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RESUMEN

Rubus niveus (mora silvestre), es una planta invasora que se encuentra distribuida en
las Islas Galapagos en San Cristobal, Santa Cruz, Isabela, Santiago y Floreana. El principal
problema de esta especie invasora es que sus semillas permanecen viables hasta por 10 afios y
puede reproducirse asexualmente como brotes. La introduccién de R. niveus a Galapagos ha
desplazado la flora nativa y ha amenazado a muchas comunidades nativas. El manejo de esta
planta invasora se ha realizado mediante control mecanico y quimico, no ha sido efectivo, por
tanto, el control biolégico podria ser la solucién debido a que los hongos pueden producir
metabolitos secundarios activos que pueden usarse como herbicidas. El objetivo de la
investigacion fue evaluar la actividad bioherbicida sobre R. niveus a partir de los metabolitos
fangicos de los hongos aislados de R. niveus. Se evalud la actividad bioherbicida a través de
bioensayos de dafio foliar usando los metabolitos fangicos de 32 hongos de distinta fenologia,
metabolitos obtenidos por fermentacién en medio liquido. Se encontré que los metabolitos
producidos por Lasidiplodia theobromae y Phanerochaete chrysosporium causan una lesion
necrotica en R. niveus. Estos resultados indican que estos hongos aislados tienen el potencial
como agente de control bioldgico para R. niveus. En estudios posteriores, se debe investigar la

identificacion quimica de los metabolitos responsables de la actividad herbicida.

Palabras clave: Rubus niveus, metabolitos, control biol6gico, fermentacién en medio liquido,

herbicida, puncion foliar, dafio foliar, Galapagos.



ABSTRACT

In the Galapagos islands, Rubus niveus (wild raspberry) is an invasive plant distributed
along San Cristobal, Santa Cruz, Isabella, Santiago, and Floreana. The principal problem with
this species is that seeds remain viable for up to10 years and can be spread asexually as suckers.
The introduction of R. niveus to the Galapagos has displaced native flora and threatened many
native communities. The management of this invasive plant has been carried out by manual
and chemical control but is ineffective. Thus, biological control could be the solution. The
objective of the research was to evaluate the bioherbicidal activity of the fungal metabolites of
the fungi isolated from R. niveus. The bioherbicidal activity of the fungal metabolites obtained
by submerged fermentation of 32 isolates of different phenology were evaluated through foliar
damage assays. The metabolites produced by Lasidiplodia theobromae and Phanerochaete
chrysosporium were found to cause a robust necrotic lesion on R. niveus. These results indicate
that these fungus isolates have the potential as a biological control agent for controlling R.
niveus. In further studies, chemical identification of the metabolites responsible for herbicidal
activity must be investigated.

Key words: Rubus niveus, metabolites, biological control, submerged fermentation, herbicide,

foliar punction, foliar damage, Galapagos.
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1. INTRODUCCION
1.1. Islas Galapagos y su ecosistema
El archipiélago de Galapagos se compone de 127 islas, islotes y rocas, de las cuales
solo 19 son islas grandes. Galapagos se caracteriza por la diversidad de especies de flora y
fauna que presenta, la cual se debe a su ubicacion geogréafica y corrientes que componen las
condiciones climaticas adecuadas para ser habitat de innumerables especies haciéndolo un
lugar privilegiado (FCD & WWEF, 2018). La flora es un componente primordial de las islas
teniendo un estimado de 500 especies de plantas vasculares de las cuales se estima que 180 son
endémicas como las margaritas gigantes (UNESCO, 2021). El ecosistema de Galapagos es
fragil y se ve facilmente vulnerado especialmente por la actividad antropogénica como el
turismo, pesca ilegal y la introduccidn de especies invasoras (De Groot, 1983).
1.2.Especies introducidas e invasoras
Las especies invasoras son aquellas que se encuentran en expansion en un area donde
no es nativa y cuya presencia supone un impacto negativo para la biocenosis (Ledn & Vargas,
2009). Estas suponen una gran amenaza para la flora y fauna nativa de las islas debido a que
tienen una alta adaptabilidad produciendo una descendencia fértil por lo que son unas buenas
colonizadoras y se expanden con facilidad.(Colautti & Maclsaac, 2004). En Galépagos se han
introducido varias especies tanto de flora como de fauna, registrando un total de 1579 especies
introducidas para el afio 2017, donde las especies de plantas méas invasoras son: guayaba
(Psidium guajava), cedrela (Cedrela odorata), pasto elefante (Pennisetum purpureum),
cascarilla (Cinchona pubescens) y mora (Rubus niveus) (FCD & WWF, 2018).
1.3.Rubus niveus
Rubus niveus (mora silvestre) es una de las especies mas problematicas para los
ecosistemas terrestres de Galapagos. Esta planta es originaria de India y Sureste de Asia, fue

introducida a Santa Cruz en 1968 desde América Central. A partir de este evento, la
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distribucion de la mora en el archipiélago crecié considerablemente, mostrando una tasa
constante de expansion de 175 ha/ afio (Renteria et al., 2012). La distribucion de R. niveus es
amplia en el archipiélago, actualmente cubre grandes extinciones de tierra en San Cristébal y
Santa Cruz mientras que en Isabela, Santiago y Floreana su extension es mas pequefia pero se
esta expandiendo moderadamente (Quinton et al., 2011).

R. niveus es un arbusto trepador que alcanza una altura maxima de 4.5 m perteneciente
a la familia de las rosaceas, crece en las zonas hiumedas y produce frutos comestibles a partir
de los 6 meses de edad. La planta puede reproducirse por dispersion vegetativa o por semillas
gue permanecen viables en el suelo por al menos 10 afios, lo que implica un problema para el
control de esta especie (Atkinson et al., 2008). Esta planta ha invadido vegetacion abierta
formando parches de hasta 4 m de altura, desplazando la vegetacién nativa y ha amenazado
muchas comunidades nativas. En las zonas agricolas la mora se ha esparcido agresivamente
invadiendo cultivos tornando los suelos infértiles, de este modo ocasionando problemas
econodmicos (Quinton et al., 2011). El control de esta especie se lleva a cabo por medio del uso
de herbicidas conjunto con el control mecéanico (remocién manual); sin embargo, su control no
ha sido efectivo (Charles Darwin Foundation, 2021).

1.4. Control biol6gico

El control bioldgico usa patdgenos naturales para reducir las plagas a densidades
menores de manera temporal o permanente (Van Driesche & Hoodle, 2007). El objetivo del
control bioldgico es que los microorganismos o sus productos derivados se instauren en su
nuevo ambiente, ocasionado dafios en las malezas para reducir su competitividad, produccion
reproductiva y crecimiento de la poblacion (Royet, 2020). A diferencia de los métodos de
control convencionales esta técnica es inocua para los humanos, es biodegradable y, no deja
residuos toxicos; evitando la contaminacion del ambiente y disminuye el problema de la

resistencia (Royet, 2020). Adicionalmente, esta técnica permite conservar areas
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ambientalmente sensibles o propensas a la degradacidn, asi como lo es Galapagos (UNESCO,
2021). A lo largo de la historia se ha empleado los hongos principalmente como pesticidas
microbianos para controlar las malezas que alteraban los cultivos. Actualmente se investiga el
uso de biopesticidas como una rama del control biologico (Uludag etal., 2018). Los
biopesticidas son formulaciones en las que su componente activo son microorganismos vivos
0 productos derivados que se usan para el control de malezas, en donde los hongos
fitopatdgenos o sus fitotoxinas son usados en su formulacién (Glare, et al., 2012).
1.5. Hongos como control bioldgico

Los hongos son organismos heterotrofos que se dividen en dos grandes grupos: mohos
y levaduras. Presentan reproduccion sexual o asexual y algunos pueden producir esporas
(Madigan, 2015). Los hongos pueden ser endofitos, saprofitos y patdgenos, siendo de interés
los patdgenos; ya que, se caracterizan por ocasionar enfermedades en las plantas y producir
manchas clordticas, necrdticas o marchitamiento. Muchos de estos hongos se caracterizan por
producir metabolitos secundarios (compuestos de bajo peso molecular) que no son esenciales
para el crecimiento, reproduccion o desarrollo de los hongos (Bills & Gloer, 2016). Estos
compuestos quimicos secundarios exhiben propiedades farmacéuticas, agroquimicas,
biol6gicas mientras que otros estan involucrados en interacciones de enfermedades con plantas
0 animales (Fox & Howlett, 2008). Se conoce que la patogenicidad de los hongos esta
relacionada con los compuestos activos presentes en las fitotoxinas que juegan un papel critico
en la patogenicidad, la induccién de sintomas de enfermedades y la tasa de virulencia del
patdgeno en las malezas, por ello, los metabolitos secundarios deben ser explorados para el
control biolégico (Triolet et al., 2020).

1.6. Objetivo
Se han identificado en estudios previos hongos patdgenos, saprofiticos y endéfitos de

Rubus niveus en San Cristébal-Galapagos. Por ello, el objetivo principal de este estudio es
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determinar la actividad herbicida de los metabolitos de hongos aislados de Rubus niveus en San
Cristobal-Galapagos como posible biocontrol. Adicionalmente, evaluar qué protocolo de
siembra y extraccion de metabolitos produce mayor rendimiento y efectividad; asi como,
realizar una revision sistematica con el fin de analizar si el control bioldgico por medio de
metabolitos flngicos es viable.
1.7. Justificacion

Galapagos posee un ecosistema Unico con una alta tasa de biodiversidad, por lo que la
conservacion de esta isla es primordial. Sin embargo, no es una tarea facil, ya que su
biodiversidad se ve afectada por la actividad antropogénica, especialmente por la introduccion
de especies invasoras que amenazan a la isla. Rubus niveus es una de las especies mas
problematicas alcanzado una extension para el 2009 de 30.000 ha pudiendo alcanzar las 90.000
(CDF, 2009). Esta especie ha puesto en la lista roja de la UICN a Scalesia pedunculata una
especie endémica para la isla (Renteria et al., 2012). EI manejo de las especies invasoras es de
suma importancia debido a que desplazan especies nativas, alteran la estructura y
funcionamiento de las comunidades biologicas.

El control por métodos manuales y quimicos se ha visto inefectivo debido a que esta
planta produce semillas que son viables por al menos 10 afios y el acceso a la remocién
mecanica es complicada debido a los matorrales densos con espinas formadas (Atkinson et al.,
2008). Por ello, es fundamental la evaluacién de otras alternativas para evitar que esta planta
invasora siga expandiéndose. El control bioldgico es una alternativa que se ha visto plausible
y debe ser considerada en este caso; ya que, no es invasiva y ayudaria a mitigar los efectos
ambientales ocasionados por el uso de herbicidas quimicos. Debido a que algunos hongos son
patdgenos para la mora, siendo los metabolitos secundarios los responsables por la actividad

fitotoxica se debe explorar el uso de estos como agentes bioherbicidas (Triolet et al., 2020).
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2. METODOLOGIA
2.1.Area de estudio

Previamente en el proyecto de maestria en Microbiologia de la USFQ realizado por
Noelia Barriga titulado “Exploring fungal pathogens to control invasive raspberry (Rubus
niveus) in Galapagos Islands” dentro del contrato marco MAE-DNB-CM-2016-0041; los
hongos fueron aislados de hojas, frutos y tallo de Rubus niveus, que presentaban sintomas de
enfermedades en la isla de San Cristobal-Galapagos en la zona himeda (Agricola) a 200-700
msnm. Se obtuvieron un total de 595 hongos aislados los cuales se clasificaron
morfoldgicamente en 226 fenotipos. Se realizaron ensayos de patogenicidad inoculando
conidios a una concentracion de 1x10° conidios por ml. Con los diferentes aislados, en hojas
sanas de R. niveus, obteniendo 6 hongos como posibles candidatos herbicidas, los cuales fueron
identificados a base de técnicas de ADN amplificando de las regiones: ITS, TEF1 (elongation
factor 1 alpha), TUB (Beta-tubulin), RPB2 (RNA polymerase 1l gene) y GAPDH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Los hongos fueron identificados como
Bionectria pseudostriata, Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloesporoides, Fusarium
concentricum, Phanerochaete chrysosporium y Penicillium rolfsii. Todos los hongos fueron
aislados en el Galapagos Science Center (GSC) en San Cristdbal y trasladados al Laboratorio
de Biotecnologia Agricola de la Universidad San Francisco de Quito, Pichincha, Ecuador para
continuar con su anélisis molecular y evaluar el efecto bioherbicida (Barriga, 2019).

2.2. Revision sistematica

Se realiz6 una revision sistematica en la base de datos SCOPUS. La pregunta de
investigacion fue: ¢Pueden los metabolitos de los hongos ser usados como bioherbicidas? Para
ello, los términos de busqueda usados fueron: “Bioherbicides AND Fungi AND Metabolites
AND Weed control”. Para el analisis de los datos se tomo en cuenta Gnicamente los articulos

de investigacion cientifica. Se discriminaron los documentos preliminarmente por titulo y
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abstract. Se realizé un screening final en donde los criterios de discriminacion usados fueron:
“Duplicados o sin abstract”, “No son articulos”, “No habla de metabolitos fingicos”, “No
experimentacion/bioensayos”, “Fuera del area del interés”, “Null entries”, resultando en 47
papers a ser analizados para los fines pertinentes como se evidencia en la figura 1.
2.3. Fuente de los microorganismos
Para fines de este proyecto se seleccionaron los hongos positivos (Bionectria
pseudostriata, Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloesporoides, Fusarium
concentricum, Penicillium rolfsii, Phanaerochaete chrysosporium) del proyecto realizado por
Noelia Barriga (2019) y se seleccionaron 26 aislados al azar, de diferente fenologia, que
presentaban facil cultivo y manejo, para evaluar su potencial bioherbicida.
2.4. Subcultivo de hongos en medio PDA
Las cepas de los hongos previamente aislados se usaron para hacer el subcultivo. Se
emple6 una cabina de bioseguridad tipo Il en donde se realiz6 el subcultivo por duplicado de
los aislados, para ello se cort6 con la ayuda de un bisturi un trozo de agar con el hongo (5x5
mm) y se coloco en una nueva caja Petri con medio PDA (Potato Dextrose Agar). Una vez que
los aislados fueron subcultivados, se usé parafilm para sellar las cajas y se procedi6 a incubar
durante 7-15 dias a 28°C (Frisvad, 2012).
2.5. Fermentacion en medio liquido
La fermentacion en medio liquido se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito
por Akbar et al., 2014 y Qiang et al., 2010 con algunas modificaciones. Se tom6 3 mm de disco
del hongo que fue subcultivado en medio PDA con ayuda del sacabocados y se coloco en 75
ml de medio PDB (Potato Dextrose Broth) esterilizado en un frasco Erlenmeyer. Se incubé al
menos 15 dias a 28°C, los ensayos se realizaron por duplicado. EI mismo procedimiento se
Ilevo a cabo con los aislados, se procedié a incubar con agitacion a 200 rpm a 28°C por al

menos 15 dias.
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2.6. Extraccién de los metabolitos fungicos

Se filtro el caldo fermentado de los aislados a través de una media nylon esterilizada y
el caldo resultante se volvio a filtrar a través de un papel filtro Whattsman No. 1 esterilizado.
Se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min el coctel de metabolitos obtenidos y el caldo se filtrd
nuevamente a través de un filtro millipore de 0.22 micras. Los metabolitos se refrigeraron a
4°C hasta ser usados. EI mismo procedimiento se llevd a cabo con los aislados, pero en este
caso se omitio el paso de centrifugacion. Se realizaron ambos procedimientos con el fin de
determinar qué metodologia es la mas efectiva para la extraccion de metabolitos (Protocolo
modificado de: Akbar et al., 2014 y Qiang et al., 2010). La biomasa una vez filtrada fue pesada
y al caldo de metabolitos se midio el pH.

2.7. Bioensayos (Inoculacién por dafio foliar)

Los bioensayos con los filtrados se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento descrito
por Mohammed et al., 2020 con algunas modificaciones. Las hojas de mora sanas se colectaron
en el campo y desinfectaron superficialmente con la ayuda de un papel humedecido con alcohol
al 70% y se lavaron con agua destilada estéril. Se inoculd 5 pl del caldo de metabolitos en los
diferentes puntos como se muestra en la figura 2. Como control negativo se inoculé 5 ul de
PDB y se uso Paraquat (herbicida quimico) como control positivo. El ensayo se realizé por
duplicado. Las hojas de mora se colocaron en bandejas con papel de cocina humedecido en la
base y se cubri6 con film plastico creando de este modo una cdmara humeda. Las cAmaras
himedas se almacenaron a temperatura ambiente (x25°C) por 7 dias en un periodo de
luz/oscuridad. Cada dia se observo y evalué el efecto del metabolito sobre las hojas. Después
del periodo de incubacion, se evalud la dimensidon de la lesién; si presentaba una herida mayor

o igual a 7 mm de didametro se consideraba como candidato herbicida.
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3. RESULTADOS

Después de realizar la revision sistematica y aplicar los diferentes criterios de exclusion,
se encontraron 47 investigaciones que cumplian las especificaciones para los fines pertinentes
de esta investigacion, mismos que fueron analizados (Figura 1). El analisis general de los
articulos cientificos publicados desde 1999 al 2020 muestra que el método mas usado para
llevar a cabo el proceso de fermentacion para la produccion de metabolitos es la fermentacion
en medio liquido, en donde 37 investigaciones de las 47 encontradas usaron esta metodologia,
mientras que s6lo en 10 investigaciones usan fermentacién en medio sélido (Figura 3). En
cuanto al tipo de bioensayos que se llevo a cabo en la literatura analizada para evaluar la
actividad bioherbicida se muestra que los ensayos de pulverizacion foliar(spray foliar assays)
predominan siendo reportados en 19 investigaciones, seguidos de ensayos de puncion foliar en
17 investigaciones, consiguientemente ensayos de germinacion de semillas en 11
investigaciones, mientras que en menor medida se efectlan ensayos sisteméticos (adsorption
assays) en tan solo 5 investigaciones (Figura 3).

Por otra parte, los géneros de hongos que se muestran mas estudiados por su potencial
herbicida son: Phoma spp. en 11 articulos, Fusarium spp. y Alternaria spp. siendo reportados
en 6 articulos cada uno, mientras que géneros como Aureobasidium spp., Stagonospora spp.,
entre otros se reportan en menor medida, siendo géneros mas desconocidos (Figura 4). En
todos los ensayos que evaluaban el potencial bioherbicida de los metabolitos producidos por
los hongos se mostrd que causaban lesiones en las hojas o inhibian el crecimiento de la semilla
en gran medida o a su vez disminuian el tamafio de la planta, mostrandose los metabolitos
fangicos efectivos para el control bioldgico de las malezas.

Para determinar qué protocolo de siembra y extraccion de metabolitos produce un
mayor rendimiento y efectividad, se probaron con 4 de los 6 hongos positivos (causan herida)

de la investigacion previa realizada. Se observo que al aplicar el filtrado crudo obtenido bajo
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diferentes procedimientos: con agitacion y centrifugacion, con agitacion y sin centrifugacion
y sin agitacion ni centrifugacion, no produjeron ningun tipo de lesion en las hojas de mora
(Rubus niveus). Por otra parte, las hojas presentaron una lesion mayor a 7 mm en las zonas con
previa lesion al aplicarse los metabolitos obtenidos con centrifugacién y sin agitacion, como se
evidencia en la tabla 1. Por ello, se determind que el mejor método para la siembra y extraccion
de metabolitos para esta investigacion es sin agitacion y con centrifugacion a 5000 rpm, por lo
que fue el protocolo seleccionado para realizar los demas bioensayos.

Con el objetivo de evaluar la actividad bioherbicida de los metabolitos fungicos sobre
R. niveus se realizaron bioensayos de dafio foliar en los que Unicamente los metabolitos de los
hongos L. theobromae y P. crysosporium ocasionaron lesiones necréticas en las hojas de mora
de mas de 7 mm de diametro (Figura 5). Las lesiones se observaron en la zona con previa
lesidn, mientras que, en la zona sin lesion previa, no se observd ningln tipo de necrosis, siendo
estos dos hongos considerados posibles agentes para el control de la mora silvestre en
Galépagos. Por otro lado, los 30 filtrados (metabolitos fungicos) restantes testeados no
mostraron lesiones mayores a 7 mm en las hojas de la mora, por lo que, fueron descartados
como posibles agentes para el control de Rubus niveus.

Por su parte, el control positivo que fue el Paraquat presentd lesiones necréticas
generalizadas en las hojas ocasionado que éstas se debiliten y se rompan. El control negativo
empleado para estos bioensayos (PDB) no presentd lesiones ni dafios en las hojas de este modo
validando los bioensayos, siendo evidenciado en la figura 5. Adicionalmente, se midi6 el pH
de los filtrados y se pesé la biomasa seca del micelio. Se obtuvo que unos aislados fungicos
durante la fermentacion acidificaban en un rango de 4-5 el caldo, mientras que, otros
alcalinizaban en un rango de 7-8. En ambos casos P. crhysosporium y L. theobromae que

mostraron actividad herbicida, mantuvieron un pH neutro.
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En cuanto a la biomasa producida en la fermentacion se encuentra en un rango de 0.92-
0.36 g por contenedor de fermentacion. Donde el hongo con cédigo 61T4.3 produjo la mayor
cantidad de biomasa con 0.92 g; sin embargo, los metabolitos fungicos del aislado no mostraron

actividad herbicida.
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4. DISCUSION

El control de especies invasoras siempre ha sido una preocupacion importante, tediosa,
costosa y critica en las areas de ecosistemas unicos, como es el caso de las Islas Galapagos,
donde estas especies foraneas alteran el habitat de especies nativas. Se han ideado diferentes
herramientas y métodos como el deshierbe mecanico y quimico para erradicar las especies
invasoras (Triolet et al., 2020). Sin embargo, estos métodos se han vuelto inefectivos para el
manejo de las especies invasoras, un ejemplo de esto es Rubus niveus en Galapagos. El control
de esta especie es complicada, ya que forma densos matorrales espinosos, ademas de la larga
viabilidad de sus semillas, provocando cambios en la composicién y estructura de las
comunidades bioldgicas (Renteria et al., 2012). Por ello, el control bioldgico es una alternativa
viable, sustentable y amigable para sus ecosistemas. Triolet et al. (2020) indicé que muchos
hongos son patogenos para las plantas, incluidas las malas hierbas, siendo tanto los hongos
como sus metabolitos secundarios responsables de causar patogenicidad en las plantas,
revelando un potencial como agentes de control biolégico.

Es por esto que, en el proyecto previo a esta tesis, realizado en la maestria de Barriga
del 2016-2019 (Barriga, 2019), se quiso encontrar un hongo que funcione como control
bioldgico contra R. niveus, en donde se evalud el potencial herbicida de hongos aislados de
Rubus niveus a través de ensayos de dafio foliar, resultando B. pseudostriata, F. concentricum,
L. theobromae, C. gloesporoides, P. rolfsii y P. chrysosporium los hongos que exhibieron
dafos en las hojas de la mora. Sin embargo, estos no pueden ser usados, ya que, son generalistas
pudiendo afectar a otras plantas no objetivo, incluyendo nativas (Barriga, 2019). Debido a que
estos hongos tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios, éstos son una alternativa
para evaluar el control bioldgico de la mora. No se ha reportado el uso de metabolitos fangicos
para el control de Rubus niveus, pero Oleskevich et al. 2009 identific6 a Fusarium avenaceum

como agente para el control de Rubus spp., siendo la moniliformina un compuesto producto de
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su metabolismo secundario. De este modo se cree que los metabolitos de los hongos aislados
previamente por Barriga pueden ser agentes para el control bioldgico de R. niveus.

En este estudio se realiz6 fermentacion de los hongos en medid liquido para la
produccion de metabolitos secundarios, ya que nos permite controlar de mejor manera la
temperatura, la aireacion, el pH, agitacion entre otros factores que son determinantes para la
produccion de metabolitos secundarios asi se asegura la homogeneidad en el medio de cultivo
(Frisvad, 2012). Ademas, que el proceso de aislamiento y extraccion de metabolitos en medio
liquido es mucho mas sencillo porque estas moléculas quimicas se disuelven en el medio de
cultivo facilitando la extraccién y evitando pérdidas durante el proceso, en contraste con los
metabolitos producidos en medio sélido cuya extraccion y aislamiento es dificil debido a que
estos quedan adheridos en el medio solido, imposibilitando la separacion por completo y
disminuyendo la concentracion (Brun et al., 2020).

Para probar el potencial herbicida de los metabolitos se realizaron ensayos de dafio
foliar evaluando el dafio visible en las hojas de la mora, este ensayo se ha reportado como
efectivo, ademas que es el método cuantitativo para evaluar la actividad herbicida. Los
metabolitos actian causando lesiones en las hojas, y los dafios observados son lesiones
necroticas asociados a la patogenicidad del hongo o su metabolito secundario. La necrosis en
los tejidos vivos son el resultado de afectaciones estructurales, fisioldgicas, bioquimicas y
metabolicas en la planta huésped causando cambios en el huésped generando hojas cloréticas
y senescentes en los sitios en contacto con el metabolito (Adetunji et al., 2020).

Adetunji et al. (2017) menciona que la composicion del medio de cultivo y factores
como agitacién, temperatura pueden tener un efecto sobre la expresion de los metabolitos
secundarios, la potencia de su actividad fitotdxica y la viabilidad durante el almacenamiento.
Por ello, la seleccion de protocolos adecuados es indispensable para la siembra, fermentacion

y extraccion de estos compuestos productos del metabolismo secundario.
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Se demostro que el mejor método de siembra es sin agitacion del propagulo durante la
fermentacion y la extraccion de metabolitos fue con centrifugacion a 5000 rpm. Posiblemente
se debe a que la agitacion genera fuerzas de corte que pueden afectar a los microorganismos
de varias maneras, por ejemplo, dafio a la estructura celular, cambios morfoldgicos, asi como
variaciones en la tasa de crecimiento, de este modo se disminuye la sintesis de metabolitos
fangicos (Papagianni, 2004).

En cuanto a los ensayos de fitotoxicidad Unicamente los metabolitos pertenecientes a
Lasiodiplodia theobromae y Phanerochaete chrysosporium causaron lesiones necrosantes en
las zonas con previa lesién como se indica en la figura 5. En las zonas sin previa lesién no se
evidencia heridas mayores a 7 mm, esto se puede deber a que el mecanismo de infeccidon de los
hongos patdgenos se realiza a través de la lesion en la planta , ya que, en estas zonas quedan
expuestos ciertos sustratos como lipidos o almidon de almacenamiento que facilitan colonizar
la zona y destruirla por accion de sus propiedades fitotoxicas (Petrini et al., 1993).

Los metabolitos de Lasiodiplodia theobromae exhibieron actividad herbicida que
puede ser atribuida a que este hongo es patégeno o enddfito no especifico del huésped, se ha
reportado que este hongo esté asociado a 500 plantas diferentes causando enfermedades como
la pudricidn de la fruta, la pudricion de la raiz, la muerte regresiva y el cancro (Uranga, 2017).
Salvatore et al. (2020) report6é que este hongo es capaz de producir metabolitos secundarios
con una gran aplicabilidad. Los metabolitos producidos son de gran diversidad estructural entre
los importantes estan: dicetopiperazinas, jasmonatos, lactonas, melleinas. El coctel de
metabolitos empleado en los bioensayos podria tener algunos de estos compuestos que pueden
ocasionar lesiones en la membrana de las hojas (Salvatore et al., 2020).

Asi mismo Phanerochaete chrysosporium es un hongo saprofitico que se encuentra
distribuido mundialmente. Reportes indican que puede causar dafios en las plantas o

podredumbre de madera. Se conoce que este hongo tiene la capacidad de producir compuestos
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secundarios con actividad lignolitica como las ligninasas que acttan degradando la lignina
presente en la pared secundaria de las plantas, siendo componente de las hojas de la mora, de
forma que la lignina es degradada dejando expuesta la celulosa ocasionando un fenémeno
conocido como la pudricion blanca (Almeida, 2012), siendo candidato para el control biologico
de R. niveus.

Los caldos fermentados de los deméas metabolitos fungicos aislados probados no
mostraron actividad herbicida. No se observaron lesiones mayores a 7 mm por lo que fueron
descartados para el control bioldgico de la mora invasiva. Pudo ser el hecho de que muchos de
estos hongos son endofitos lo que quiere decir que tiene una interaccion planta-microorganismo
benéfica, por lo que, no causan ningun tipo de enfermedad en la planta (Zhang et al., 2019).

Por el contrario, puede ser que los metabolitos sintetizados por estos hongos tengan
actividad benéfica que promueva el crecimiento de la planta o que éstos protejan a la mora de
otros patogenos (Saikkonen etal., 1998). Otra alternativa para la inefectividad de estos
compuestos secundarios pudo ser que estaban presentes en el caldo fermentado en una baja
concentracion. Segun Brun et al (2020) la actividad herbicida esta directamente relacionada
con la concentracion de los metabolitos en el caldo fermentado; por ello, es importante la
seleccion de la metodologia y condiciones adecuadas para optimizar la sintesis de estos

compuestos.
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5. CONCLUSION

Rubus niveus es una especie invasora de las islas Galapagos que se ha convertido en
una plaga por su capacidad reproductiva y colonizacién en las islas, afectando la naturaleza de
las comunidades biologicas, de este modo desplazando la flora nativa de la zona. Debido a que
el manejo de esta especie invasora por métodos mecanicos y quimicos no han sido efectivos,
se propone el control bioldgico como una alternativa para su control, en donde los hongos y
sus compuestos derivados son responsables de la patogenicidad en las plantas siendo
potenciales agentes para el control bioldgico.

A partir de la revision sistematica se concluyd que el método de eleccion para la
produccion de metabolitos fangicos es por medio de la fermentacién sumergida. Para la
evaluacion de la actividad herbicida los ensayos méas usados son por pulverizacion o puncién
foliar, siendo Phoma spp el género mas estudiado por su actividad bioherbicida.

Es fundamental usar la metodologia y condiciones adecuadas para extraer los
compuestos del metabolismo secundario de los hongos, por ello se evaluaron metodologias
distintas con el fin de optimizar este proceso. Se determiné que el mejor método de siembra y
extraccion de metabolitos secundarios era a través del uso de fermentacién en medio liquido
sin agitacion y su extraccion con centrifugacion a 5000 rpm.

Finalmente, se concluy6 que los metabolitos obtenidos de Lasiodiplodia theobromae y
Phanerochaete chrysosporium exhibieron potencial herbicida, por tanto, deben ser
considerados como posibles agentes para el control de R. niveus. A futuro se espera continuar
con la obtencion de metabolitos de los otros hongos aislados con el fin de encontrar alguno con
capacidad de causar dafo foliar efectivo a Rubus niveus e identificar quimicamente los

compuestos responsables de la actividad herbicida.
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6. TABLAS

Tabla 1. Evaluacion del dafio foliar usando la extraccion de metabolitos producidos por P.
chrysosporium sobre R. niveus producidos con diferentes métodos de fermentacion

Metodologia Resultados Observaciones

Con agitacion y No se evidencian lesiones >

centrifugacion 7 mm.

Con agitacion y sin

centrifugacion No se evidencian lesiones

Sin agitacion y con

centrifugacion Lesiones necrdticas > 7 mm

en zonas con previa lesion

Sin agitacion ni

centrifugacion No se evidencian lesiones
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7. FIGURAS
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Figura 1. Diagrama de flujo prisma correspondiente a la identificacion, seleccion e inclusion
de los articulos para la revision sistematica.
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Figura 2. Bioensayo de dafio foliar en R. niveus. Zonas de inoculacion de los metabolitos
fangicos y PDB en la hoja de Rubus niveus.
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Figura 3. Resultados de la revision sistematica. Articulos encontrados basados en el tipo de
fermentacion usada para la produccion de metabolitos fungicos y diferentes bioensayos para
evaluar el potencial herbicida.
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Figura 4. Resultados de la revision sistematica. Articulos encontrados donde se reportan los
géneros de hongos cuyos metabolitos tienen actividad herbicida.
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Figura 5. Evaluacion de la actividad herbicida (dafio foliar) y pH de los filtrados crudos de L.
theobromae y P. chrysosporium sobre R. niveus, comparados con el control positivo
(herbicida Paraquat) y el control negativo (PDB).
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