, un enfoque alternativo poco explorado, pero prometedor, que estd ganando
atencion ultimamente es el uso de microorganismos como agentes de control biolégico para la
proteccion de cultivos (Grabka et al., 2022). En este contexto, los hongos enddfitos representan
una fuente potencial de interesantes productos naturales bioactivos con posible actividad
biopesticida (Tawfike et al., 2017).

Los hongos enddéfitos son microorganismos eucariotas capaces de colonizar los tejidos internos
de las plantas sin causar ningun efecto negativo aparente e inmediato en sus huéspedes
(Tawfike et al., 2017). Pueden vivir tanto en el espacio intercelular (apoplasto) de los tejidos
vegetales vivos como en el interior de las células (simplasto) (Giménez et al., 2007),
estableciendo una asociacion planta-microbio Unica, similar a una simbiosis, en la que ninguno
de los socios que interactua se ve perjudicado significativamente y de la que ambos organismos
se benefician (Kusari et al., 2012).

Como parte de la planta, los endodfitos juegan un papel fundamental en la promociéon del
crecimiento de esta, asi como en su respuesta y tolerancia frente a diferentes estreses.
Referente a la modulacién del desarrollo, en estudios anteriores se ha determinado que estos
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microorganismos tienen la capacidad de producir moléculas sefalizadoras de plantas (como el
oxido nitrico) y reguladores del crecimiento (como las auxinas y el etileno). En cuanto a sus
contribuciones en la defensa de la planta, se sabe que algunos enddfitos producen y excretan
metabolitos secundarios con actividad antifliingica, antibacteriana o insecticida, que ayudan a
suprimir o reducir la incidencia de plagas sobre el huésped. Por ejemplo, recientemente se ha
determinado que el extracto de una especie de Aspergillus aislada de la planta Bethencourtia
palmensis (Nees) Choisy contiene melleina y acido neoaspergilico, ambos compuestos
antifungicos conocidos (Morales-Sanchez et al., 2021). Otros endéfitos, en cambio, protegen a
la planta induciendo mecanismos de defensa por resistencia sistémica adquirida (SAR) o
resistencia sistémica inducida (ISR). Un ejemplo de este udltimo caso lo constituye
Piriformospora indica, el cual induce una respuesta de defensa dependiente del acido jasmonico
en Arabidopsis thaliana L. mediante la co-inoculacién con un patégeno (Grabka et al., 2022).

En relacién con esto ultimo, la presencia de plantas adventicias, bajo ciertas condiciones, en
tierras de cultivo pueden ocasionar mayores pérdidas econdmicas a la agricultura que las plagas
de insectos y hongos patégenos. Ademas de competir con el cultivo por el agua, la luz, los
nutrientes y el espacio, funcionan como un reservorio de plagas, provocando una disminucion
del rendimiento y un incremento de los costes de produccion (Suryanarayanan, 2019). Un
posible método de control frente a especies invasoras o adventicias podria basarse en la
explotacién del fenédmeno de interferencia del endobioma exhibido por la fauna enddfita. Las
relaciones simbiodticas establecidas entre una planta huésped y sus microorganismos enddfitos
son Unicas, de forma que cuando estos son introducidos en otras plantas a las que no estdn
adaptados, pueden tener efectos adversos, reprimiendo el crecimiento del vegetal e incluso
ocasionandole la muerte. Esto es lo que se conoce como interferencia del endobioma (White et
al., 2019). En la bibliografia se han descrito varios casos en los que la inoculaciéon de hongos
endodfitos aislados en plantas nativas en plantas exodticas ha provocado una represiéon del
crecimiento de estas ultimas (White et. al, 2018). Esto podria indicar que se trata de fenémeno
comun dado en las comunidades vegetales naturales con el propésito de reducir el crecimiento
de las plantas competidoras.

A pesar de que casi todas las plantas vasculares albergan uno o mds enddfitos, debido a la
ausencia de signos de colonizacién aparentes en la planta huésped, estos organismos no habian
sido tenidos en cuenta hasta ahora como posibles fuentes de metabolitos bioactivos. Sin
embargo, los avances conseguidos en los Ultimos afios en el cultivo de microorganismos y en la
guimica de productos naturales ha posibilitado el acceso a esta infinita reserva de diversidad
metabdlica que constituyen los organismos endéfitos; con la ventaja, ademas, de poder llevar a
cabo una produccidn eficiente con mayores rendimientos a bajo costo a través del cultivo a gran
escala. Es por ello que, ahora mismo, el mundo cientifico internacional esta volcando su atencidn
en el aislamiento de hongos enddfitos y el estudio de sus productos naturales (Tawfike et al.,
2017).
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Flora endémica como fuente de biopesticidas:
Neochamaelea pulverulenta

Neochamaelea pulverulenta (Vent) Erdtman es una especie arbustiva endémica del archipiélago
canario, presente en las islas de La Gomera, Tenerife y Gran Canaria. Estudios filogenéticos
recientes sugieren que podria tratarse de un neoendemismo originado en las islas durante el
Mioceno a partir de un antecesor comun africano compartido con Cneorum triccocon L., una
especie exclusiva del Mediterraneo occidental (Pérez Méndez et al., 2017).

Aunque en un principio se considerd que, junto a Cneorum triccocon L. y Cneorurn trirneron,
conformaba la familia Cneoraceae dentro del orden Sapindales, la Ultima versién publicada del
sistema para la clasificacion de las angiospermas segun criterios filogenéticos (APG V) asigna a
estos dos géneros a la familia Rutaceae. Destaca, a modo de curiosidad, que, durante mucho
tiempo estas tres especies descritas, con una distribucidn en el Mediterrdaneo, Canarias y Cuba,
constituyeron una de las disyunciones geograficas entre plantas vasculares mas intrigantes
(Lorenzo, 2003); hasta que, recientemente se confirmé que en Cuba el taxén tratado como
Cneorurn trirneron es en realidad Schoepfia stenophylla (Oviedo et al., 2009).

Referente a su distribucidn, es una especie relativamente comun, encontrada a lo largo de las
tierras bajas xerofiticas (< 400 m.s.n.m), donde la temperatura media es de 21°C y la
precipitacién media anual es inferior a los 300 mm, formando parte de la vegetacion arbustiva
gue acompafia a los tabaibales dulces y cardonales (Pérez Méndez et al., 2017).

Se trata de un arbusto de escaso porte (entre 0,5 y 1,5 m de altura) y ramificacién abundante
qgue presenta hojas simples, blanquecinas, de consistencia dura y mds o menos linear-
oblanceoladas dispuestas de forma alterna. Desde el punto de vista reproductivo, se manifiesta
como androdioico, con individuos monoicos provistos de flores masculinas e individuos con
flores hermafroditas, aunque funcionalmente masculinas o femeninas. Las flores, de pedunculos
cortos, se insertan de forma axilar en la base de las hojas, donde pueden permanecer en solitario
o agruparse a modo de inflorescencias (mds abundantemente cuando se tratan de flores
masculinas) y son fundamentalmente tetrameras. (Pérez de Paz et al., 2013). Los frutos, casi
esféricos y carnosos, estdn revestidos de una fina capa cérea y presentan una coloracién verde
al principio que se torna marrén-rojiza en la madurez. La reproduccién tiene lugar
principalmente por medio de semillas que son uUnicamente dispersadas por los lagartos
frugivoros endémicos del género Gallotia (Lacertidae) (Pérez Méndez et al., 2014).

Conocida vulgarmente como lefia santa, lefia buena, lefia blanca u orijama, esta especie ha sido
muy utilizada en medicina popular debido a las innumerables propiedades medicinales que
posee. Las decocciones e infusiones se han empleado para curar una gran variedad de
afecciones y dolencias, desde el asma y la diabetes hasta las almorranas, siendo el tallo en
infusion la parte mds apreciada. Asimismo, en veterinaria, los frutos se han utilizado para curar
la tetera de las cabras y para expulsar la placenta de estos animales. Entre otros usos y
aplicaciones se encuentran también los relacionados con su madera, la cual ha sido utilizada para
hacer bastones, lanzas de pastor ademas de diversos utensilios y enseres. Pero, sobre todo, destaca
el empleo que hacian los aborigenes de algunas islas de los frutos y semillas de esta planta, los
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cuales han sido encontrados junto a las momias enterradas en algunos tumulos (Gran Canaria)
debido a su capacidad para repeler insectos y otros animales devoradores de caddveres.

Por ultimo, sefialar que esta especie ha sido objeto de numerosos estudios fitoquimicos, en los
cuales se han obtenido a partir de la parte aérea de la planta diferentes cromeno-cromonas (3,3-
dimetil-alil -espatheliacromeno, neochamelina, alloptaeroxylina y pulverocromenol), la oxepino

cromona acetato de ptaeroxylinol y la cumarina cudrelopsina; mientras que, de los frutos se han
aislado el 3,3-dimetil-alil-espatheliacromeno, el espatheliabiscromeno y la metil pulverina
(Gonzalez et al., 1977).

- 7 RS2 ¥ i 2 ‘ ) . 4 . “ \ .
Figura 2. Fotografias de un ejemplar silvestre de Neochamaelea pulverulenta. Fuente: University of
Trieste, Italy - CC BY-SA.

En funcién de lo anteriormente expuesto, se propone investigar la actividad antifungica y
fitotdxica de los hongos endofitos aislados del endemismo Neochamaelea pulverulenta, con el
objeto de hacer uso de nuestro patrimonio natural para resolver una de las problematicas mas
acuciante de nuestra sociedad: obtener agentes fitosanitarios mas eficaces y seguros, tanto
desde el punto de vista sanitario como ecolégico, que contribuyan a un crecimiento sostenible.
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Objetivos

Se plantea como objetivo general del presente Trabajo de Final de Master la busqueda de
nuevos agentes fitosanitarios microbianos a partir de extractos de hongos endofiticos aislados
de una especie endémica de las Islas Canarias, Neochamaelea pulverulenta.

Para la consecucién del mismo, se pretenden abordar los siguientes objetivos especificos:

e Aislar hongos endéfitos de tallo y hojas de un ejemplar de la especie endémica
Neochamaelea pulverulenta recolectada en su habitat natural.

e Identificar los aislados obtenidos en base a las caracteristicas morfolégicas y el analisis
comparativo de las secuencias de ITS con aquellas depositadas en Gen Bank.

e Realizar fermentaciones en medio liquido de los aislados para la obtenciéon de
microextractos fungicos.

e Evaluar la actividad antifungica de los extractos fungicos obtenidos frente a diferentes
especies de hongos fitopatdgenos.

e Determinar los efectos fitotdxicos frente a plantas mono y dicotiledéneas de los
extractos fungicos.

14



MATERIAL Y
METODOS



MATERIAL Y METODOS

Material y métodos

Material vegetal

El ejemplar silvestre de Neochamaelea pulverulenta fue recolectado en diciembre de 2021 a
partir de una poblacidon natural ubicada en el Parque Rural de Teno (Tenerife, Espafia). Se
tomaron muestras de las partes aéreas de la planta (tallos y hojas) que aparentemente no
presentaban ningun sintoma de enfermedad o de lesién causadas por organismos patégenos.
Este material fue entonces introducido en bolsas de plastico debidamente etiquetadas y
trasladado al laboratorio.

Obtencidn y aislamiento de los hongos endéfitos

El material vegetal se separd por un lado en hojas y por otro, en tallos, para luego ser esterilizado
superficialmente bajo condiciones de asepsia y en el interior de una cabina de flujo laminar
vertical Telstar AV-100. Para ello, se realizaron lavados secuenciales del material con etanol al
75% durante 1 minuto e hipoclorito sédico al 65% durante 10 minutos y, finalmente, se enjuagd
dos veces con agua destilada estéril y se secé con papel de filtro estéril.

La eficacia del tratamiento de esterilizacion se comprobd realizando de forma simultdanea una
impresion de las huellas de los tejidos vegetales, asi como una inoculacién del agua del lavado
final sobre placas Petri que contenian los mismos medios empleados para el aislamiento. Estas
fueron entonces incubadas a modo de control en una cdmara de cultivo bajo las condiciones
descritas posteriormente.

Para el aislamiento de los hongos enddfitos a partir del material vegetal estéril se prepararon
dos medios de cultivo: PDA (Potato Dextrose Agar) y MEA (Malt Extract Agar); ambos
suplementados con el antibidtico cloranfenicol (50 mg/L) para evitar cualquier crecimiento
bacteriano. Una vez esterilizados los medios, estos fueron distribuidos en placas de Petri (9 cm
de didmetro) bajo un ambiente aséptico. Cada muestra estéril de tallos y hojas fue cortada en
pequefios trozos (de 1 a 2 cm) con ayuda de un bisturi, y los explantos resultantes fueron
sembrados en las placas de Petri preparadas anteriormente. Se sembraron de 3 a 4 explantos
por placa, estableciéndose 5 repeticiones por cada érgano de la planta y para cada medio
empleado. Posteriormente, estas placas fueron selladas con parafilm, para evitar la desecacion,
e incubadas en una cdmara de cultivo a una temperatura de 26°C y bajo un régimen de
oscuridad. Las placas fueron examinadas periddicamente para verificar el crecimiento de hifas
fungicas a partir de los explantos y, a medida que los hongos enddfitos fueron creciendo, se
repicaron en otras placas con su respectivo medio para la obtencién de cultivos puros.

La esterilizacion del material y de los medios de cultivo se realizé en un autoclave Selecta mod.
Auster 437-G en las condiciones estandar de 1,2 atmdsferas de presién y una temperatura de
120°C durante 25 minutos.
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Identificacidon de los aislados

Identificacion microscépica

Las cepas fungicas obtenidas en el aislamiento fueron agrupadas tentativamente en base a su
parecido macroscopico. Para ello, se tuvo en cuenta la morfologia y coloracidn que presentaba
el micelio tanto en el anverso como en el reverso, la coloraciéon de la masa de esporas y la
presencia de algun pigmento difusible en el medio de cultivo empleado. Las colonias similares
en forma, color y tamafio fueron observadas en fresco con agua destilada haciendo uso de un
microscopio éptico con el objetivo de hacer una primera identificacion de los mismos a partir de
caracteristicas distintivas observadas en esporas, micelio y estructuras reproductoras y poder
asi agruparlas o segregarlas en diferentes aislados.

Identificacion molecular

Las diferentes cepas de hongos fueron identificadas a nivel molecular mediante la amplificacidn
por PCR y posterior secuenciacidn del operdn ribosomal (ITS1-5.85-ITS2) de su ADNr (Arenal et
al., 2000) en el Servicio de Gendmica del Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI)
perteneciente a la Universidad de La Laguna (ULL).

La metodologia empleada consistié en la extraccion del ADN gendmico de los aislados fungicos
utilizando el DNeasy Plantmini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany, Cat. No 69104) y su
posterior amplificacion por PCR de la region espaciadora del transcrito interno (ITS) del ADN
ribosomal (ADNr). EI ADN gendmico (100—200 ng) se amplificé en un PTC-200 Termociclador (M)
Research, San Diego, CA, EE. UU.) en un volumen final de 25 uL con el kit comercial AmpONE
Tag DNA polimerasa PCR kit (GeneAll, Seul, Corea) y los cebadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Las secuencias
obtenidas se compararon con las depositadas en las bases de datos GenBank del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), considerandose valida la identificacidon a nivel de género
cuando el porcentaje de homologia entre la secuencia obtenida y la existente en Gen Bank era
igual o superior al 95% vy, a nivel de especie, cuando este era igual o superior al 99%.

Andlisis de la diversidad

La diversidad y distribucién endofitica se estudid mediante el calculo de la frecuencia relativa
(RF) del aislamiento. Este indice se usa para representar la densidad fungica, es decir, determina
el nimero de veces que aparece una especie en el aislamiento. Se calcula como el nimero total
de aislados pertenecientes a una misma especie dividido entre el numero total de aislados
(Huang et al., 2008) segun la siguiente férmula y se expresa como porcentaje:

_ N aislados

x 100
N total

17



MATERIAL Y METODOS

Conservacion

Una vez obtenidos los aislados puros siguiendo la metodologia descrita anteriormente, estos
fueron conservados empleando dos técnicas diferentes:

e Congelacion: utilizando un sacabocado estéril se cortaron de 3 a 4 fragmentos del hongo
gue se transfirieron a microtubos roscados estériles de 2 ml que contenian 1 ml de glicerol
al 15% (Sigma-Aldrich). Estos tubos se dejaron 30 minutos en nevera como parte de un
proceso de adaptacién antes de ser almacenados en un ultracongelador a -802C.

e Conservacion en aceite mineral: utilizando un sacabocado estéril se cortaron de 3 a 4
fragmentos del hongo que fueron transferidos a microtubos roscados estériles de 2 ml que
contenian 1 ml de parafina liquida estéril (Merck) y almacenados en nevera a 42°C.

Fermentaciones y preparacion de los extractos fungicos

Con la finalidad de obtener los microextractos de los hongos endodfitos objeto de estudio se
realizaron fermentaciones en medio liquido. Asi, las cepas que habian crecido en PDA se
subcultivaron en caldo Czapek modificado (Morales-Sanchez et al., 2021); mientras que, las que
se habian aislado en MEA se subcultivaron en MEB (Malt Extract Broth).

Con la intencién de partir de un inéculo comun para cada cepa y disminuir el tiempo de la fase
de latencia inicial del cultivo durante su fermentacion en medio liquido, se preparé un
preindéculo para cada una. Bajo una cabina de flujo laminar vertical Telstar AV-100 se afiadieron
10 ml de agua destilada sobre el aislado cultivado en medio sélido. Con una espatula ésteril se
raspo suavemente la superficie del micelio y se transfirié la suspension resultante al Erlenmeyer
de 250 ml que contenia 50 ml de medio. Los cultivos se incubaron en la cdmara de cultivo en un
agitador orbital a 100 rpm durante 3 dias. El proceso de inoculacién consistié en tomar 10 ml
del preindculo con una pipeta automatica de 5 ml con la punta cortada para verterlos en cada
Erlenmeyer que contenia 200 ml de medio, todo ello bajo condiciones de asepsia en el interior
de una cabina de flujo laminar. Finalmente, los cultivos fueron incubados en la cdmara de cultivo
en un agitador orbital a 100 rpm durante 12 dias.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, se procedié a filtrar los cultivos fungicos empleando
un matraz kitasato conectado a un sistema de vacio con un embudo Biichner en la parte
superior, sobre el que se colocd un papel de filtro. De esta forma se separé la fraccién sélida,
consistente en el micelio, de la fraccidn liquida, correspondiente al medio de cultivo. El micelio
fue recuperado en el papel de filtro y se determiné tanto su peso fresco, como su peso seco tras
ser sometido a un proceso de liofilizacién. Por otra parte, una vez medido su pH, el extracto
acuoso fue sujeto a una extraccién liquido-liquido con acetato de etilo en un embudo de
decantacion. Se afiadié el disolvente orgdnico y se llevaron a cabo tres ciclos de extraccion,
obteniéndose al terminar el proceso, por un lado, una fase acuosa (aztcares y componentes
solubles en agua) y una fase organica de acetato de etilo con los metabolitos secundarios
extraidos disueltos en el mismo. Finalmente se afiadié sulfato sédico anhidro a la fase organica
para eliminar los restos de agua que pudiesen quedar y se concentré el disolvente mediante una
destilacién al vacio utilizando un rotavapor Blchi KRvr 65/45 (Suiza).
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Una vez concentrados los extractos, estos fueron disueltos en una pequefia cantidad de acetato
de etilo para poder traspasarlos a un vial que habia sido previamente pesado con una balanza
de precisién. Evaporados los restos del disolvente, los viales fueron nuevamente pesados con la
finalidad de determinar el peso seco de los extractos crudos y calcular sus rendimientos
(mg/100ml).

Técnicas cromatograficas

Cromatografia en capa fina

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron empleando cromatofolios de silica gel de la
casa comercial Merck (Darmstadt, Alemania) tipo Silica gel 60 F.., con indicador fluorescente a
254 nm. Como fase mévil se utilizdé una disolucién de n-Hexano:Acetato de etilo al 50%. Para la
deteccidn de sustancias no coloreadas las placas fueron observadas bajo una lampara de luz
ultravioleta a dos longitudes de onda diferentes: 254 y 360 nm. El revelado de las placas se
realizé pulverizando vainillina (mezcla de 10 g de vainillina, 200 ml de metanol y 10 ml de 4cido
sulfurico) sobre las mismas.

Cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

Para la determinacion cualitativa y cuantitativa de los componentes presentes en los
microextractos se realizaron cromatografias liquidas de alta presién (HPLC) en un equipo
Beckman Couler 125P® acoplado a un detector de fotodio modelo 168. Las separaciones se
llevaron a cabo en columnas de fase reversa con un tamafio de particula de 5 m de silica Inertsil
de 150 mm x 4.6 mm, empleando para ello disolventes de grado HPLC. Los extractos fueron
eluidos con MeOH:agua MiliQ al 1% de acido acético comenzando durante 5 minutos 10:90% y
continuando con un gradiente 10:90% durante 50 minutos a un flujo de 0,5mL/min.

Bioensayos de actividad

Antifungica

La actividad de los extractos obtenidos fue ensayada frente a tres especies de hongos
fitopatdgenos pertenecientes al filo Ascomycota y conocidos por causar importantes dafios y
pérdidas en la agricultura: Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Botrytis cinerea Whetzel y Fusarium
oxysporum Schltdl. Las cepas empleadas procedieron de la coleccién de hongos del Instituto de
Productos Naturales y Agrobiologia-CSIC (Tenerife, Espafa). Las colonias se cultivaron en placas
Petri con medio PDA comercial (Sigma) y se incubaron durante una semana en la cdmara de
cultivo bajo condiciones controladas de temperatura y humedad. Para su mantenimiento en
condiciones dptimas se realizaron resiembras periddicas.

— Alternaria alternata es un hongo patdgeno oportunista, perteneciente a la familia
Pleosporaceae, ampliamente conocido por causar manchas en las hojas, asi como
pudriciones y decoloraciones en diversos drganos de las plantas hospedadoras. En
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Canarias, es reconocido por ser uno de los principales hongos fitopatdgenos que afectan
a los cultivos de tomate.

— Botrytis cinerea es un hongo necrotrofico, perteneciente a la familia Sclerotiniaceae, que
afecta a una gran variedad de especies vegetales, entre ellas importantes cultivos para
la economia canaria tales como la vid, el tomate o las fresas. Provoca una enfermedad
en las plantas conocida como moho gris, que puede afectar a casi cualquier érgano de
las mismas, y que se manifiesta como una podredumbre blanda que le da un aspecto
quebradizo y la apariencia de estar empapados de agua a los frutos blandos y hojas
afectadas.

— Fusarium oxysporum es una especie de hongo, perteneciente al phylum Ascomycotay a
la familia Nectriaceae, ampliamente distribuida por todos los tipos de suelo alrededor
del mundo. Es considerada como una especie econdmicamente importante debido a que
provoca marchitez vascular y podredumbre en las raices de varias plantas de interés
agricola. En Canarias, se ha visto que este hongo fitopatogeno afecta a los cultivos
predominantes en el archipiélago, constituidos por el platano, el tomate y la papa.

El ensayo de inhibicidon del crecimiento micelial se realizd en placas de 12 pocillos (Falcon,
Corning, NY, EE. UU.) mediante el método modificado de dilucién en agar con la adicién de 0,05
mg/mL de sales de metiltetrazolio (MTT). Todos los microextractos fueron disueltos en etanol
(EtOH) y ensayados a una concentracién de 1 mg/mL e incorporados al medio de cultivo antes
de ser vertidos a cada pocillo. Todos los tratamientos se replicaron cuatro veces y se usé EtOH
como control negativo. Una vez solidificado el medio, los pocillos fueron inoculados con el
patégeno correspondiente empleando sacabocado para obtener un fragmento uniforme del
patégeno que fue colocado en el centro. Las placas ensayadas frente a Botrytis cinerea fueron
incubados en una camara de cultivo en oscuridad a una temperatura de 26°C; mientras que las
ensayadas frente a Alternaria alternata y Fusarium oxysporum fueron incubadas en una estufa
a 27°C. Después de 48 h de incubacidn se escanearon las placas, con el objeto de obtener una
imagen digitalizada de las colonias fungicas, y las mediciones del crecimiento micelial se
realizaron mediante la aplicacion Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/). El porcentaje de inhibicién

(%l) se calculd como: %I=(C-T/C) 100, donde C es el didmetro de las colonias control y T es el
diametro de las colonias ensayadas.

Fitotoxicidad

La fitotoxicidad de los extractos obtenidos fue evaluada mediante el estudio de su efecto sobre
la germinacion y el crecimiento radicular y/o foliar de dos especies vegetales caracterizadas por
su alta capacidad germinativa y rapido crecimiento: Lactuca sativa L. (lechuga) y Lolium perenne
L. (ray-grass inglés). La especie L. sativa fue seleccionada como modelo de dicotiledéneas por
ser un vegetal de interés agricola y comercial que es, ademds, habitualmente recomendado
emplear en estudios de interacciones alelopaticas (Sobrero y Ronco, 2004). En cambio, L.
perenne fue seleccionada como modelo de monocotileddneas por ser una hierba invasiva que
compite habitualmente por los recursos con los cultivos, generando pérdidas de rendimiento en
los mismos (Fan et al., 2003; Nandula, 2014).

La actividad fitotdxica de los extractos fue valorada frente a semillas de L. sativa var. Teresa
(Fito, Espana) y L. perenne (Blumen, Italia). Los experimentos se llevaron a cabo en placas de
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cultivo de 12 pocillos (Falcon) siguiendo la metodologia descrita a continuacion. Utilizando EtOH
como disolvente, se prepard una solucidn por cada extracto con una concentracién final de 10
mg/mL. De esta solucién, se aplicaron 20 puL a cada pocillo procurando cubrir de forma
homogénea la totalidad del disco de papel de filtro Whatman n2 1 que habia sido colocado
previamente en el fondo de cada uno. Una vez evaporado el disolvente, se afiadieron a cada
pocillo 500 pL de agua destilada y 10 semillas remojadas previamente en agua destilada estéril.
Se realizaron 4 repeticiones por cada muestra a evaluar y se establecié tanto un control
negativo, con EtOH, como otro positivo, con juglona, un compuesto inhibidor de la germinacién.
Las placas fueron finalmente selladas con parafilm e incubadas en la cdmara de crecimiento de
plantas durante 7 dias (168 h) a una temperatura de 24-C y bajo un fotoperiodo de 16 horas
luz/8 horas oscuridad. Durante este periodo de incubacion se contabilizdé diariamente la
germinacién de las semillas comenzando a partir de las 72 h para L. perenne y de las 24 h para
L. sativa. Una vez finalizado el ensayo, se seleccionaron 25 plantulas al azar por cada tratamiento
y se escanearon para llevar a cabo las mediciones de longitud radicular y foliar en L. perenne y
de longitud radicular en L. sativa haciendo uso del programa Image).

21



RESULTADOS Y
DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados y discusién

Aislamiento de hongos endéfitos de N. pulverulenta

Con la finalidad de estudiar la diversidad endofitica de N. pulverulenta se sembraron en dos
medios de cultivo sélido diferentes (PDA y MEA) explantos procedentes del tallo y la hoja de un
ejemplar silvestre recogido en el Parque Rural de Teno. Las placas se incubaron a 26°C en una
cdmara de cultivo y, conforme fueron creciendo las colonias de hongos endéfitos alrededor de
los explantos, se sembraron de forma aislada en un nuevo medio de cultivo para posteriormente
realizar su identificacién. En total se obtuvieron 142 aislados a partir de los 120 explantos de
tejido sembrados pertenecientes a 15 especies diferentes (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de aislados diferentes hallados para los distintos tejidos vegetales estudiados (tallo y hoja).

e PDA MEA
SEG.1 SEG.2 SEG.3 SEG.4 SEG.1 SEG.2 SEG.3 SEG.4
HOJA1 2 2 2 2 1 1 1 1
HOJA 2 1 1 1 1 0 1 0 1
HOJA 3 1 2 1 0 2 2 2 2
HOJA 4 0 0 0 0 0 0 1 0
HOJA 5 o* o* o* o* 1 1 1 2
) PDA MEA
SEG.1 SEG.2 SEG.3 SEG.4 SEG.1 SEG.2 SEG.3 SEG.4
TALLO FINO 1 2 3 3 1 1 1 2 1
TALLO FINO 2 1 1 1 3 2 1 3 3
TALLO FINO 3 1 1 1 1 1 1 1 1
TALLO FINO 4 1 1 1 1 1 5 2 2
TALLO FINO 5 2 1 1 0 1 1 1 1
TALLO GRUESO 1 3 1 1 2 1 1 1 1
TALLO GRUESO 2 1 1 1 1 1 3 1 0
TALLO GRUESO 3 1 2 1 1 1 4 1 1
TALLO GRUESO 4 1 1 1 1 1 1 1 1
TALLO GRUESO 5 1 1 0 1 1 1 1 1

En la mayoria de los trabajos enfocados en el estudio de la diversidad endofitica de especies
vegetales, la distribucidn de los hongos endofitos parece estar directamente relacionado con el
tejido analizado de la planta hospedadora. Se sabe que los hongos endéfitos se distribuyen a
través de los diferentes drganos (raiz, tallo, hoja y flor) y tejidos (parénquima, conductos
vasculares, dermis, etc.) para asi reducir la competencia por los recursos disponibles entre ellos
mismos (Giménez et al.,, 2007, Russo et al.,, 2016), por lo que, la diversidad obtenida
experimentard una gran variacion dependiendo del érgano estudiado. En nuestro estudio se
analizaron los hongos endéfitos del tallo y la hoja, resultando ser el tallo el rgano de la planta
gue presentd mayor variabilidad endofitica. Asi, de este primero se obtuvieron 106 aislados
pertenecientes a 13 especies distintas; mientras que en hoja sélo se obtuvieron 36 aislados
correspondientes a 3 especies diferentes.
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Identificacion de los aislados

Con la aplicacidon de técnicas moleculares basadas en el andlisis de las secuencias ITS, se

identificaron un total de 15 especies diferentes, todas pertenecientes al filo Ascomycota. En la

siguiente tabla se muestra la relacidn de especies flngicas aisladas.

Tabla 2. Identificacidn de los hongos enddfitos aislados con sus respectivos datos de identificacion molecular,

frecuencia relativa (FR), localizacion en la planta y medio de cultivo usado para su aislamiento.

Cadigo

NP1

NP2

NP3

NP4
NP5

NP6

NP7

NP8

NP9

NP10
NP11
NP12

NP13

NP14

NP15

Especie

Alternaria sp.

Cladosporium
aggregatocicatricatum

Cladosporium
cladosporioides

Comoclathris sp.
Exophiala mesophila
Foliophoma fallens

Fungal endophyte isolate
EUSF00640

Hortaea werneckii strain
A401

Hortaea werneckii strain Y.

H. Yeh 10122
Neodevriesia metrosideri
Neodevriesia sp.
Phialophora sp.
Preussia minima

Talaromyces
purpureogenus

Biscogniauxia sp.

Cédigo
GenBank

MT280685.1

NR152300.1

MT635286.1

MK460350.1
MHO063102.1

KY929148.1

OM975398.1

MHO063124.1

MK336620.1

NR161141.1
KU578112.1
KX347480.1

MN341251.1

MT232241.1

JF773603.1

Frecuencia
relativa (%)

7,91

53,96

2,16

0,72
0,72

2,88

2,88

1,44

17,27

1,44
3,60
0,72

0,72

0,72

2,88

Organo

Tallo

Tallo,
Hoja

Tallo

Tallo
Tallo

Tallo

Hoja

Tallo

Tallo

Tallo
Tallo
Tallo

Tallo
Tallo

Hoja

Medio de
cultivo

PDA/MEA

PDA/MEA

MEA

PDA
PDA

PDA

PDA

MEA

PDA/MEA

PDA
PDA/MEA
MEA

PDA

PDA

MEA
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Analisis de la diversidad

En base a los resultados obtenidos para el calculo de las frecuencias relativas podriamos decir
que la especie mas abundante en la planta (enddfito dominante) fue Cladosporium
aggregatocicatricatum, la cual demostrd un alto grado de representacién tanto en el tallo como
en la hoja. Esta fue la Unica especie que pudo ser aislada a partir de ambos érganos vegetales
estudiados, presentando el resto de las especies una cierta preferencia por un determinado
6rgano. Segun la bibliografia, esto parece ser un hecho bastante comun en los estudios de
diversidad endofitica, en los que se ha demostrado que, segun el tejido del hospedador
analizado, la composicién y abundancia de los enddfitos varia enormemente (Gamboa-Gaitan,
2006; Huang et al., 2008; Mishra et al., 2012; Zhang et al., 2014). Asi, Hortaea werneckii strain
Y. H. Yeh 1012, Alternaria sp. (7,91%) y Neodevriesia sp. (3,60%) fueron los siguientes endéfitos
mas abundantes, aislados solamente del tallo; seguidos de dos especies, menos abundantes,
encontradas Unicamente en hoja: Fungal endophyte isolate EUSFO0640 (2,88%) y Biscogniauxia
sp. (2,88%).

Estos datos, en concordancia con articulos publicados anteriormente (Gamboa-Gaitan, 2006),
parecerian indicar que la especificidad demostrada por parte de la micoflora por determinados
tejidos vegetales podria constituir una ventaja tanto para la planta como para el resto de los
endofitos al permitir la coexistencia sobre el mismo individuo vegetal de muchas especies de
estos microorganismos, minimizando la competencia entre ellos.

Fermentaciones y preparacion de los extractos fungicos

Con la finalidad de evaluar el potencial como futuros agentes fitosanitarios de los hongos
endodfitos aislados se realizaron fermentaciones en medio Czapeck y MEB siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado de “Material y métodos”. Una vez transcurridos los 12
dias de fermentacién, el medio de cultivo fue sometido entonces a un proceso de extraccion con
acetato de etilo, obteniéndose finalmente los microextractos fungicos (Tabla 3).

Los rendimientos que se obtuvieron para el proceso de fermentacion fueron muy variables,
abarcando un amplio rango: desde 3,5 hasta 80,55 mg por 100 mL de medio de cultivo. Entre
todos los microextractos destaca el alto rendimiento obtenido para la cepa NP11 cultivada en
Czapeck, de 80,55 mg/100 mL. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los
rendimientos obtenidos para ambos medios de cultivo empleados para las fermentaciones, se
puede apreciar que los valores correspondientes a las fermentaciones en medio MEB fueron
menores (3,5 - 16,5 mg/100 ml) en comparacion con los obtenidos en medio Czapeck (9,4 - 80,55
mg/100 ml). Otro dato destacable es que, en general, durante las fermentaciones se pudo
observar que las cepas de hongos enddfitos aisladas en PDA y cultivadas en Czapeck crecieron
relativamente mas rapido que aquellas que fueron aisladas en MEA y cultivadas en MEB.

En un futuro estos resultados podrdn servir como un punto de partida a la hora de establecer
las condiciones éptimas de produccién iniciales de estos organismos fungicos, permitiendo de
este modo optimizar su fermentacion (nutrientes, tiempo de incubacidn, etc.) para la obtencién
de los extractos a mayor escala.
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Tabla 3. Rendimiento de los microextractos fungicos de enddéfitos de N. pulverulenta. *Las cepas NP1,
NP2, NP9y NP11 se fermentaron en ambos medios al haber sido aisladas tanto en PDA como en MEA.

CEPAS P. extracto Rendimiento Peso fresco micelio Peso seco micelio
(mg/400 mL) (mg/100mL) (s) (8)
Czl:pP:ck 104,7 26,175 20.51 5.69
NP1 MEB* 63 15,75 6.86 2.35
Czl:;:ck 155,3 38,825 13.62 3.19
NP2 MEB* 65,9 16,475 15.75 2.34
NP3 MEB 16,7 4,175 14.55 3.20
Czl::::ck 85 21,25 14.96 3.50
NP
Czap:ck 59,3 14,825 15.19 5.06
Czl:::zck 73,4 18,35 15.48 2.96
Cz:::ek 59,9 14,975 9.53 1.64
NP8 MEB 16,8 4,2 7.14 3.13
Cz’:::ck 58,5 14,625 11.47 2.55
NP9 MEB* 17,1 4,275 7.43 2.7
C:lal:lle(::k 37,9 9,475 4.24 1.24
C:la:t:::k 322,2 80,55 47.95 3.47
NP11
MEB* 32,5 8,125 8.12 2.31
NP12 MEB 14,3 3,575 10.90 1.84
Czl\:::)lesck 81,3 20,325 9.06 2.27
C?al:)]:::k 128,6 32,15 8.67 2.68
NP15 MEB 90,8 22,7 15.62 2.8
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Evaluacion de la actividad antiflngica

Con el objeto determinar la actividad fungicida de los microextractos obtenidos se realizaron
bioensayos de inhibicién del crecimiento micelial utilizando como diana tres especies de hongos
fitopatdgenos: Alternaria alternata, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum; conocidos por
causar importantes dafios en los cultivos, con sus consecuentes pérdidas econdmicas.

Los ensayos fueron llevados a cabo en placas de 12 pocillos mediante el método de dilucién en
agar con una concentracion de microextracto de 1 mg/ml. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién (48 h), las colonias fueron digitalizadas y medidas haciendo uso del programa
informatico Imagel, siendo los datos resultantes analizados con el programa Microsoft Excel
2013. En este ultimo se llevaron a cabo los cdlculos relativos al porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial para cada bioensayo de acuerdo con la siguiente férmula: %I=(C-T/C) 100,
donde C es el didametro de las colonias control y T es el diametro de las colonias ensayadas.

A continuacidn, en la tabla 4 se presentan los resultados de los ensayos de actividad antifungica
de los microextractos frente a los diferentes hongos diana empleados.

Tabla 4. Actividad antifungica de los microextractos frente a A. alternata, B. cinerea y F. oxysporum. *En
las cepas NP1, NP2, NP9 y NP1l se muestran a la izquierda los resultados obtenidos para los

microextractos correspondientes a las fermentaciones realizada en medio MEB vy, a la derecha, en medio
Czapeck.

Organismos dianas

E
Extractos 35 F. oxysporum A. alternata B. cinerea
£
= % Inhibicién % Inhibicién % Inhibicién
NP1 1 83,44 £ 4,14 0+ 7,40* 96,72+6,29 37,12 +4,34* 85,69 + 3,68 45,82 + 6,31*
NP2 1 36,47 +4,39 12,99+7,25*% 15,77+2,71 @ 35,75+9,28* 33,11+5,07 19,79 +10,09*
NP3 1 33,35+ 7,90 44,17 *+ 3,62 41,35 + 3,96
NP4 1 0+7,40 37,23+9,71 10,25 + 10,91
NP5 1 25,99 + 8,00 34,88 £ 6,78 21,47 £ 11,01
NP6 1 31,68 +£ 11,07 41,65 + 3,15 31,94 £ 4,26
NP7 1 70,96 + 3,29 41,82 +9,46 86,58 + 3,84
NP8 1 -3,77 £ 17,57 54,59 £ 6,73 53,28 +7,94
NP9 1 24,39 + 13,16 37,36 +3,16* 52,01+ 12,67 31,6 £ 7,66 64,12 + 4,25 41,62 +6,97*
NP10 1 10,75 + 11,09 38,61+ 2,74 17,57 £9,02
NP11 1 | 28,81+3,57 19,23+9,24* 47,73+6,49 34,08+2,58 18,18+6,11 16,85 +9,80*
NP12 1 13,7 £ 4,40 48,83 + 8,36 31,63+9,78
NP13 1 34,55+ 6,61 39,32 £ 15,62 42,52 + 19,51
NP14 1 35,87 + 6,23 50,54 + 8,11 27,63+ 1,81
NP15 1 22,2 +4,87 19,23 £2,74 29,15 + 2,28

A nivel general, los resultados obtenidos parecen demostrar que A. alternata fue la diana mas
sensible, viéndose afectado su crecimiento moderadamente por un 50% de los extractos. Por el
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contrario, F. oxysporum tan solo vio reducido su crecimiento significativamente con la aplicacion
de dos extractos.

El extracto que presenté mayor actividad fungicida frente a todas las dianas ensayadas fue el
del hongo endodfito NP1 cultivado en medio MEB. Este extracto demostrd tener una potente
actividad, obteniéndose para todos los casos unos porcentajes de inhibicién del crecimiento
micelial superiores al 80%: A. alternata (96,72%), F. oxysporum (83,44%) y B. cinerea (85,69%).
Asimismo, aunque en menor medida, el extracto de NP7 cultivado en Czapeck también
demostré ser activo frente a todas las dianas, inhibiendo el crecimiento de B. cinerea y F.
oxysporum en un 86,58 y 70,96% respectivamente; mientras que, para A. alternata la actividad
fungicida demostrada fue moderada (41,82%).

En esta misma linea, los extractos de NP3, NP8 y NP9 demostraron tener también actividad
antifingica moderada (40-60%) frente el crecimiento de A. alternata y B. cinerea.

Por otro lado, se obtuvieron extractos que presentaron una actividad fungicida especifica frente
al crecimiento de solamente uno de los hongos diana ensayados. Este es el caso de los extractos
de NP11 y N12 cultivados en MEB y de NP6 y NP14 cultivados en Czapeck, que inhibieron
moderadamente el crecimiento de A. alternata.

La produccion de metabolitos secundarios en medios de cultivo liquidos por parte de hongos
filamentosos es muy sensible a factores abidticos tales como la temperatura, la humedad, el pH,
los nutrientes y el tiempo de incubacidn. En este estudio hemos podido observar como el
extracto mas activo, correspondiente al hongo enddéfito NP1 cultivado en MEB, presentd una
potente actividad antifingica frente a todas las dianas; mientras que, cuando este mismo hongo
fue fermentado en Czapeck, su extracto sélo mostré un efecto moderado frente a A. alternata
y B. cinerea. En el perfil metabolémico por HPLC-DAD se observan diferencias cualitativas y
cuantitativas entre los componentes presentes en ambos extractos, lo cual podria estar
relacionado con su actividad (Figura 1).
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Figura 3. Perfiles metabolédmicos de los extractos obtenidos a partir de las fermentaciones del hongo
endofito NP1 (Alternaria sp.) en medio Czapeck (negro) y MEB (azul.
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Evaluacidn de la actividad fitotdxica

Con la finalidad de averiguar si alguno de los microextractos fungicos obtenidos pudiese tener
aplicaciones como herbicida, asi como para determinar si aquellos que demostraron tener
actividad antifungica podrian ver comprometida su aplicacién como futuros agentes de control
de plagas al producir efectos negativos sobre los cultivos, se realizaron ensayos de actividad
fitotoxica.

La fitotoxicidad de los microextractos fue evaluada frente a semillas de Lactuca sativa
(dicotiledénea) y Lolium perenne (monocotiledénea) a una concentracion de 0,4 mg/ml. A lo
largo del ensayo se contabilizd diariamente la germinacién de las semillas y, una vez que este
finalizd, se procedié a medir la longitud radicular y foliar de las plantulas con el programa
informatico Imagel. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa Microsoft Excel
2013. Para todos ellos se calculé el promedio, la desviacion estdndar, la deviacidn tipica, el
porcentaje relativo y el porcentaje absoluto.

Los resultados de los ensayos de fitotoxicidad realizados con L. perenne y L. sativa para los
diferentes microextractos fungicos no siguieron el mismo patrén de agrupacién observado para
los efectos antifungicos. En las graficas que se presentan a continuacion se recoge la
fitotoxicidad obtenida para los diferentes microextractos de hongos endoéfitos ensayados en
funcién del medio en el que fueron fermentados (Czapeck o MEB) y el organismo diana
empleado (L. sativa o L. perenne).
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Grafica 1. Actividad fitotdxica de los microextractos de hongos enddfitos fermentados en medio Czapeck sobre
la germinacion y longitud radicular y foliar de L. perenne. Los datos se encuentran expresados en % relativos.
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Grafica 2. Actividad fitotdxica de los microextractos de hongos endéfitos fermentados en medio MEB sobre la
germinacion y longitud radicular y foliar de L. perenne. Los datos se encuentran expresados en % relativos.

En general, ninguno de los micoextractos de hongos enddfitos cultivados en medio Czapeck
redujo significativamente la germinacion de L. perenne a las 72 horas de iniciarse el ensayo. La
Unica excepcion la constituyo el extracto de NP11, que inhibid en un inicio la germinacién de
esta monocotiledénea en mas de un 90%. Sin embargo, este efecto experimentd una drastica
reduccién a partir de las 96 h que se mantuvo hasta al finalizar el experimento, de forma que, a
las 168 horas, este tan solo presentaba una diferencia del 20% con respecto al control. Por otro
lado, el extracto de NP10 también demostro tener un efecto fitotdxico sobre la germinacion a
las 72 horas, aunque en este caso moderado (50%), que igualmente termind por desaparecer
antes de finalizar el ensayo. Estos dos extractos que demostraron tener algin efecto sobre la
germinacién mostraron también efectos fitotdxicos sobre el crecimiento radicular y foliar de
esta especie. Asi, los extractos de NP10 y NP11 redujeron en un 70 y 90% el crecimiento de la
raiz con respecto al control, al mismo tiempo que afectaron de forma moderada (40-60%) a la
longitud foliar de esta especie.

En los microextractos de hongos enddfitos fermentados en medio MEB se observaron efectos
similares frente a L. perenne a los obtenidos para los cultivados en Czapeck. En este caso, el
extracto de NP11 también demostrd tener un efecto fitotdxico inicial sobre la germinacion de
las semillas que acabé desapareciendo a las 168 horas. Los extractos de NP1, NP2, NP8, NP9 y
NP11 inhibieron también de forma moderada (40-50%) la elongacidn radicular en esta planta.

Los efectos fitotoxicos frente a monocotiledéneas demostrados por los extractos de NP10 y
NP11 fermentados en Czapeck convierte a estos dos hongos en potenciales candidatos para la
obtencion de bioherbicidas.

Diversos estudios han demostrado que los hongos endéfitos son capaces de producir extractos
fitotdxicos que podrian ser desarrollados para su futura utilizacion como bioherbicidas. En 2020,
por ejemplo, se publicé un articulo en el que se observaba como los filtrados de hongos
enddfitos de Parthenium hysterophorus L., especialmente el de Alternaria spp., exhibian fuertes
efectos fitotdxicos, causando una reduccién significativa en los parametros de germinacién y de
crecimiento, frente a las tres especies herbaceas ensayadas: Chenopodium album L., Avena
fatua L. y Convolvulus arvensis L (Ahmad et al., 2020). Asimismo, en otro estudio publicado en
ese mismo afio, se demostrd que los extractos metandlicos de tres hongos enddfitos (Diaporthe

30



RESULTADOS Y DISCUSION

phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc., Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom y Trichoderma
spirale Bissett) interfererian en el correcto funcionamiento del aparato fotosintético de Senna
occidentalis (L.) Link y Ipomoea grandifolia (Dammer) O'Donell, dos hierbas cominmente
presentes en los cultivos de soja y arroz, induciendo una disminucién del desarrollo de sus tallos
(Moura et al., 2020).
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Grafica 3. Actividad fitotdxica de los microextractos de hongos endéfitos fermentados en medio Czapeck sobre
la germinacion y longitud radicular y foliar de L. sativa. Los datos se encuentran expresados en % relativos.
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Grafica 4. Actividad fitotdxica de los microextractos de hongos enddfitos fermentados en medio MEB sobre la
germinacion y longitud radicular y foliar de L. sativa. Los datos se encuentran expresados en % relativos.

Ninguno de los microextractos fungicos obtenidos en medio Czapeck obtuvo valores lo
suficientemente significativos como para indicar la tenencia de un efecto fitotdxico sobre el
crecimiento y la germinacién de L. sativa. Solamente los extractos de NP7 y NP10 demostraron
tener un efecto inhibitorio moderado sobre la germinacién a las 24 horas, que desaparecio una
vez cumplidas las 48 horas. En cambio, se observdé que la mayoria de los microextractos
exhibieron un efecto alelopatico positivo sobre el crecimiento radicular de esta especie de
dicotiledénea. Asi, la aplicacion de los extractos tuvo, en general, un moderado efecto
estimulador de la elongacidon radicular con respecto al control que fue, ademas, mas
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pronunciado para los extractos de NP7 y NP11, para los que se obtuvieron cifras superiores al
80%.

Por el contrario, casi todos los microextractos de endéfitos fermentados en MEB demostraron
tener un potente efecto fitotdxico sobre la germinacion de L. sativa a las 24 horas, obteniéndose
valores cercanos al 100% de inhibicién para muchos de ellos: NP11 (100%), NP1 (97%), NP8
(97%) y NP2 (94%). Sin embargo, esta actividad desaparecid casi por completo al finalizar el
experimento. Sélo los extractos de NP3, NP8 y NP11 que, a las 168 horas, seguian exhibiendo
un efecto inhibitorio moderado (50%) sobre la germinacién de esta especie. En lo que respecta
al efecto fitotdxico sobre el crecimiento radicular, los extractos de NP11y NP2 inhibieron en un
50 y un 70% respectivamente el crecimiento de este drgano vegetal. Por el contrario, los
extractos de NP9y NP12 se observd que promovieron significativamente la elongacion radicular,
siendo este efecto alelopatico mas pronunciado con el extracto de NP12 (90%).

La alelopatia positiva exhibida por parte de los extractos de NP9 y, especialmente, NP12 podria
indicar una futura aplicacién de los mismos como bioestimulantes.

Es conocido que los organismos endéfitos producen varias fitohormonas tales como auxinas,
acido abscisico, citoquininas, etileno o acido giberélico, que ayudan a promover el crecimiento
de la planta huésped (Mishra et al., 2021). En estudios anteriores se ha corroborado la
produccion por parte de algunos endéfitos de reguladores del crecimiento de las plantas que
afectan concretamente a la arquitectura de la raiz, modificando su fisiologia y funcién. Una
mayor longitud radicular o un mayor grosor, asi como una ramificacion mdas abundante son
algunos de los efectos que ha sido descritos como consecuencia directa de la colonizacién de
enddfitos. Estas caracteristicas, que confieren una mayor drea de superficie radicular, permiten
en ultima instancia mejorar la solubilizacidon de nutrientes la eficiencia de absorcién de tanto
agua como solutos, contribuyendo positivamente en la aptitud demostrada por la planta (Verma
et. al, 2021).
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Conclusiones

1. La especie endémica Neochamaelea pulverulenta presenta un ecosistema relativamente
rico en especies fungicas endofiticas con una distribucién espacial desigual en la planta
huésped. El estudio de la biodiversidad endofitica de N. pulverulenta llevé a la conclusion
de que la distribucidn de las especies fungicas se encuentra en gran medida influenciada por
el 6rgano vegetal estudiado. Para esta especie, el tallo fue el drgano que presentd una
mayor biodiversidad, consiguiéndose aislar un total de 13 especies fungicas diferentes.

2. Los rendimientos que se obtuvieron durante el proceso de fermentacién fueron muy
variables y no se aprecid ninguna diferencia significativa entre los valores obtenidos para
ambos medios de cultivo empleados. Sin embargo, si se pudo apreciar las cepas de hongos
endofitos aisladas en PDA y cultivadas en Czapeck crecieron relativamente mds rapido que
aquellas que fueron aisladas en MEA y cultivadas en MEB.

3. Los ensayos de actividad antifungica realizados con los microextractos de hongos enddfitos
permitieron seleccionar a dos especies, NP1 (Alternaria sp.) y NP7 (Fungal endophyte isolate
EUSF00640), como potenciales agentes de control fitosanitario contra hongos
fitopatdgenos. El primero de ellos demostrd tener una potente actividad frente a las tres
dianas ensayadas (F. oxysporum, A. alternata y B. cinerea); mientras que el segundo fue muy
activo frente a sélo dos de ellos (F. oxysporumy B. cinerea).

4. Los resultados obtenidos para los estudios de actividad fitotdxica frente a mono vy
dicotiledéneas de los microextractos fungicos obtenidos siguié un patréon diferente al
observado en los bioensayos antifingicos. Asi, ninguno de los extractos con actividad
fungicida demostré tener efectos inhibitorios sobre el crecimiento de L. perenne ni L. sativa.
En cambio, se descubrieron dos especies, NP11 (Neodevriesia sp.) y NP10 (Neodevriesia
metrosideri), con un importante efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular de L.
perenne, indicando una potencial aplicacion de los mismos como herbicidas selectivos
frente a monocotileddneas. Por otro lado, los extractos de NP7 (Fungal endophyte isolate
EUSF00640), NP9 (Hortaea werneckii strain Y. H. Yeh 10122), NP11 (Neodevriesia sp.) y NP12
(Phialophora sp.) estimularon el crecimiento radicular de L. sativa, pudiendo ser aplicados
como bioestimulantes a los cultivos.

5. Finalmente, se debe tener en cuenta que este estudio se basé en los datos obtenidos a partir
de la realizacidn de un Unico muestreo, por lo que los resultados y conclusiones a las que se
han llegado en el mismo podrian experimentar variaciones de cara a la realizacion de futuros
trabajos. No obstante, ha permitido ampliar el conocimiento sobre la biodiversidad vy
posibles aplicaciones futuras de los hongos endéfitos presentes en la especie Neochamaelea
pulverulenta, uno de los muchos endemismos presentes en las Islas Canarias.
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