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RESUMEN

La proteccion de cultivos en los ultimos afios se ha basado en el uso de plaguicidas
quimicos sintéticos, no obstante, su uso se esta restringiendo debido a una legislacion
cada vez mas estricta de la Union Europea centrada en una produccion sostenible y segura
de alimentos. El descubrimiento de nuevos bioplaguicidas constituyen la mejor
alternativa para controlar las plagas y enfermedades de los cultivos. Los hongos endofitos
de plantas ubicadas en habitats restringidos han demostrado ser un reservorio prometedor
de metabolitos bioactivos con potencial plaguicida. En este estudio se ha evaluado el
potencial de siete hongos endofitos aislados de Bethencourtia palmensis para producir
extractos con actividad nematicida frente a Meloidogyne javanica, fungicida frente a
Botrytis cinerea y antialimentaria contra Myzus persicae, que constituyen tres plagas
importantes en la agricultura. Los resultados indican que los hongos BPGS5, BPT4,
BPF4.1 y BPF9 son los que mayor potencial presentan para la produccion de
bioplaguicidas puesto que sus extractos reportaron bioactividad contra una o mas de las
plagas ensayadas. La obtencion de los perfiles quimicos de los extractos activos por
GC/MS reveld una multitud de compuestos que podrian ser los responsables de sus

bioactividades.

ABSTRACT

In recent years crop protection has been based on the use of synthetic chemical pesticides.
However, their use is being restricted due to increasingly strict European Union
legislation focused on sustainable and safe food production. The discovery of new
biopesticides constitutes the best alternative to control crop pests and diseases.
Endophytic fungi of plants located in restricted habitats have shown to be a promising
reservoir of bioactive metabolites with pesticidal potential. In this study, the potential of
seven endophytic fungi isolated from Bethencourtia palmensis has been evaluated to
produce extracts with nematicidal activity against Meloidogyne javanica, fungicidal
activity against Botrytis cinerea and antifeedant activity against Myzus persicae, which
are three important pests in agriculture. The results indicate that the fungi BPGS, BPT4,
BPF4.1 and BPF9 are the ones with the greatest potential to produce biopesticides, since
their extracts reported bioactivity against one or more of the pests tested. Obtaining the
chemical profiles of the active extracts by GC/MS revealed a multitude of compounds

that could be responsible for their bioactivities.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos endofitos son aquellos que viven en el interior de las plantas
manteniéndose asintomadticos, es decir, sin provocar ninguna manifestacion visible de
enfermedad [ 1, 2]. El término endéfito engloba tanto hongos como bacterias, no obstante,
los mas frecuentes aislados de plantas para su estudio son los hongos [3, 6]. Estos
microorganismos se han extraido de distintos huéspedes que van desde plantas herbaceas
hasta lefiosas, situadas en un amplio rango de ecosistemas. Dentro del huésped, los
endofitos se pueden localizar en una gran variedad de tejidos y organos como tallos,

raices, hojas, corteza, xilema, semillas y frutos [4].

Numerosos estudios evidencian que las interacciones bioquimicas entre las plantas y sus
endofitos generan una mayor resistencia a herbivoros, patégenos y estrés en el huésped
[5,26,27]. Esto se debe en gran medida a la adaptacion de los endofitos al microambiente
de la planta, capaces de incluir y expresar ADN de ésta en su genoma [7]. De esta forma,
los endofitos son capaces de sintetizar metabolitos secundarios bioldogicamente activos
similares a los de su huésped [8, 9, 10]. Estas moléculas desempefian un papel importante
en la proteccion de las plantas, la comunicacion entre ellas y su adaptacion a los cambios

ambientales [3].

La relacion de la planta con sus endoéfitos suele ser predominantemente mutualista, en la
que los metabolitos producidos por el hongo no afectan a la integridad de la planta y
viceversa. Ademas, a partir de estos compuestos producidos por organismos endofitos es
posible desarrollar nuevos fAirmacos y biopesticidas que sean seguros a su contacto con

seres humanos y animales [12].

Muchos investigadores han demostrado el potencial de los hongos endofitos en la
produccion de compuestos bioactivos con aplicaciones medicinales o agricolas muy
prometedoras [3, 11]. Dentro de los compuestos naturales producidos por hongos
endofitos, caben destacar los flavonoides, esteroides, alcaloides, terpenoides, quinonas,
isocumarinas, lignanos, fenoles, compuestos alifaticos y lactonas [4]. Algunos de estos
compuestos tienen multiples propiedades medicinales como anticancerigenos,

antibioticos, antiinflamatorios y antioxidantes [4, 13-15]. Sin embargo, cada vez estan
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teniendo mas relevancia en el campo de la agricultura por sus aplicaciones en la
proteccion de cultivos [11, 17-20]

La proteccion de cultivos en los ultimos afios se ha basado en el uso de plaguicidas
quimicos sintéticos. El uso masivo y generalizado de éstos puede acarrear serios
problemas ambientales y riesgos en la seguridad alimentaria [34]. No obstante, su uso se
estd reduciendo debido a una legislacion cada vez mas estricta de la Unién Europea
centrada en una produccion sostenible y segura de alimentos.

La eliminacién gradual de estos pesticidas quimicos estd dejando a los agricultores sin
opciones para controlar las plagas y enfermedades de los cultivos que causan grandes
pérdidas en la produccion [11]. Entre la gran variedad de microbios endofitos, los hongos
han demostrado ser un reservorio prometedor de metabolitos bioactivos con potencial

plaguicida y respetuosos con el medio ambiente [21].

Actualmente no existe demasiada informacion sobre la biogeografia de los hongos
endofitos y el establecimiento de sus comunidades en ecosistemas concretos. No obstante,
un estudio de los endofitos en angiospermas tropicales y helechos, mostréd que los taxones
procedentes de bosques nubosos presentaban mayor grado de bioactividad en
comparacion con aquellos provenientes de bosques de tierras bajas [22].

En este contexto, este trabajo de investigacion se ha encaminado hacia la seleccion de
plantas que se encuentren en habitats restringidos y que puedan contener endofitos con
caracteristicas Unicas como la produccion de metabolitos secundarios poco habituales

[23].

La region Macaronésica se caracteriza por tener una gran biodiversidad botanica. Consta
de tres archipié¢lagos de origen volcanico (Madeira, las Azores y las Islas Canarias) que
presentan paisajes contrastantes y climas templados. Estas caracteristicas crean un
ambiente ideal para una biodiversidad excepcionalmente rica. Gracias a su hébitat forestal
unico, las Islas Canarias son las mas biodiversas de la region y una de las mas ricas del
mundo. Aproximadamente el 25% de las especies de plantas son endémicas [24] y, por
lo tanto, tienen una comunidad microbiana enddgena potencialmente rica [25]. El
potencial biotecnoldgico inexplorado de los hongos endoéfitos procedentes de estas

regiones puede dar lugar a nuevos productos con valiosas aplicaciones agricolas [11].
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Se ha reportado que algunas especies endémicas de las islas Canarias poseen endofitos
con actividad insecticida, y los extractos obtenidos de ellos tienen efectos fitosanitarios,
como actividad antifungica y antialimentaria de insectos [11, 16]. Dentro de las especies
endémicas de Canarias destaca el género Bethencourtia [26, 27] compuesto por tres
especies distintas: Bethencourtia hermosae, Bethencourtia rupicola y Bethencourtia
palmensis [28].

Estudios realizados sobre Bethencourtia palmensis mostraron la presencia de
sesquiterpenos de tipo silfineno con fuertes propiedades antialimentarias de insectos al
actuar sobre los receptores GABA (acido gamma-aminobutirico) de estos [27].

En consecuencia, en este estudio se ha seleccionado B. palmensis para realizar el
aislamiento de sus hongos endoéfitos y estudiar el potencial de sus extractos organicos

como agentes nematicidas, antifingicos y antialimentarios de insectos.

Este trabajo se enfoca en siete hongos distintos aislados de B. palmensis, donde se informa
sobre la actividad bioplaguicida de sus extractos organicos frente a hongos patdogenos
(Botrytis cinerea), pulgones (Myzus persicae) y nematodos (Meloidogyne javanica)

(figura 1) y sus perfiles quimicos.

Mpyzus persicae, es una especie invasora de homoptero ampliamente distribuida por el
mundo. El hospedante principal son plantas del género Prunus, destacando Prunus
persica (el melocotonero), aunque se puede hospedar en mas de cuarenta familias de
plantas diferentes, la gran mayoria de alto interés economico. Estos pulgones son capaces
de transmitir mas de cien tipos de virus, ademas de causar dafios directos en los cultivos

por lo que se considera una seria plaga en cultivos de frutales [29].

Meloidogyne javanica es una especie de nematodos formadores de nodulos en las raices
de las plantas. Constituye uno de los principales fitopatdogenos en agricultura ya que
presenta una distribucion mundial y es capaz de infectar a mas de 3000 especies de
importancia agricola, causdndoles dafos severos. Se trata de endoparasitos obligados que
llevan a cabo la infeccion cuando se convierten en juveniles de segundo estadio (J2). Los
juveniles J2 penetran por las raices y permanecen en su interior durante todo su ciclo vital.
La formacion de agallas en las raices impide una absorcion normal de agua y nutrientes,
afectando al crecimiento de la planta, provocando marchitamiento y aumentando su

susceptibilidad a infecciones por otros patogenos [30,31].
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Botrytis cinerea, es un hongo patdégeno de mas de 200 especies vegetales, aunque los
dafios econémicos mas importantes destacan en plantaciones de fresas y uvas. Las esporas
del hongo penetran en la planta a través de cualquier herida y, si se dan las condiciones
adecuadas de humedad elevada y temperatura suave, las esporas germinan en el interior
de la planta causando necrosis de los tejidos. Constituye una de las enfermedades de
plantas mas frecuentes ya que las esporas tienen un alto grado de supervivencia, incluso
en condiciones desfavorables [32]. Ademas, una vez que se da la infeccion, es muy dificil
revertirla ya que se propaga con gran facilidad y rapidez pudiendo destrozar las cosechas

en poco tiempo. También puede propagarse en etapas posteriores al cultivo como puede

ser el almacenamiento o el transporte, generando pérdidas cuantiosas para los agricultores

[33].

Figura 1: a) Foto de Myzus persicae, b) Foto de Meloidogyne javanica, ¢) Foto de un cultivo de Botrytis

cinerea.

2. OBJETIVOS

El objetivo general es:
- Seleccionar las especies fungicas extraidas de la microbiota endofitica de
Bethencourtia palmensis con mayor potencial para la produccion de

bioplaguicidas.

Los objetivos especificos son:
- Fermentar y obtener los extractos (metabolitos secundarios) de 7 hongos endofitos
extraidos de B. palmensis.
- Medir de los niveles de actividad de los extractos frente a hongos fitopatdogenos
(Botrytis cinerea), afidos (Myzus persicae) y nematodos (Meloidogyne javanica).
- Obtener los perfiles quimicos de los extractos bioactivos mediante cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El material vegetal empleado fue Bethencourtia palmensis (figura 2), una planta herbacea
y arbustiva de la familia asteraceas.

Se recolectaron ejemplares de B. palmensis de dos localizaciones distintas: Los Andenes
y el Barranco de los Guanches, en el Parque Nacional de la Caldera de Taburiente (La
Palma, Islas Canarias). El material vegetal se guardd en bolsas de pléstico estériles y se
transportd en un contenedor en condiciones de refrigeracion. El aislamiento de los hongos

endofitos se realizo transcurridas 48 horas desde la recoleccion.

Figura 2: Foto de Bethencourtia palmensis.
3.2 Esterilizacion del material vegetal

Se seleccionaron las hojas, el tallo y las flores maduras de cada planta. Las partes
seleccionadas se lavaron con agua para eliminar restos de tierra y suciedad superficial.
Con el fin de eliminar los organismos epifitos existentes en las plantas, se esterilizaron
las hojas, el tallo y las flores sumergiéndolas durante 1 min en una solucién de etanol al
75%, seguido de un lavado con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%
durante 2 min. Finalmente, el material vegetal se lavd con agua destilada y se secd con

papel bajo condiciones estrictamente asépticas.
3.3 Aislamiento de los hongos endoéfitos

El material vegetal estéril se cortd con un bisturi en pequefios explantos y se transfirio a

placas Petri con un medio comercial de agar patata dextrosa (PDA) con 50 mg/L de
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cloranfenicol para inhibir el crecimiento bacteriano. En cada placa se sembraron tres
fragmentos del mismo tipo, y se hicieron dos repeticiones para cada tipo de explanto.
Las placas se incubaron en una camara de cultivo a 28°C, realizdndose peridodicamente
observaciones de las mismas. A medida que las colonias de hongos endoéfitos crecieron
alrededor de los explantos, se sembraron de forma aislada en nuevas placas Petri con

medio PDA y se dejaron crecer a 28°C para obtener cultivos puros.

3.4 Fermentacion de los hongos endofitos

De los cultivos puros de cada hongo, se rasp6é suavemente con un asa de siembra para
arrastrar micelio y se disgregd en el interior de matraces Erlenmeyer de 100 ml
conteniendo 50 ml de un medio comercial de caldo patata dextrosa (PDB). Esta
suspension se cultivo durante 21 dias en agitacion orbital continua a 120 rpm y 25°C.
Las fermentaciones de cada hongo se realizaron por cuadruplicado.

La manipulacién de los cultivos se efectud bajo condiciones asépticas, en una campana
de flujo laminar TELSTAR AV-100.

Previo a la inoculacion, los medios de fermentacion se autoclavaron en las condiciones

estandar de 121°C y 1 atmosfera de presion, durante 30 minutos.

3.4 Recuperacion de extractos

Una vez finalizado el tiempo de las fermentaciones, se recogi6é una muestra de medio de
cada matraz y se observo al microscopio para descartar la presencia de contaminaciones
bacterianas. Posteriormente, el micelio se separé del medio de cultivo por filtracion a
vacio en un embudo Biichner.

Los metabolitos secundarios presentes en el medio se separaron del mismo mediante una
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (EtOAc) como disolvente. Para la
realizacion de la extraccion se afiadid un volumen final de 150 ml de EtOAc sobre el
medio fermentado un embudo de decantacion, esperando hasta la completa separacion de
la fase acuosa y la fase organica tras agitaciones vigorosas con el fin de mezclar
temporalmente ambos liquidos para facilitar la extraccion de los compuestos. Se
realizaron 3 extracciones de cada medio de cultivo para recuperar el méximo posible de
extracto.

La fase organica recolectada se secd con sulfato de sodio (Na;SOs) y los extractos que

contiene, se concentraron por rotacion al vacio a presion reducida (<240 atm) y

10
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temperatura de 40°C. Los extractos crudos secos se pesaron y fueron almacenados en

condiciones de refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.

3.5 Bioensayos

Las especies de nematodos, pulgones y hongos patdégenos se han seleccionado por la
importancia econémica de su incidencia sobre cultivos horticolas, su capacidad de
transmision de virus (en el caso de pulgones) asi como su disponibilidad y facilidad de

cria y mantenimiento en el laboratorio.

3.5.1 Ensayos de actividad antialimentaria de Myzus persicae

Las poblaciones de M. persicae utilizadas en los ensayos se criaron en camaras
climatizadas sobre plantas de pimiento morron (Capsicum annuum), transfiriéndolos a
plantas frescas cada 7-10 dias. Las camaras climatizadas se mantuvieron a una
temperatura de 22 + 1 °C, humedad relativa del 60-70 % y fotoperiodo de 16:8 horas

(luz:oscuridad).

Para realizar los ensayos con pulgones se utilizaron cajas de plastico de 3x3x1.5 cm,
tapadas y con ventilacion. En cada caja se coloco una capa fina de agar (1%) que permite
la adhesion de las hojas y ayuda a mantener la humedad de estas.

Se cortaron discos de 2 ¢m? de hoja de pimiento morrdn (Capsicum annuum) y se
dividieron por la mitad. Sobre el agar de cada caja se colocaron dos medios discos. Una
mitad del disco se tratd con 10 pl de etanol (control) y la otra mitad con 10 pl de extracto
a una concentracion de 10 mg/ml disuelto en etanol (tratamiento).

Para cada muestra se han utilizaron 20 cajas, con 10-15 pulgones en cada una.

Las cajas se incubaron durante 24 horas en posicion invertida, es decir, con los pulgones
en la parte inferior y los discos de hojas en la parte superior de la caja (Figura 3). La
incubacion se llevd a cabo en una cadmara a 22 + 1°C y bajo luz indirecta con un
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad). Transcurridas 24 horas se contaron el numero
de pulgones asentados tanto en el tratamiento como en el control y se calcul6 el indice de

inhibicion del asentamiento (%SI) para cada tratamiento con la siguiente formula:

%T
%C

Donde %C y %T representan el porcentaje de pulgones asentados en el control y en el

%SI=1—< )xlOO

tratamiento respectivamente [35].

11
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En caso de extractos que obtuvieron un %SI mayor de 70%, se realizaron ensayos de
dosis-respuesta, disminuyendo a la mitad la concentracion del extracto usado en el
tratamiento (se ensayaron dosis de 5 mg/ml y de 2,5 mg/ml). También se calcularon las
concentraciones efectivas al 50% (CEso) de los extractos activos mediante una regresion
lineal de los %SI frente a los logaritmos de las dosis, empleando para ello el programa

estadistico Statgraphics Centurion.

B |
Control Tratamiento
B B ==

Figura 3: Bioensayo de actividad antialimentaria de M. persicae.

3.5.2 Ensayos de actividad nematicida frente a Meloidogyne javanica

Las poblaciones de Meloidogyne javanica utilizadas en los ensayos se mantuvieron en
plantas de tomate de Lycopersicon esculentum (var. Marmande) a una temperatura de
25+1°C y humedad relativa del 70%. Cada dos meses se levantaron las plantas para
extraer manualmente las masas de huevos de las raices bajo microscopio estereoscopico.
Las masas recolectadas se colocaron con la ayuda de pinzas en filtros semisumergidos en
agua destilada y se incubaron en una cdmara a 24°C para que los huevos comenzasen a
eclosionar. Transcurrido un mes se obtuvieron los juveniles J2 infectivos que constituyen

el inoculo para el ensayo.

Los ensayos con nematodos se realizaron en placas estériles de 96 pocillos con fondo en
U [37]. Se hicieron cuatro repeticiones para cada tratamiento y para el control.

El control contenia 95 pl de una soluciéon de juveniles J2 en agua destilada (100
nematodos/95 ul) y 5 ul de disolvente DMSO 100%+Tween 0,6%. El tratamiento
contenia 95 ul de la solucién de juveniles J2 en agua destilada (100 nematodos/95 ul) y
5 pl del extracto a ensayar a una concentracion de 20 mg/ml en DMSO 100% + Tween
0,6%. De este modo se obtuvo una concentracion final de 1 mg/ml de extracto en cada

pocillo. Los pocillos de alrededor del tratamiento y del control se rellenaron con agua

12
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para mantener la humedad y disminuir el efecto borde. Finalmente, la placa se sellé6 con
Parafilm y se envolvio con papel de aluminio para impedir el paso de la luz. Las placas
se incubaron durante 3 dias a 24°C. Tras el periodo de incubacion se realizé el recuento
de nematodos vivos y muertos de cada réplica en un microscopio estereoscopico,
considerando como muertos los nematodos sin movimiento, con formas rigidas y con

burbujas en su interior (Figura 4).

)/
TS

]

\

\7/ ! A 5 17 :

C y ‘ N W »
% : } / f
| : B

\&(‘ b) i'// ) . é\ri

<

a) el

Figura 4: a) Muestra de un control con nematodos vivos; b) Muestra de un tratamiento activo con

nematodos muertos.

Los resultados de actividad nematicida de cada muestra se calcularon como porcentaje
corregido de juveniles J2 muertos (M%) de acuerdo con la férmula de Scheider-Orelli

mostrada a continuacion.

%T — %C
100 — %C

Donde %T indica el porcentaje de nematodos muertos en el tratamiento y %C indica el

M(%) = ( ) 2100

porcentaje de nematodos muertos en el control.

Con los extractos que obtuvieron un porcentaje de actividad mayor del 90%, se realizaron
ensayos de dosis-respuesta, disminuyendo a la mitad la concentracion del extracto usado
en el tratamiento (se ensayaron dosis de 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/mly 1,25 mg/ml que
suponen una concentracion final en el pocillo de 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml y 0,125 mg/ml
respectivamente). Las dosis letales eficaces al 50 y 90% (LCs,y LC,,) de los extractos
activos se han calculado mediante analisis Probit [36], empleando para ello el programa

estadistico Statgraphics Centurion.

13
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3.5.3 Ensayos de germinacion de esporas de Botrytis cinerea

Los cultivos de Botrytis cinerea utilizados en los ensayos se mantuvieron en placas Petri
con medio PDA a 25°C, realizdndose pases cada 15-20 dias a medio fresco.

Para realizar los ensayos se prepararon suspensiones de esporas a una concentracion de
1x107 esporas/ml en una solucion salina de NaCl a 0,9%. Para ello, se afiadieron 10 ml
de la solucidn salina sobre una placa de PDA de 3 dias de cultivo de Botrytis cinerea y
con una torunda estéril se resuspendieron las esporas. La solucion se filtr6 para eliminar
los restos de micelio. Finalmente, se contaron las esporas en camara de Neubauer para

obtener la concentracion deseada de 1x107 esporas/ml.

Los ensayos se realizaron en placas estériles de 96 pocillos con fondo plano. Los extractos
se prepararon a una concentracion de 80 mg/ml en DMSO (dimetilsulféxido) y se hicieron
diluciones seriadas con agua estéril sobre los pocillos de la placa para ensayarlos a
concentraciones finales de 800, 400, 200, 100 y 50 pg/ml. Se realizaron 4 repeticiones

para cada concentracion. Como control negativo se utiliz6 agua estéril con DMSO al 1%.

Finalmente se afiadid a cada pocillo (incluido el control) 100 pl de medio RPMImops y 20

ul de la solucion de esporas (1x107 esporas/ml).

El medio RPMIwmops utilizado se prepard mezclando 1,042 g de RPMI (Sigma-aldrich),
3,45 g de MOPS (Acros organics), 200 ul de estreptomicina y penicilina al 1% (Gibco) y
100 pl de agua destilada.

Las placas se incubaron a 25°C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se afiadieron
25 pl de un revelador (solucion de 3 ml de RPMI con 15 mg de MTT (Acros organics) y
0,52 mg de menadiona (Acros organics)) en cada pocillo y se incubaron durante 3 horas
a 25°C. Seguidamente, se elimind todo el medio posible de los pocillos mediante
aspiracion dejando las esporas precipitadas en el fondo y se afiadieron 200 pl de
isopropanol acido (95% isopropanol, 5% HCIl 1M) por pocillo. Finalmente, se incubaron
otros 30 minutos a 25°C y se midi6 la absorbancia a 490 nm utilizando un lector ELISA
acoplado a un ordenador con el Software Gen5 2.01. Si los extractos no han logrado
inhibir la germinacién de las esporas de B. cinerea, estas habran metabolizado los
reactivos y provocado un viraje de color en el medio, por este motivo se leen las

absorbancias.
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Los resultados de la germinacion se calculan como porcentaje de germinacion respecto al

control (%G) como se muestra en la siguiente férmula:

Donde %Gt indica el porcentaje de germinacion en el tratamiento y %Gc indica el

porcentaje de germinacion en el control.

Las dosis efectivas de los extractos activos para lograr un 50% de inhibicién de la
germinacion (CEso) se han calculado mediante una regresion lineal de los porcentajes de
germinacion con respecto al control frente a los logaritmos de las dosis, empleando el

programa estadistico Statgraphics Centurion.

3.6 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa

La determinacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos presentes en los extractos
activos se hizo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS).

Se empled un equipo Shimadzu GC-2010 acoplado a un detector de masas Shimadzu
GCMS-QP2010-Ultra con una fuente ionizacion por impacto electronico a 70 eV y
utilizando como analizador un Quadrupolo Simple. Se utiliz6 Helio como gas portador.
Las muestras fueron inyectadas por un inyector automatico (AOC-20i). La cromatografia
se llevod a cabo con una columna capilar Teknokroma TRB-5 (95%) Dimetil- (5%)
difenilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm ID y 0.25 pm de espesor de fase. Las condiciones
de trabajo utilizadas fueron: inyeccion en modo “Split” inyectando 1 ul de muestra con
una relacion de division (20:1) mediante un inyector automatico Shimadzu AOC-20i,
temperatura del inyector 300°C, temperatura de la linea de transferencia conectada al
espectrometro de masas 250°C y temperatura de la fuente de ionizacion 220°C. La
temperatura de la columna inicial fue de 110°C, calentando hasta 290°C a 7°C /min y
dejando a 290°C durante 15 min. Los espectros de masas y el tiempo de retencion se han
utilizado para identificar los compuestos por comparacion con los encontrados en la base
de datos Wiley (Wiley 275 Mass Spectra Database 2001) y NIST 17, mientras que para
la cuantificacion se han utilizado los porcentajes de area relativos de todos los picos
obtenidos en los cromatogramas.

Todas las muestras fueron disueltas en diclorometano al 100%, para llevar a cabo su

inyeccion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Hongos aislados de B. palmensis y sus extractos

Se aislaron un total de 50 hongos de la microbiota endofitica de B. palmensis y se
clasificaron por su morfologia y el aspecto de las colonias, quedando pendiente su
identificacion genética por secuenciacion de las regiones ITS. Para este trabajo se
seleccionaron 7 hongos morfolégicamente distintos los cuales fueron nombrados en el
momento de su aislamiento como BPF4.1, BPF9, BPT4, BPT6.2, BPG1, BPG5 y BPM6
(Figura 5).

Todos ellos fueron aislados del tallo de B. palmensis a excepcion de BPF4.1 y BPF9 que

se aislaron de las flores.
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Figura 5: a) Foto de las colonias de los hongos por la parte superior de las placas crecidos en medio PDA.
b) Foto de las colonias por la parte inferior de las placas. ¢) Tinciones del micelio con azul de lactofenol
observadas con microscopio optico. d) Tinciones del micelio con acido lactico observadas con microscopio

optico.

Como se muestra en la figura 5, los hongos BPF4.1 y BPF9 presentan colonias de color
blanco y gris con hifas aseptadas y ramificadas. BPT4 presenta una colonia marrén oscuro
con conidi6foros tabicados de forma ovoide que podria asemejarse al género Alternaria
debido a la presencia de esporas tabicadas tipicas de este género. BPT6.2 es un hongo
filamentoso que forma colonias color marron claro con hifas septadas, ramificadas y
conidiéforos simples. En el caso de BPG1, el hongo presenta colonias rosa claro y un talo
levaduriforme que en ocasiones pueden encontrarse formando pseudohifas (no visibles
en la imagen). BPGS5 se asemeja a un Aspergillus de la seccion nigris, con esporas de
color negro visibles en la parte superior de la placa y un micelio de color blanco, visible
en la parte inferior. Ademas, presenta hifas hialinas septadas y conidios globosos tipicos
del género. Finalmente, la colonia de BPM6 presenta unos halos simétricos de color

marrén y su hifa es septada y ramificada con presencia de fibulas.
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Los miligramos de extracto obtenidos tras la fermentacion durante 21 dias de cada hongo
en medio PDB y la extraccion liquido-liquido de los compuestos en sus respectivos

medios de cultivo, cada uno con un volumen total de 200 ml, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Cantidad de extracto obtenido de 200 ml de medio de cada hongo.
Hongos BPF4.1 | BPF9 | BPT4 | BPT6.2 | BPGI BPG5 BPM6

Extractos (mg) 11,7 9.9 10 14,3 18,3 14,3 32

4.2 Resultados de actividad antialimentaria de Myzus persicae

El indice de inhibicion de asentamiento (%SI) para cada extracto ensayado a una
concentracion de 10 mg/ml se muestra en la tabla 2, donde se observa que los extractos
de BPGS5, BPF9 y BPF4.1 obtuvieron valores de %SI > 70% por lo que se sometieron a
ensayos de dosis-respuesta para calcular sus dosis efectivas al 50% (CEso) dentro de unos
limites superior e inferior de confianza del 95% (Tabla 3).

Los extractos de BPT4, BPT6.2, BPG1 y BPM6 no mostraron bioactividad en este ensayo
por lo que fueron descartados como potenciales compuestos con actividad antialimentaria

contra Myzus persicae.

Tabla 2: indice de inhibicion de asentamiento (%SI) de los extractos ensayados a 10 mg/ml + error

estandar.

Hongos BPF4.1 | BPF9 | BPT4 | BPT6.2 | BPG1 | BPG5 | BPM6

Promedio %SI 88,19 | 78,70 | 49,18 | 49,52 57,65 80,26 | 41,27
+ + + + + + + +
Error estandar 4,35 9,32 8,97 9,41 10,19 4,92 10,48

Tabla 3: indice de inhibicion de asentamiento (%SI) de los extractos seleccionados ensayados a dosis de

10, 5y 2,5 mg/ml + error estandar. Dosis efectivas al 50% (CEso) con unos limites superior e inferior de

confianza del 95%.

Dosis (mg/ml) Promedio %SI + Error estandar
BPF4.1 BPF9 BPG5
10 88,19+4,35 | 78,70 +9,32 80,26 + 4,92
5 54,47+8,68 | 42,32+944 52,32+9,10
2,5 28,08+7,76 | 26,03+ 6,74 32,52 + 6,55
CEso (mg/ml) 428 5,78 4,32
(limites de confianza 95%) | (3,47-5,27) (4,35-7,7) (3,38-5,53)
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El calculo de las dosis efectivas al 50% mostré que los extractos mas activos son los
pertenecientes a BPF4.1 y BPGS5 dando valores de CEso de 4,28 y 4,32 mg/ml
respectivamente. Seguidos de BPF9 con un valor de CEsp de 5,78 mg/ml como se muestra

en la tabla 3.

Otro estudio demostro6 actividades similares sobre Myzus persicae de los extractos de un
hongo endéfito de la especie Trichoderma aislado de plantas medicinales de la familia
Lauraceae [39]. Los extractos de este hongo estaban compuestos por una mezcla de
acidos grasos libres que al ser ensayados reflejaron unos valores de CEsp en torno a 7
ug/cm?. No obstante, los extractos de Trichoderma no fueron efectivos al ensayarlos
contra Meloidogyne javanica ni contra Botrytis cinerea a diferencia de BPF4.1 que
demostré actividad ante estos tres patdogenos vegetales (tablas 3, 5 v 6) y BPG5 que fue

activo contra dos de ellos, M. persicae y M. javanica (tablas 3 y 5).

También se han reportado sustancias elicitoras de proteinas extraidas de Alternaria
tenuissima, como PeaTl, que son capaces de activar los mecanismos de resistencia
sistémica adquirida de las plantas para protegerse de los dafios causados por M. persicae

[51].

Por otro lado, BPGS5, sospechoso de ser un Aspergillus por su morfologia observada en la
figura 3, se podria comparar con SPH2, otro Aspergillus endofito de B. palmensis aislado
también del tallo en estudios anteriores [16]. Sin embargo, ambos mostraron actividades
distintas en cada ensayo. BPG5 demostro gran actividad contra M. persicae y M. javanica
(tablas 3 y 5) a diferencia de SPH2 que solo fue activo contra B. cinerea. Esto indica que
a pesar de pertenecer al mismo género y haber sido aislados del tallo de la misma planta,

se trata de hongos claramente diferentes.

4.3 Resultados de actividad nematicida frente a Meloidogyne javanica

Los efectos nematicidas de los extractos de cada hongo a una concentracion de 1 mg/ml
se muestran en la tabla 4, donde se observa que BPF4.1 y BPT4 indujeron una mortalidad
(M%) del 100% seguidos por BPG5 con una M% de 96,82%. Estos tres extractos se
sometieron a ensayos de dosis-respuesta para calcular sus dosis efectivas letales al 50%
y 90% (CLso y CLoo) dentro de unos limites superior e inferior de confianza del 95%

(Tabla 5).
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Los extractos de BPF9, BPT6.2, BPG1 y BPM6 no mostraron un M% > 90% por lo que
fueron descartados como potenciales compuestos con actividad nematicida frente a

Meloidogyne javanica.

Tabla 4: Mortalidad (M%) de los extractos, expresada como porcentaje de juveniles J2 de Meloidogyne

Jjavanica muertos, ensayados a 1 mg/ml £ error estandar.

Hongos BPF4.1 | BPF9 | BPT4 | BPT6.2 | BPG1 | BPG5 | BPM6
Promedio M% 100 17,58 | 100 18,22 19,67 96,82 | 11,42
+ + + + + + + +
Error estandar 0 2,74 0 2,40 2,70 1,05 0,99

Tabla 5: Mortalidad (M%) de los extractos seleccionados ensayados a dosis de 1; 0,5; 0,25 y 0,125 mg/ml

+ error estandar. Dosis efectivas letales al 50% (CLso) y 90% (CL90) con unos limites superior e inferior de

confianza del 95%.

Dosis (mg/ml) Promedio M% = Error estandar
BPF4.1 BPT4 BPGS5
1 100+ 0 100 + 0 96,82 + 1,05
0,5 83,57 + 3,48 100+ 0 4423+ 1,9
0,25 11,55+ 0,4 71,81+ 1,6 6,68+ 1,2
0,125 4,59 + 0,85 24,57+ 1,79 3,43 +1,32
CLso (mg/ml) 0,36 0,186 0,53
(limites de confianza 95%) | (0,35-0,37) (0,18-0,19) (0,51-0,55)
CLso (mg/ml) 0,55 0,32 0,86
(limites de confianza 95%) | (0,53-0,57) (0,30-0,33) (0,82-0,90)

El calculo de las dosis efectivas letales al 50% y 90% mostrd que el extracto mas activo
es el perteneciente a BPT4 dando los valores de CL50 (0,186 mg/ml) y CLoo (0,32 mg/ml)
mas bajos y manteniendo un M% > 70% para las tres primeras dosis (1; 0,5; 0,25 mg/ml).
El segundo extracto con mayor actividad pertenece a BPF4.1 con valores de CLso y CLoo
de 0,36 y 0,55 mg/ml respectivamente. Seguido de BPG5 que presenta un CLso de 0,53
mg/ml y un CLgo de 0,86 mg/ml (Tabla 5).

Ya han sido reportados previamente algunos extractos producidos por hongos endoéfitos
activos contra Meloidogyne javanica como es el caso de un extracto de Guignardia
mangiferae, aislado de Persea indica, que mostrd una fuerte actividad nematicida dando
valores de M% del 100% a concentraciones de 1 mg/ml y valores de CLso y CLoo de 0,44

y 0,9 mg/ml [44]. Resultados similares de M% a concentraciones de 1 mg/ml fueron
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obtenidos con BPF4.1 y BPT4 pero sus valores de CLso y CLoo revelan una mayor

bioactividad con respecto al extracto de G. mangiferae.

También se han identificado otros extractos procedentes de escarabajos que exhibe
actividad contra M. javanica dando valores de CLso de 0,35 mg/ml y CLgo de 0,65 mg/ml

[45], valores similares a los obtenidos por BPF4.1.

Otros estudios han corroborado la potente actividad de aceites esenciales extraidos de
diferentes plantas frente a este patogeno, destacando los de Satureja montana con valores
de CLso de 0,041 mg/ml y CLoo de 0,087 mg/ml [37]. Estos valores indican una mayor
actividad de estos compuestos frente a los resultados obtenidos con los extractos de
hongos endoéfitos. Para equiparar los resultados, seria necesario identificar y separar los
compuestos responsables de la bioactividad en los extractos fingicos y calcular sus dosis

efectivas letales como compuestos aislados.

4.4 Resultados de inhibicion de germinacion de Botrytis cinerea

La inhibicién de germinacion de las esporas de Botrytis cinerea se calculd como
porcentaje de germinacion de esporas en los tratamientos con sucesivas diluciones
seriadas de cada extracto (800, 400, 200, 100 y 50 pg/ml), frente al porcentaje de

germinacion en el control (Tabla 6).
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Tabla 6: Porcentaje de germinacion respecto al control (%G) de los extractos a dosis de 800, 400, 200, 100

y 50 pg/ml + estandar error. Dosis efectivas al 50% (CEso) de los extractos activos con unos limites superior

e inferior de confianza del 95%.

Dosis Promedio %G = Error estandar
(ng/ml) BPF4.1 BPF9 BPT4 BPT6.2 BPG1 BPG5 BPM6
20,5 76,59 16,64 88,24 113,10 51,76 69,54
800 + + + + + + +
1,3 8,54 0,99 7.9 16,16 3,22 3,29
21,3 1137 | 20,16 | 109,73 | 135,74 | 52,06 | 71,19
400 + + + + + + +
1,5 9,7 1,74 24,63 15,43 3,37 5,6
39,27 113,45 23,72 162,42 143,30 68,24 72,04
200 + + + + + + +
3,34 9,88 2,27 26,71 13,32 5,16 4,3
57,28 158,02 29,47 191,89 193,69 69,73 78,14
100 + + + + + + +
3,67 13,89 4,61 39,84 17,05 5,93 3,97
69,13 173,16 68.6 204,48 207,49 70,82 80,59
50 + + + + + + +
6,46 18,09 9,02 16,94 20,58 4,42 3,71
CEso (ng/mD) | |, 8.5 a3
otte | s | s | - || - |-
95%) 152,7) 118,5)

Como se observa en la tabla 6, los extractos de BPT4 y BPF4.1 mostraron los porcentajes

de germinacion con respecto al control (%G) mas bajos a la dosis de 800 pg/ml, dando

valores de 16,64 y 20,5% respectivamente. Esto indica que ambos muestran una actividad

inhibitoria de la germinacion de esporas de Botrytis cinerea. A medida que disminuye la

dosis de extracto ensayado, el porcentaje de germinacién con respecto al control va

incrementando en ambos casos, por lo que va disminuyendo su actividad. No obstante,

BPT4 demuestra una mayor continuidad de su actividad manteniéndose con valores de

%G en torno a 20% en las tres primeras dosis (800, 400, 200 pg/ml) a diferencia de

BPF4.1 que solo mantiene ese porcentaje en las dos primeras dosis (800, 400 pg/ml) y a

partir de la tercera dosis (200 pg/ml) asciende a valores de %G en torno al 40%.
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Los extractos del resto de hongos mostraron un %G > 50% a la dosis mas alta (800 pug/ml)
por lo que fueron descartados como potenciales compuestos con actividad inhibitoria de

la germinacion de Botrytis cinerea.

Las dosis efectivas de los extractos activos para lograr un 50% de inhibicion (CEso) se
calcularon mediante una regresion lineal de los porcentajes de germinacion con respecto
al control frente a los logaritmos de las dosis. Como se muestra en la tabla 6, el extracto
de BPT4 obtuvo un valor de CEso de 63 pg/ml dentro de (33,5-118,5) unos limites inferior
y superior de confianza del 95% y el extracto de BPF4.1 obtuvo un valor de CEso de 128,5
pg/ml dentro de sus respectivos limites de confianza (107,3-152,7). Los resultados

confirman que BPT4 presenta mayor actividad que BPF4.1 al tener una CEso mas baja.

Estudios anteriores de extractos producidos por el hongo endo6fito SPH2 aislado del tallo
de B. palmensis reportaron actividades antifingicas a concentraciones similares de
extractos, en este caso de inhibicion del crecimiento del micelio de Botrytis cinerea, con
valores de CEso de 40 y 220 pg/ml para extractos recuperados del medio de cultivo tras 3

y 13 dias de fermentacion respectivamente [16].

Otros estudios de extractos procedentes de Echinopsis chiloensis, un hongo endoéfito
aislado del tallo de distintas plantas endémicas de la Precordillera Andina Central (Chile),
demostraron inhibicién tanto del crecimiento del micelio como de la germinacion de
esporas de Botrytis cinerea [46].

En este mismo estudio, se observo que la inhibicion del micelio de B. cinerea también se
logré con extractos producidos por Lithraea caustica y Acacia caven, dos hongos
filamentosos aislados de las hojas y el tallo respectivamente de las plantas endémicas de
Chile mencionadas anteriormente. Estos dos hongos pertenecen al género Alternaria,
especie a la cual se sospecha que pertenece el hongo BPT4 por su morfologia observada
en la figura 3. Ademas, se han reportado muchas especies de Alternaria aisladas como
endofitas que producen compuestos antifingicos [47]. Algunas de estas especies han
mostrado gran actividad contra B. cinérea [48, 49]. Con ello se relaciona el potencial de
BPT4 para producir compuestos antifungicos contra Botrytis cinerea gracias a los
resultados de actividad mostrados en este estudio y, junto con su actividad nematicida
frente a Meloidogyne javanica mostrada en el apartado anterior, se presenta como un

posible candidato para la produccion de bioplaguicidas a mayor escala.
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Por otro lado, los extractos de BPF4.1 fueron los unicos que mostraron actividad en los
tres ensayos realizados, demostrando su potencial tanto para inhibir la germinacion de las
esporas de Botrytis cinerea como antialimentaria de Myzus persicae y nematicida frente
a Meloidogyne javanica. Esto lo sitia como el hongo mas prometedor, dentro de los 7
analizados en este estudio, para generar bioplaguicidas con amplio rango de accion.
Quedarian pendientes ensayos de prevalencia en el medio y de fitotoxicidad con el fin de
dilucidar si este extracto o sus compuestos activos son capaces de permanecer en el medio
sin dafar los cultivos sobre los que se aplique.

No son numerosos los casos de hongos endéfitos con un amplio rango de accion, pero si
se han reportado algunas especies de hongos, como Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, que producen extractos con actividad dual contra Myzus persicae y Botrytis

cinerea [50].

4.5 Perfiles quimicos de extractos bioactivos por GC/MS

La caracterizacion de los extractos que demostraron actividad en alguno de los ensayos
(BPF4.1, BPT4, BPGS5 y BPF9) se realizo utilizando sus espectros de masas y tiempos de
retencion para identificar los compuestos por comparacion con los encontrados en la base
de datos Wiley 275 y NIST 17.

La cuantificacion de cada compuesto presente en el extracto viene determinada por los %
de area relativos de todos los picos obtenidos en los cromatogramas.

En cada extracto se identifico una gran multitud de compuestos y se seleccionaron
aquellos que presentaron un % area > 3% en uno o mas extractos y un % similitud > 90%
con los compuestos encontrados en las bases de datos (Tabla 7).

Cabe destacar que, debido a que algunos de los hongos de este trabajo podrian ser
presumiblemente cepas nuevas de hongos, los compuestos que se identificaron con bajo
porcentaje de similitud (% similitud < 90%) podrian ser compuestos nuevos [20], o bien
derivados de los identificados que posean alguna de las actividades mencionadas

anteriormente.
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Tabla 7: Compuestos identificados por GC/MS de los extractos activos con su abundancia relativa en el extracto

(% Area) y el tiempo de retencion.

Tiempo de % Area
re:fn“l;')o " | BPT4 | BPF4.1 | BPG5 | BPF9 Compuesto
4,96 1,25 3,86 1,07 Lactona mevaldnica
11,40 5,59 1,98 13,74 17 Ester tetradecanilico del acido acrilico
14,32 10 3,95 1-Docosanol
1,4-diaza-2,5-dioxo-3-isobutil
15,12 3,31 biciclo[4.3.0Jnonano
15,49 2,23 2,20 1,73 4,32 Acido palmitico
16,99 4,17 7,37 2,23 3,7 Cis-9-octadecen-1-ol
17,26 5,47 4,96 3,9 1,7 1-Octadecanol
17,79 4,86 Palmitato de metilo
18,32 3,8 Acido estearico
18,54 1,53 3,05 2,9 2,07 Amida del acido n-tetradecanoico
20,89 244 35,19 41,1 25 Oleamida

La oleamida fue el compuesto con mayor abundancia presente en todos los extractos
activos. Se trata de una amida derivada de 4cidos grasos que ha sido reportada en estudios
previos como un potente agente hipolipidémico, eficaz para disminuir los niveles séricos
de triglicéridos y colesterol [52]. Este compuesto ha sido aislado de muchas plantas
mostrando una actividad inhibitoria significativa contra patégenos humanos como
Microcystis aeruginosa, una cianobacteria de agua dulce conocida por producir toxinas
letales [53]. También se ha obtenido oleamida de Botryodiplodia theobromae, un hongo
endofito aislado de la planta Dracaena draco, cuyos extractos demostraron tener amplia
actividad antimicrobiana [54]. El mecanismo de accion de la oleamida no se conoce
completamente, pero se piensa que induce estrés en las membranas celulares, aumentando
su fluidez y fuga de componentes intracelulares lo que causa la destruccion de los
microbios [55]. Sin embargo, no se han reportado hasta la fecha los efectos de la oleamida

contra las plagas ensayadas en este estudio.

Otros compuestos presentes en todos los extractos son el éster tetradecanilico del acido
acrilico, el 1-octadecanol, el cis-9-octadecen-1-ol y la amida del acido n-tetradecanoico.
No hay informacion acerca de estos compuestos en las dianas ensayadas, pero algunos de
ellos han reportado otras actividades bioldgicas. Por ejemplo, el éster tetradecanilico del
acido acrilico, principalmente abundante en los extractos de BPG5 y BPF9, ha sido

aislado también del hongo endofito Fusarium equseti, exhibiendo actividades
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anticancerigenas en lineas celulares de cancer de mama y antimicrobianas contra Candida
tropicalis y Candida albicans [56]. El 1-octadecanol, mas conocido como alcohol
estearilico, extraido de multitud de actinomicetos, presenta actividad antiinflamatoria y
antipirética [57].

También se han identificado combinaciones de estos compuestos con potencial plaguicida
frente a otras dianas de insectos y hongos patogenos de plantas. Un extracto compuesto
por l-octadecanol y 1-docosanol de Aspergillus nidulans, un endofito de Lantana
camara, reportd actividad insecticida contra Spodoptera littoralis, un insecto polifago
muy destructivo [58]. Estos compuestos se encontraron juntos en los extractos de BPT4
y BPF4.1.

Por otra parte, el 1-octadecanol y el cis-9-octadecen-1-ol (alcohol oleico) se encontraron
en extractos de ajo y reportaron inhibicion del crecimiento de Colletotrichum
gloesporioides, un hongo patdégeno de plantas [59]. Ambos compuestos estuvieron
presentes en todos los extractos bioactivos con mayor abundancia en BPT4 y BPF4.1, los

mismos que demostraron actividad contra B. cinerea en este estudio.

El 1,4-diaza-2,5-dioxo-3-isobutil biciclo[4.3.0]Jnonano (DDIBN), se encontrd
exclusivamente en el extracto de BPF9. Otros estudios reportaron la actividad
antioxidante de este compuesto [60]. El DDIBN también se ha aislado de actinomicetos
endofitos de la especie Nocardiopsis demostrando una excelente actividad antibacteriana
frente a Pseudomonas aeruginosa'y Klebsiella pneumoniae al inhibir sus beta-lactamasas

de espectro extendido [61].

Pese a todas las actividades descritas de cada compuesto, no hay informacion de ninguno
de los identificados en los extractos que hayan mostrado previamente actividad contra
Meloidogyne javanica o contra Botrytis cinérea, y solo tres de ellos se han reportado
previamente como bioactivos contra Myzus persicae. Estos fueron el palmitato de metilo
[43] y una mezcla de acidos grasos entre los que destacan el dcido palmitico y estedrico
[39]. El palmitato de metilo estuvo presente en el extracto de BPF4.1 y el acido palmitico
y estearico se encontraron juntos en el extracto de BPF9. Ambos extractos fueron activos
contra Myzus persicae en este estudio, pudiendo ser estos compuestos los responsables
de su actividad. Se desconoce el modo de accion de los acidos grasos como biomolécula
antialimentaria de insectos, pero se sabe que son los principales componentes de los

lipidos en las plantas y pueden afectar a la idoneidad del huésped para los insectos
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invasores [40]. Por ejemplo, otros acidos grasos como son el linolénico y linoleico
también se han reportado como potentes antialimentarios contra M. persicae [41]. Por
otra parte, el acido palmitico y estedrico demostraron, en otro estudio similar, efectos
como antialimentadores para el escarabajo de la patata de Colorado [42]. Por lo tanto, los

acidos grasos son moléculas prometedoras para el control de insectos fitofagos.

En resumen, los compuestos responsables de las actividades obtenidas en este estudio
podrian ser cualquiera de los presentes en los extractos o mezclas de ellos que generan
sinergia entre si. Seria necesario aislar estos compuestos y ensayarlos de forma individual
sobre cada diana para identificar de forma precisa los responsables de la actividad

nematicida, fungicida y antialimentaria de insectos.

Una vez que se hayan determinado los compuestos responsables de la bioactividad, con
el objetivo de optimizar su produccion para escalarlos a nivel industrial, podria estudiarse
el uso de distintos medios de cultivo en la fermentacion de cada hongo. La adicion de
precursores de estos compuestos al medio de cultivo es otra estrategia prometedora para

aumentar el rendimiento de produccion del metabolito deseado [38].
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5. CONCLUSION

En este estudio se ha medido la bioactividad de los extractos obtenidos de 7 hongos
endofitos de la planta Bethencourtia palmensis frente a 3 plagas importantes en la

agricultura (Myzus persicae, Meloidogyne javanica y Botrytis cinerea).

Los resultados de este estudio indican que los extractos de BPG5 demostraron actividad
contra M. persicae y M. javanica, los extractos de BPT4 mostraron efectividad contra M.
javanica y B. cinerea, los extractos de BPF4.1 fueron activos contra M. persicae, M.
javanica y B. cinerea y los de BPF9 contra M. persicae exclusivamente. Por lo tanto,
estos 4 hongos son los que mayor potencial presentan para la produccion de
bioplaguicidas y se pueden emplear como una herramienta biotecnoldgica para la
produccion de compuestos con efectos antialimentarios de insectos, nematicidas y

fungicidas.

Los extractos activos fueron caracterizados parcialmente por GC/MS identificandose una
multitud de compuestos en cada uno y destacando la oleamida por su abundancia en todos
ellos. Para determinar los principales compuestos responsables de la bioactividad seria
necesario llevar a cabo un fraccionamiento guiado del metabolismo de cada hongo con el

fin de aislar los compuestos y ensayarlos de forma individual.
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