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RESUMEN. Los hongos endodfitos son microorganismos simbiontes de plantas, diversos y abundantes en
regiones tropicales, con gran potencial como agentes biocontroladores de enfermedades fungicas agricolas.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antifungica in vitro de los hongos enddfitos
asociados con cultivares criollos de Cucumis sativus y Lagenaria siceraria de Yucatan. Las cepas endodfitas
fueron aisladas e identificadas de diferentes 6rganos de las plantas, para posteriormente ser sometidas a
enfrentamientos duales y pruebas de antibiosis. Se identificaron 20 especies de hongos enddfitos con
efectos antifungicos contra Corynespora cassiicola, Colletotrichum truncatum vy Fusarium equiseti,
obteniendo rangos de inhibicidn de 17.72-100%, 16.51-91.55% vy 4.64-91.89%, respectivamente.
Aspergillus flavus, Lasiodiplodia pseudotheobromae y Trichoderma longibrachiatum exhibieron los mayores
porcentajes de inhibicién contra los tres fitopatégenos. Asi mismo, estas tres especies de endodfitos
demostraron un efecto antibidtico en sus extractos, al inhibir principalmente el crecimiento de F. equiseti
hasta en un 46.46%. La cepa de L. pseudotheobromae tiene caracteristicas que le confieren un potencial
como agente antifungico, por lo que se deberdn seguir explorando sus aplicaciones y condiciones de
crecimiento. Este trabajo representa un primer esfuerzo por conocer la diversidad de hogos endéfitos en
los cultivos criollos de la regién.

Palabras clave: Antibiosis, Cucumis sativus, cultivos duales, hongos fitopatdgenos, Lagenaria siceraria.

ABSTRACT. Endophytic fungi are plant symbiont microorganisms, diverse and abundant in tropical regions,
with great potential as biocontrol agents of agricultural fungal diseases. The objective of the present work
was to evaluate in vitro antifunfal activity of endophytic fungi associated with creole cultivars of Cucumis
sativus and Lagenaria siceraria from Yucatdn. The endophytic strains were isolated and identified from
different organs, to be subjected to dual confrontations and antibiotic tests. Twenty species with antifungal
effects against Corynespora cassiicola, Colletotrichum truncatum and Fusarium equiseti were identified,
obtaining inhibition ranges of 17.72—100%, 16.51-91.55% and 4.64—91.89%, respectively. Aspergillus flavus,
Lasiodiplodia pseudotheobromae and Trichoderma longibrachiatum exhibited the highest percentages of
inhibition against the three phytopathogens. Likewise, these three species of endophytes demonstrated an
antibiotic effect in their extracts, mainly inhibiting the growth of F. equiseti by up to 46.46%. The L.
pseudotheobromae strain has characteristics that give it potential as an antifungal agent, so its applications
and growth conditions should continue to be explored. This work represents a first effort to understand the
diversity of endophytic fungi in native crops in the region.

Keywords: Antibiosis, Cucumis sativus, dual cultivation, Lagenaria siceraria, phytopathogenic fungi.
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INTRODUCCION

En Mesoamérica, las cucurbitaceas tienen una reconocida importancia alimenticia. En la
Peninsula de Yucatan, México, crecen muchos cultivares criollos de cucurbitaceas con relevancia
econdmica, nutricional y cultural (Zizumbo 1986). El pepino blanco o pepino indio (Cucumis sativus
L.), caracterizado por sus frutos blancos, claviformes o piriformes, es ampliamente comercializado
y consumido en la regidn (Lira-Saade 2004). El calabazo o calabacito (Lagenaria siceraria (Molina)
Standl.) produce frutos botuliformes, globosos o claviformes, empleados en la manufactura de
utensilios de cocina, juguetes o instrumentos musicales (Lira-Saade y Rodriguez-Arévalo 2011).
Estos cultivos son parte principal de diversos sistemas de produccidon agricolas, gracias a su
establecimiento y manejo relativamente sencillos. Entre sus requerimientos, destacan valores
elevados de humedad relativa; por lo que es comun exceder los limites fisioldgicos de la planta, ya
sea por una ineficiente administracion del riego o la ventilacidn, el uso de materiales inadecuados
o por el hacinamiento de las mismas plantas (Huertas 2008). El exceso de humedad también
favorece el establecimiento de condiciones ambientales que, en conjunto con otros componentes,
desencadenan la presencia de enfermedades (Silva et al. 2002).

Entre las enfermedades de mayor importancia en la agricultura sobresalen las causadas por
hongos fitopatdgenos, debido a la velocidad de su diseminacion, la frecuencia con la que pueden
inducir una reinfeccion y/o pérdidas de produccion (Peman y Salavert 2014). Estas infecciones no
solo desencadenan la muerte de parte de un cultivo, sino que las plantas sobrevivientes tienden a
presentar sintomas en distintos érganos como: manchas foliares, clorosis, desfiguraciones o
pudriciones en raices y frutos, deprecidndose en el mercado (Trigos et al. 2008, Judrez-Becerra et
al. 2010). Dichos impactos econdmicos se han cuantificado en 5-25% para paises desarrollados y
20-50% para paises en desarrollo (Rivera 2008). Tan solo Corynespora cassiicola disminuye hasta
el 40% de los rendimientos de la soya (Glycine max) (Edwars-Molina et al. 2019). La antracnosis
causada por Colletotrichum truncatum ha generado pérdidas de al menos el 80% en chile
(Capsicum annuum) y papaya (Carica papaya) (Torres-Calzada et al. 2018). Por su parte, Fusarium
equiseti es uno de los responsables de la marchitez y el necrosamiento de chile habanero
(Capsicum chinense) (Cruz-Cerino et al. 2020), sandia (Citrullus lanatus) (Rahman et al. 2022) y
tomate (Solanum lycopersicum) (Beltran et al. 2023) en diferentes regiones.

Para reducir el uso de fungicidas de sintesis quimica en el tratamiento de enfermedades
fungosas en la agricultura, se incorporan microorganismos antagénicos como parte de un sistema
integral de manejo, capaces de mantener un control eficiente y sustentable (Alam et al. 2021).
Entre los microorganismos empleados para tal fin, destacan los hongos enddfitos,
microorganismos simbiontes que habitan dentro de tejidos vegetales vivos, durante una etapa o
la totalidad de su ciclo de vida (Bacon y White 2016). Las hojas son el 6rgano en donde se ha
encontrado mayor diversidad, aunque los hay también en raices, tallos, flores, frutos y semillas
(Panaccione et al. 2010, Zhang et al. 2010, Verma et al. 2013). La diversidad de hongos endéfitos
varia segun la especie hospedante, la fenologia de la planta, el ecosistema, su ubicacién geografica
y factores ambientales como la temperatura, la frecuencia de las precipitaciones y la
contaminacién ambiental (Kim et al. 2013, Nascimiento et al. 2015).

Los hongos enddfitos son inocuos para la planta hospedante, con efectos benéficos en sus
actividades fisiologicas (Khan et al. 2013). Esta relacidon confiere a las plantas cuatro ventajas
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adaptativas principales: tolerancia ante factores abidticos, como elevadas temperaturas, salinidad
y sequia (Waqas et al. 2012); mejora en cuanto al crecimiento de la planta (Liu et al. 2016);
prevencion de la depredacién (Panaccione et al. 2010); y tolerancia ante enfermedades (Mousa et
al. 2015, Yan et al. 2018).

Hasta 90 géneros de hongos endodfitos se relacionan con especies de cucurbitaceas, con
Fusarium, Colletrotrichum y Alternaria como los principales registros; aislados de raices, tallos y
hojas de Benincasa hispida, Citrullus lanatus, Cucumis melo, C. sativus, Cucurbita moschata,
Lagenaria siceraria, Luffa cylindrica, Momordica charantia y Trichosanthes cucumerina (Mu et al.
2010, Xue et al. 2015, Su et al. 2016, 2017, Su y Niu 2018). De estos aislamientos, 18 mostraron
actividad antimicdtica significativa en cultivos duales, al inhibir al menos el 80% del crecimiento de
los patégenos F. oxysporum f. sp. cucumerinum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum
(Huang et al. 2020). Se han obtenido filtrados de hongos endéfitos aislados de cucurbitaceas para
evaluar el biocontrol de Sphaerotheca fuliginea en pepino verde. Los filtrados de Epicoccum
nigrum, E. minitans y Trichoderma viride ejercieron alta efectividad al combinarse con el fungicida
penconazole, la cual era menor en los tratamientos en donde solo se utilizé el fungicida (Derbalah
y Elkot 2011).

La mayoria de los aislamientos de hongos endoéfitos de cucurbitaceas se han efectuado en
regiones templadas (Mu et al. 2010, Derbalah y Elkot 2011, Xue et al. 2015, Gonzélez et al. 2020,
Tymon et al. 2020); seguido de regiones semiaridas (Boughalleb-M’Hamdi). En las zonas tropicales
suele haber mayor diversidad y abundancia, asi como menor especificidad de hospedero (Gamboa-
Gaitan 2006). Mas del 90% de las hojas de las plantas tropicales estan colonizadas por enddfitos,
formando comunidades fungicas en donde interactian especies abundantes y especies poco
comunes (Benitez-Malvido y Gavito 2012). Las cucurbitaceas tropicales representan microhabitats
inexplorados y son reservorios de diversidad fungica desconocida. El objetivo del presente estudio,
fue evaluar el potencial antifungico in vitro de los hongos enddfitos asociados con cultivares
criollos de pepino blanco y calabazo cultivados en Yucatdn, México, contra tres hongos
fitopatdégenos de importancia agricola: Corynespora cassiicola, Colletotrichum truncatum y
Fusarium equiseti.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal

Entre junio y agosto de 2022 y 2023 se tomaron 80 muestras de hojas, tallos, flores y raices
provenientes de plantas asintomdticas de tres meses de edad de pepino blanco (C. sativus) y
calabazo (L. siceraria), obtenidas de huertos familiares en la localidad de Caucel, Yucatan
(21°01'16.9" LN, 89°42'04.5" LO), sin ningun tipo de tratamiento con fungicida. Durante este
mismo periodo, se adquirieron semillas de pepino blanco y calabazo de productores de las
localidades de Kancabdzonot (20°30°33"” LN, 88°42'38"” LO), Muna (20°29'05"” LN, 89°42'47" LO) y
Sotuta (20°35'45” LN, 89°00°22" LO), Yucatan, México. Los érganos vegetales fueron guardados en
bolsas plasticas resellables trasparentes y estériles, y transportadas al Laboratorio de Fitopatologia
del Tecnoldgico Nacional de Meéxico (TecNM)/Campus Conkal, Yucatan, México, para su
procesamiento aproximadamente 2 h después de su colecta.
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Aislamiento de hongos endofitos

Los drganos vegetales fueron lavados con agua corriente para eliminar residuos de sustrato,
seguido de una inmersion en NaClO comercial al 1.5% por 2 min, se enjuagaron con agua destilada
estéril y secaron con papel absorbente estéril. Las siembras se hicieron en condiciones asépticas,
colocando cuatro fragmentos de tejido vegetal de 1 cm? en cajas Petri estériles de 8 cm de
didmetro, utilizando cuatro medios de cultivo: Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Harina de Maiz-Agar
(HMA), Jugo de V8®-Agar (V8A) y Extracto de Cucurbitdceas-Agar (ECA). El V8A se prepard con jugo
de vegetales Campbell's V8 mixto. Para la preparacién del medio ECA se hicieron modificaciones a
la metodologia propuesta por Gilchrist-Saavedra et al. (2015), utilizando hojas y tallos frescos de
pepino y calabazo. Para las hojas, tallos, raices y flores se hicieron tres réplicas por cada muestra 'y
por cada medio de cultivo. En el caso de las semillas, se colocaron cuatro semillas por caja de Petri
y se dispusieron cinco réplicas por localidad y medio de cultivo. Las cajas de Petri se sellaron e
incubaron a 2812 °C, y se conservaron durante dos meses, tiempo durante el cual se hicieron
reaislamientos cada vez que se observd crecimiento micelial, hasta la obtencién de cultivos
monosporicos. Para garantizar la efectividad de la desinfeccidn, se tomaron alicuotas del agua del
ultimo enjuague de algunas de las muestras, se vertieron en medios de cultivo y se incubaron en
las mismas condiciones que las siembras. En ninguno se registré crecimiento de microorganismos.

Identificacion de hongos endofitos

Las cepas aisladas fueron estudiadas al microscopio compuesto (Carl Zeiss®, Primo Star,
Madrid, Espafia). Muestras de micelio y esporas se colocaron en un portaobjetos con una gota de
acido lactico para su caracterizacion e identificacion a nivel de género, mediante claves
morfotaxondmicas (Barnett y Hunter 1998). Para la identificacion a nivel especie se extrajo ADN
de las cepas aisladas mediante el Kit DNeasy de QIAGEN y se llevé a cabo la amplificacién por PCR
de la region ITS, utilizando los oligonucledtidos universales ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
e ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al. 1990). Para las cepas en las cuales la
region ITS no amplificd, se optd por amplificar por PCR los fragmentos del gen que codifica para la
Histona 3 con los oligonucledtidos H3-1b (5-CGCGGCGAGACTGGATGTCCTT-3") y H3-1a (5°-
ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG-3’) (He et al. 2017). Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador (Thermo Fisher Scientific Inc., Veriti 96-Well, Cleveland, OH, USA), utilizando 1 pyL de
ADN molde en un volumen final de reaccion de 25 uL con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 30 seg, seguido de 38 ciclos a 90 °C por 30 seg, 58 °C
durante 45 seg y 72 °C por 1 min, finalmente un ciclo de extension final a 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 85 V durante 40
min, con una tincidon de bromuro de etidio y revelado en un fotodocumentador con luz UV (Bio-
Rad, CA, USA). Los fragmentos amplificados fueron enviados al servicio de secuenciacion de
MACROGEN en Corea del Sur. Los resultados fueron editados con el software BioEdit 7.2.5 y
comparados con las secuencias reportadas en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), con ayuda del algoritmo de BLAST disponible en Internet. El
numero de accesién de GenBank de cepas de hongos estrechamente relacionadas, junto con su
similitud, se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Identificacidon molecular de hongos enddfitos de C. sativus y L. siceraria.

Hongo enddfito Cultivo de aislamiento* Organo de aislamiento** Medio de cultivo Similitud (%) Accesion
Aspergillus flavus P F PDA, ECA 99.6 OR098606.1
Aspergillus nidulans P,C T,R PDA, V8A, HMA, ECA 99.4 OR064351.1
Aspergillus sclerotiorum C S PDA 98.0 MN421907.1
Aspergillus stellatus C T HMA, V8A 99.1 MT122792.1
Aspergillus tamarii P, C F,R,S PDA 100.0 ON507745.1
Chaetomium convolutum P,C H T HMA, V8A, ECA 97.2 MN689672.1
Colletotrichum gloeosporioides C F, T PDA, ECA 98.7 MT460249.1
Colletotrichum truncatum C F HMA, ECA 100.0 MK298334.1
Diaporthe phaseolorum C T HMA 97.8 MW380831.1
Fusarium solani P,C H,F,R PDA, HMA, ECA 100.0 OR815278.1
Gymnascella nodulosa C H ECA 95.1 NR_160094.1
Lasiodiplodia pseudotheobromae P, C H,F,T,R,S PDA, V8A, HMA, ECA 100.0 0Q974186.1
Microascus gracilis C S V8A, HMA 99.6 LN850768.1
Monosporascus caatingaensis C R ECA 99.6 MG735227.1
Paecilomyces variotti P H PDA, HMA 97.4 MG252049.1
Penicillium citrinum C H PDA, ECA 100.0 0Q745811.1
Scolecobasidium musae C H V8A, ECA 98.5 MK442605.1
Trichoderma longibrachiatum C F PDA, HMA 99.8 KT426901.1
Trichoderma pseudokoningii P T PDA 90.4 MK442605.1
Xylaria mesenterica C H APD 98.6 OW971925.1

*P: pepino blanco (C. sativus), C: calabazo (L. siceraria), **H: hoja, F: flor, T: tallo, R: raiz, S: semilla.

Efecto antiflingico por competencia

Por cada taxdn de hongo enddfito identificado se llevaron a cabo tres cultivos duales contra
tres especies de hongos fitopatdgenos: Corynespora cassiicola, Colletotrichum truncatum y
Fusarium equiseti. Estas cepas fueron proporcionadas por el cepario del Laboratorio de
Fitopatologia del TecNM/Campus Conkal. El medio de cultivo utilizado fue PDA. En los casos en
donde el endéfito no crecié en PDA durante su aislamiento, se optd por utilizar el medio de cultivo
en donde si se habia desarrollado. En cada caja Petri se inocularon discos de micelio de 5 mm de
diametro del hongo enddfito y del hongo fitopatdégeno, con 60 mm de separacién. Para este
estudio se incluyeron tres réplicas por cada cultivo dual, asi como cultivos monospdricos como
colonias testigo. Cada cultivo se sellé e incubd a 28 + 2 °C. El radio del crecimiento del hongo
fitopatdégeno fue medido cada 24 h con un vernier digital (Caliper, Mitotuyo, Kawasaki, Japdn)
hasta que la colonia testigo alcanzé los 60 mm de radio. Para el calculo del porcentaje de inhibicidn
se utilizé la siguiente formula:

Radio de la colonia testigo — Radio de la colonia de prueba

Inhibicion(%) = ( )xlOO

Radio de la colonia testigo
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Con los porcentajes de inhibicion se realizé un analisis de conglomerados de variables
mediante el software Minitab Statistical.

Efecto antifingico por antibiosis

Las tres especies que mostraron los mayores porcentajes de inhibiciéon en las pruebas
duales fueron cultivadas durante 30 dias en 200 mL de medio de cultivo liquido de papa dextrosa.
Posteriormente, el liquido fue filtrado mediante gasas y algodén estéril, sometido a dos ciclos de
centrifugado de 3 000 rpm durante 15 min y una vez descartado el precipitado, se volvié a filtrar
en condiciones asépticas con filtro membrana de 0.45 um. El filtrado final fue mezclado con un
volumen igual de medio de cultivo PDA con 2x de agar esterilizado, transferido a cajas Petri de 8
cm de didametro y observado 24 h después para verificar su esterilidad. Un disco de 5 mm de
didmetro de PDA con micelio de hongo fitopatdgeno fue colocado en el centro de las cajas de Petri,
considerando cuatro réplicas por cada fitopatdgeno. Los fitopatégenos también se sembraron en
medio de cultivo PDA sin filtrados como tratamiento testigo. Cada cultivo se sellé e incub6 a 28 +2
°C. El radio de crecimiento del hongo fitopatdgeno fue medido cada 24 h con un vernier digital
hasta que la colonia testigo cubrié por completo la caja de Petri.

Para el calculo del porcentaje de inhibicion se utilizé la formula de inhibicidn antifungica
por competencia antes mencionada. Con los porcentajes de inhibicidn se realizé un andlisis de
varianza con comparaciones de medias con la prueba de Tukey (p < 0.05) mediante el software
Minitab Statistical.

RESULTADOS

Identificacion de hongos endofitos
Se aislaron y purificaron 20 especies de hongos enddfitos de hojas, flores, tallos, raices y
semillas de C. sativus y L. siceraria (Tabla 1).

Efecto antifiingico por competencia

Las 20 especies de hongos enddfitos evaluadas mostraron algin grado de inhibicién para
los tres hongos fitopatdgenos seleccionados, alcanzando el 100% en C. cassiicola con L.
pseudotheobromae y T. longibrachiatum. Estos endoéfitos tuvieron inhibiciones mayores del 90%
para las otras dos especies de hongos fitopatégenos. Inhibiciones superiores al 90% también
fueron registradas para A. flavus y P. citrinum, mientras que siete cepas inhibieron de 80 a 89% del
crecimiento de al menos uno de los hongos fitopatégenos (Tabla 2, Figura 1).

En el andlisis de conglomerados, las especies que mostraron inhibiciones del 90 al 100%
para una o las tres especies de fitopatdgenos se agruparon en un solo clado. Las tres especies de
este clado que mostraron las mayores inhibiciones y la mayor similitud entre si fueron
seleccionadas para realizar las pruebas de antibiosis: A. flavus, L. pseudotheobromae y T.
longibrachiatum (Figura 2).
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Tabla 2. Efecto en la inhibicién de hongos fitopatégenos en cultivos
duales, causada por hongos endofitos aislados de C. sativusy L. siceraria.

Inhibicién (%) de crecimiento radial

Hongo enddfito

C. cassiicola C. truncatum F. equiseti
A. flavus 90.1+1.1 82.7+49 91.9+27
A. nidulans 439+13.4 50.2+14.1 69.6+15.4
A. sclerotiorum 78.2%55 65.9+7.5 46.8+2.2
A. stellatus 56.3+1.6 46.0+4.9 83.8+2.6
A. tamarii 849+75 73.8+13.7 754+11.1
C. convolutum 39.8+19 39.8+1.9 53.6+4.5
C. gloeosporioides 73.8+3.2 61.6 £0.2 59.7+7.2
C. truncatum 479+4.6 47.8+0.2 51.2+0.9
D. phaseolorum 75.7+6.1 80.6+4.6 75.6+0.1
F. solani 71.0+8.7 66.7£6.5 65.5+4.9
G. nodulosa 20.0+3.4 36.8+25 40.7 £12.6
L. pseudotheobromae 100.0£0.0 91.6+1.6 923+14
M. gracilis 17.7+7.7 29.7+25 26.9+2.2
M. caatingaensis 31.4+0.1 40.8+5.3 35.2+0.2
P. variotti 86.1+3.8 78.3+0.6 62.3+2.2
P. citrinum 93.8+0.1 81.6+2.8 83.5+4.0
S. musae 179+43 16.5+0.4 46+0.1
T. longibrachiatum 100.0£0.0 90.7+2.1 91.2+0.3
T. pseudokoningii 86.0+0.1 86.8+3.9 89.6+1.1
X. mesenterica 559+33 53.9+95 40.0+0.5

Testigo Af Lp Tl

Figura 1. Cultivos duales en medio de cultivo PDA. A la izquierda se sembro
el hongo fitopatdgeno: C. cassiicola (Cc), C. truncatum (Ct), F. equiseti (Fe);
a la derecha se sembré el hongo endodfito: A. flavus (Af), L.
pseudotheobromae (Lp), T. longibrachiatum (Tl). Los testigos son los
fitopatdgenos sin cultivo dual.
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Figura 2. Analisis de conglomerado del efecto antifingico de hongos enddfitos en los
cultivos duales (inhibicién de crecimiento radial).

Efecto antiflingico por antibiosis

Los filtrados de las tres especies de hongos enddfitos que exhibieron las mayores
inhibiciones fueron evaluados contra los tres hongos fitopatdgenos. Los filtrados fueron obtenidos
de A. flavus, L. pseudotheobromae y T. longibrachiatum (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la antibiosis sobre la inhibicion de hongos
fitopatégenos con filtrados de hongos enddfitos aislados de C. sativus 'y
L. siceraria.

Inhibicién (%) de crecimiento radial
Hongo enddfito

C. cassiicola C. truncatum F. equiseti
A. flavus 25.4+39a 17.4+0.7a 46.46+3.32a
L. pseudotheobromae 259+3.6a 11.6+3.9b 449+1.7a
T. longibrachiatum 256+1.0a 12.8+2.1ab 458+2.0a
Testigo 00.0+0.0b 00.0+0.0c 00.0+0.0c

Las medias dentro de la misma columna que no comparten letras son
estadisticamente diferentes (Tukey, p <0.05).

Los filtrados de las tres especies exhibieron antibiosis al disminuir el diametro de
crecimiento de los tres fitopatégenos, con diferencias significativas con respecto al cultivo testigo.
El efecto mas relevante se observd en F. equiseti, con inhibiciones superiores al 40% en los tres
medios de cultivo. Las colonias de F. equiseti expuestas a los filtrados mostraron bordes grises
redondeados y dieron al medio de cultivo una tonalidad color café amarillenta; mientras que los
testigos presentaron bordes blancos irregulares y cambiaron el medio de cultivo a una tonalidad
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rosa. En el caso de C. cassiicola, las colonias sometidas a los filtrados fueron inhibidas hasta en
25.9%, presentando un micelio aplanado y aterciopelado; en contraste, los testigos mostraron
crecimiento irregular, conspicuo y algodonoso. Para C. truncatum se reportaron inhibiciones de
hasta 17.4% sin diferencias notorias en cuanto a la morfologia de las colonias (Figura 3).

Testigo Tratamiento Testigo Tratamiento

C. cassiicola C. truncatum

Testigo Tratamiento

F. equiseti

Figura 3. Efecto de la antibiosis del filtrado de L. pseudotheobromae en medio PDA contra tres hongos
fitopatogenos, a los 14 dias de siembra.

DISCUSION

Identificacion de hongos endofitos

Los hongos enddfitos de cucurbitaceas han sido bien estudiados en regiones templadas y
de forma moderada en las zonas semidridas, incluyendo aquellos relacionados con C. sativus y L.
siceraria. Los trabajos se han enfocado en realizar aislamientos de hojas, tallos y raices (Huang et
al. 2020). En el presente estudio, ademas de los tallos, las flores fueron relevantes para la
obtencidn de aislamientos fungicos. Por primera vez se registrd la presencia de hongos enddfitos
en semillas de pepino y calabazo. Estas estructuras deben ser contempladas como parte de una
bioprospeccion completa, pues se ha demostrado que la colonizacion de las semillas de la planta
hospedante representa una importante estrategia reproductiva para algunas especies de hongos
endofitos (Panaccione et al. 2014). De las 20 especies identificadas, cinco pertenecen al género
Aspergillus, el cual es enddfito, junto con Penicillium, Fusarium, Colletotrichum y Xylaria (Rashmi
et al. 2019), los cuales también fueron reportados en este estudio, con dos especies en el caso de
Colletotrichum.

Efecto antiflingico por competencia
Los hongos enddfitos son una alternativa sustentable de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos debido a sus variadas estrategias antagonistas, desencadenadas por un gran arsenal
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de compuestos metabdlicos con efectos diversos, resultantes de su coevolucidén con sus plantas
hospedantes u otros microorganismos asociados (Alam et al. 2021). En condiciones in vitro, las
especies aisladas demostraron inhibir el crecimiento de los tres hongos fitopatégenos en un amplio
rango. La combinacién menos efectiva fue la de S. musae contra F. equiseti, con una inhibicién del
4.64%. El evidente cambio de coloracién en el medio de cultivo y la forma de crecimiento de los
hongos fitopatégenos, formando un halo alrededor del enddfito, sugirieron la secreciéon de
antibiodticos por parte del enddfito (Huang et al. 2020). El lento crecimiento de esta especie bajo
las condiciones del ensayo fue una desventaja para su competencia contra los patégenos
evaluados. Cepas de S. musae aisladas de platano (Crous et al. 2021) y mangle (Song et al. 2023)
crecieron en agar avena y agar extracto de malta a 25 °C, incluso se facilitd su esporulacion al ser
sometidas a luz ultravioleta. Para la cepa se debe considerar modificar las condiciones del cultivo
en futuros estudios.

Los enddfitos mas efectivos fueron L. pseudotheobromae y T. longibrachiatum. Ambas
cepas inhibieron el 100% del crecimiento micelial de C. cassiicola. El rapido crecimiento de las
colonias fue un factor que favorecié a una eficiente competencia por recursos y espacio por parte
de los enddfitos, ya que en 72 h cubrieron la totalidad del medio de cultivo y crecieron sobre el
micelio del fitopatdégeno. En contraste los fitopatdgenos testigo, pasaron de 12 a 17 dias para
cubrir el medio de cultivo. Cepas enddfitas de Trichoderma y Lasiodiplodia fueron descritas como
micoparasitas agresivas al colonizar completamente a Botrytis cinerea en cultivos duales (Leo-
Ttacca et al. 2022). Mientras que en especies de Trichoderma aisladas de melén y sandia se reporta
un comportamiento hiperparasitario hacia fitopatdégenos en cultivos duales, desarrollando hifas
modificadas que apresan y rompen las hifas del patégeno (Gonzalez et al. 2020).

Los resultados mostraron efecto antifingico en T. longibrachiatum y T. pseudokoningii, con
mas del 85% de inhibicion para los tres fitopatdgenos evaluados. En estudios previos, T.
longibrachiatum demostré efectividad en el biocontrol de Magnaporthiopsis maydis (Degani et al.
2021), mientras que T. pseudokoningii registré control in vitro contra M. phaseolina hasta en un
62% (Khan y Javaid 2020). El género Trichoderma ha sido ampliamente utilizado en la agricultura
por su eficacia contra hongos fitopatdgenos que afectan cultivos de importancia agricolas, a la vez
gue mantiene la integridad de las plantas y de otros organismos asociados (Baron et al. 2019). En
general, las especies de este género se caracterizan por presentar crecimientos rapidos y por
impedir el crecimiento del fitopatégeno, al producir metabolitos secundarios inhibidores de
crecimiento micelial (Khan et al. 2020). A su vez, Trichoderma sintetiza una gran variedad de
enzimas liticas que, al desintegrar la pared celular, facilitan la penetracién de los metabolitos con
efecto antibidtico, promoviendo un efecto dual y un antagonismo mas eficiente (Sood et al. 2020).

La especie Lasiodiplodia pseudotheobromae se distribuye en regiones tropicales vy
subtropicales, con una gran variedad de hospederos, a la cual se le atribuyen efectos antifliingicos,
antibacterianos y promotores de crecimiento vegetal (Jalil y Ibrahim 2022). El rapido crecimiento
de cepas de este enddfito también fue reportado en cultivos duales contra F. oxysporum,
Rhizoctonia solani y Macrophomina phaseolina, con actividad micoparasitaria e inhibiciones del
70, 66 y 54%, respectivamente (Segaran y Sathiavelu 2023).

Mientras que Aspergillus tuvo la mayor diversidad en la comunidad de endéfitos, este
género ha mostrado poca agresividad en contra de hongos fitopatdgenos; pero hay reportes de
inhibiciones cercanas al 80% contra B. cinerea (Leo-Ttacca et al. 2022) y F. solani (Rashad et al.
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2022). En este estudio se registraron valores similares para A. tamarii contra C. cassiicola y para A.
stellatus contra F. equiseti. Pero destaca el efecto de A. flavus, que inhibié mas del 90% del
crecimiento de C. cassiicola y F. equiseti, y mas del 80% del crecimiento de C. truncatum.

Si bien el género Penicillium es considerado uno de los principales contaminantes de
alimentos y materiales, se ha posicionado como una fuente de metabolitos bioactivos con efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos (Dramae et al. 2022). Al respecto, se reporta la
presencia de zonas de inhibicidn en cultivos duales de P. citrinum contra cuatro fitopatdgenos.
Estas zonas de inhibicién son indicadores de los componentes antifungicos producidos por el
hongo (Korejo et al. 2014). En el presente estudio el enddfito P. citrinum también mostré una
importante actividad antifingica, con un 93.77% de inhibicién contra C. cassiicola.

Efecto antifingico por antibiosis

Las tres cepas de hongos endéfitos que demostraron la mejor actividad antifungica para los
tres hongos fitopatégenos fueron T. longibrachiatum, L. pseudotheobromae y A. flavus, por lo que
fueron seleccionadas para las correspondientes pruebas de antibiosis. Extractos de T.
longibrachiatum demostraron efectos antibidticos contra 11 fitopatdgenos, con inhibiciones del
95% contra Cytospora mali a los cinco dias de incubacién; identificando péptidos, policétidos y
terpenos como los causantes de malformaciones morfoldgicas en los fitopatdégenos (Zhang et al.
2018). La bisvertinolona es un compuesto antifungico sintetizado por T. longibrachiatum con una
fuerte actividad antifingica, pues esta relacionada con la inhibicidn de la sintesis de B-1,6-glucano,
lo que desencadena la lisis de la pared celular del fitopatégeno (Ngo et al. 2021). Aunque T.
longibrachiatum cuenta con eficientes estrategias antifingicas, no es recomendable el empleo
directo del micelio o las esporas para su uso en el biocontrol de enfermedades, debido a que es
una de las especies principalmente identificadas como causal en la mayoria de las micosis
reportadas, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos e inmunosuprimidos. Pero es factible
el uso de sus metabolitos con actividad antibidtica (Wangy Tu 2023).

Compuestos antifungicos secretados por L. pseudotheobromae inhibieron el crecimiento
de R. solani, F. oxysporum y M. phaseolina, en 70, 65, 24% a los siete dias, respectivamente
(Sagaran y Sathiavelu 2023). Entre estos compuestos destaca la lasiodiplodina, causante de
alteraciones en la morfologia del micelio del fitopatégeno y la destruccion de su membrana celular
(Luo et al. 2023). Ademas de su efectividad en cuanto a competencia y micoparasitismo, la facilidad
del aislamiento, el rapido crecimiento y la secrecidon de compuestos como la lasiodiplodina, hacen
a L. pseudotheobromae una buena candidata para su uso en el biocontrol de una amplia gama de
enfermedades en cultivos agricolas. Pero la eficiencia in vitro para biocontrolar fitopatégenos
debera validarse en condiciones de invernadero o campo.

Las formas enddfitas de A. flavus exhiben una amplia gama de metabolitos secundarios con
efecto antifungico como acido palmitico, acido a-linolénico y acido estedrico. Entre sus efectos
destaca la disminucién del metabolismo de proteinas y acidos grasos; la modificacion de la
permeabilidad de la membrana celular, lo cual conlleva a la pérdida de electrolitos; la supresion
de la germinacién de las esporas y la interrupcion de la divisidn celular. Estos compuestos han
causado la inhibicién de F. solani hasta en 57.8% (Rashad et al. 2022). Si bien A. flavus se caracteriza
por la produccion de aflatoxinas que pueden comprometer la salud humana, se han reportado
formas enddfitas de esta especie que no producen aflatoxinas (Balbinot et al. 2021, Rashad et al.
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2022). Estas cepas pueden considerarse como una alternativa de biocontrol contra hongos que si
las producen e incluso para reducir la presencia de estas micotoxinas en suelo contaminado
(Weaver y Abbas 2019, Yan et al. 2021). Por lo que es necesario obtener el perfil quimico de la
cepa endofita aislada del estado de Yucatdn para corroborar la presencia de aflatoxinas vy
considerarla una cepa promisora para su aprovechamiento biotecnoldgico.

Los filtrados de las tres cepas seleccionadas mostraron inhibiciones menores a las
reportadas por cepas de las mismas especies contra diferentes fitopatégenos, y a la vez, valores
mucho menores a los registrados en los cultivos duales en este estudio. Esto puede deberse a que
las condiciones del cultivo de los hongos endéfitos en el medio liquido no fueron las éptimas para
la secrecion de una concentracion eficiente de compuestos antifungicos. Por ejemplo, las mejores
condiciones para la produccién de lasiodiplodina son pH inicial de 7; temperatura de 28 °C,
volumen de liquido de 300/500 ml; relacién C:N de 1:0 y tiempo de fermentacion de 20 dias (Luo
et al. 2023). No obstante, bajo las condiciones de cultivo y fermentaciéon proporcionadas, F.
equiseti demostré una mayor susceptibilidad contra los filtrados de los tres hongos endoéfitos
seleccionados. Estos aspectos deberdan tomarse en consideracién para pruebas posteriores con
estas o con el resto de las cepas enddfitas aisladas.

CONCLUSIONES

En diferentes drganos de cultivares criollos de pepino blanco y calabazo de Yucatdn,
Meéxico, se identificaron 20 especies de hongos endéfitos. Aspergillus fue el género con mayor
numero de especies aisladas. Aspergillus flavus, P. citrinum y T. pseudokoningii demostraron
inhibiciones de crecimiento micelial mayores al 80% para C. cassiicola, C. truncatum y F. equiseti.
Mientras que Lasiodiplodia pseudotheobromae y T. longibrachiatum registraron inhibiciones
mayores al 90% para las tres especies de patogenos, llegando a inhibir por completo a C. cassiicola.
Se comprobé el efecto antibidtico de filtrados de A. flavus, L. pseudotheobromae y T.
longibrachiatum. El mayor efecto se presentd contra F. equiseti, con inhibiciones de al menos
44.9%. Se requieren pruebas en planta de las cepas que no representen dafo a la salud humana ni
al agrosistema. La cepa de L. pseudotheobromae destacd6 como candidata para nuevas
evaluaciones, principalmente por su rapido crecimiento, uso eficiente del espacio y los recursos
nutricionales, la agresividad y el micoparasitismo reportado contra varios fitopatdgenos y la
secrecidn de metabolitos con propiedades antiparasitarias.
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